T 50 |210[499% [ €0 A,
9 JUL 1904
N° dlordre : 115-94 | Année 1994

THESE
présentée devant

L'UNIVERSITE CLAUDE BERNARD -LYONI
pour l'obtentiondu : !
DIPLOME DE DOCTORAT
oo
‘Cécile PONSONNET

STRUCTURE GENETIQUE DES POPULATIONS D'AGROBACTERIUM
APPORT A L'ECOLOGIE DES PLASMIDES TI

- ERUE UNYERS T
g -\'r\%\\&u.h UiivE Mkt

S ‘
SECTION SCIENCES
LYON

JURY : L. JOUANIN Directeur de recherche au CNRS Rapporteur

J. PINON Directeur de recherche a I'INRA Rapporteur
H. BOUZAR Professeur associé Rapporteur externe

~ P.NORMAND Direcieur de recherche au CNRS
X. NESME Ingénieur de recherche A I'INRA



UNTVER

Prisidens de L'Undlversitt

Jen Vice-Présddent Fodéncition Santd
len Vdce-Prtsident Fediration Selencesd
President du Comiit de coondination
des Eiudes Medicales

Seentiadine Gonbral

FEDERATION

FEDERATION

SANTE

UFR de Médecine GRANGEZ-BLANCHE
UFR de Médecine ALEXTS-CARREL
UFR de Médecine LYON-NORD
UFR de Medecine LYON-SUD -
- Inszitux des Sciences BLOLDQLOLLP.A

et Phaonmocentiques

- UFR d'0dontologle

- INSTITUT DES TECHNTQUES DE REA‘DAPTATIDN
- Département de Blologie Humaine

- Depantement d' INROVATION ET DE
COORDINATION PEDAGOGIQUE

—

SCTENCES

- Tnszitit DES SCIENCES DE LA WATTERE
- Tnsziiut DES SCIENCES DE L' INGENTE-
RIE ET. DU DEVELOPPEMENT ‘TECHNOLOGIQUES

- = Tnsilitux de CHIMIE ET BIOLOGIE

- Tnazitut d' ANALYSE DES SYSTEMES BIC-

LOGTQUES ET SOCI0-ECONOMIQUES
- in&zizuz DES SCIENCES DZ LA TERRE OE
L'OCEAN, DE L'ATHOSPHERE, DE L'ESPACE

.27 UE L'ENVIRONNEMENT

- UF des ACTIVITES PHYSIQUZS ET

SPORTIVES

- I.UT. A

- 1.U.T. B

- Qéepaniement de ler Cycle plunidis-

elplinaing Sclences

- Deparniemens de Zime Cycle
-Sciences de fa Vie el de fla Terre
- Sclences poun L' Ingbnieun
- Sciences de E'Anafyse ef de ia

Matitne

2SITE CLALDE BERNARD - LYON T -

1750/210/1994/80 bis
M. Le Parofesseun G. FONTAINE
M. Le Professeurn P, IECH
M. Le Paodessewn Y. LEMOIGNE
M. Le Professeurn P, ZECH
M. J. FLACHER

Directews : Mme Le Pr PELLET
Dineelenn @ M. Le Pa, EVRELX
Direclenn @ M. Le Pr. PATRICOT
Dinecenn @ M. Le Pr. DEJOUR
Dinectenrn @ M. Le Pr VILLARD
Divecteun @ M. Lo Prn. MAGLOIRE
cDirecteun = M. Le Prr EYSSETTE
Dingeteunr ¢ M. Le Pr. BRYON
Dinectewr : M. fe Pa. LLORCA
Dirnecteun @ M. "fe Pa. ELBAI
Directeun @ M. Le Pr, DIMNET
Directent : Mme VARAGNAT; MdC
Dinecteun ¢ M, Lo Pa. LEGAY
Tinectenrn 1 M. Le Pr. ELMT
Pirnectewn : M. Le Pr, CGAMY
Dinectensr @ M. Le P GTCLLY
Dinecteuwn : M. Ze Pri. PIVOT
Directeun : M. PONCET, MdC
Directews : M. Le Pr. BLANCHET
Directews : M. Le Pr. BETHOUX
Directenn + M. Lo Px. VIALLE




Je tiens a remercier Mr Bardin pour m'avoir accueillie dans le
laboratoire d'Ecologie Microbienne du Sol ainsi que X. Nesme |
pour m'avoir confié ce sujet de Theése et pour le suivi de ce

travail pendant ces trois années.

Je remercie également toutes les personnes du jury qui ont
jugé ce travail et en particulier P. Normand pour avoir

accepté de diriger ces recherches.

Enfin, je tiens & exprimer toute ma reconnaissance & tous
ceux qui ont contribué de prés ou de loin A la réalisation de

ce travail.



TABLE DES MATIERES

Table des matiéres

Résumsé

Liste des figures, tableaux et annexes
Liste des abréviations

INTRODUCTION GENERALE

PARTIE I ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre L. Introduction i l'étude des populations bactériennes
1. Populations ou peuplements bactériens?
2. Intéréts de 1'étude des populations bactériennes
3. Méthodes d'étude des populations bactériennes
Chapitre IL. Populations d'Agrobacterium
Introduction: rappels sur la biologie d'Agrobacterium
1. Diversité chromosomique et plasmidique '
1.1 Diversité chromosomique
1.2 Diversité des plasmidesTi
2. Populations naturelles d'Agrobacterium: abondance et diversité
2.1 Densité de populations dans les sols
2.2 Structure génétique des populations d'Agrobacterium
2.3 Description du modéle épidémiologique étudié
CONCLUSION DE LA PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

PARTIE II MATERIEL ET METHODES

1. Echantillonnage des isolats d'Agrobacterium

1.1 Matériel végétal

1.2 Caractéristiques des sols

1.3 Matériel bactérien

1.4 Dénombrements bactériens  partir du sol de Peyrat
2. Caractérisation des isolats d'Agrobacterium

2.1 Caractérisation sérologique

2.2 Identification des isolats par PCR-RFLP

2.3 Analyse et interprétation des données de PCR-RFLP
3. Caractérisation d'un élément d'insertion

3.1 Localisation de l'insertion

3.2 Caractérisation de I'insertion par séquengage

page

iv

- T T N

10
10
11
11
13
20

22
23

29
29
30
30
31
32
£
3
37
40




3.3 Détection de I'IS292
4, Test du pouveir tumorigéne

45

PARTIE II. CARACTERISATION DES AGROBACTERIUM AUX NIVEAUX CHROMOSOMIQUE

ET PLASMIDIQUE PAR LA METHODE DE PCR-RFLP

INTRODUCTION

RESULTATS ET DISCUSSION
1. Analyse des fonds chromosomiques
1.1 Polymorphisme du géne 16S de l'opéron ribosomique
1.1.1 Résultats d'amplification et vérification de la spécificité
1.1.2 Discrmination des espéces par le polymorphisme du géne 165
1.2 Polymorphisme de la région comprenant le géne 168 et ITGS
1.2.1 Résultats d'amplification et vérification de la spécificité
1.2.2 Discrimination des souches par le polymorphisme de 1'TGS
2. Analyse des plasmides Ti
2.1 Polymorphisme de la région de virulence
2.1.1 Résultats d'amplification et vérification de la spécificité
2.12 Discrimination de groupes de plasmides Ti
2.2 Polymorphisme au niveau du T-DNA
- 2.2.1 Résultats d'amplification et vérification de la spécificité
2.2.2 Discrimination de types parmi les plasmides Ti 4 nopaline
2.3 Comparaison de l'analyse des deux régions plasmidiques
3. Analyse simultanée des chromosomes et des pTi:

caractérisation des génotypes
CONCLUSION

PARTIE IV. ETUDE DE LA STRUCTURE GENETIQUE DE POPULATIONS NATURELLES
D'AGROBACTERIUM

INTRODUCTION

RESULTATS ‘

1. Rappel sur la nature des populations analysées

2. Diversité génétique des populations naturelles d'Agrobacterium
2.1 Analyse sérologique
2.2 Analyse par PCR-RFLP
2.3 Structure des populations: fréquences des génotypes et indices de diversité

3. Comparaison de la structure génétique des populations d'Agrobacterium
3.1 Génotypes majoritaires
3.2 Génotypes minoritaires

48
43
48
43
43
49
49
49
52
52
52
52
52
52
33

56
57

38

59
39
59
59

63

69

ii



DISCUSSION |
1. Intérét de la méthode de PCR-RFLP pour i'étude des populations

d'Agrobacterium
Apport de 1a méthode de PCR-RFLP par rapport 2 la sérologie
Identité des plasmides Ti: lien épidémiologique enire les deux pépiniéres modgles

Identité des fonds chromosomiques: prépondérance de la transmission verticale des pTi

2. Apport de cette étude i 1'écologie d'Agrobacterium
La turneur: site privilégié de la diversité
Influence du passage par la plante ou le sol sur la dissémination des pTi
Adaptation écologique des especes? '

CONCLUSION

PARTIE V. DESCRIPTION D'UN ELEMENT D'INSERTION:
IMPLICATIONS POUR LES POPULATIONS DE PLASMIDES TI

INTRODUCTION

RESULTATS
1. Mise en évidence d'un élément d'insertion dans le T-DNA

1.1 Détection d'une insertion dans le T-DNA

1.2 Localisation de l'insertion

1.3 Caractérisation de la séquence inserrée

1.4 Recherche de séquences homologues

1.5 Comparaison des différents pTi292 _
2. Effet de la présence de 1'IS292 sur le pouvoir tumorigéne
3. Comparaison. des associations 2177/pTi2177 et 2177/pTi292

3.1 Comparaison des plasmides Ti de types 2177 et 292

3.2 Comparaison des ribotypes 2177 associés aux plasmides Ti 2177 et 292
4, Recherche de 1'1S292 dans les populations d'Agrobacterium

DISCUSSION
1. 18292; un nouvel élément d'insertion associé au genre Agrobacterium
2. Similitude des 1S292 et ISRI1 détectées chez Agrobacterium et Rhizobium
3. Conséquences de la transposition d'éléments mobiles dans le génome d'Agrobacterium
4. Hypothése de transposition dans les populations de plasmides Ti

CONCLUSION

CONCLUSION GENERALE
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

ANNEXES

iii

70

70
70
7

72
72
74
76

78

79

80
80

80
81
82

85
85
85

88
g8 .
89

91

93

98



Résumé

Agrobacterium est une bactérie saprophyte du sol. Les souches pathogénes
d'Agrobacterium sont caractérisées par la présence du pTi, plasmide conjugatif support du pouvoir
tumorigéne. La structure génétique des populations naturelles d'Agrobacterium a ét€ étudiée A partir
d'une épidémie de crown gall sur peuplier afin de préciser le rdle de la dissémination des plasmides
Ti sur le maintien des souches tumorigénes dans le sol.

L'épidémie étudiée concernait les pépinieres d'Orléans origine de 1'épidémie, et de
Peyrat plantée en boutures de peuplier en provenance d'Orléans. Cette étude de la structure
génétique des populations d'Agrobacterium nécessitait de prendre en compte les plasmides Ti et les
fonds chromosomiques. La méthode de PCR-RFLP offre la possibilité de cibler, d'une part les
fonds chromosomiques (opéron ribosomique), et d'autre part les plasmides Ti (région de virulence
et T-DNA) par le choix d'amorces spécifiques de ces deux compartiments du génome. L'analyse de
'opéron ribosomique par la méthode de PCR-RFLP permet une discrimination au niveau de
l'espéce par le polymorphisme du géne 168, et au niveau infraspécifique par le polymorphisme de
l'intergéne entre les génes 168 et 23S (définissant les ribotypes). L'analyse du polymorphisme de
la région comprise entre les génes tmr et nos du T-DNA a permis l'identification des plasmides Ti
en cause dans 1'épidémie étudiée. : '

L'identité des types de plasmides Ti et des ribotypes détectés dans les différentes
populations d'Agrobacterium issues des deux pépinicres éudiées a permis de confirmer le lien

-épidémiologique entre celles-ci. Les populations d'Agrobacterium sont caractérisées par la présence.

de différents génotypes d'abondances relatives vari€es. Cette complexité est déja observable a
'échelle de la tumeur, avec des isolats de différentes espéces, types chromosomiques et types
plasmidiques.Ces résultats ont permis de montrer I'intérét de 'outil PCR-RFLP pour I'étude des
populations d'Agrobacterium. La présence d'une population d'Agrobacterium majoritaire transmise
par la plante ou par le sol, indique une prolifération des plasmides Ti par multiplication clonale des
Agrobactérz'um tumorigénes prépondérante en conditions naturelles. Par ailleurs, il apparait que les
populations tumorales ayant été en contact avec le sol sont plus diverses. Cette diversité est diie A la
présence de différents génotypes minoritaires spécifiques a la pépiniére de Peyrat hébergeant des
types plasmidiques détectés dans la pépiniére d'Orléans. Ce résultat, et le fait que différents fonds
chromosomiques soient associés & un méme type de plasmide Ti, suggdrent T'existence de
transferts de plasmides Ti par conjugaison vers les Agrobacterium indigénes du sol.

D'autre part, un nouvel élément d'insertion, 18292, a été caractérisé dans les
populations de plasmides Ti. Son r6le dans la diversité des plasmides Ti des populations
d'Agrobacterium étudiées a été suggéré. La détection de cet élément dans différents génotypes
composant les populations étudiées pose la question de I'importance d'événements de transposition
dans Ia stabilité des géndmes composant les populations naturelles d'Agrobacterium.
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INTRODUCTION GENERALE

La maladie de la tumeur du collet (ou "crown gall") se traduit par 1a formation
d'une tumeur au niveau du collet ou sur les racines de nombreuses plantes. L'agent pathogéne
appartient au genre Agrobacterium, bactérie 3 gram négatif, identifiée en 1907 par Smith et
Townsend.DeCleene et DeLey (1976) indique qu'un spectre d'essences végétales comprenant au
moins 140 genres, la plupart étant des Dicotylédones, sont sensibles & Agrobacterium. Les effets
néfastes de cette maladie sont principalement ressentis dans les pépinigres d'arbres fruitiers,
ornementaux et forestiers, ainsi que sur la vigne. ‘

Le processus tumoral est induit par les substances émises par la plante lors d'une
blessure. Le caractére plasmidique de la pathogénie a été mis en évidence par Van Larebecke et al.
(1974) avec la découverte d'un plasmide d'environ 200kb dans les souches tumorigénes
d'Agrobacterium. Le plasmide est désigné pTi pour "tumor inducing”. Lors du processus
infectieux une partie de ce plasmide Ti (ADN de transfert ou T-DNA) est transférée dans la cellule
végétale infectée, et intégrée'au génome de la plante (Chilton et al. 1977). L'expression des genes
portés par le T-DNA est responsable, d'une part, du caractére tumoral li€ 4 la synthése de
phytohormones, et d'autre part, de la production de molécules spécifiques, les opines, qui seront
catabolisées par les Agrobacterium pathog®nes hébergeant un plasmide Ti. La production
d'opines par les cellules végétales transformées par le T-DNA crée une niche écologique
favorable aux agrobactéries pathogenes. La production de phytohormones est un mécanisme
permettant d'amplifier le nombre de cellules végétales sécrétrices d'opine et ainsi d'optimiser la
niche écologique.

Le genre Agrobacterium comprend des bactéries adaptées au sol, tumorigénes ou
non tumorigénes. Depuis leur découverte, la biologie et 1a génétique des bactéries appartenant au
genre Agrobacterium, et de leur plasmide Ti ont été largement étudiées. Cependant, de nombreux
aspects de leur écologie et notamment celle du plasmide Ti restent & découvrir. Deux modes de
propagation des plasmides Ti peuvent étre envisagés: un processus dit "vertical" qui résulte de la
multiplication clonale des bactéries, et un processus dit "horizontal" résultant du transfert des
plasmides Ti entre les Agrobacterium. 1.a tumeur constitue le site privilégié de prolifération des
Agrobacterium tumorigénes. En effet, la présence d'opine dans la tumeur favorise la
multiplication clonale des bactéries hébergeant le plasmide Ti. En outre, les olﬁines sont égalemnent
inductrices du transfert conjugatif des plasmides Ti favorisant ainsi leur prolifération horizontale.
La tumeur apparait donc comme le réservoir principal de souches tumorigénes.

La tumeur est 2 I'origine de la population d'Agrobacterium tumorigénes amenée &
étre libérée dans le sol & partir de 1a tumeur. Or, le maintien du potentiel tumorigéne dans les sols



ened

peut &tre expliqué, d'une part par la persistance des souches tumorigénes dans le sol, et d'autre
part par le transfert des plasmides Ti & la population indigéne du sol. La relation entre la
population tumorigéne introduite et les Agrobacterium non tumorigénes présents dans le sol, en
terme d'échanges de plasmides Ti, est un point essentiel pour comprendre le comportement des
Agrobacterium dans I'environnement sol. La premire étape permettant de comprendre I'écologie
des agrobactéries et de leur plasmide Ti consiste en une meilleure connaissance de la complexité
des populations naturelles d'Agrobacterium tumorigénes et non tumorigénes dans les réservoirs
que sont la plante et le sol. Cet aspect nécessite une caractérisation des génotypes impliqués dans
le dévelopement de la maladie, ainsi que ceux composants les populations indigénes du sol. Il
apparait nécessaire d'aborder cette question en étudiant des populations d'Agrobacterium en
tenant compte de la diversité des fonds chromosomiques et des plasmides Ti.

Les épidémies de crown gall sont en général sporadiques de par les différents
facteurs influant sur la fréquence des attaques (Moore 1976). Dans de nombreux cas les
infections sont latentes et ne se déclenchent que sous certaines conditions dépendant de la plante-
héte, du génotype des souches d'Agrobacterium, de la saison, du cycle du végétal, et du climat.
Dans tous les cas I'historique cultural et sanitaire du site est d'importance sur 'apparition du - -
crown gall. Les nombreux cas de crown gall recensés & travers le monde laissent supposer que
Agrobacterium est présent dans la plupart des sols cultivés. De plus, la facilité de dissémination
des Agrobacterium tumorigénes (par l'eau, les outils, les plants, le sol...) et les occasions
multiples de blessures des végétaux (par les animaux, les greffes, la taille, les gelées, ...)
montrent l'utilité de la prophylaxie afin de minimiser la dissémination des Agrobacterium
tumorigénes. Ces derniéres années une extension importante des fréquences de crown gall a €té
observée dans les pépinigres forestidres frangaises, notamment chez les peupliers appartenant a la
section Leuce. Suite A ces manifestations importantes de crown gall, une étude visant a
caractériser les populations d'Agrobacterium impliquées dans les épidémies des pépiniéres
forestiéres d'Orléans et de Peyrat-le-Chéteau a été entreprise. Ces populations constituent un
modele intéressant pour I'étude de 1'écologie des Agrobacterium et des plasmides Ti. En effet, il
s'agit d'une contamination naturelle sur le site de Peyrat sans antécédent connu de crown gall. De
plus, les pratiques culturales sont assez bien maitrisées, surtout en ce qui concerne les espices et
les génotypes des peupliers et I'historique cultural.

Aprés une introduction i l'étude des populations bactériennes, la partie
bibliographique de cette étude a été consacrée aux connaissances actuelles concernant la diversité
chromosomique et plasmidique d'Agrobacterium, et de leur prise en compte pour les €tudes de
populations naturelles. Le modéle épidémiologique utilisé pour notre étude a ensuite ét€ décrit.

Dans la premigre partic de 1'étude expérimentale nous avons mis au point et validé
la méthode de PCR-RFLP pour l'identification des fonds chromosomiques et des plasmides Ti
d'Agrobacterium. Cette approche a ensuite été appliquée A I'étude de la diversité chromosomique
et plasmidique des populations naturelles d'Agrobacterium impliquées dans I'épidémie étudice.
L'étude de la stabilité de la structure des populations naturelles d'Agrobacterium a été abordée en



considérant des fluctuations quantitatives de la fréquence des génotypes, et des fluctuations -
qualitatives dfies a la variabilité des génomes. Ce dernier point repose sur d'éventuels transferts
de plasmide Ti au sein de la tumeur et dans le sol. Nous avons également considéré la présence
d'éléments d'insertion dans les génotypes d'Agrobacterium, en tant que facteur pouvant influer
sur leur stabilité et leur adaptation. '

Dans la conclusion générale nous mettrons l'accent sur l'apport de notre étude le
role de la tumeur dans la génese de la diversits, et la stratégie adoptée par les Agrobacterium pour
le maintien du pouvoir tumorigéne dans le sol.
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CHAPITRE I. INTRODUCTION A L'ETUDE DES POPULATIONS BACTERIENNES

1. Populations ou peuplements bactériens?

Une population est définie par un ensemble d'individus en interaction, appartenant
4 une méme espéce et occupant la méme portion d'un écosystéme (Lamotte et Bourliére 1969,
Magurran 1988), alors que le peuplement est 'ensemble des espéces en interaction occupant le
méme biotope. Ces définitions ont été formulées initiallement dans le cadre de I'écologie des
animaux et des végétaux supérieurs. Chez les animaux supérieurs, les concepts d'individu et
d'espece sont souvent assez évidents et posent donc peu de probléme pratique. Chez les
végétaux, le concept d'individu est plus flou du fait de la multiplication clonale, alors que la
notion d'espéce reste le plus souvent valable. Dans le cas des especes bactériennes, les concepts
de population et de peuplement ne sont pas clairs et demandent 2 étre repréciser en fonction de
I'étude écologique considérée. En effet, la limite de l'espéce bactérienne est définie sur la base de
la similarité des génomes, se traduisant par la notion d'espéce génomique. Cependant, des
bactéries appartenant & des taxons €loignés sont capables d'échanger des informations génétiques
par éonjugaison, transformation ou transduction. Agrobacterium représente un exemple de genre
bactérien pour lequel plusicurs especes (au sens de Sawada et al. 1993) peuvent héberger des
plasmides (p'Ti) identiques, transférables par conjugaison. Ces plasmides ne sont cependant pas
susceptibles d'étre transmis A toutes les especes bactériennes d'un méme biotope. C'est
pourquoi, pour des études concernant I'écologie des plasmides Ti, il semble légitime de parler de
populations d'Agrobacterium phutdt que de peuplement, bien que différentes especes génomiques
soient impliquées. La capacité de propagation des plasmides Ti suggére I'étendue du concept de
population aux plasmides Ti eux-mémes. ‘

Toute population peut étre caractérisée par son degré d'organisation. C'est-a-dire
par la distribution des abondances des génotypes, qui correspond au spectre des fréquences
relatives du groupe le plus abondant au groupe le plus rare (Daget 1976). L'analyse de la
structure des populations bactériennes considére la densité, la richesse et la diversité de la dite
population. Le recensement du nombre de groupes d'individus appartenant & une méme
population permettra d'évaluer sa richesse. La diversité d'une population sera évaluée afin de
rendre compte de l'inégale répartition des individus dans ces différents groupes.




2. Intérét de 1'étude des populations bactériennes

L'activité 'biologique des bactéries dans un biotope donné peut étre réalisée soit par
un peuplement, soit par une population bactérienne. Cet ensemble d'individus est rarement
homogene mais plutdt constitué de groupes de fréquences et de capacités variées. Dans un
premier temps, I'étude des populations bactériennes d'un environnement donné est desériptive.
Cette étude vise a connaitre les génotypes qui les composent afin d'évaluer leur complexité, Dans
un deuxieme temps, il s'agira de rechercher les causes et les conséquences en terme d'avantages
adaptatifs relatifs & cette complexité.

La structure des populations bactériennes a été abordée notamment dans le cadre
d'études de bactéries présentant une activité biochimique particuliére (Nitrobacter), une capacité
symbiotique (Rhizobium, Frankia) ou une capacité pathogéne (Salmonella, Listeria,
Xanthomonas, Agrobacterium). Un exemple est donné par les études concernant 'activité
nitrifiante dans un environnement diie aux bactéries appartenant au genre Nitrobacter (Navarro,
1992), La présence de génotypes différents en fonction de I'ean et des sédiments suggere que la
diversité des populations de Nitrobacter répond & des adaptations a4 des environnements différents
(Navarro, 1992).

La bactérie du sol en interaction avec la plante la plus étudiée au nivean
populationnel est Rhizobium, du fait de son intérét agronomique résultant de la fixation
symbiotique de I'azote. Divers travaux ont été axés sur la recherche de souches de Rhizobium ou
de Bradyrhizobium efficientes pour la nodulation et la fixation d'azote. De ce fait, ces travaux ont
pris en compte la diversité des espéces présentes (Hartmann et Amarger 1991, Leung et al.
1994b, 1994c, Minamisawa et gl. 1992). L'autre aspect développé fut I'étude des paramétres
conditionnant l'organisation des populations et leur stabilité en conditions naturelles, Dans une
population équilibrée les modifications de structure sont en général progressives. Une variation
brutale de la diversité correspond soit & un changement soudain de la composition de la
population (arrivée ou disparition de certains types), soit & un phénomene affectant les fréquences
relatives des groupes. Cependant, la stabilité s'entend également au niveaun individuel par la
plasticité du génome résultant de mutations, de déletions et d'insertions. Différents facteurs
semblent affecter la composition des populations de Rhizobium et de Bradyrhizobium. Un effet
de la plante sur la diversité de R. leguminosarum a €t€ mis en évidence (Harrison er al, 1987,
Young et al. 1987, Leung et al. 1994a), suggérant une sélection de Ia population nodulante par la
plante-hote (Demezas et Bottomley 1986). Les caractéristiques physico—chimiqueS du sol
semblent avoir également un effet sur la diversité des populations de Rhizobium (Harrison et al.
1989, Shishido et Pepper 1990). Cependant, une certaine stabilité dans le temps de la complexité
des populations a été constatée au niveau des nodules, avec une dominance des mémes génotypes
sur quatre années (Leung et al. 1994a), et au niveau du sol avec une persistance de la population
sur deux ans avec cependant une diminution de la diversité sur cette période (Kosier et al. 1993).
D'autre part, la stabilité génomique corrélée avec un maintien de la capacité symbiotique a été
observée sur plusieurs années pour des souches de R. leguminosarum ou de Bradyrhizobium
Japonicum introduites dans le sol (Gibson et al. 1991, Brunel et al. 1988). Par contre, Geniaux et




al. (1993) ont observé un réarrangement au niveau des plasmides de souches de R.
leguminosarum. La plasiticité des génomes a également été abordée par la mise en évidence du
potentiel de transfert du plasmide symbiotique pSym (Demezas ez af, 1991, Schofield ez al.
1987). Cependant cette notion reste a préciser pour le genre Rhizobium et ne semble pas €tre
généralisable (Young et Wexler 1988).

Dans le cas de bactéries pathogénes, la connaissance de l'organisation des
populations en cause constitue la base de toute étude épidémiologique. Elle a permis de retracer
I'histoire de la dissémination d'agents pathogénes d'intérét médical tels que Salmonella sp.
(Beltran et al. 1988), Listeria sp. (Bibb er al. 1990, Boerlin et Piffaretti 1991, Norrung et
Skovgaard 1993), Escherichia coli (Selander er al. 1986). Ces études ont permis de dégagerla
notion de population clonale & l'origine d'épidémies chez 'Homme ou les animaux. Une telle
approche a également été utilisée pour I'étude des bactéries phytopathogénes, comme
Xanthomonas sp. (Leach et al. 1992) on Pseudomonas sp. (Denny et al. 1988). Agrobacterium,
bactérie phytopathogéne du sol qui est en outre un saprophyte naturel, apparait comme un modele
adéquat pour une étude de structure et de stabilité de populations en conditions naturelles,
considérant d'une part un aspect épidémiologique et d'autre part le flux génique & I'intérieur de
ces populations par la présence du plasmide Ti conjugatif.

3. Méthodes d'étude des populations bactériennes

L'approche idéale pour étudier la structure d'une population dans un milieu serait
celle qui donnerait & un moment donné une image fidéle de la population occupant une unité
d'espace définie (L.amotte et Bourdiere 1969). Cette approche nécessite:

1) unt plan d'échantillonnage adapté en fonction de I'espéce considérée.

2) une méthode d'identification des individus dont la résolution sera déterminée par
I'espéce bactérienne et 'optique de 1'étude.

3) une méthode quantitative de dénombrement des individus et une méthode qualitative
d'évaluation de la richesse et de la diversité.

3.1. Echantillonnage

Le but de I'échantillonnage est d'obtenir une image représentative de la réalité 2
partir d'une surface aussi restreinte que possible. Le probléme posé par I'échantillonnage est
d'étre suffisamment important pour pouvoir étre interprétable,.c'est-z‘l-dire permettre de traiter les
résultats statistiquement. La taille de I'échantillon influe sur sa richesse. Cependant, a taille de
'échantillon permettant d'obtenir la diversité maximale est difficile 4 estimer a priori. Une
évaluation de la taille nécessaire peut étre obtenue en recherchant le nombre d'especes nouvelles
apportées par chaque nouveau prélévement (Gaufin et al. 1956, Ferry 1976). Lorsque la courbe
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Figure 1. Exemple théorique illustrant les concepts de richesse et d'équitabilité.
(explications dans le texte)  (d'aprés Magurran 1988)




du nombre d'espéces S apportées par les K premiers prélévements atteint un palier, on considére
que la totalité des espéces présentes a été recensée. '

L'échantillonnage est effectué soit de fagon aléatoire, soit de fagon systématique.
Dans ce dernier cas, il s'agit de relevés 4 intervalle régulier, avec une maille la plus faible possible
afin de tenir compte de I'hétérogénéité du milieu. Le plan d'échantillonnage peut étre £tabli selon
un recensenent en quadrats (divisions de parcelle) ou selon un recensement linéaire (transect).
Cependant, dans le cas d'Agrobacterium, 'échantillonnage devra souvent étre réalisé en fonction
de l'opportunité de 1'apparition des cas de crown gall. L'unité d'échantillonnage sera dans ce cas
la tumeur.

D'autre part, la structure des populatibns bactériennes provenant d'un milieu aussi
complexe que le sol doit prendre en compte 1'hétérogénéité dans 1'espace et la compartimentation
de la localisation des bactéries. Dans le cas d'Agrobacterium, l'isolement peut &tre effectué &
partir des tumeurs et/ou & partir du sol.

3.2. Méthodes d'évaluation de la diversité

Magurran (1988) dans son ouvrage intitulé "Ecological diversity and its
measurement” a répertorié les différents indices utilisés pour évaluer le degré de diversité des
communautés (ou peuplements) d'organismes supérieurs, ainsi que leurs caractéristiques. Ces
données sont résumées dans ce paragraphe. Les termes utilisés concernent un peuplement
composée d'un ensemble d'espéces, mais nons pensons pouvoir les extrapoler i une population
composée de plusieurs groupes d'individus présentant le méme génotype. Le terme d'espécé;
utilisé dans les paragraphes suivants, doit ainsi étre pris dans le sens plus général de génotype qui
est plus adapté concernant les populations de bactéries.

La diversité comprend deux composantes: le nombre d'especes présentes, et leurs
abondances relatives (ou équitabilité). En général, les communautés sont composées d'espéces
représentées a des fréquences inégales: quelques especes sont trés abondantes, un certain nombre
sont moyennement représentées, la majorité sont des espéces rares. La figure 1 donne une image
des concepts de "richesse” et d™équitabilité”. Le site A apparait plus divers que le site B €tant
douné que celui-ci ne comprend qu'une seule espéce (notion de richesse). Les sites C et D
comprennent chacun quatre espéces, cependant dans le site D une espéce est particulidrement
abondante, les autres €tant rares. Bien que les sites C et D aient 1la méme richesse, I'équitabilité
supérieure du site C indique qu'il est plus divers que le site D.

Les indices utilisés pour estimer la diversité peuvent &tre répartis en trois catégories:
1) indices de richesse spécifique: mesurent le nombre d'espéces recensées
2) modeles d'abondance spécifique: analysent la distribution des abondances spécifiques
3} indices basés sur 'abondance proportionnelle des espéces: considérent les deux
informations, richesse et abondance spécifique.




Indices de richesse:

La richesse étant dépendante de la taille de 1'échantillon, les indices de richesse
combinent S (nombre d'espéces recensées) et N (nombre total d'individus échantillonnés).
L'indice de Margalef (Clifford et Stephenson 1975) est défini par Dyig=(S-1)/InS. L'indice de
Menhinick (Wittaker 1977) est défini par Dmn=S/N. La richesse est la mesure de diversité la
plus souvent utilisée dans 1'étude de populations bactériennes.

Modéles d'abondance spécifique:

La distribution inégale des effectifs dans les différentes espéces a amené le
développement des modeles d'abondance spécifique. Cetie analyse ne peut étre effectuée de fagon
valable que dans le cas d'un grand nombre d'especes (supérieur 2 10). Une représentation du
nombre d'individus en fonction du nombre d'espéces a permis de proposer quatre modeles:
distribution ‘log normale, distribution en séries géométriques, distribution en séries
logarithmiques, distribution selon le modgle de Mc Arthur. Les séries géométriques concernent
des peuplements pour lesquelles peu d'espeéces dominent et de nombreuses especes sont rares.
Les séries log normales sont caractérisées par une importance des espéces moyennement
représentées. Le modele de Mc Arthur constitue le cas extréme pour lequel les espéces sont
également abondantes.

Indices basés sur les proportions d'abondance

Peet (1974) a désigné ce genre d'indices par "mesure de I'hétérogénéite”, étant
donné qu'ils prennent en compte la richesse et la fréquence de chaque espéce du peuplement. On
distingue les indices A information statistique (indice de Shannon), des mesures de dominance.
(indice de Simpson). L'évaluation de la diversité par l'indice de Shannon présente l'avantage de
pouvoir &tre testé statistiquement par un test t (Hutcheson 1970).

' L'indice de Shannon est donné par la formule: H'= -):,pilnpi ol pj est la
proportion d'individus appartenant 2 la i®™¢ espece. En pratique on ne peut avoir acces qu'a une
estimation de pj donnée par nj/N (avec nj nombre d'individus composant l'espéce i et N le
nombre total d'individus analysés). L'indice de Shannon suppose que les individus sont
échantillonnés au hasard & partir d'une population infiniment grande (Pielou 1975) et que toutes
les espéces soient représentées dans 1'échantillon. L'erreur diie A cette derniére contrainte n'est
* cependant pas significative en pratique. L'indice H' varie de 0, si une seule espéce est présente, &
InS {avec S, nombre d'espéces) si toutes les espéces ont 1a méme abondance (dans le cas d'une
répartition équitable). Les valeurs de H' sont en général comprises entre 1,5 4 3,5 et dépassent
rarement 4,5 (Margalef 1972). Tl faudrait 103 especes pour avoir une valeur de H' supérieure 4 5
(May 1975). Mpepereki et Wollum (1991), en utilisant l'indice de Shannon, ont montré des
différences au niveau de la diversité sérologique de populations de Bradyrhizobium japonicum
en fonction des sites de provenance.

L'indice de Simpson (Simpson 1949) est pondéré en fonction de I'abondance des
especes les plus communes, il est moins sensible a la richesse spécifique. L'indice de Simpson
(D) correspond 2 la probabilité qu'ont deux individus, pris au hasard dans une communauté
infiniment grande, d'appartenir 2 la méme espéce: D=Yp;2 avec pj, proportion d'individus




appartenant 2 la i¥Me espéce. Dans le cas de peuplements finis il est calculé par la formule:
D=Y[(nj(nj-1)/N(N-1)], avec nj le nombre d'individus de 1a i®me espéce et N le nombre total
d'individus. L'indice D varie de I, si une seule espéce est présente, & S si toutes les espéces ont
la méme abondance.

Etant donné que les indices H' et D dépendent de S, la richesse spécifique, et de la
répartition des effectifs dans les différentes espéces, des peuplements différents peuvent avoir le
méme indice de diversité (Barbault 1981). Pielou (1969) propose de calculer I'équitabilité en
rapportant la diversité observée a la diversité maximale théorique (H'max ou Dmax=InS) selon la
formule: Eg=H'/InS (ou Ep=D/InS). Les valeurs de 1'€quitabilité (E) varient de 0 (lorsque la
majorité des effectifs sont concentrés sur une espéce) & 1 (lorsque toutes les espéces ont la méme
abondance).

Trois critéres sont & considérer pour l'utilisation des mesures de diversité: 1a
capacité de discriminer différents peuplements, la dépendance vis-a-vis de Ia taille de I'échantilion
et la composante de la diversité prise en compte. Les indices de diversité doivent permettre de
détecter de faibles différences entre les sites. Taylor (1978) a classé les mesures en fonction de
leur pouvoir comparatif: indice o des séries log, indice H' de Shannon, indice S de richesse,
indice A de la série log normale et indice D de Simpson. L'indice de Shannon est plus affecté par
les espéces rares donc par la richesse. L'indice de Simpson est plus sensible anx variations de la
fréquence de I'espéce majoritaire.

3.3. Méthodes d'identfication

- L'identification des individus constitue une des plus grandes contraintes de I'étude
des populatiéns bactériennes. En effet, il est nécessaire d'une part d'isoler les bactéries et d'autre
part de les caractériser individuellement, en discriminant éventuellement les chromosomes des
plasmides présents. Dans le cas d'Agrobacterium, I'isolement est relativement aisé par
l'utilisation de milieux spécifiques (Brisbane et Kerr 1983). 7

Deux catégories de méthodes ont été développées pour caractériser les bactéries:

- les méthodes ciblant des traits phénotypiques (sérologie, profils de protéines, patrons de

résistance aux antibiotiques, ...) et celles permettant d'analyser plus ou moins directement le
génome (profils d'ADN, isoenzymes, RFLP, PCR-RFLP, ...). La tendance fut de rechercher
des techniques d'identification des souches permettant une précision, c'est-3-dire un pouvoir
discriminant, de plus en plus importante. Le seuil ultime jamais atteint étant de différencier les
clones bactériens. Les approches génomiques présentent I'avantage d'analyser les populations en
considérant les relations phylétiques entre les taxons identifiés. Par ailleurs, 1'analyse génomique
permet de s'affranchir de I'expression des génes qui n'est pas toujours aisée & obtenir au
laboratoire (comme c'est le cas pour les génes portés par le plasmide Ti). Dans le cas
d'Agrobacterium la nécessité de caractériser les souches par leurs chromosomes et leurs
plasmides Ti constitue une contrainte contre laquelle les approches génotypiques apparaissent
plus adaptées.
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Figure 2. Cycle biologique d'Agrobacterium et mode de prolifération des plasmides Ti.
Agrobacterium est attiré par les composés émis par les cellules végétales lors d'une blessure. Ces
composés induisent le régulon vir porté par le pTi permettant le transfert du T-DNA dans le
génome de la plante. L'expression du T-DNA conduit a la synthése d'opines et de phytohormones
engendrant le développement de la tameur. La tumeur constitue une niche écologique favorisant la
multiplication des Agrobacterium tumorigénes qui pourront soit étre disséminés dans le sol et 1a
rhizosphére des plantes-héte, soit transférer le plasmide Ti aux Agrobacterium indigénes présents

dans sol et 1a thizosphére.
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CHAPITRE II. LES POPULATIONS D'AGROBACTERIUM
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Introduction: Rappels sur la biologie d'Agrobacterium

Les agrobactéries vivent & 1'état saprophytique dans la majorité des sols et la
rhizospht¢re de nombreuses plantes. Les Agrobacterium peuvent ére- non pathoggnes, ou
pathogénes lorsqu'ils hébergent le plasmide Ti support du pouvoir tumorigéne. Ces derniers
peuvent se maintenir également dans les sols et sont capables d'induire la formation de tumeur.
La tumeur constitue un lieu privilégié de multiplication des Agrobacterium pathogénes par la
présence d'opines. Le potentiel pathogéne peut également étre disséminé via le transfert des
plasmides Ti entre les souches d'Agrobacterium. Ce cycle biologique d‘Agrabacterium est
schématisé dans la figure 2 (selon les revues de Melchers et Hooykaas 1987, Ream 1989).

Briévement, le processus infectieux se présente comme une sé€rie d'évenements:
impliquant quatre partenaires: la bactérie, le plasmide Ti, 1a plante et le sol. La blessure de la
plante provoque l'émission de substances chimiotactiques vis-2-vis dAgrobacterium. Ce type de:

composé a également une action inductrice des génes vir du plasmide Ti. L'expression de ces
génes de virulence permet le transfert du T-DNA porteur des oncogénes dont 'expression dans la
cellule végétale conduit au développement de la tumeur. L'ADN transféré comporte également les
génes de synthése d'opines, molécules spécifiques des tumeurs, substrat pour les Agrobacterium
pathogénes, qui favorisent également le transfert conjugatif des plasmides Ti. La biologie des
bactéries appartenant au genre Agrobacterium est donc modulée par les deux compartiments de
'information génétique, les chromosomes et les plasmides Ti. |

Le cycle biologique d'Agrobacterium est régulé par la phase de vie tellurique des
souches pathogeénes multipliées dans les tumeurs et des souches non pathogénes indigénés du
sol. La question des relations entre les populations d'Agrobacterium pathogénes disséininées 2
partir des tumeurs et les populations non pathogénes dans le sol est primordiale pour comprendre
'écologie d'Agrobacterium.
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Caractéristiques

A. tumefaciens A. radiobacter

Biovar 1 Biovar 2 Biovar 3 Biovar 1 Biovar 2

A. rhizogenes A. rubi

Biovar 2

Croissance A:
35°C
28°C

Sur le milien sélectif de Schroth et al. (1965)

Sur le milien de New et Kerr (1971)

En présence de NaCL 2%
Production de 3-cétolactose
Formation d'acide 4 partir de

meso-érythritol

melezitose

ethanol
Formation d'ammoniaque & partir de

malonate de Na

L-tartrate de Na

propionate de Na

citrate de Simmon {0,0005% d'extrait de levure)
Réaction du lait tournesolé

alcaline

acide . ‘
Formation d'une pellicule en solution de citrate
d'ammonium ferrique ' :
Nécessité de facteurs de croissance

biotine et/ou acide L-glutamique

acide L-glutamique et extrait de levore
Phytopathogénie '

formation de tumeurs

formation du chevelu racinaire
Lysine et omithine décarboxylase
Phénylalanme déaminase
Hydrolyse de 1a caséine, du Tween80,
et de la gélatine
Deoxyribonucléase
Uréase
B-galactosidase
Test de I'oxidase:

méthode de Kovacs (1956)

méthode de Holmes et Roberts (1981)
Formation d'indole
Formation de HzS:

méthode de I'agar-acier-trois sucres
méthode du papier d'acétate

Fluorescence sur milieu King B
Réduction des nitrates et des nitrites
- Production d'acide 4 partir de :

D-glucose, D-fructose, L-arabinose, D-xylose, -
adonitol, mannitol, lactose, maltose, sucrose,
cellobiose, tréhatose, salicine, L-thamnose

Glycérol, dulcitol, sorbital, inositol, raffinose

Volatilisation du glucose

Hydrolyse de I'esculing

Production d'un précipité blanc A partir de
glycérophosphate

Croissance sur:

milieu de Lippincott et Lippincott (1969) + sucrose

L-sorbose

L-omithine, L-lysine, B-hydroxybutyrate

Benzoate de Na, oxalate de Na, L-phénylalanine,

L-tryptophane

Présence de piasmides spécifiques de Ia virulence:
type inducteor de tumeur (pTi)
type chevely racinaire (pRi)

%G+C du DNA (Tm)
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57-63 57-63 58-62 58-61

[ T

+
59-63

+

57-58

Tableau 1. Caractéristiques biochimiques permettant la détermination des biovars du genre

Agrobacterium (d'aprés Kersters et De Ley 1984).

d: réponse variable



1. Diversité chromosomique et plasmidique
1. 1 Diversité des fonds chromosomiques
Définition du genre Agrobacterium

Le genre Agrobacterium a ét€ établit par Conn (1942). 11 est classé dans la famille
des Rhizobiacées qui comprend également les genres Rhizobium, Bradyrhizobium et
Phyllobacterium (Kersters et DeLey 1984). La plupart des membres de la famille des
Rhizobiaceées sont caractérisés par la capacité d'induire des hypertrophies corticales sur les
plantes (Kersters et Deley 1984). Les genres Rhizobium et Bradyrhizobium rassemblent des
bactéries capables d'induire des nodules racinaires sur certaines plantes lIégumineuses et de fixer
Y'azote atmosphérique en symbiose avec leur plante-hdte. Les bactéries appartenant au genre
Phyllobacterium induisent la formation de nodules sur les feuilles de certaines plantes appartenant
aux familles des Myrsinocées et des Rubiacées. Selon le Bergey's Manual (1984) le genre
Agrobacterium est divisé en quatre espéces tenant compte de criteres de pathogénie: A.
tumefaciens induit le développement de tumeurs (crown gall) sur de nombreuses essences
végétales, A. rubi induit le développement de tumeurs aériennes sur Rubus sp., A. rhizogenes
induit le développement anormal de racines (chevelu racinaire), et A. radiobacter est I'espéce
comprenant les souches non pathogenes.

La plupart des génes impliqués dans le processus tumorigéne ou de
développement désorganisé de racines sont localisés sur les plasmides Ti et Ri ( pour "taumor
inducing" et "root inducing”) respectivement (revue de Bevan et Chilton 1982). La discrimination
des espeéces ne pouvant pas &tre fondée uniquement sur des caractéristiques de pathogénie
d'origine plﬁsmidique, des études phénotypiques et génotypiques portant sur des traits
- chromosomiques ont €té menées afin de définir le genre Agrobacrerium et sa position
taxonomique par rapport aux genres les plus proches. Une clarification de la nomenclature des
especes a ét€ donnée récemment par Ophel et Kerr (1990) et Sawada ez al. (1993).

Définition des espéces: le biovar correspond & l'espéce pour Agrobacterium

D'aprés les pourcentages d'hybridation ADN/ADN (Heberlein er al. 1967) la
similarité des souches d'A. tumefaciens, d'A. radiobacter et d'A. rubi varie entre 70% et 100%.
Les souches d'A. rhizogenes présentent des pourcentages plus faibles, de 44% & 93% de l'ordre
de ceux obtenus avec des souches de Rhizobium meliloti ou de Rhizobium leguminosarum. Les
analyses numériques 2 1'aide de crit¢res biochimiques (Keane er al. 1970, White 1972, Kersters
et DeLey 1973, Holmes et Roberts 1981) ont permis de définir des biovars (tableau 1) &
I'intérieur du genre Agrobacterium, sans corrélation avec la phytopathogénie. Les trois biovars

sont corrélés & une appartenance & trois groupes génomiques déterminés par les tests
d'hybridation ADN/ADN (DeLey ef al. 1973) et pourraient ainsi &tre considérés comme des
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A. sp AF310

Eﬂ- — A. rubi

L. 4, sp. NCPFB1650
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-A. tumefaciens DSM30150
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A. tumefaciens NCPPB2437
[ A, vitis

R. galegae
: A. fhizagengs
m

| R. tropici

L——R. leguminosarum

-— R. fredii
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B. japanicum

Figure 3. Arbre phylogénéﬁque des espéces de la famille des Rhizobiacées dérivé des séquences du
- géne 165 (d'aprés Nesme, non publié). ' x
La précision des principaux embranchements est donné par les chiffres encadrés (%).



especes distinctes (Holmes 1988, Holmes et Roberts 1981). Les especes A. radiobacter, A.
tumefaciens et A. rhizogenes sont réparties dans les biovars 1 et 2, l'espéce A. rubi n'est pas
classée dans ces biovars, le biovar 3 (Kerr et Panagopoulos 1977) constitue un groupe particulier
rassemblant les souches isolées de vigne. Récemment, les souches de biovar 3 ont €té classées
dans une nouvelle espéce, Agrobacterium vitis (Ophel et Kerr 1990).

Sawada et al. (1993) ont proposé une révision du genre Agrobacterium sur la base
des données existantes et des séquences du géne ribosomique rrs (16S), visant & définir la
position taxonomique des biovars 1 et 2. Les séquences nucléotidiques du géne 168 des souches
type des biovars 1 et 2 sont nettement différentes. D'autre part, les pourcentages d' homologies
(de l'ordre de 80%) révélés par hybridation ADN/ADN entre les souches des espéces A.
radiobacter et A. tumefaciens de biovarl sont suffisamment élevés pour pouvoir placer ces
souches dans la méme espéce (De Ley er al. 1973, Sawada et al. 1993). Ainsi Sawada et al.
(1993) (selon les directives de Wayne et al. 1987) proposent que les souches appartenant au

biovarl définissent I'espéce A. radiobacter et que les souches appartenant au biovar2 définissent

l'espéce A. rhizogenes. Cependant, la désignation d'A. tumefaciens pour les souches de biovarl
semble plus appropriée (Bouzar 1994) étant donné que 'espéce type du genre Agrobacterium a
été nommée A. tumefaciens et approuvée en tant que telle (Skerman ez al. 1980). Nous utiliserons
donc la terminologie d'A. rumefaciens comme espéce regroupant les isolats de biovarl. L'arbre
phylogénétique classant les différentes especes d'Agrobacterium, de Rhizobium et des genres
proches en fonction des séquences du géne 165 est indiqué dans la figure 3. Les souches
d'Agrobacterium sont réparties en deux groupes principaux: le premier rassemble les espéces 4.
tumefaciens (biovarl), A. rubi, A, vitis (biovar3), et comprend également Rhizobium galegae; le
second différencie l'espéce A. rhizogenes (biovar2) et comprend aussi R. tropicii, R.
Iegwninosa;'um, R. meliloti et R. fredii. ‘ 7

Parmi les souches analysées par les différentes approches citées ci-dessus,
certaines sont difficilement affiliables 4 une des quatre espéces décrites. C'est notamment le cas
des souches NCPPB 1650, K-Ag-3 et Ch-Ag-4 (Sawada et al. 1993) qui se distinguent par leurs
caractéristiques phénotypiques ainsi que par la séquence du géne rrs. D'autre part, cing especes

d'Agrobacterium isolés de I'eau ont été décrites comme des subdivisions génotypiquement

distinctes du genre Agrobacrerium (Riiger et Holfe 1992). De méme, les §ouches
d'Agrobacterium isolées de Ficus présentant des propriétés opiniques et plasmidiques
particuliéres (Vaudequin-Dransart ef al., soumis) sont suffisamment différentes des autres
espéces sur la base des séquences du géne rrs pour pouvoir &tre considérées comme appartenant 3
une espéce particuliére (Nesme, communication personnelle). De plus, plusieurs auteurs ont
indiqué l'existence d'isolats d'origines diverses ne présentant pas les caractéristiques
biochimiques permettant de les classer dans un des trois biovars (Bell et Ramey 1991, Du Plessis
et al. 1984, Siile 1978). Leur statut taxonomique reste i déterminer et pourra sans doute tre
défini par l'utilisation de méthodes génotypiques telles que les hybridations ADN/ADN et le
séquengage du géne r7s.
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La concordance de l'analyse des séquences du géne ribosomique rrs avec la
définition des biovars montrent l'intérét du polymorphisme nucléotidique du g&ne rrs pour la
caractérisation des souches d'Agrobacterium, suggérant l'existence de sites de restriction
spécifiques permettant de différencier les especes par 1a méthode de PCR-RFLP,

Caractérisation des souches

De nombreuses méthodes, telles que l'analyse biochimique et physiologique
(Anderson et Moore 1979, Bouzar et Moore 1987b, Holmes et Roberts 1981, Kersters et DeLey
1973), 1a sérologie, les patrons de résistance aux antibiotiques (Michel et al. 1990, Nesme et al.
1987), les profils prot€iques totaux, les profils de digestion d'ADN total (Alargon et al. 1987,
Bouzar et Moore 1987, Michel er al. 1990, Nesme et al. 1987), ou le typage par les phages
(Beadsley 1955), ont €t€ utilisées pour caractériser Agrobacterium au nivean infraspéeifique. En
général, ces approches sont basées sur des caractéres codés par le chromosome et ne donnent
aucune information précise sur les plasmides Ti présents dans les souches.

La méthode de RFLP s'est avérée efficace pour cardctériser les génotypes
chromosomiques et plasmidiques (Bouzar et al. 1993, Michel et al. 1990, Nesme ez al. 1992) de
populations d'Agrobacterium. Cependant, cette approche est longue et par conséquent
incompatible avec l'analyse de nombreuses souches, nécessaire pour I'étude de la structuration
génétique des populations naturelles. Une amélioration de l'identification des isolats
d'Agrobacterium pourrait €tre obtenue par 1a méthode de PCR-RFLP qui s'est avérée efficace
pour I'étude de populations bactériennes naturelles (Navarro et al. 1992).

1. 2 Diversité des plasmides Ti
1.2.1 Organisation générale des plasmides Ti de différents types opiniques

Les plasmides Ti et Ri sont le support du pouvoir tumorigéne des souches
d'Agrobacterium tumefaciens, A. rhizogenes, A.vitis et A.rubi. Ils rassemblent les gén€§' codant
pour les différentes voies métaboliques impliquées dans le processus tumoral (figure 4) (revue de
Melchers et Hooykaas 1987). Ils sont composés de deux régions majeures:

- le T-DNA, transféré a la cellule végétale, codant pour I'oncogénie et la synthése
et l'excrétion des opines. Les oncogénes induisent la transformation des cellules végétales par
surproduction de phytohormones (auxines et cytokinines qui permettent la multiplication
cellulaire).

- la partie hors T-DNA, comprenant des fonctions du pouvoir tumorigéne (régions
de virulence et de catabolisme des opines) et des fonctions communes 2 tous les plasmides
conjugatifs (origine de réplication et de transfert conjugatif).
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(A): TL-DNA des plasmides Ti 2 octopine, (B): TR-DNA des plasmides Ti & octopine
(C): T-DNA des plasmides Ti A nopaline. (d'aprés Winans 1992).



Gene PTi (@ Taille Variabilité - Rdle Références

(nt)
réguion  PTIC58 n 28600 ‘ Rogowsky et al. 1930
tzs pTiT37 n 1413 izs du pTiC38: homologie avec le géne tmr de pTil5955 Akyioshi et al, 1985

55%, avec des pics de 85 2 93%)

virA  pTiAgl62 o 2730 virA est variable (Yanofsky et af. 1985) Leroux er al. 1987
PTiAG 0 2715 ' ‘ Leroux ef al. 1987
| Protéine membranaire activée par les substances

émises par la plante et inductrice du géne virG

virB  pTii5955 o 9741 virB est conservé (Powell et al. 1987, Yanofsky et al. 1985, Melchers ef al. 1988

’ Wabike et al. 1989) ' ‘ Thompson et al. 1988
(d'aprés les comparaisons entre pTiAgl62 et pTiA6)
TiA6 0 .
P Transfert du T-DNA: protéine interagissant avec la Ward et al. 1988

membrane bactérienne

virG pTils955 o 1088 virG est conservé (Powell er al. 1987, Yanofsky et al. 1985, Melchers et al. 1986
Wabike et al. 1989)
Inducreur du réguion yir

vir C Transfert du T-DNA: coupure du brin T

virD  pTiA6 0 6155 virD est conservé (Yenofsky et al. 1985, Wabiko ez al. 1989) " Jayawsal et al. 1987

. ‘ . Porter et al. 1987

Transfert du T-DNA: coupure du brin T

virF  pTil5955 o 2952 capacités de virulence différentes entre les pTi 4 nopaline Melchers et al. 1990
et A octopine dfies  virF :
Réle inconnu

virE . pTiAé 0 2442 virE est conservé (Yanofsky et al. 1985, Wabiko et al. 1989) Winans et al. 1987

Transfert du T-DNA: protéine de fixation sur le T-
DNA o

Tableau 2. Liste des principaux génes de la région de virulence: rdle et variabilité nucléotidique.

(a): type opinique, 0: octopine, n: nopaline.



Les plasmides Ti ont été classés en fonction de leur capacité A coder pour la
synthese et le catabolisme d'opines spécifiques (revue de Dessaux et al. 1992). On distingue les
types nopaline, octopine, succinamopine, agropine, mannopine, lippia (Unger et al. 1985),
octopine/cucumopine, vitopine. Cette liste n'est pas exhaustive étant donné que de nouvelles
opines sont décrites (Vaudequin-Dransart ef al. soumis). Une représentation de l'organisaﬁon
générale du pTiC58 a nopaline est donnée dans la figure 5.

Le 18le des opines est double. Elles sont utilisées comume source de carbone et
d'énergie, et parfois d'azote, par les agrobactéries (Tempé ef al. 1979), et certaines favorisent le
transfert du pTi par conjugaison en activant les génes tra (Genetello er al. 1977). Les différents
types de pTi sont retrouvés en association avec des fonds chromosomiques appartenant a
différents biovars. Ils sont généralement impliqués dans le crown gall sur diverses plantes-hdte.
Les plasmides Ti & octopine/cucumopine et A vitopine toujours associés A A. vitis sont par contre
spécifiques de la vigne (Burr ef al. 1986). La gamme d'héte est également déterminée par le
plasmnide Ti, notamment au niveau du T-DNA (g&ne #mr) et de la région de virulence (genes vird
et virC) (Yanofsky er al. 1985).

1.2.2 Polymorphisme des régions du plasmide Ti

L'observation d'une diversité des phénotypes tumoraux a conduit A s'intéresser a
l'origine génétique de cette diversité. Ainsi, les plasmides Ti de différents types opiniques,
spectres d'héte (large ou éwoit), phénotypes tumoraux et présentant des propriétés de virulence
différentes ont été caractérisés plus précisément.

Currier et Nester (1976) ont étudi€ les relations existant entre des plasmides Tide
types opiniques variés, associés A des souches d'origines différentes, par la méthode
d'hybridation ADN/ADN. Ces travaux ont permis de montrer l'existence de deux groupes
majeurs: les plasmides Ti homologues au pTiA6 & octopine, et les plasmides Ti homologues au
pTiC58 i nopaline. Certains plasmides Ti présentant des degrés de similitude trop éloignés n'ont
pas pu &tre classés par cette approche.

L'analyse des profils de restriction et la construction des cartes génétiques a
permis une meilleure compréhension du polymorphisme des plasmides Ti. La plupart des travaux
ont té axés sur I'analyse des plasmides & octopine (pTil5955 et pTiAchS) et & nopaline (pTiC38
et pTiT37). Les plasmides Ti 4 octopine forment un groupe homogene d'apres leur pfoﬁls de
restriction, alors que les plasmides Ti 2 nopaline sont plus hétérogénes (Sciaky er al. 1978).
Cependant, des régions conservées sont partagées par ces deux types de pTi (Chilton et al. 1978,
Depicker ez al. 1978, Engler ez al. 1981). Le polymorphisme des plasmides Ti est dfi, d'une part
4 des mutations ponctuelles, et d'autre part a différentes organisations des génes pouvant
découler de réarrangements irpliquant des déletions, des insertions et des recombinaisons.

' Les séquences nucléotidiques des principaux génes du plasmide Ti localisés dans
le T-DNA et dans la région de virulence qui sont disponibles sont listées dans les tableaux 2 et 3.
Les comparaisons indiquées dans ces tableaux permettant une analyse du polymorphisme ont été
réalisées par hybridation, restriction ou séquencage. Globalement, la comparaison des séquences
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Géne  PTi @) Taille Variabilité - Role Références
()
T-DNA pTil5955 o 22874 Barker et al. 1983
pTiC38 n Inzé non publié (dans Brasileiro, thése)
TLDNA pTiAchS o 13637 Gielen ef al, 1984
tmsl pTiaé . o 2591 ms du pTi542 (leucinopine): homologue au géne tms des pTia  Klee et al. 1984
pTiTmd  ofc octopine (Komari et al. 1986) Bonnard ef al. 1991
tms1 des pTi82139 et pTiC58: homologues sur environ 300pb Brasileiro (thése)
Biosynthése d'auxine: tryptophane monooxygénase
tms2  pTiA6 o 1728 fmsdu pTi542 (leucinopine) homologue au géne ims des pTi Klee et al. 1084
pTiA6 0 2161 Aoctopine (Komari ez al. 1986) Sciaky et al. 1984
pTiTmd  ofc ' ' Bomnard et al. 1991
tms2 des pTi82139 et pTiC58: homologues sur environ 300pb Brasileiro (thése)
Bivsynthése d'auxine: indoleacétamide hydrolase
tmr  pTiT37 n 1983  gmr dupTiS42 non homologue au géne #mr des pTi 4 octopine Goldberg et al, 1984
pTiC58 n (Komari et al. 1938) Brasileiro (Lh;&se)
pTi82139 = tmr des pTiC58 et pTi82139: homlogues 2 89% Brasileiro (thése)
pTiAchS o 1988 pTiTmd, pTiAgl62, pTil5955: homologues A 90% et 77% dans Eengkﬂéninp et ;111-918333
pTiA6 o 1296 lestégions codante et non codante (Bommard e al. 1989a) Ya e ol 1985
. "o anofsky et al.
g%ﬁglﬁ ° Yanofsky er al. 1985
pTiTmd o pTi LHR (pTiAgi62) et WHR (pTiA6): homologie sur environ =~ Bonmard ef al. 19892
pTiBoS42  a 200nt de l'exirémité 3' (larégion §' est hétérologue) Strabala et al. 1989
_ Biesynthése de cytokinine: isopentenyl transférase
6a ' Excrétion des opines
6b pTIC58 n gene 6b des pTiC58 et pTiB2139: 62% Brasileiro (thése)
pTi8213%9 n géne 66 des pTiC58 et pTiAchS: 95% . Brasileiro (thise)
pTiAchS 0 _ Spanier et al. 1989
' Morphogénése de la tumeur: ratio auxine/cytokinine
nos ' pTiT37 n- 2521 : : Depicker et al. 1982
i les génes nos des pTi82139, pTiT37, pTiC58 sont homolo_guesﬁ P{::na:u :taaén ‘{2968?987
pT}CSS n 2338 Brasiliero (thése)
pTi82139 n ‘ '
Biosynthése de nopaline
ocs pTiAchs o 1629 les gines ocs des pTiAchS et pTil5955 sont homologues De Greve et al. 1982

. Biosynthése d'octopine

Tableau 3 , Liste des principaux génes du T-DNA.: rdle et variabilité nucléoridique.

(a): type opinique, o: octopine, n: nopaline, o/c: octopine/cucumopine



nucléotidiques montre que les génes sont conservés par rapport aux régions intergéniques
(Bonnard ef al. 1989%a, Brasileiro thése), '

Région de virulence

La région de virulence a une taille d'environ 35kb et comporte environ 25 génes,
regroupés en 6 ou 7 opérons (Stachel et Nester 1986, Winans 1992). Les rdles respectifs de ces
opérons vir dans la cascade des réactions déclenchant le transfert du T-DNA et aboutissant 4 1a
formation de la tumeur ont ét€ synthétis€s par Winans (1992). L'organisation génétique des
opérons vir des plasmides Ti 2 octopine et & noi:aline est schématisée dans la figure 6.
L'organisation des régions de virulence des plasmides Ti & octopine et & nopaline est analogue
(Rogowsky et al. 1987), excepté l'absence du géne virF et la présence du géne fzs dans les
plasmides Ti & nopaline. Les plasmides Ti A octopine ont un opéron vir supplémentaire (virH ou
pinF) situé a la méme position que le géne fzs des plasmides Ti A nopaline. Sur l'ensemble des
geénes composani le régulon vir, les genes virA, virC et virF sont les plus variables (tableau 2},
les anfres génes de cette ré€gion étant assez bien conservés. Les régions de virulence des
plasmides Ti 2 octopine et 4 nopaline sont fortement conservées, mais comprennent des zones
hétérologues diies & des insertions et des délétions ayant eu lieu pcndanf I'évolution de ces
plasmides (Engler et al. 1981). |

ADN de transfert ou T-DNA

Larégion T est limitée par des séquences de 24pb en répétition directe, nécessaires
au transfert de cette zone du plasmide Ti dans le génome végétal (Yadav er al. 1982) sous l'action
des gines vir et de génes chromosomiques (Zambrisky 1988). Le T-DNA est organisé selon trois
schémas distincts avec une répartition différente des genes selon le type de plasmide Ti.

- un unique T-DNA de 22 4 24kb comprenant au moins 13 génes, pour les plasmides Ti &
nopaline et & succinamopine. Les plasmides Ti A nopaline comprennent un seul T-DNA
(Lemmers et al. 1980). Cependant, Wabiko ez al. (1991) ont décrit trois domaines distincts. La
partie droite, désignée domaine I, a une taille d'environ 12kb. Elle comprend les oncogenes et les
fonctions opiniques, et est assez bien conservée (en considérant les cartes de restriction). La
partie gauche, désignée domaine IT, est trés conservée et comprend les génes a, b, ¢, d, ¢. Ces
deux régions sont séparées par le domaine III de taille variable selon le plasmide Ti. Aucune
fonction n'a été mise en évidence dans les domaines II et 111 .

= deux T-DNA, TL (pour left) et TR (pour right) séparés par une zone de 1,8kb désignée
par T¢ (pour central), spécifiques des plasmides Ti 4 octopine 2 large spectre d'hdte (WHR pour
"wide host range"), a leucinopine (Hood et al. 1986, Komari et al. 1986) et &
agropine/mannopine. Le TL-DNA a une taille de 13kb et comprend 8 génes, dont les oncogénes.
Le TrR-DNA a tine taille moindre de 7kb et comprend 5 génes dont les fonctions sont inconnues.

- deux T-DNA, Ta et TB séparés par une zone de 32kb pour les plasmides Ti 2
octopine/cucumopine, 2 vitopine et & octopine i spectre d'hdte étroit (LHR pour "limited host
range") (Buchholz et Thomashow 1984, Yanofsky et al. 1985). Pour ce qui concerne les
plasmides Ti associés aux Agrobacterium isol€s de la vigne, les génes du processus tumoral sont

15

O TS



oy

site cible

coupures décalées au niveau du site cible

v

{'insertion se lie aux extrémités monobrins
Ba. : courtes répétitions du site cible
insertion : cible
g ]
1 -
8h,

~

Figure 8. Mécanismes impliqués dans le processus de transposition (d'aprés Lewin 1988).

a. duplication du site d'insertion, b. transposition réplicative.
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répartis sur les deux T-DNA, Ta et TB (Knauf er al. 1984, Paulus er al, 1989b). Le Ta-DNA
comprend une partie des génes responsables de I'oncogénie. Les souches & large spectre d'hote
contiennent un TA-DNA de taille plus importante que les souches 2 spectre d'hote étroit. Le TB-
DNA est tres conservé entre les souches 2 octopine/cucmopine de biovar3, il comporte les génes
ms] et tms2 (codant pour la synthése d'auxine).

Individuellement, les génes du T-DNA (tableau 3) sont plutdt conservés,
principalement & l'intérieur d'un type opinique. Les plasmides Ti & nopaline et & octopine

4 "

comportent une région trés conservée d'environ kb, appelée "common DNA", essentielle pour

le processus tumoral (Depicker er al. 1978, Chilton et al. 1978, Engler ez al. 1981) (figure 7).
Elle est située dans la partie droite du T-DNA 2 nopaline, et dans le TL-DNA du plasmide Ti &
octopine. Cette zone consensus comprend 6 genes, identiques par leur taille et l'orientation des
transcrits entre les plasmides Ti & nopaline et & octopine (Leemans et al. 1983). Cependant,
Brasileiro a montré que des réarrangements importants de [a région comprise entre les génes unr
et nos de la souche 82 139 (Brasileiro, thése).

Les séquences nucléotidiques de geénes de différents types de plasmides Ti sont
disponibles. Les plus étudiées sont celles des génes constituant les régions de virulence et du T-
DNA. Ces données permettent d'estimer le degré de conservation des différents génes portés par
les plasmides Ti, ce qui présente un intérét pour le choix d'amorces d'amplification permettant
d'encadrer et ainsi d'analyser des zones supposées plus polymorphes que sont les espaces
intergéniques.

Les réarrangements génétiques des plasmides Ti font intervenir des phénomeénes
de délétions, d'insertions et de recombinaisons. Or, la présence d'insertions dans certaines zones
conservées entrainant une variabilité des propriétés oncogéniques ont été reportées (Holsters et al.
1980, Garfinkel et Nester 1980, Ooms et al. 1980). Wabiko (1992) a montré I'importance des
éléments mobiles répétés du génome sur la stabilité du T-DNA des plasmides Ti 4 nopaline d'une
méme population.

1.2.3 Les éléments d'insertion: moteurs du polymorphisme des plasmides Ti

Les éléments d'insertion: généralités

Les séquences répétées sont trés répandues dans les génomes (Lupski et
Weinstock 1992, Stern ez al. 1984). Les éléments d'insertion (ou IS, pour "insertion sequence”)
constituent un cas particulier de cette catégorie, possédant la capacité d'étre mobiles. Les
séquences d'insertion ont été découvertes dans les années soixante chez E.coli (Shapiro 1969),
puis leur ubiquité chez les bactéries a été montrée. Un certain nombre d'articles répertorient les
connaissances actuelles sur les caractéristiques et les propriétés des éléments d'insertion (Calos et
Miller 1980, Campbell 1981, Doolittle et Sapienza 1980, Galas et Chandler 1989, Grindley et
Reed 1985, Iida er al. 1983). L'ensemble des connaissances se rapportant & la description et aux
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conséguences de la distribution des IS dans les genres Agrobacterium et Rhizobium sont
développées dans les articles de Flores ez al. (1987), Martinez et al. (1990), Otten et al. (1992).

Les éléments d'insertion sont de courts segments d'ADN (750 a 2500pb en
moyenne). IIs sont présents en nombre variable dans les différents compartiments du génome.
Leur déplacement d'un site & un autre ne met pas en jeu une relation spécifique entre les sites
donneur et receveur mais se fait de fagon apparemment aléatoire. Cependant, certains auteurs ont
indiqué une localisation préférentielle de certains éléments ("hot-spot") (Engler ez al. 1981,
Ruvkun ef al. 1982). Ainsi, la région nif de certaines souches de Rhizobium comporte un grand
nombre d'éléments répétés (Kaluza et al. 1985).

Une structure pérticuliére caractérise les éléments d'insertion. Chaque IS est
composée d'une région centrale comportant tous les génes nécessaires i sa propre transposition,
encadrée par deux courtes séquences inversées et répétées (de 15 & 25 pb en moyenne). Ces deux
séquences peuvent étre identiques ou présenter une forte homologie. Toutes les copies d'une
méme IS (définissant une classe d'IS) comportent les mémes séquences au niveau de leurs
extrémités. Le site d'insertion composé d'une courte séquence d'ADN est dupliqué de fagon
directe et encadre IIS.

Propriétés des éléments d'insertion

Chaque IS peut étre considérée comme une unité autonome, qui porte les génes
nécessaires 4 sa propre transposition. Le processus de transposition est une recombinaison,
effectuée par une enzyme, la transposase. Celle-ci agit en cis, sur la matrice d'ADN 2 partir de
laquelle ¢lle a été transcrite et traduite. La recombinaison s'effectue grice a I'homologie des
séquences inversées des extrémités et crée une duplication du site dinsertion de part et d'autre de
1'1S (figure kSa). La recombinaison transpositionnelle est régulée par différents mécanismes
agissant en trans: quantité de transposase, activité de génes de régulation (Escoubas et al. 1991,
Weinreich et Reznikoft 1992), La transposition nécessite des facteurs de 1'hdte et des protéines
codées par I'IS (Schoner et Schoner 1931). Différents auteurs ont émis 1'hypothése d'une
régulation de la transposition par la souche hote (Bisercic et Ochman 1993a, Gibert et al. 1990,
Lam et Roth 1983). |

Deux modéles de mécanisme de transposition ont été proposés: le modele
conservatif et le modele réplicatif. Que F'on considére l'un ou l'autre modele, & aucun ‘moment
une molécule libre d'IS n'est engendrée. Dans le cas de la transposition conservative, la séquence
d'insertion se transpose sans réplication, il y a perte de 11S de I'ADN donneur au profit de
I'ADN receveur. Dans le cas de la transposition réplicative, 1a séquence d'insertion se réplique:
une copie reste sur 'ADN donneur et une copie s'insére sur le site receveur, ce qui entraine une
augmentation du nombre de copies de 118 (figure 8b). Cette propriété de réplication indépendante
entrainant une accumulation est caractéristique des IS (Campbell 1981). Les séquences
d'insertion peuvent ainsi coexister dans une méme cellule bactérienne en multiple copies (de
quelques-unes 2 30 pour ISH51 de Halobacterium volcanii (Hofman et al. 1986)), localisées sur
les chromosomes, les plasmides ou les phages. La recombinaison transpositionnelle s'initie dans
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IS Souche Taille Opine Localisation {c) Sile ORF Homologies Présence dans " Référence
(pb) {a) (b) (ph) (pb) principales (pb) @ @ d'antres souches
e
IS66 Ab66 2458 o 2 copies 1 copie, iaaH 20 8 4 T37 1851 Binns et al. 1982 Wi
A, tum., 2 copies, vir - 405, 489, 714 Tc-DNA 15955 Machida et al. 1984
IS426 | T37 1313 1 + 1 copie 32/30 9 3 1566, Transposase 1S Rm1 (54%, 152 - AIN1IR1 Van Dex Leyden et ol. 1986
A. tum entre 6a et 6b 477, 582, 583 Tc-DNA 15955 C38F Fortin ef al. 1993
15427 T37 1271 n +7 3 copies 16 2 4 15426, 15426, 1566, _Az208 De Meirsman et af. 1989
A. tum (localisation nd) 243. 279, 294, | 1851, 15852, IS1.5, _ Alld De Melrsman et af. 1990
411 Transposase C58
I1S1131 PO22 2773 n - 6 copies, T-DNA 12 8 4 1866, IS866, 1S426 (46- PO31 Wabiko 1992
A. tum. ‘ 306, 522, 537, 50%), 15427 {46-48%), PyTE1 et T37
639 Te-DNA 15955 (46-48%)
15292 | X88.292 2494 n nd 6b 21 10 - 8 Transposase ISR cette étude
A. tum. 345, 369, 433, | IS Agrobacterium, Te-DNA 15955
498, 501, 516, | IS GenBank
573, 687
IS866 Tmd 2716 ofv 1 copie. 1 copie, iaaH 27 8 5 1566, 18426.1851, 1852 ISSSl Bonnard et al. 1989b
A. vitis 429, 462, 471, | Transposase virtE C38 80% Paulus et al. 198%a
702, 966
IS867 Tm4 2716  ofv + 2 copies 27 nd nd 18866 715%, 1853 CG1041, 2654, | Bonnard et al. 19890
A. vilis 1 & 600pb de ocs 2655, AB/73 Paulus et al, 1980%a

Tableau 4. Liste et principales caractéristiques des &léments d'insertion connus chez Agrobacterium

(a):localisation chromosomique, (b): localisation plasmidique, (c) : séquences inversées et répéiées, (d): pas d'homologie déteciée an niveau nucléotidique, (e): homologie détectée au
niveau micléotidigue. o: octopine; n: nopaline; o/v: octopine/vitopine; nd: non déterminé.




un cas de stress qui peut &tre dil aux variations des conditions environnementales (Soby et al.
1993). Selon ces auteurs, l'insertion sera active uniquement si elle est requise par la cellule pour
s'adapter & un stress de l'environnement. Les réarrangements génétiques diis a l'activité des
éléments mobiles pourraient ainsi jouer un role sur 1'adaptation des souches aux conditions
environnementales (Priefer ef al. 1981, Gaffney et Lessie 1987).

Le processus inverse de la transposition peut amener les €léments d'insertion 2
étre excisés (figure 9a) ou inversés (figure 9b). L'évenement d'excision est cependant plus rare
que la transposition (Stanley er al. 1991). L'accumulation de séquences d'insertion dans un
" génome serait illimitée si ces mécanismes n'étaient pas soumis A une régulation (Ajioka et al.
1989). L'excision des IS peut &tre imparfaite, entrainant une modification de la séquence
nucléotidique de I'’ADN hdte au niveau du site d'insertion.

La fréquence de transposition varie selon la classe de 1718S, le génotype de
I'hdte, la séquence ciblée et les conditions physiologiques (Arber er al. 1981, Calos et Miller
1980, Galas et Chandler 1989, Read et Jaskunas 1980). La fréquence de transposition a été
estimée de 103 2 10-7 par élément et par génération d'E. coli en conditions de laboratoire
(Bisercic et Ochman 1993b). Green et al. (1984) ont analysé le contenu en éléments d'insertion
de deux isolats d'E. coli conservés séparément pendant 50 ans, et ont estimé la fréquence de
transposition 4 10-2 par élément et par année. L'ISR1 détectée en nombreuses copies chez R.
lupini (Priefer et al. 1989) a un taux de transposition de 101 & 102 par génération (Priefer et al.
1981). L'observation d'une variabilité du nombre et de 1a localisation des éléments d'insertion
suggére qu'ils transposent réguliérement dans I'hdte (Bisercic et Ochman 1993b, Lawrence et al.
1992). Certaines classes d'éléments présentent des sites d'insertion de taille varable. Ce
phénomene a été attribué A des mutations du géne dont le produit est impliqué dans la réaction de
clivage, ce qm peut affecter le taux de la transposition (Bisercic et Ochman 1993b).

Mutations causées par les éléments d'insertion

L'intégration d'un élément d'insertion dans un génome peut entrainer différents
phénomenes moléculaires et génétiques. Diverses conséquences de la présence d'éléments
d'insertion ont été montrées pour différentes bactéries. Barran er al. (1991) n'ont observé aucune
corrélation entre la distribution de I'ISRm1 et les propriétés symbiotiques de sodches de
Rhizobium meliloti. Par contre, des modifications du pouvoir pathogéne de souches de
Xanthomonas campestris ont éié attribuées 2 la présence de 1'TS476 (Kearney et Staskawicz
1990). Les éléments d'insertion peuvent également entrainer une activation (Scordilis ez al. 1987,
Glandsdorf er al. 1980), une répression (Saedler et al. 1974) ou une surexpression (Sawyer et al.
1987) des genes. Dans Je cas d'une insertion & l'intérieur d'un géne, la conséquence est le plus
souvent l'inactivation de celui-ci (Wabiko er al. 1991, Binns et al. 1982, Machida er al. 1984).
D'autre part, la présence de nombreuses copies dans un génome favorise les réarrangements
impliquant des déletions, des recombinaisons (Dybvig 1993, Lawrence er al. 1992, Saedler et al.
1980). La présence d'un nombre important d'é1éments transposables dans un génome pose donc
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Figure 10. Modele de transposition des IS867 et IS866 dans les plasmides Ti et les chromosoimes

des souches & octopine/cucmopine (d'apres Otten er al. 1992).
La souche originale contenait deux copies de I'IS867 sur le pTi. Lors d'une voie évolutive (sur 1a droite), la région TA do
T-DNA a subit une déletion (voie détaillée dans Otten et al, 1992). L'IS867 s'est ensuite propagée en différentes
localisations du plasmide, Lors d'une.deuxiémé voie évolutive (sur la gauche), la région TA a subi la transposition de
115866, puis les denx éléments IS867 et 13866 se sont multipliés en diverses positions du pTi. Les IS867 et IS866 sont
représentées respectivement par des triangles noirs ou blancs.
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le probleme de la stabilité de celui-ci. Ce critére est donc a considérer lors de I'étude de la stabilité
de la structure génétique des populations bactériennes.

Variabilité des plasmides Ti dite aux éléments d'insertion

La localisation sur les composants transférables du génome (plasmides, phages)
favorise la dissémination des éléments d'insertion par transfert horizontal. L'analyse de la
distribution des différentes copies d'IS dans les génomes, permet de reconstruire l'histoire et
I'incidence du transfert des IS (Bisercic et Ochman 1993b).

Différents ¢éléments d'insertion ont ét€ détectés dans des souches
d'Agrobacterium, contenant des plasmides Ti de types opiniques variés. La liste des séquences
d'insertion décrites chez Agrobacterium, ainsi que leurs principales caractéristiques, sont
données dans le tableau 4. Un certain nombre de ces éléments sont Jocalisés dans le T-DNA etfou
dans la région de virulence des plasmides Ti.

La contribution des éléments d'insertion 2 la variabilité des plasmides Ti a été
approfondie dans le cas des souches isolées de la vigne (Huss et al. 1989, Bonnard et al. 1989,
19890, 1991, Paulus et al. 1989a, 1989b, 1991a, 1991b). Les différences existant entre ces
plasmides Ti sont presque exclusivement dfies aux IS, comme le suggére le degré important de
conservation des séquences plasmidiques en dehors des séquences d'insertion (Otten ef al.
1992). Six éléments distincts ont été détectés, deux d'entre eux, IS866 et IS867, ont été étudiés
en détail (Paulus et al. 1989a, 1989b). Leur présence et leur distribution dans diverses souches
d'A. vitis ont permis de comprendre les mécanismes & l'origine des différentes structures du T-
DNA observées (Otten ez al. 1992). Un schéma interprétatif de I'évolution du T-DNA des
souches isolées de vigne a ainsi pu étre élaboré (figure 10).

Parmi les différentes séquences d'insertion décrites chez Agrobacterium, un
certain nombre ont été détectées dans des souches & nopaline (tableau 4). Les relations entre ces
éléments et leur génome hte ne sont pas actuellement aussi bien connues que dans le cas des
souches isolées de la vigne. Cependant, plusieurs travaux ont montré que I'activité des séquences
d'insertion pourrait avoir des conséquences sur la structure des plasmides Ti & nopaline. Une
instabilité génétique de la souche C58F en présence d'acétosyringone a été montré par Fortin et
al. (1992). Ces mutants étaient altérés au niveau de l'induction de la région de virulence. La
comparaison entre les mutants C58F et la souche parentale C58 (Fortin et gl. 1993) a permis
d'impliquer la distribution de 1'1S426 (Vanderleyden et al, 1986) dans les modifications
phénotypiques observées.

Wabiko er al. (1989, 1991, 1992) ont montré une diversité au niveau du T-DNA
de souches 2 nopaline, appartenant au trois biovars, isolées de pommier, poirier et peuplier sur
un méme site. Ces plasmides Ti ont ét€ classés en quatre catégories selon la structure de leur T-
DNA. La diversité mise en évidence est essentiellement diie 2 la variabilité de taille du domaine
HI du T-DNA (Wabiko et al. 1991). Une analyse plus fine de cette zone a permis de détecter
diverses séquences d'insertion: ISA, ISB et ISC (ou 1S1131) (Wabiko 1992) responsables des
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différences observées. Sur un autre modele, les souches A nopaline C58 et T37 possédent une
insertion de 1,5kb (Fortin et al. 1992, Vanderleyden et al. 1986, Willmitzer ef al. 1983) située
également dans le domaine III, alors que le reste de leur T-DNA est fortement similaire. Ces
données montrent donc que certaines souches A nopaline possédent des éléments d'insertion
distincts, certains d'entre eux comportant cependant des homologies. La comparaison du contenu
en séquences d'insertion de ces souches a permis de montrer que la souche PO22 isolée de
peuplier pourrait dériver de la souche PO31 en conséquence d'une transposition de 1'€lément
IS1131 (Wabiko 1992).

Etant donn€ la présence de différentes séquences d'insertion dans le domaine III
des plasmides Ti & nopaline, Wabiko ez al. (1991) ont suggéré I'existence d'un "hot spot”
d'insertion. Cependant, bien que les IS semblent s'accumuler dans cette zone ne contenant pas
les genes essentiels a I'oncogénie, des transpositions peuvent avoir lieu dans les autres domaines
engendrant un désavantage sélectif pour les souches (Wabiko er al. 1991). L'abondance des
éléments d'insertion dans cette partie centrale du T-DNA  nopaline est & mettre en paralléle avec
le TC-DNA des plasmides Ti & octopine pour lequel un phénomeéne identique a été remarqué.
Cette région comporte en effet des homologies au niveau nucléotidique avec différentes
séquences d'insertion d'Agrobacterium (1S66 (Machida et al. 1984), IS426 (Vanderleyden et al,
1986), IS1131 (Wabiko 1992), ainsi qu'avec I'IS51 de Pseudomonas savastanoi (De Meirsman
etal. 1987, Yamada er al. 1986) et une partie du plasmide RL300 de Rhizobium leguminosarum
(Yun et al. 1987).

Les éléments d'insertion sont communément associés aux géndmes
d'Agrobacterium, et notamment aux plasmides Ti. L'étude de la distribution des IS a permis de
retracer les modifications génétiques ayant eu lieu au cours de I'évolution des plasmides Ti
associés aux souches d'A. vitis et d'expliquer la variabilité de certains plasmides Ti a nopaline.
d'insertion vis-a-vis de groupes de souches d'Agrobacterium. Les séquences d'insertion
pourraient ainsi étre considérées comme des marqueurs phylétiques et épidémiologiques. 11
apparait donc nécessaire de tenir compte de la présence, de l'origine et de la transposition des IS
dans 1'étude de la stabilité des populations naturelles de plasmides Ti.

2. Populations naturelles d'Agrobacterium: abondance et diversité
2.1 Densité de populations

Les agrobactéries sont retrouvées communément dans de nombreux sols cultivés
ou non. En général les Agrobacterium non tumorigénes dominent en nombre par rapport aux
Agrobacterium tumorigénes (Moore 1976). Cependant, les niveaux de populations totales sont
trés variables selon les sites, de 103 & 108 agrobactéries par gramme de sol (Bouzar et al. 1993).
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Le type de sol peut influer sur la multiplication bactérienne et le maintien des souches (Dickey
1961). Lynch et Ebben (1986) ont montré qu'une texture limoneuse favorise la multiplication et
la propagation des bactéries par sa capacité de rétention d'eau. Inversement, un sol de pH acide
réduit la survie de souches d'Agrobacterium introduites en l'absence de la plante-hote (Dickey
1961). Cet effet négatif de 1'acidité des sols a également été démontré pour des populations de
Rhizobium (Dughri et Bottomley 1983), bactérie trds proche d'Agrobacterium.

Les Agrobacterium sont également des bactéries rhizosphériques, en interaction
étroite avec la plante. Différents travaux ont montré le rble primordial de la présence de la plante-
héte dans le maintien et les niveaux des populations d'Agrobacterium. Cette influence découle
d'une part de l'effet rthizosphérique non spécifique agissant sur les populations d'Agrobacterium
tumorigénes ou non. D'autre part, la formation de tumeurs sur la plante-hdte constitue un
réservoir d'Agrobacterium tumorigénes. La présence de la plante-hdte a donc un impact sur le
ratio entre les isolats tamorigénes et non tumorigénes (Bishop er al. 1988, Macrae er al. 1988).
L'effet rhizosphérique de la plante-hbte a €té étudié plus précisément pour les isolats d'A. vitis
spécifiques de la vigne. Ceux-ci n'ont jamais été détectés dans des sols n'ayant pas un historique
viticole (Burr et al. 1986). Bishop et al. (1988) ont montré une décroissance de la quantité des
isolats d'A. vitis dans un sol en friche ou planté en espéces végétales autres que la vigne, alors
que ce type d'isolat persiste dans la rhizosphére de 1a vigne (Ophel et Kerr 1987). En outre, les

taux de population d'A. vitis sont plus importants dans la rhizosphére que dans le sol non

rhizospérique (Bishop et al. 1988).

Les Agrobacterium peuvent se maintenir sur les racines des plantes (Bouzar et al.
1993), mais il semble que les souches pathogenes inoculées dans un sol dépourvu de plante-hote
ne se maintiennent pas i des taux trés élevés (Bishop er al. 1988, Dickey 1961). La souche
d'Agrobacterium C58 se maintient 3 un niveau de 104b/g en microcosme de sol non stérile
(Richaume' et al. 1992). Cependant, Bouzar ef al. (1993) ont étudié la population
d'Agrobacterium présente dans un sol resté en friche pendant cing années aprés arrachage des
plants atteints de crown gall. Ces auteurs ont estimé la microflore d‘Agrobacterium a 3.107cfu/g
de sol, dont environ un tiers correspond & des isolats tumorigénes. Les Agrobacterium
tumorigénes peuvent donc persister pendant de nombreuses années dans un sol (Cochran 1941,
Schroth ez al. 1971), environnement pour lequel ils semblent parfaitement adaptés.

Les Agrobacterium peuvent également se maintenir dans le systeme vasculaire de
certaines plantes. Ce fait a été montré pour la vigne (Bishop et al. 1988, Burr ez al. 1986, 1989,
Goodman et al. 1987, Tarbah et Goodman 1986) avec des taux de 8.10% 4 2.103 Agrobacterium
par millilitre de séve, et pour le rosier (Lopez, communication personnelle). Une infection
systémique des plants de vigne a été obtenue artificiellement suite & des inoculations de 106
Agrobacterium/g de sol, en dix semaines. Des inoculations moindres (de 102 2 104 bactéries /g)
n'ont pas abouti A une colonisation du systéme vasculaire de la plante (Bishop et al. 1988). Les
populations d'Agrobacterium du sol peuvent donc jouer le rdle d'inoculum et entrainer le
développement de tumeurs et la contamination systémique des plantes, qui pent perdurer pendant
des années (Burr et al. 1989),
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2.2 Structure génétique des populations d'Agrobacterium

Les premiers travaux de caractérisation des Agrobacterium impliqués dans les cas
de crown gall prenaient en compte ['appartenance & un biovar, et 'opine utilisée. La plupart de
ces €tudes ont considéré des ensembles de souches d'origines variées pour ce qui concerne la
plante-hdte et la localisation géographique. Lopez ef al. (1988) ont étudié 115 isolats
d'Agrobacterium issus de tumeurs récoltées sur 13 especes végétales (essentiellement des arbres
fruitiers) provenant de 47 sites en Espagne. Tous les isolats ont été assignés & un des trois
biovars, avec cinq patrons d'utilisation des opines (nopaline, octopine, acide mannopinique,
octopine/nopaline et nopaline/acide mannopinique). La distribution des isolats dans les trois
biovars n'est pas homogene: le biovar2 est représenté majoritairement, les biovars 1 et 3 étant
moyennement représentés. Le type opinique nopaline est dominant sur I'ensemble des isolats et
également dans chacun des trois biovars. Cette approche a mis en évidence une complexité parmi
les isolats d'Agrobacterium, mais reste trés globale et dépendante de 1'hdte végétal considéré. En
outre, aucune donnée n'est disponible sur l'dge des plants et des tumeurs au moment de
l'isolement des bactéries.

L'étude du crown gall de la vigne a permis de montrer que les Agrobacterium
impliqués forment un groupe particulier, par leur spécificité d'hdte (Burr et al. 1986) et leur
appartenance majoritaire au biovar 3 (A. vitis (Ophel et Kerr 1990)). Les proportions entre les
biovars 1 et 3 des populations présentes dans le systéme vasculaire de la plante et dans les
tumeurs ne sont pas identiques (Thies er al. 1991). Burr et al. (1989) ont montré une
prépondérance d'isolats de biovar 3 dans les vaisseaux de la vigne, alors que la population
- tumorale était composée d'isolats de biovar 1 et de biovar 3 en proportion équivalente. Les
plasmides Ti sont de type octopine/cucumopine ou vitopine, et semblent en association stable
avec leur chromosome-hote (Paulus er al. 1989a), ce qui minimise les probabilités de transfert
entre souches. L'étude par des méthodes moléculaires, en particulier par I'émde de 1a distribution
d'éléments répétés, a permis de caractériser plus précisément les souches d'Agrobacterium
isolées de la vigne (Bonnard er al. 1989a, 1989b, Paulus er al. 1989a, 1991b) et de comprendre
les mécanismes ayant amené une variabilité des plasmides Ti.

Une analyse de populations d'Agrobacterium restreinte & un seul site, et
considérant trois espéces végétales (pommier, poirier et peuplier) a été mené par Wabiko et al.
(1989). Les tumeurs sur peuplier et pommier contiennent des isolats appartenant aux biovars 1 et
2, alors que les isolats de tumeurs sur poirier sont de biovar 2 ou 3. Une caractérisation selon le
biovar, le type opinique, le pouvoir tumorigéne, les profils plasmidiques et I'analyse de
restriction du T-DNA a penmis de déterminer dix groupes parmi cette population (Wabiko et al.
1989). De plus, une diversité au nivean du T-DNA a également été montré (Wabiko et al. 1989,
1991, Wabiko 1992) et mise en relation avec la spécificité d'hdte des isolats.
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Les Agrobacterium tumorigénes peuvent coloniser des sols cultivés et causer des
épidémies. Or, les agrobactéries saprophytes indigénes de ces sols sont susceptibles de devenir
tumorigenes suite & l'acquisistion du plasmide Ti conjugatif présent dans les souches tumorigénes
(Van Larebeke et al. 1974). 1l est donc apparu nécessaire d'étudier les Agrobacterium résidents
dans les sols dans I'objectif de préciser leurs relations avec les isolats disséminés & partir des
tumeurs. Bouzar et Moore (1987a) ont analysé 1a population indigéne d'un sol de prairie. Cette
population est composée majoritairement d'isolats appartenant au biovar2, avec trois sous-
groupes, et d'isolats de biovar indéterminé. Les isolats de biovar 1 et de biovar intermédiaire sont
minoritaires dans cette population. Lors d'une étude sur un sol en friche (précédemment planté
d'arbres fruitiers) Bouzar er al. (1993) mettent également en évidence une population indigéne
complexe, composée €quitablement d'isolats de biovar 1 et 2 tumorigénes ou non. Des méthodes
discriminantes (RFLP, profils de protéines, Biolog) ont permis de définir cing groupes
chromosomiques pour le biovarl et un unique groupe chromosomique pour le biovar2. Parmi ces
différents groupes certains dominent quantitativement, mettant en évidence une structuration de
cette population. Les isolats non tumoriggnes ont été placés dans un méme groupe d'aprés les
criteres considérés. D'autre aprt, les plasmides Ti sont répartis dans les deux types opiniques
nopaline et octopine, chacun étant associé A un type chromosomique particulier. La présence de
ces différents groupes d'Agrobacterium phénotypiquement différents suggére une colonisation de
ce sol et une stabilité avec apparament peu ou pas d'échanges de plasmide Ti (Bouzar er al.
1993). ,

Ces études portant sur les populations naturelles d'Agrobacterium issue du sol
montrent I'existence d'une diversité des fonds chromosomiques et des plasmides Ti. Cependant,
peu d'informations sont disponibles concernant le maintien des populations de plasmides Ti en
association avec les fonds chromosomiques dans le sol. D'autre part, peu de travaux ont £t€ axés
sur 1'étude de populations provenant d'une seule espéce végétale sur un seul site permettant
d'étudier réellement la composition génétique des populations d'Agrobacterium. Nous nous
proposons d'aborder ces points en utilisant une épidémie de crown gall développée sur peuplier
dans deux pépinieres forestitres expérimentales. Ce modéle permet en outre une comparaison des
populations d'Agrobacterium en cause et donc un suivi de la population de plasmide Ti.

2.3 Description du modéle épidémiologique étudié

_ L'ensemble des résultats concernant les études effectuées sur ces deux sites
forestiers est une synthése des travaux de Nesme et al. 1987, Michel et al. 1990, Nesme et al.
1990 et Nesme ez al. 1992, ainsi que des théses de T. Beneddra et A.C.M. Brasileiro.

2.3.1 Le crown gall du peuplier

Le peuplier appartient au genre Populus, de la famille des Salicacées. Le genre
Populus a ét€ divisé en cinq sections (Chardenon et al. 1982): Turanga Bunge, Leuce Duby,
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Aigeiros Duby, Tacamahaca Spach et Leucoides Spach, selon des critéres botaniques et
géographiques. La section Leuce Duby est partagée en deux sous-sections: Trepidae (trembles)
avec trois especes: P. tremula, P. tremuloides et P, grandidentata; et Albidae (peupliers blancs)
avec une seule espece: P. alba.

Les hybrides de P. tremula et P. alba présentent une grande facilité de croissance
sur les sols difficiles peu utilisés pour l'agriculture et pour lesquels les clones de peuplier euro-
américains sont mal adaptés (Collin 1982). Le programme frangais d'amélioration des peupliers a
abouti 2 la selection de clones d'hybrides P. tremula x P. alba pour leur croissance rapide et leur
capacité de se développer sur des sols hydromorphes. Cependant ils se sont avérés sensibles aux
attaques par le pathogeéne Agrobacterium. La conséquence de la maladie est une diminution de la
vigueur des plants lorsque les tumeurs sont localisées au niveau du collet. Par contre, aucun effet
notable n'a été observé lorsque les tumeurs sont strictement localisées au niveau des racines
(Nesme et al. 1990).

Les premiéres attaques de crown gall en France ont été observées en 1981 dans la
pépiniere de 'INRA d'Orlé€ans sur des peupliers grisards en cours de multiplication. La maladie a
tres rapidement pris de l'extension, avec des taux avoisinant 12% de plants atteints sur certaines
parcelles de cette méme pépiniere (Michel et al. 1985). La multiplication végétative des peupliers
par bouturage des racines favorise la dissémination de 1'agent pathogéne. Ainsi, & partir de la
pépiniére mére, la maladie s'est propagée avec la diffusion des boutures, dans les pépiniéres de
I'INRA (Orléans, Angers, Nantes), du CEMAGREF (Les Barres) et du Fond Forestier National
(Peyrat-le -Chétean) (Nesme et al. 1990).

2.3.2 Etude des attaques de crown gall sur Ie site d'Orléans

Depuis 1973, la station d'amélioration des arbres forestiers de I'TNRA d'Orléans
cultive plusieurs especes forestidres comme le merisier, le noyer, le peuplier et différents
coniféres. Les peupliers appartiennent aux trois sections Leuce, Aigeiras et Tacamahaca, et sont
utilisés pour la recherche d'hybrides adaptés aux sols hydromorphes et ayant la capacité de
produire rapidement. Le crown gall s'est développé dans cette pépiniérc'depuis les années 80 et
concemne plus particulierement le merisier et les peupliers de la section Leuce. Le développement
de la maladie a €té€ accentué par les campagnes de boutirage successives.

Distribution et fréquence d'apparition du crown gall

Suite au développement important des cas de crown gall en pépiniére forestiere,
des études ont été entreprises visant & mesurer les fréquences et la distribution des apparitions de
crown gall. Une des premidres expérimentations fut de considérer le développement de la maladie
sur une parcelle plantée en peupliers provenant de semis hybrides sur une période de quelques
mois (Juillet 1984 & Février 1985). A la date d'observation, globalement 14% des plants étaient
porteurs de tumeurs. Les fréquences d'apparition du crown gall ont été étudiées en fonction des
clones de peuplier et de leur répartition dans l'espace. Il a été montré que tous les clones ne
réagissent pas de fagon identique a l'attaque par Agrobacterium. Le pourcentage de crown gall
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observé varie en effet de 3 4 67% selon le clone considéré. Cette analyse a permis d'envisager
une utilisation de cette différence de sensibilité dans un but de selection d'hybrides plus
résistants, bien que la section Leuce soit trés sensible comparée aux autres cultivars de peuplier
(Beneddra, thése). Cependant, il faut noter que le facteur dose d'inoculum n'est pas controlé
dans le cas de crown gall déclaré en conditions naturelles, rendant l'interprétation difficile.
D'autre part, en mesurant la fréquence de crown gall sur des divisions de la parcelle, un effet
significatif de la position dans l'espace a été mise en évidence. Une variation de plus ou moins
14% a été observée selon la position topographique. Cette hétérogénéité de la distribution dans
I'espace refléte certainement celle de la localisation des Agrobacterium dans le sol. Ces deux
effets, clone et position, ont été validés par le fait qu'ils ne soient pas congruents (Nesme ez al.
1987). |

Ces données représentent un argument permettant de mettre en cause le sol de la
pépiniere d'Orléans dans la contamination des peupliers par Agrobacterium. Les manifestations
récurrentes du crown gall dans cette pépiniére sont diies d'une part A un apport d'inoculum par le
sol et d'autre part au mode de multiplication des plants de peuplier par bouturage racinaire
favorisant la propagation du pathogéne.

Populations d’Agrobacterium en cause

Lors des campagnes de bouturage successives, un grand nombre de tumeurs ont .

été prélevées sur les peupliers atteints de crown gall. Une série d'isolement a été réalisée A partir
des tumeurs récoltées de 1982 a 1988, En considérant 'ensemble des échantillonnages effectués,
un total de 700 isolats d'Agrobacterium a été analysé par les méthodes biochimiques et
sérologiques. Les Agrobacterium impliqués dans le crown gall du peuplier appartiennent aux
biovars 1 et 2 et sont de type nopaline. Le biovarl est représenté i une fréquence supérieure
(79% des tumeurs sur I'échantillonnage de I'année 1987) par rapport au biovar2 (21% des
tumeurs). L'approcﬁc sérologique a permis d'appréhender la composition de la population
d'Agrobacterium présente dans les tumeurs. Quatre sérogroupes (la, 1b, 1c et 1d) ont &té
déterminés pour les isolats de biovarl et deux sérogroupes (2ac et 2al) pour le biovar2. Les
‘sérogroupes caractérisant les isolats de biovarl ont été retrouvés dans d'autres pépiniéres
(Beneddra, 1990). Sur I'ensemble de la population analysée, le sérogroupe 1b apparait de fagon
majoritaire, représentant 50% des isolats. A l'intérieur d'une méme tumeur, 1 2 3 sérogroupes
peuvent coexister, appartenant 2 l'un ou 'antre des biovars 1 et 2. L'étude sérologique fait
apparaitre une structuration de la population d'Agrobacterium, avec la présence de sous-
populations dominantes. Une comparaison des fréquences de distribution des différents
sérogroupes pour 'année 1985 (avec 129 isolats) et I'année 1986 (avec 120 isolats) a permis de
mettre en évidence une stabilité de cette structure dans le temps.

La structure de la population d'Agrobacterium a également été analysée en utilisant
d'autres méthodes de caractérisation. L'analyse des patrons de résistance aux antibiotiques
engendre les mémes regroupements que ceux obtenus par sérologie. Cette approche basée sur le
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test de 18 substances antibiotiques ou inhibitrices a également fait apparaitre une plus grande
variabilité parmi les isolats de biovarl. Cette concordance des résultats de caractérisation par

sérologie et par les patrons de résistance aux antibiotiques a également été décrite pour des -

souches de Rhizobium (Kingsley et Ben Bohlool 1983). D'autre part, les profils de protéines
membranaires totales indiquent une grande dissimilarit€ entre les profils des isolats de chacun des
deux biovars (Michel et al. 1990). L'analyse des profils protéiques ou de résistance aux
antibiotiques permet un classement des isolats d'Agrobacterium, mais reste difficilement
applicable & une identification précise pour I'étude épidémiologique.

Ces résultats préliminaires d'estimation de la complexité des populations
d'Agrobacterium obtenus par des approches phénotypiques sont rapidement apparus insuffisants
par le manque d'information concernant le plasmide Ti. Une caractérisation par une appproche
génotypique a donc été effectuée. Un sous échantillon de quatre souches type de biovarl (2516,
2517, 2518, 2177), et deux souches type de biovar2 (2519, 2520), appartenant aux différents
sérogroupes, a €té testé par la méthode d'hybridation ADN-ADN. Les sondes comprenaient,
d'une part des fragments clonés au hasard 4 partir du chromosome de la souche de référence C58
(de biovarl), et d'autre part trois régions du plasmide Ti (région de virulence, région de
réplication et T-DNA). Les souches de biovar 1 et 2 ont donné des réponses radicalement
différentes: aucune souche de biovar2 n'a permis I'hybridation avec les sondes chromosomiques,
alors que cette approche a permis de différentier les quatre souches type de biovarl (Michel er al.
1990, Nesme et al. 1992). Le regroupement des souches de biovarl correspond 3 la
discrimination par les approches phénotypiques de patrons de résistance aux antibiotiques et de

sérologie. L'utilisation de sondes plasmidiques a révélé un polymorphisme faible pour les -

régions de virulence et de réplication. Pour ce qui concerne le T-DNA, la partie gauche est
conservée, alors que la partie droite s'est avérée variable. ' 7
Sur la base de leurs profils chromosomiques obtenus par la méthode de RFLP
(polymorphisme de la taille des fragments de restriction) le regroupement des isolats
d'Agrobacterium est identique & celui obtenu par sérologie. D'autre part, deux types de plasmide
Ti (pTi2516 et pTi2177) ont été identifiés pour l'ensemble des isolats testés. Le pTi2516 est
associé aux types chromosomiques 2516, 2517 et 2519, alors que le pTi2177 est associé
exclusivement au type chromosomique 2177. Les types 2518 et 2520 correspondent & des

souches non pathogénes.

2.3.3 Etude des attaques de crown gall sur le site de Peyrat

Dans la pépiniere de Peyrat, aucun cas de crown gall ne s'était déclaré jusqu'a
I'introduction des boutures de peuplier en provenance de la pépinidre d'Orléans. Suite A cette
implantation des cas de crown gall ont ét€ observés régulitrement sur les peupliers 4gés de deux
ans, malgré I'élimination systématique des plants malades lors des campagnes de bouturages. Le
délai habituel avant I'arrachage est de deux ans dans la pratique de propagation végétative des
peupliers. Cependant, des tumeurs ont également été observées sur le systéme racinaire de
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boutures de dewx mois, sous serre, avant leur implantation en pépiniére. Ceci s'est vérifié sur des
jeunes boutures obtenues une dizaine d'années aprés la premiére introduction de peupliers dans la
pépinicre de Peyrat.

Les populations d'Agrobacterium isolées des tumeurs développées sur les
peupliers de la pépiniére de Peyrat sont composées d'isolats de biovars 1 et 2 i nopaline
appartenant anx mémes sérogroupes que les isolats provenant d'Orléans. De plus, la structure de
la population d'Orléans est retrouvée, avec dominance du sérogroupe 1b.

La méthode de RFLP a été appliquée a la caractérisation d'échantillons provenant
de la pépiniére de Peyrat isolés de tumeurs sur les jeunes plants de peupliers. Les génotypes
chromosomiques et plasmidiques détectés se sont avérés identiques a ceux de la pépiniére
d'Orléans. L'analyse génotypique des isolats indique donc une similitude entre les populations
d'Agrobacterium en cause dans le crown gall des pépiniéres d'Orléans et de Peyrat.

Cette épidémie de crown gall déclarée dans les pépinieres d'Orléans et de Peyrat
constitue un modéle pour I'étude des populations d'Agrobacterium en conditions naturelles. Elle
permettra d'étudier, le devenir d'une population contaminante d'Agrobacterium tumorigénes
introduite dans un nouvel environnement (pépiniére de Peyrat), et ses relations avec la population
indigéne du sol de cette pépiniere.
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CONCLUSION DE L'ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

La premigre partie de cette étude bibliographique portait sur la démarche & suivre
pour une étude de populations bactériennes. Le premier point critique est 1a détermination de Ia
taille de I'échantillon permettant d'avoir une représentation exhaustive de la réalité. Le deuxiéme
point concerne l'identification des génotypes composant les populations d'Agrobacterium. Dans
I'objectif de suivre simultanément des populations d'Agrobacterium et leurs plasmides Ti
supports conjugatifs du pouvoir tumorigéne, une méthode rapide caractérisant indépendamment
les chromosomes et les plasmides Ti s'impose. La caractérisation des génomes d'Agrobacterium
devra prendre en compte la variabilité dile aux mutations ponctuelles, mais également le

polymorphisme engendré par la présence éventuelle d'éléments d'insertion. Les méthodes de

caractérisation génotypiques semblent particulitrement bien adaptées en ce sens, cependant les
approches d'hybridation ou de RFLP sont difficilement applicables en routine. Il nous est donc
apparu nécessaire de mettre au point un outil d'identification des isolats d'Agrobacterium rapide
et efficace. La connaissance de la séquence nucléotidique de différents génes du plasmide Ti et de
la région ribosomique permet la définition d'amorces d'amplification encadrant les régions

hypervariables nécessaires 4 l'utilisation de la méthode de PCR-RFLP, 1'identification des

différents taxons (notion de richesse) et leur fréquence déterminera la structure des populations.
L'estimation de la diversité par l'indice de Shannon H' permettra en outre de comparer
statistiquement les populations.

Les données sur 1'écologie d'Agrobacterium et du plasmide Ti ne sont pas
abondantes, il est néanmoins connu que les Agrobacterium pathogenes ou non persistent dans le
sol. Cette survie dans le sol est modulée par divers parametres dont la présence de la plante-hote
ou le type de sol. De plus, bien que les conditions du transfert de plasmide Ti in vitro soit bien
établi, son importance sur la structure génétique et la persistance des plasmides Ti dans les
populations est mal connu. En outre, le lien entre les échanges de plasmides Ti et le maintien des
souches d'Agrobacterium dans le sol n'a pas €t€ montré.

L'étude de I'épidémie modele permetira d'étudier la structure des populations
d'Agrobacterium et de connaitre les parametres influant sur sa stabilité. La premitre partie de ce

travail concerne 1a mise au point de la méthode de PCR-RFLP pour l'analyse des poﬁulations.

d'Agrobacterium en cause dans cette épidémie. La deuxi®éme partie concerne la structure
génétique de ces populations et leurs modifications, en considérant les fluctuations quantitatives
au sein des génotypes des populations, et la variabilité individuelle des génomes. Ce dernier point
prend en compte le role d'éventuels transferts de plasmides Ti au sein de la population, mais
également la transposition d'élements mobiles du génome qui sera développée dans la troisi¢me
partie.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Une partie des résultats présentés dans les parties I et V ont fait 'objet de publications:

Ponsonnet, C. et Nesme, X. 1994, Identification of Agrobacterium strains by PCR-RFLP
analysis of pTi and chromosomal regions. Arch Microbiol. 161:300-309.

Ponsonnet, C., Normand, P., Pilatte, G., Chapelon, C., et Nesme, X. Characterization of
IS292, a novel insertion sequence from Agrobacterium.. soumis & Microbiology (J. G. M.).



PARTIE 1L

'MATERIEL ET METHODES







1. ECHANTILLONNAGE DES ISOLATS D'AGROBACTERIUM

1.1 Matériel végétal
1.11 Pépiniére d'Orléans:

La pépiniere d'Orléans (INRA) comprend plusieurs parcelles ol sont produits,
multipliés et étudiés les peupliers hybrides de Populus remula x P. alba. Les plants hybrides
utilisés pour cette étude ont été plantés en juillet 1984 et arrachés en février 1985. Les tumeurs ont
été récoltées sur 34 plants malades & raison de une tumeur par plant, choisie au hasard. Cet
échantillon constitue la série ORL 2A, comprenant des plants issus de boutures de racines arrachés
apres 2 ans et ayant été en contact prolongé avec le sol.

1.12 Pépiniére de Peyrat:

La pépinitre de Peyrat a recu les premiers plants de peuplier en provenance de la

pépinitre d'Orléans en 1977. Ce matériel a ensuite ét€ multiplié & Peyrat suivant le protocole
classique de bouturage de racine. La parcelle étudiée (parcelle D) a €té plantée en boutures
racinaires de peuplier appartenant & 4 clones différents, en 1985 soit 8 ans aprés I'introduction

depuis la pépiniére d'Orléans (ce qui correspond & 4 campagnes de multiplication biannuelles). Une
centaine de boutures ont été plantées sur 2 lignes parallgles traversant toute la parcelle (figure 11).
Deux ans aprés leur plantation, en 1987, I'ensemble des plants de peupliers du transect ont été
arrachés. Les tumeurs ont été récoliées aprés arrachage de maniére aléatoire sur 94 plants 3 raison
de une tumeur par plant. Cet échantillon constitue la série PEY 2A.

D'autre part, des boutures de racines ont été réalisées & partir de plants de la

pépinitre de Peyrat exempts de tumeurs appartenant aux clones 712.2, 712.8 et 717.1. Ces
boutures ont €té plantées en substrat horticole (Motte Melfert) sous serre. Les plants issus de ce

dispositif ont été arrachés aprés une durée de 2 mois. Treize tumeurs ont été récoltées (3 raison de 3.

a 5 par clone) et ont &€ utilisées pour l'analyse. Cet échantillon constitue la série PEY JT,
comprenant des plants issus de boutures de racines, arrachés aprés deux mois, n'ayant pas eu de
contact avec le sol aprés le bouturage.

Aprés l'arrachage de la totalité des plants de la parcelle D, terrain a été traité
mécaniquement pour éliminer les restes de racines, puis laissé en friche pendant environ six mois.
Ensuite, un dispositif piege a éié installé ayant pour but de piéger les Agrobacterium pathogénes
persistant éventuellement dans le sol. Les plants utilisés pour piéger les Agrobacterium pathogénes
appartenaient tous au clone 709-3 connu pour sa sensibilité au crown gall au champs. Afin de
s'assurer de l'absence d'Agrobacterium dans les plants utlisés, ceux-ci ont été multipliés par
culture in vitro et élevés sous serre en Motte Melfert. Ces vitroplants ont été plantés sur trois lignes
de 138 plants chacune, & 0,5m d'intervalle. Ces trois lignes recouvraient au mieux la zone
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Pépiniére Orléans Peyrat
Analyse physique
Argile {< 2uum) % 9,68 144
Limons fins (2 2 20m) 14,87 14,6
Limons grossiers (20 & 50m) 6,58 6.8
Sables fins (50 & 200uum) 8,23 16,8
Sables grossiers (200 4 2000m) 59,88 474
Matigres crganiques 1,71 6,82
Analyse chimique (meq/100}
pH del'ean 6,1 5,7
Azole 0,64 nd
Carbone 9,90 nd
Rapport C/N 15,47 14,28
Ca échangeable 0,87 4
K* 0,17 0,47
Mg+ 0,07 021
P 0,34 nd
Nat d 0,03
d 1,5

: Mn2+

Tableau 5. Caractéristiques du sol des deux pépinitres



préalablement plantée en clones 712.2, 712.8 et 717.1 utilisés pour faire les boutures de la série
PEY JT. Le dispositif comportait 4 blocs de 100, 105, 101 et 105 plants. Trois tumeurs provenant
des plants des blocs 1 et 3 (premier arrachage, février 1989), et 20 tumeurs provenant des plants
des blocs 2 et 4 (deuxiéme arrachage, octobre 1989) ont été utilisées pour 'analyse. Les isolats
d'Agrobacterium de ces deux échantillonnages ont £t€ rassemblés pour I'analyse. Cet échantillon
constitue la série PEY VP, comprenant des isolats issus de tumeurs de quelques mois développées
sur vitroplants par une contamination par le sol.

Un essai témoin de controle (PEY TP) a été installé dans une autre parcelle de la
méme pépinitre située i environ 200m d la parcelle du dispositif piége. Cette parcelle a eu

sensiblement le méme passé cultural que Ia parcelle expérimentale, excepté le fait qu'elle n'ait’

jamais été€ plantée avec des peupliers Leuce. Un ensemble de 100 plants issus de culture in vitro a
été planté en m&me temps que ceux du dispositif piege.

1.2, Caractéristiques des sols des pépiniéres

Les caractéristiques physico-chimiques des sols des deux pépinidres sont présentées
dans le tableau 5. Ces deux sols ont une texture limoneuse-sableuse et ont des pH comparables.

1.3. Matériel bactérien

1.3.1 Isolement & partir des tumeurs

30

Les tumeurs ont été lavées 2 l'eau et des fragments d'environ 3mm ont été prélevés

dans les tissus non nécrotiques superficiels, puis ont été broyés dans 500! d'eau stérile aditionnée

de PVPP (2 1% final) en microtubes (Eppendorf), a l'aide de broyeurs de Poters (Pistons Pellet,

Polylabo Paul Block & Cie). Aprés décantation, une goutte de surnageant a été étalée sur les deux
milienx de Brisbane et Kerr (1983) en boite de Pétri. Le milieu BK1 (3,04g/1 d'arabitol comme
source de carbone) est sélectif pour les Agrobacterium de biovar 1, alors que le milieu BK2
(3,04g/1 d'érythritol comme source de carbone) est sélectif pour les Agrobacterium de biovar2,
Aprés 48h de croissance 4 28°C, les colonies ont été prélevées de fagon arbitraire et mises en
suspension dans 1ml d'eau stérile, selon leur aspect: colonies circulaires et muqueuses, avec
concentration du colorant présent dans chacun des deux milieux sélectifs (Violet cristal pour le BK1
et Vert de Malachite pour le BK2) au centre de 1a colonie. Trois passages sur milieu LPGA solide
(extrait de levure 5g/1; Bacto-peptone 5g/1; glucose 10g/1; Bacto-agar 15g/1; Difco) ont ensuite été
effectués pour la purification de chaque isolat.

1.3.2Isolement A partir du sol

Deux échantillons al€atoires de sol (F4 et F8) en bordure de la parcelle D mais dans

une zone non contaminée de la pépiniére de Peyrat ont été utilisés pour l'obtention d'isolats
d'Agrobacterium indigénes au sol de Peyrat. L'isolement a été effectué A partir de 10g de sol



Total

Pépinizre  Echantillon Origine  Plants Année  Biovarl Biovar2  Total
ORLEANS ORLZZA . twmeur  boutures de racines 1985 .20 12 26
‘ ' (2 ans dans e sol)
. PEYRAT PEY2A tumeur boutures 2 ans 1987 29 19 >35
(2 ans dans Ie sol) :
PEYJT tumeur.  boutures 2 mois 1988 13 - 13
{2 mois en substrat horticole)
PEY VP tumeur  vitroplarits 1989 4,18 4,10 24
({tumeurs de quelques mois)
(moins de 1 an dans le sol}
PEY TP tumeur témoin pidge 1989 2 - 2
{2ans dans le sof)
PEY SOL.  sol sol témoin 1991 - - -
84 45 >08

Tableau 6. Nombre de tumeurs & l'origine des isolats de biovar 1 et 2 pour chaque population.



tamisé, mis en suspension dans 100ml d'eau distillée et stérile. Le mélahgc a été dispersé pendant 1

heure sous agitation. La suspension de sol a ensuite été diluée dans de I'eau distillée et stérile et les

dilutions €talées sur les milieux BK1 et BK2. L'isolement a été effectué de la méme maniére que

dans le cas des isolats issus de tumeurs. La liste des isolats provenant du sol est donnée dans
I'annexe II.

1.3.3 Identification des isolats

Les principaux tests biochimiques nécessaires & la détermination du genre
Agrobacterium ont été effectués sur I'ensemble des isolats obtenus. Les isolats répondant
positivement aux tests de présence de la B-glucosidase (milieu esculine, méthode de Sneath 1956)
et de l'uréase (milieu urée-indol, méthode de Panagopoulos et Psallidas 1973) ont été conservés
pour I'étude. Le biovar des isolats d'Agrobacterium a ét€ déterminé par le milieu BK 2 partir duquel
ils avaient été isolés et par le test d'oxydation du lactose en 3-cétolactose (Bernaerts et De Ley
1963). Chaque isolat a été répertorié et conservé dans du gycérol & -20°C. A partir de chaque

tumeur, 1 & 5 isolats ont ét€ utilisés pour notre étude.
| 7 La liste des isolats analysés, répartis par pépiniére, par clone et par tameur se trouve
dans l'annexe 1. Le tableau 6 répertorie le nombre de tumeurs analysées pour chaque,
échantillonnage.

1.4. Dénombrements bactériens a partir du sol de la pépiniére de Peyrat
1.4.1 Estimation de la microflore totale du sol de la pépiniére de Peyrat:

. Deux échantillons de sol, prélevés de facon aléatoire sur la parcelle non contaminée,
ont été utilisés pour quantifier la microflore totale. Les suspensions de sol ont été préparées par
broyage de 10g de sol dans 100ml d'eau distillée stérile. Aprés homogénéisation par dispersion
sous agitation pendant lheure, les suspensions ont été centifugées & 2000rpm pendant 5 min et les
surnageants dilués ont &€ utilisés pour le dénombrement des bactéries du sol par la méthode de

coloration 3 I'acridine orange modifiée (Recorbet, 1993).
1.42 Estimation du nombre d'Agrobacterium du sol de la pépiniére de Peyrat:

Les Agrobacterium indigénes au sol de la pépiniére de Peyrat ont été dénombrés
aprés marquage par la méthode d'immunofluorescenc indirecte. Six sérums polyclonaux ont été
utilisés, permettant de détecter les sérotypes 1la, 1b, lc¢, 1d, 2ac et 2al décrit par Nesme et al.
(1987). Ces sérums ont été obtenus 2 partir de souches-type isolées de tumeurs de la pépiniére
d'Orléans. Cette méthode ne permet pas de différencier les cellules vivantes des cellules mortes.

Les suspensions de sol ont été obtenues selon le méme procédé que pour le
marquage 2 l'acridine orange. Chaque suspension 2 tester a €té filtrée 2 raison de 1ml par filtre.
Chaque sérum dilué dans du NaCl 4 0,9% a été déposé sur filtre et laissé en contact pendant 30



minutes avec les bactéries, puis les filtres ont été rincés longuement 2 l'eau avant d'étre séchés.
Afin d'éviter les réactions non spécifiques, 500p1 de gélatine rhodamine ont été appliqués sur
chaque filtre, aprés 10 minutes de contact la solution a été filtrée. Le conjugué (anti-IgG de lapin)
marqué 2 la fluorescéine, dilué au centiéme dans du NaCl 4 0,9%, a été déposé et laissé en contact
pendant 30 minutes, puis les filtres ont été rincés, puis séchés. Le comptage a été effectué de la
méme maniére que pour le dénombrement aprés coloration & l'acridine orange. La réaction a été
considérée comme positive lorsque la fluorescence apparaissait de fagon pariétale et forte.

2. CARACTERISATION DES ISOLATS D'AGROBACTERIUM

2.1 Caractérisation sérologique

Les divers isolats d'Agrobacterium ont ét€ typés par sérologie. Les sérums utilisés
sont ceux décrits pour le marquage en immunofluorescence. '

Les cultures (aprés une croissance de 48h sur du milieu LPGA) ont été mises en
suspension dans 5ml d'eau stérile, puis diluées jusqu'a environ 107bactéries/ml. La suspension
bactérienne a été laissée environ une heure A température ambiante pour permettre I'hydratation des
polysaccharides, ceci entrainant un meilleur marquage par les anticorps (Nesme, comm. pers.).
Chaque suspension bactérienne devant &éire testée a été déposée sur lame, a raison de 401 par
puits. Aprés séchage & température ambiante, les lames ont été immergées dans un bain d'acétone
pendant 10min afin de fixer les cellules, puis rincées a I'ean. Chaque sérum a tester (40ul), dilué
dans du NaCl 0,9% a €té rajouté dans chaque puits et laissé en contact avec les bactéries pendant
30min. Les lames ont ensuite été rincées longuement, puis séchées. Le conjugué, marqué 2 la
fluorescéine dilué au 1/100 dans NaC! 0,9% et contenant du Bleu Evans, a été appliqué, 4 raison de
40ul par puits. Apres un contact de 30min, les lames ont été rincées et séchées.

La lecture des lames a été faite sous microscope A épifluorescence, La réaction a été
considérée comme positive lorsque la fluorescence pari€tale était intense sur la majorité des cellules
bactériennes observées.

2.2 Identification des isolats par PCR-RFLP
2.2.1 Matériel testé

Dans un premier temps un ensemble de 41 souches de collection d'Agrobacterium
ont été testées pour valider la méthode de PCR-RFLP. Ces souches ont été isolées de plantes-hdte



Souches Type opinigne Plante-hote Code et origine
A. tumefaciens
1903 nopaline Prunus cerasus C58 '
1502 non pathogéne dérivée de C58 C58C1 (sans pTi )
18%6 nopaline dérivée de C58 C58C1 (pTi Hi00x)
1901 nopaling dérivée de C58 C58C1 (pTi T37)
» 206 nopaline Lycopersicon esculentum 111, France
334 nopaline B10,nd
1904 nopaline Vitis vinifera AGI0, Gréce
2407 ociofcucumaopine Vitis vinifera cv."Danom" France
2410 nopaline Populus sp. M22,nd
2411 nopaline Salix purpurea CG4, Nelle Zélande
2414 nd 3-24-2, Pays-Bas
2458 31 nd M2/1, nd
21717 nopaline Populus sect. Leuce France
2516 nopaline Populus sect. Leuce France
2517 nopaline Populus sect. Leuce France
2518 non pathogéne Populus sect. Leuce France
CG1028 nd Prunus cv."Damil" U.S.A.
AchS octopine Prunus sp. US.A.
B6 octopine/agropine Lycopersicon esculentum 2413, US.A.
Bo542 agro/mannopine Dahlia sp. Allemagne
- A. rhizogenes
450 nd Malus cv,"MIX" France
1804 nopaline Prunus. ¢v."GF305" France
1905 nopaline Vitis vinifera AG28, Grice
1936 nopaline . Rosa sp. Tahiti
1961 nopaline Populus bolleana France
1962 nopaline Prunus cv."SL64" France
2178 nopaline Prunus cv."F12-I" 82.139, France
2417 nopaling Prunus cv."Colt" France
2418 nopaline Prunus cv."Colt" France
2419 nopaline Prunus cv."Colt" France
2519 nopaline Populus sect. Leuce France
. 2520 -non pathogéne Populus sect. Leuce France
CG1029 nopaline Prunus t ¢v.,"Damil" U.S.A.
- CG1030 nopaline Prunus cv."Damil" U.S.A.
CG1031 nopaling Prunus cv."Damil" U.S.A,
A. vitis
2512 nd Vitis vinifera Espagne
2618 octo/cucumopine Vitis vinifera cv."Cabemnet Sanvignon" France
2620 nopaline Vitis vinifera ' Australie
2021 d Vitis vinifera cv."Sultana" Gréce
2622 octo/cucumopine Vitis vinifera cv."Sultana” Gréce
A.rubi
099TR2  mnopaline Rubus sp. . France

Tableau 7. Liste des souches d'Agrobacterium de collection.
agro: agropine, octo: octopine, nd: non déterminé.
Dans la majorité das cas les souches sont disponibles d la Collection Francaise des Bactéries

Phytopathogénes, INRA Angers sous leur nom de code a 4 chiffres.



diverses, provenant d'origines géographiques variées. Elles sont réparties dans les espéces A.
tumefaciens (20 souches), A. rhizogenes (15 souches), A. vitis (5 souches) et A. rubi (1 souche).
La plupart de ces souches contiennent un plasmide Ti & nopaline. Quelques souches de type
opinique différent (2407, 2618 et 2622 3 octopine/cucumopine; B6 & octopine/agropine; Bo542 3

agropine/mannopine; Ach5 & octopine) ont été inclues dans l'analyse. De plus, les souches types.

provenant de la pépiniere d'Orléans (2516, 2517, 2518, 2177, 2519 et 2520) ont également été
comprises dans l'analyse. La liste de ces souches de collection, ainsi que leurs principales
caractéristiques, sont indiquées dans le tableau 7.

Cette méthode de caractérisation des fonds chromosomiques et des plasmides Ti &
nopaline a ensuite été appliquée A l'identification de l'ensemble des isolats d'Agrobacterium
composant les cing populations échantillonnées 2 partir des pépinigres d'Orléans et de Peyrat.

2.2.2 Extraction d'ADN total

L'extraction de I'ADN génomique des souches de collection a été effectué selon le
protocole de Dhaese et al. (1979) modifié. Les bactéries ont €€ cultivées sur milieu LPGA pendant
48h 2 28°C, Les cultures ont ensuite été récupérées en microtubes et lavées trois fois dans 500yl de
tampon TE 7,5 (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 7,5). Les culots ont été remis en suspension dans

400yl de TES 8 (Tris 20mM, EDTA 50mM, NaCl 150mM, pH 8), puis Tes cellules lysées par.

100u1 d'une solution de lysozyme (5mg/mi) pendant 1h a 37 °C et 60ul d'une solution de SDS &
5% pendant 15mn & 65°C. Les ARN ont ét€ hydrolysés par incubation du lysat avec Sul d'une
solution de RNase (10mg/ml) pendant 1h & 37°C et les protéines éliminées par action de la pronase
(1mg/40p1) pendant 1h & 37°C. Aprés deux extractions par un mélange de
phénol/chloroforme/acide isoamylique (en proportion volumique 1/1/20), I'ADN a été pi'écipité
avec deux volumes d'éthanol absolu conservé 4 -20°C et 1/10e de volume d'acétate de Sodium 3M.
L'ADN, aprés av01r été séché sous vide, a été rcm1s en suspensmn dans 50l d'eau ultrapure et

conservé a -20°C.

Etant donné le grand nombre d'isolats devant &tre traités pour I'étude des
populations, il est apparu nécessaire d'utiliser une méthode d'extraction d ADN total plus simple et
donc plus rapide. Le protocole retenu consiste en une lyse des cellules bactériennes par une série de
chocs thermiques. Les cultures bactériennes ont été récoltées et mises en suspension dans 1ml de
tampon TE 7,5. Les cellules ont ensuite subit trois lavages successifs dans ¢ce méme tampon. Le

dernier culot a ét€ repris dans 20011 de tampon. Aprés avoir ét€ homogénéisée, la suspension-

bactérienne a subit trois chocs thermiques consistant en trois fois 30s d'alternance d'immersions
dans un bain d'sau & 90°C et dans un bain d'azote liquide. Aprés une bréve centrifugation (1mn 2
7000rpm), le surnageant contenant I'ADN a ét€ transféré dans un nouveau microtube, puis un
traitement & la RNase a été effectué pendant 30mn 4 37°C. L'ADN a été extrait par un volume de
chloroforme et précipité par deux volumes d'éthanol absolu conservé & -20°C et 1/10e de volume

=,
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Référence

Amorces®  Séquence 5'- 3' Origine

Chromosome

FGPS6  GGAGAGTTAGATCTTGGCTCAG rrs (168) Frankia sp. Normand et al. 1992 -
FGPS1509  AAGGAGGGGATCCAGCCGCA rrs (16S)Frankia sp. Normand et al. 1992
FGPL132' CCGGGTTTCCCCATTCGG rrn (238) Frankia sp. Normand et al. 1992 .
Plasmide Ti

FGPmrS30  CCATGTTGTITGCTAGCCAG pTiA6, octopine Yanofsky et al. 1985
FGPtmr70l'  CCTTCGAATCCGTCGAAAGC pTiA6, octopine Yanofsky et al. 1985
FGPnos975  CATAACGTGCATCATGCATG pTiT37, nopaline Bevanetal. 1983
FGPnos1236' CACCATCTCGTCCTTATTGA pTiT37, nopaline Bevan ef al, 1983
FGPvirA2275 TCAAAAGGCAAGCAAGCAGATCTGG pTiC58, nopaline Rogowsky et al. 1990
FGPvirB2164" TCAGTGCCGCCACCTGCAGATTG pTiC38, nopaline Rogowsky et al. 1990
FGP6b48Y  CGTCGACTTCTCCTTCCTCA pTiC58, nopaline Brasiliero (1992)

FGP6b 508  TGAGGAAGGAGAAGTCGACG | pTiC58, nopaline Brasiliero (1992)

FGPis202 TAAGCGGCAAGCTGAC pTi292, nopaline. cette étude

Tableau 8 . Liste des amorces utilisées pour les réactions d'amplification

(2) Ia nomenclature utilisée indique le nom du géne-cible de I'amorce, suivi de la position du premier nucléotide

(position 5") de I'amorce dans celui-ci. L'apostrophe signale une amorce d'orientation inverse au sens de transcription.




d'acétate de Sodium 3M. Aprés avoir été séché sous vide I'ADN a été repris dans 20 4 50ul d'eau
ultrapure et conservé a -20°C.

Cette méthode rapide d'extraction d'ADN total a été utilisée pour les isolats de
biovari mais s'est avérée inadéquate pour les isolats de biovar2. En effet, l'utilisation de celle-ci
entraine une déterioration de 'ADN extrait. Aussi, la méthode décrite pour les souches de
collection a-t-elle également €té utilisée pour l'extraction d'ADN 2 partir des isolats de biovar2.

2.2.3 Amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction)

1- Amorces d'amplification
La liste, les séquences et l'origine des amorces utilisées sont présentées dans le
tableau 8. Leur localisation dans le génome des agrobactéries est schématisée dans la figure 12.

Amorces chromosomiques:

L'opéron ribosomique a été choisi pour l'identification des chromosomes .

d'Agrobacterium. Les amorces FGPS6 et FGPS1509' sont localisées en début et en fin du géne
168 respectivement, elles encadrent un fragment de 1500pb correspondant & plus de 99% de la
longueur du géne 168. L'untilisation de 'amorce FGPS6 et de I'amorce FGPL132' située & 132pb
du début du geéne 23S permet d'encadrer la zone comprenant le géne 168 et Fintergéne entre les
geénes 16S et 238 (IGS). La taille de cet intergéne est variable selon les genres bactériens et est
indéterminée pour Agrobacterium. Une estimation a pu en étre faite en sous&ayant les longueurs
des parties 168 et 238 i la taille du fragment obtenu par amplification avec ceite paire d'amorces.

Amorces plasmidiques:

Les amorces utilisées pour 'identification des plasmides Ti ont €té choisies dans la
région de virulence et dans le T-DNA respectivement. Les amorces FGPvirA2275 et
FGPvirB,164' sont localisées respectivement dans les génes virA et virB; et encadrent une région
de 1673pb pour la souche C58. Leurs séquences ont été détermin€es d'aprés la séquence de
I'opéron vir entier de la souche C358 publié par Rogowsky er al. (1990). Les amorces FGPimr530
et FGPnos975 sont localisées respectivement dans les génes #mr (codant pour la synthese de
cytokinine) et ros (codant pour la nopaline synthase), et encadrent une région d'environ 3600pb
pour la souche C58. La séquence de 'amorce FGPros975 a été choisie selon la séquence du géne
nos de la souche T37 publiée par Bevan er al. (1983). La séquence de 1'amorce FGPimr530
correspond A une zone conservée entre plusieurs séquences du géne #nr (Yanofsky et al. 1985).

2- Conditions d'amplification

Les réactions d'amplification (Mullis et Faloona 1987) ont été effectuées dans un

volume réactionnel de 50p1 comprenant: 0,1ug d'’ADN génomique, 204M de chacun des quatre
dNTP, 0,1uM de chaque amorce, 2,5 unités'de Taq polymérase (Gibco BRL) dans le tampon de

34
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Figure 12 . Localisation des amorces d'amplification.
(A): région du T-DNA comprise entre les génes tmr et nos

(B): région de virulence comprise entre les génes virA et virB2 -
(C): région chromosomique de I'opéron ribosomique comprenant le géne 168 et i
I'intergéne entre les génes 168 et 238 t

Les tailles de fragments sont données en pb. Les fragments utilisés pour la méthode de PCR-RFLP sont LM _

indignés par un trait épais,




réaction (Ttis-HCI 10mM, pH 8,3, KCI 50mM, MgCl, 1,5mM, géiatine 0,01%). Les réactions
d'amplification ont été effectuées sur un thermocycleur Techne2 (PHC-2, Techne Inc, Princeton,
NJ, USA). Aprés une étape initiale de dénaturation pendant 3mn 4 95 °C, 35 cycles de chacun 1mn

de dénaturation & 95°C, 1mn d'hybridation & 55°C et 2mn d'élongation i 72°C ont ét€ effectués,

suivis par 3mn d'extension finale 4 72°C.
L'efficacité des réactions a été testée par visualisation de I'ADN amplifié aprés
électrophorése en gel d'agarose 2 0,8% dans du tampon TBE (Tris borate 89mM, acide borique

89mM, EDTA 2mM, pHS) et révélation au bromure d'ethidium (0,1%).

2,2.4 Vérification de la spécificité des réactions d'amplification

La spécificité des réactions d'amplification a €ié testée de deux fagons. Lorsque la
séquence de la région amplifiée était connue, une comparaison entre celle-ci et les profils de
restriction du fragment amplifié a été effectuée (fragments 1656-1681509 et 1656-235132,
fragments virA2275-virB2164). Dans le cas contraire, une vérification par hybridation et par
amplification interne a dii ére entreprise (fragments #mr530-nos975).

Test par hybridation ADN/ADN:

11 s'agissait de vérifier que les fragments d'ADN amplifiés avec les amorces
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- FGPmr530 et FGPros975 étaient effectivement d'origine plasmidiquc. Les sondes utilisées étaient -

soit le pTiC58 entier (Sigma); soit le fragment tmr330-n0s975 amplifi€ & partir de 'ADN de 1a
souche C58. Ces sondes ont été marquées 2 la digoxigénine selon le protocole de "nick-translation”
du kit de détection et de marquage de 'ADN non-radioactif (Boerhinger, Manheim).

' " Dansun premier temps, une réaction d'hybridation entre ' ADN amplifi€ A partir de
I'ADN total de la souche C58 et le pTiC58 a ét6 réalisée. Puis, les ADN amplifiés 2 partir de 'ADN
total des différentes souches de collection ont été testés par hybridation vis-3-vis de I'ADN amplifié
de la souche C58. Les échantillons d'ADN (10pl) & tester ont été dénaturés volume 2 volume avec
une solution de NaOH 1N, et déposés sur une membrane de nylon (Hybond) en dot-blot. Les
étapes de préhybridation, hybridation et révélation ont été effectuées selon le protocole du kit
nommé précédemment. Le principe de la détection des ADN hybridés est une réaction de
chemiluminescence par décomposition d'un substrat, TAMPPD (Boehringer). Les membranes ont
ét€ exposées pendant 5 & 12h sur film Kodak-X-omat.

Test supplémentaire par amplification interne:

Des réactions d'amplification internes aux fragments #mr530-n05975 ont été
réalisées avec les paires d'amorces situées dans le géne tmr d'une part (FGPrmr530 et
FGPtmr701"), et dans le géne nos d'autre part (FGPros975 et FGPnos1236").

L'ADN obtenu par amplification avec les amorces FGPtmr530 et FGPnos975 de
I'ADN total de la souche 2178, a été purifié€ par électrophorése en gel & bas point de fusion



(Nusieve) a 2% contenant du bromure d'ethidium & 1pg/ml. La bande correspondant au fragment
d'amplification a €té récupérée dans un microtube, dans lequel a été rajouté 500l d'acétate de
sodium (,3M dans du tampon TE et 7501 de phénol tamponné (Tris HCl pH8). Le mélange a

ensuite été chauffé & 65°C pendant Smn, puis vortexé. La solution d'ADN obtenue aprés une.

centrifugation de 10mn a 13000rpm a été purifiée par 750ul de phénol, puis a subit deux
extractions par 600pl de chloroforme. 1.'ADN a ensuite été précipité par deux volumes d'éthanol
absolu et 1/100e de volume d'une solution de MgClz 1M, séché puis repris dans 10p] d'eau
ultrapure. L'ADN a été dilué 100 fois, puis testé en amplification avec les deux paires d'amorces
internes aux génes &mr et nos.

2.2.5 Analyse de restriction des produits d'amplification (PCR-RFLP)
1- Protocole général

Les frégmcnts d'ADN obtenus aprés amplification (5ul de chaque échantilion) ont
été digérés dans un volume final de 15pl avec 10 a 15 unités d'enzyme, selon les conditions

préconisées par les fabricapts. Les produits de restriction ont été séparés par €lectrophorése
horizontale en gel d'agarose & bas point de fusion (Nusieve) & 3%, contenant 1{1g/ml de bromure

d'éthidium, dans du tampon TBE (Tris HCl 89mM, EDTA 2mM, pH 7,5). Les marqueurs de

poids moléculaire "1kb" et "123pb" (BRL) ont été utilisés comme référence (annexe II). Les
migrations électrophorétiques ont été effectuées pendant 3h 4 2,5V/cm. Les profils de digestion
ainsi obtenus ont ét€ visualisés et photographiés (films Iiford FP4) sous lumiére uitraviolette.
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Les fragments d'ADN de taille inférieure & 70pb n'ont pas €té pris en compte car ils

correspondent & la limite de détection du type de gel utilisé.

2- Analyse des souches de collection:
Analyse au niveau chromosomique:

_ Les fragments d'ADN amplifi€ par les paires d'amorces FGPS6-FGPS1509' et
FGPS6-FGPL132, obtenus 4 partir des 41 souches de collection, ont été digérés par des enzymes
de restriction reconnaissant des sites palindromiques de quatre nucléotides. Les enzymes testés sont
les suivants: Haelll (BRL), Ndell {Appligéne) et Taql (England Biolab) pour le 168 seul; Haelll,

Ndell et Taql et Cfol (BRL) pour la région comprenant le géne 168 et l'intergéne entre les génes.

16S et 238S.
Analyse au niveau plasmidique.

Les fragments d'ADN amplifié par les paires d'amorces FGPvirA2275-
FGPvirB;164' et FGPtmr530-FGPros975 ont été digérés par des enzymes de restriction
reconnaissant des sites de quatre ou cing nucléotides. Les enzymes utilisés pour I'analyse de la
région vir sont Cfol, Ddel (Boehringer), Haelll et MspI (Boehringer). Les enzymes utilisés pour



'analyse de la région du T-DNA sont: Alul (BRL),Cfol, Ddel, HaeHll, Mspl, Ndell, Rsal (BRL),
Taql, Apyl, Avall (Boehringer), BstBUI (England Biolab), DsaV (Boehringer) et Sau96I (BRL).

3- Analyse des isolats

Identification des fonds chromosomiques

L'étude systématique des isolats d'Agrobacterium de peupliers a été effectuée par
I'analyse des profils de restriction obtenus avec un seul enzyme, vu le grand nombre d'isolats
devant étre traités. L'enzyme utilis€ a été choisi d'apres les résultats obtenus & partir de I'analyse
sur les souches de.collection, selon les critéres de discrimination maximale et de différentiation des
souches isolées de la pépiniére d'Orléans 2516, 2177, 2517, 2518, 2519 et 2520.

Les isolats de biovarl ont été identifiés selon leur profil Taql de la région
ribosomique, les isolats de biovar2 ont été identifiés selon leur profil Haelll de la région
ribosomique. Pour chaque population l'effectif de chaque profil chromosomique (ribotype) a été
répertorié. '

Identification des plasmides Ti

L'analyse des plasmides Ti contenus dans les isolats a €té effectuce par les profils de-

restriction des fragments tmr530-n05975. Les ADN amplifiés par les amorces FGPimr530 et
FGPnos975 ont été digérés par les enzymes Ddel, Rsal et Tagl. Pour chaque population l'effectif
de chaque type plasmidique a été répertorié,

Le regroupement des résultats de digestion a permis de définir les différents types de
plasmides Ti associés aux différents fonds chromosomiques.

1

2.3. Analyse et interprétation des données obtenues par PCR-RFLP:
2.3.1 Validation de la méthode appliquée au genre Agrobacterium:

Caractérisation des fonds chromosomiques des souches de collection

La comparaison des différents profils obtenus avec les quatre enzymes testés a €té

utilisée pour définir des relations génétiques existant entre les séquences ribosomiques des.

souches. Les coefficients de similitudes (F) ont été calculés en répertoriant le nombre de bandes
communes entre les profils pris deux & deux, par rapport au nombre total de bandes des deux
profils comparés. La formule de Nei et Li (1979) permettant d'évaluer la similitude entre deux
profils est la suivante: F =2nyy [ g+ ny, ,

ol nyy représente le nombre de fragments co-migrants (en considérant tous les enzymes testés) et
1, et ny sont les nombres totaux de bandes pour les souches x et y respectivement. A partir de ces
valeurs de F, une estimation des distances génétiques entre les différentes séquences, a été calculée
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par la méthode de Nei (1987). Un dendrogramme a été construit & partir de la matrice des distances
par la méthode UPGMA (Sokal et Sneath 1963).

2-Caractérisation des plasmides Ti & nopaline des souches de collection

Les plasmides Ti ont été classés en différents types d'apres les profils de la région
virA-virBg avec les enzymes Cfol et Ddel et les profils de la région 1mr530-nos975 obtenus avec
les enzymes Ddel, Taql, Rsal, Mspl.

2.3.2 Analyse de la structure des populations naturelles

Chaque population a été définie par:

(a) sa richesse, qui correspond aux nombres de ribotypes, de types plasmidiques et de génotypes
(ces derniers prenant en compte les données chromosomiques et plasmidiques simultanément)

(b) les effectifs de chacune de ces catégories, permettant d'évaluer la diversité.

1-Evaluation de la richesse

La richesse de chague population a été évaluée par l'indice de Margalef (Clifford et
Stephenson 1975).
Dig=(S—1)/InN D
S correspond au nombre de types identifiés, N est le nombre total d'individus analysés.

2-Estimation de la diversité

Calcul des indices de diversité ,
Le degré de diversité des différentes populations échantillonnées a été mesuré par
I'indice de Shannon (Pielou 1969, 1975) selon la formule:

H= —i piln pi @

i=l
On désigne par n; 'effectif du type i et par p; l'abondance relative du type i dans la population
(p=ny/N), avec N la somme des effectifs des S types identifiés dans la population considérée. La
valeur de H' varie de 0, si un seul type d'isolat compose 1a population étudiée, a InS si tous les
types recensés ont la méme abondance. '
L'évaluation de la diversité a été effectuée A plusieurs niveanx: en considérant les
types chromosomiques, les types plasmidiques ou les génotypes.

Comparaison statistique des indices de diversité

Le calcul des variances des indices H' permettent de comparer les indices H' par un
test t, afin de savoir si les différences observées des indices entre les populations sont
significatives.
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La variance est déterminée par la formule:

> pilinpi)* = (3 piln pi)? L 5=
N 2N?

(3)

varH'=

Le test statistique est réalisé par le calcul de la valeur de t et du nombre de degrés de liberté
(Hutcheson 1972):

H1-H:2
t= 4
(var H' 1+ var H' 2)12 @
(vat H' 1+ var H' 2)* )

T arH Y [ Ni +(varH'2)* / N2

avec, d'une part H'1 et H' les indices de diversité des populations 1 et 2 comparées; et d'autre part
N1 et N3 le nombre d'individus analysés pour ces deux populations. - '

3-Comparaison de la structure des populations

Les populations ont été comparées deux A deux en utilisant le test statistique du
nombre de paires. Ce test constitue une alternative au test du y>dans le cas de faibles effectifs
(limité 4 5). 11 consiste & tester 'homogénéité d'un tableau & deux colonnes, en calculant le nombre
de paires NP (équation 7) de chaque case du tableau, 'espérance E(NP) et la variance V(NP)
(équations 8). La valeur de NP est alors testée selon une loi normale centrée réduite (équation 9).

(a) Nombre de paires NP:

L T S
Np= R YA . ™

Ci=l j=1

¢: colonme, Lligne, y: effectif de la €M colonne et iM€ ligne

(b) Espérance E(NP) et variance V(NP):

Calcul des effectifs des lignes et colonnes de marges
Co = ZCj(Cj -1)

i=1

Cor =Y CHCi~1(Ci-2) | @)
j=1

Lo =id.

L@ =id.
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Figure 13 . Carte de restriction de la région du T-DNA contenant I'insertion

(a) Carte de la zone comprenant les geénes fmr et nos. L'insertion est représentée par un trait €pais .
{b) Carte de restriction l'insertion et stratégies de clonage. _
Les fleches indiquent l'orientation et la taille de chaque fragment séquencé.
(1) fragments clonés dans les sites Hpall, Mbol, HindlIl et Xhol de M13mp18.
(2) fragments clonés dans les sites Hindlll, PstI, Sacl et Xhol de pSK.
(3) fragments obtenus avec les amorces internes.
L.a position des amorces d'amplification et de séquengage est indiquée sous les cartes.




Co Lo
2ZN(N-1)
[(Ce)* = 4C- 2C] (L) — 4Ly = 2Lea] . Colo
AN(N~1)}(N-2)(N-3) N(N-1}N-2)

E(NP) =

V(NP) = +E(NP) —[E(NP)’]

(c) Test du nombre de paires:

_ NP-E(NP)
V(NP)

Le nombre de paire NP est testé selon une loi normale centrée réduite: -1,96 < NP* < +1,96 an

risque a=0,05.

NPp* &)

3. CARACTERISATION D'UNE INSERTION DANS LE T-DNA

3.1. Localisation de ['insertion

Dans un premier temps, {'insertion a été localisée par cartographie sommaire avec les
enzymes Hindlll et Rsqal, de la région tmr530-n05975 amplifiée & partir de I'ADN de I'isolat
X88292, avec la souche 2177 comme référence. La zone d'investigation a ensuite été réduite par
P'utilisation des amorces FGP6b508 et FGP6b489' situées en fin de géne 65 (tableaun 8). La
séquence del ces amorces a €té déterminée par comparaison des séquences du géne 6b des souches
C58 et 82 139 (Brasileiro, thése). Elles sont identiques- au niveau de leur séquence mais sont
d'orientation inverses l'une part rapport A I'autre. L'amorce FGP6b508 couplée 3 l'amorce
FGPimr530 encadre une zone d'environ 1850pb pour la souche C58. L'amorce FGP6b489'
couplée 4 l'amorce FGPnos975 encadre une zone d'environ 1890pb pour ces mémes souches
(figure 12). Ces deux paires d'amorces ont été testées sur 'ADN des souches X88292 et 2177 afin
d'orienter l'insertion par rapport au site des amorces FGP6b508 et FGP6b489'. _ '

Dans un deuxi¢me temps, une localisation plus précise de l'insertion a été effectuée 2
partir de 'ADN des souches X88292 et 2177 amplifié avec les amorces FGP6b508 et FGPnos975
et digéré par Sall.

3.2. Caractérisation de l'insertion par séquencage

3.2.1 Stratégies de séquengage

En premier lieu une carte de restriction de la région 656489-n05975 a €t€ élaboreée,
afin de connaitre les sites encadrant l'insertion et les sites présents dans I'insertion (figure 13a).
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Figure 14 . Straiégie de clonage utilisée pour le séquengage des extrémités de l'insertion et la comparaison entre les plasmides Ti 2177 et 292.

Les élones_SC.Zl?T.l, SC.2177.2, SC.292.1, 5C.292.2 désignent les fragments Salfl/Clal des plasmides Ti 2177 et 292 respectivement;

et les clones KC,292.1, KC.292.2 les fragments Sacll/Clal du pTi292.



1-Séquencgage des extrémités et du site d'insertion

Cette premiére étape de séquencgage a été effectuée en parallele sur les souches 2177
et X88292. Les fragments Sall/Clal et Sall/Sacll obtenus 2 partir des fragments d'amplification
6b508-1n0s5975 des plasmides Ti 2177 et X88292 ont été clonés dans le vecteur pBluescriptSK
(Stratageéne, La Jolla CA). Le fragment Sa/l/Clal 2177 (environ 800pb) contient le début du géne
6b et une partie de l'intergéne 6b -nos . Le fragment Sall/Clal 292 (environ 3200pb) correspond A
la méme zone plus l'insertion. Le fragment Sall/Sacll 292 (environ 2400pb) correspond 2
I'extrémité droite de I'insertion plus une partie de l'intergéne 64 - nos.

La localisation des clones séquencés afin de caractériser les extrémités de l'insertion
et le site d'insertion est indiquée sur la figure 14.

2-Détermination de la séquence nucléotidique compléte

Trois étapes successives ont €€ envisagées pour séquencer entiérement l'insertion:
- clonage au hasard de fragments de restriction de l'insertion dans le phage M13

- clonage dirigé par la carte de restriction de l'insertion dans pBluescriptSK+

- détermination d'amorces de séquengage internes & partir des séquences obtenues
(Le matériel utilisé dans ces différents cas est précisé dans la figure 15)

Clonage dans M13:

Cette étape a été reahsee A partir de I'ADN de la souche X88292 amplifié avec
l'amorce FGPis292 encadrant l'insertion et déterminée d'aprés les séquences des extrémités. Les
fragments obtenus par digestion partielle avec les enzymes 2 site de quatre bases, Hpall et Mbol,
ainsi que les fragments HindIll et Xhol ont été clonés dans le phage M13mp18 (BRL) (Yannish
Perron et al. 1985)

Clonage dans pBluescriptSK+:

L'ADN obtenu par amplification avec l'amorce FGP13292 a partir de I'ADN du
clone SC.292.5 (fragment Sall/Clal) a ét€ digéré avec les enzymes Psil et Xhol, Hindll et Sacl en
digestions doubles; et Sacl, HincIl en digestions simples. Les fragments PstI/X hoI Sacl,
Hindll/Sacl et Hincll ont été clonés dans le plasmide pBluescriptSK™. '

Utilisation d'amorces internes: , _

Sur la base des parties séquencées, des amorces de 15pb internes & l'insertion ont
été déterminées afin de compléter les parties manquantes de la séquence sur le brin complémentaire.
Le séquencage & l'aide de ces amorces a €t€ accompli & partir de 1'ADN du clone SC.292.5 . La
liste de ces amorces ainsi que leur séquence sont précisées dans le tableau 9.

La figure 13b. indique la position relative et l'orientation des fragments utilisés pour
déterminer la séquence nucléotidique compléte de l'insertion, ainsi que la localisation des amorces.
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1- Séquencage des extrémités et du site d'insertion

Cette premiere €tape de séquengage a été effectuée en parallele sur les souches 2177

et X88292, Les fragments Sall/Clal et Sall/Sacll obtenus 2 partir des fragments d'amplification
6b508-n05975 des plasmides Ti 2177 et X88292 ont été clonés dans le vecteur pBluescriptSK™*
(Stratagene, La Jolla, CA). Le fragment Sall/Clal 2177 (environ 800pb) contient le début du géne
6b et une partie de I'intergéne 6b -nos . Le fragment Sall/Clal 292 (environ 3200pb) correspond &
la méme zone plus l'insertion. Le fragment Sall/Sacll 292 (environ 2400pb) correspond &
I'extrémité droite de 1'insertion plus une partie de l'intergéne 6b - nos.

La localisation des clones séquencés afin de caractériser les extrémités de l'insertion
et le site d'insertion est indiquée sur la figure 14.

2- Détermination de la séquence nucléotidique compléte

Trois étapes successives ont été envisagées pour séquencer entiérement l'insertion:
- clonage au hasard de fragments de restriction de l'insertion dans le phage M13

- clonage dirigé par la carte de restriction de I'insertion dans pBluescriptSK+

- détermination d'amorces de séquengage internes 2 partir des séquences obtenues
(Le matériel utilisé dans ces différents cas est précisé dans la figure 15)

Clonage dans M13: .

Cette étape a ét€ réalisée 4 partir de I'ADN de la souche X88292 amplifié avec
I'amorce FGPis292 encadrant l'insertion et déterminée d'aprés les séquences des extrémités. Les
fragments obtenus par digestion partielle avec les enzymes 2 site de quatre bases, Hpall et Mbol,
ainsi que les fragments Hindlll et Xhol ont été clonés dans le phage M13mp18 (BRL) (Yannish-
Perron et al. 1985)

Clonage dans pBluescripiSK+:

L'ADN obtenu par amplification avec 1'amorce FGPis292 2 partir de I'ADN du
clone SC.292.5 (fragment Sall/Clal) a été digéré avec les enzymes Pst1 et Xhol, Hindlll et Sacl en
digestions doubles; et Sacl, HincIl en digestions simples, Les fragments Pst1/Xhol, Sacl,
HindllI/Sacl et HincTl ont é% clonés dans le plasmide pBluescriptSK+. h

Utilisation d'amorces internes:

Sur la base des parties séquencées, des amorces d¢ 15pb internes A l'insertion ont
été déterminées afin de compléter les parties manquantes de la séquence sur le brin complémentaire.
Le séquencage a I'aide de ces amorces a été accompli a partir de 'ADN du clone SC.292.5.La
liste de ces amorces ainsi que leur séquence sont précisées dans le tableau 9.

La figure 13b. indique la position relative et l'orientation des fragments utilisés pour
déterminer la séquence nucléotidique compléte de V'insertion, ainsi que la localisation des amorces.
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Amorce Séquence 5'- 3 Position )
is 1 GCAAAGTCGTCTGCC 360 - 374
is 2 TTTCTGACCGACGGC 285 - 270
is 3 TGCCCGCCTCAATGA 1037 - 1051
is6 . ATCGATGGTCGCCAG 1986 - 2001
- is 7' CAATTGCGCGTCGCA 2255 -2241
is 10" AGAGCTGGTCTATGT 2544 - 2529
is 11" AGCGAAGTTCCGTGT 1140-1126
s 12 CGAGGCATCACGACG 2192 - 2206

Tableau 9 . Liste dés amorces utilisées pour le séquencage.

(a): position nucléotidique par rapport au début de l'insertion

L'apostrophe signale une amorce d'orientation inverse.



3.2.2 Protocoles généraux

1- Réaction de ligation:

L'ADN purifié et TADN du vecteur (M13mp18 ou pBluescriptSK+) ont été vérifiés
sur gel d'agarose & 0,8% avant d'8tre soumis 2 digestion par les enzymes de clonage selon les
indications des fournisseurs. Aprés 1 heure de réaction, les mélanges de digestion ont été soumis 2
une température de 70°C pendant 10mn pour inactiver les enzymes, puis rassemblés et précipités 3
I'éthanol absolu. Le culot a été repris dans 9l d'H,O ultrapure auxquels ont été ajoutés 1ul de
tampon ligase et I uniié de ligase T4 (Boerhinger). La réaction de ligation a été réalisée pendant une
nuit & 20°C. Le mélange de ligation a été conservé 4 +4°C avant son utilisation pour la
transformation. L'efficacité de la réaction a été vérifiée par une migration sur gel d'agarose 0,8% de
1l du mélange avant et aprés la réaction de ligation.

2- Obtention de cellules compétentes:

La souche d'E.coli DH50F' (BRL) a ét€ mise en préculture pendant une nuit a 37°C
sous agitation dans 10ml de milieu LB (extrait de levure 5g/l; Bactopepetone 10g/1; NaCl 5g/l). La
préculiure (1ml) a €t utilis€ée pour inoculer 100mi de milien LB, afin d'obtenir une culture

présentant une DOggp comprise entre 0,2 et 0,5 (ce qui correspond & au moins 107 cellules/ml). La

suspension bactérienne a été refroidie dans la glace avant d'étre centrifugée pendant Smn &
5000rpm & +4°C. Le culot a €té remis en suspension délicatement avec le reste de milieu, puis 40mil
de solution de transformation {CaCl 50mM, Tris 10mM, pHS) ont ét€ ajoutés. Le mélange a été
maintena dans la glace pendant au moins 20mn, puis centrifugé pendant Smn a 5000rpm a +4°C.
Le culot a été€ repris dans 3ml de solution de transformation et incubé dans la glace pendant 3 & 24h
avant la transformation.

3- Transformation:

Chaque ADN transformant (41l de chaque mélange de ligation) a été ajouté 3 200l
de 1a suspension de cellules compéientes. Le mélange de transformation a ensuite été placé a +4°C
pendant 30mn. Les cellules ont alors subit un choc thermique par immersion dans un bain 3 42°C
pendant 2mn,

4- Obtention des clones pBluescriptSK:

A chaque échantillon a été rajouté 1ml de milieu LB puis les bactéries ont été

incubées pendant 90mn 2 37°C sous agitation. Les suspensions bactériennes ont été étalées sur
milieu selectif (LB, X-Gal (60ug/ml), IPTG (800ug/ml), ampicilline (50mg/ml)) et incubées
pendant une nuit & 37°C. Les bactéries ayant été transformées par un vecteur SK recombinant
(ayant intégré le fragment d'ADN 2 cloner) forment des colonies blanches, alors que les autres
forment des colonies bleues.
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5- Extraction de 'ADN plasmidique par 1a méthode de lyse alcaline (selon Maniatis et al. 1982)

Les colonies blanches ont été repiquées sur du milieu LB solide contenant de
I'ampicilline afin de vérifier leur pureté. Chaque clone ainsi obtenu a été mis en culture dans 5ml de
milieu LB liquide contenant de 'ampicilline 2 37°C pendant une nuit sous agitation. Chaque culture
a ét€ centrifugée pendant 1mn & 13000rpm & +4°C, et le culot repris dans 100ul de tampon GTE
(Tris-HCl 25mM pHS, EDTA 10mM, glucose 50mM). La suspension a été maintenue a
température ambiante pendant Smn, puis 200ul de solution lytique (NaOH 0,2N, SDS 1%) ont été
rajoutés. Aprés une lyse de Smn dans la glace, les protéines ont été€ précipitées par 150ul de
solution de précipitation (acétate de K, CH3COOH glacial). La solution a été vortexée puis incubée
dans la glace avant d'ére cenfrifugée pendant 5mn 4 13000rpm & +4°C. L'ADN plasmidique
contenu dans le surnageant a ét€ purifié par un volume du mélange phénol/chloroforme et précipité

par deux volumes d'éthanol absolu. L'ADN de chaque clone a été repris dans 50ul de TE pH8

contenant 20pg/mi de RNase.

La quantité et la taille des plasmides ainsi extraits ont &té vérifiées par électrophorése
sur gel d'agarose 4 0,8%. Un aliquot de cet ADN a été digéré par les enzymes de clonage afin de
libérer I'insert et de vérifier sa taille.

6- Obtention des clones M13:

La souche DHS5¢. a €té mise en culture dans 10ml de milieu LB 4 37°C afin de servir
de tapis bactérien. Les cellules transformées ont ét€ déposées sur boite de Pétri contenant du milien
LB, puis 3ml de mélange top-agar (3ml de milieu LB, 40 de cellules de tapis, 4011 dTPTG, 40pl1
de X-gal) ont été versés et répartit sur toute la surface de la boite. Les boites ont été incubées
pendant une nuit & 37°C. Les bactéries ayant été transformées par un vecteur M13 recombinant
(ayant intégré le fragment d'ADN 2 cloner) forment des plages turbides, alors que les autres
forment des.colonies bieues.

7- Extraction de 'ADN phagique et vérification des clones M13 (M13 Sirategies Manual, BRL):

Les plages turbides ont été prélevées et mises en culture dans 3ml de milieu LB

liquide contenant de I'ampicilline (50mg/ml) & 37°C pendant une nuit sous agitation. Chaque culture
(un aliquot de 1,5ml) a été centrifugée pendant S5mn & 13000rpm, 1,2ml du surnageant a été
transféré dans un microtube contenant 300pl de PEG 20% NaCl 2,5M et vortexé. La précipitation
des particules phagiques s'est effectuée pendant 20mn 2 température ambjante. La solution a été
centrifugée pendant 10mn & 13000rpm et le surnageant €liminé entiérement. Le culot a été repris
dans 100yl de tampon TE 7,5 et vortexé. L'ADN a ensuite été extrait par S0l d'un mélange de
phénol/chloroforme. Le surnageant aprés centrifugation a été ajouté a 9l d'acétate de Sodium 3M
pH 5, précipité avec 100ml de propanol-2 et centrifugé 30mn a 13000rpm. L’ADN des clones
recombinants ainsi obtenu a été repris dans 10l de TE 7,5. La quantité et la taille des plasmides
ainsi extraits ont été vérifiées par €lectrophorése sur gel d'agarose 3 0,8%.
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4. TEST DU POUVOIR TUMORIGENE

Les tests de pouvoir tumorigéne ont été réalisés selon le protocole de Brasiliero et al.
(1992). Les inoculations ont été effectuées sur des plants de peuplier issus de micropropagation du
clone 717-1B4 (P.tremula x P. alba), maintenus sur milieu MS (Murashige et Skoog 1962) a 2%

de sucrose sans hormone. Les souches d'Agrobacterium ont été cultivées sur milieu MYA solide & .

27°C. Une suspension a été préparée a partir de chaque culture et ajustée A une densité
correspondant & une DQggg de 0,3. '

Les plants agés de six semaines ont été infectés par blessure avec une pince trempée
dans la suspension bactérienne, en utilisant la souche C58 T139 comme référence. Pour chacun des
10 isolats testés, 10 plants ont été inoculés aux deuxiémes et quatri®émes internoeuds 2 partir de
l'apex. Un mois aprés l'inoculation, les tumeurs de taille supérieure ou égale 3 3mm ont £été
excisées et décontaminées pendant 16h sous agitation dans du milieu MS (contenant de la
tétracycline & 25mg/l). Aprés un lavage intensif, les tumeurs ont €té transferrées sur milieu MS
solide sans hormone contenant les bactériostatiques Cefotaxine (500mg/l) et Ticarcilline (250mg/1).
Les observations ont été faites réguliérement pour suivre le développement des tumeurs et de leur
morphologie.
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PARTIE III.

CARACTERISATION DES AGROBACTERIUM AU NIVEAU
.CHROMOSOMIQUE ET PLASMIDIQUE PAR LA METHODE DE PCR-RFLP




INTRODUCTION

Toute étude de population nécessite une méthode d'identification des individus,
conjugant les qualités de fiabilité et de rapidité. De plus, l'orientation de I'étude déterminera le
degré de précision adéquat: genre, espéce, souche. Dans le cas d'Agrobacterium, nous avons
envisagé une caractérisation des souches portant sur les fonds chromosomiques et les plasmides Ti
de fagon indépendante. L'approche devra permettre une discrimination suffisante pour appréhender
la structure des populations d'agrobactéries & 1'échelle infraspécifique.

L'analyse du polymorphisme des fragments de restriction de fragments d'ADN
amplifiés par PCR a été développée dans le but de caractériser des micro-organismes appartenant a
des genres variés (Cubeta et al. 1991, Gurtler et al. 1991, Jamann et al. 1993, Navarro et al, 1992,
Regnery ef al. 1991, Vilgalys et Hester 1990). Par cette approche, le profil de restriction d'une
séquence donnée est assigné A chaque individu. Cette méthode présente les avantages d'étre rapide

et d'engendrer des profils de restriction simples permettant une lecture aisée des profils. De plus, la.

possibilité de cibler, par le choix des amorces oligonucléotidiques, exactement une région du
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génome présente un énorme iniérét dans le cas d'Agrobacterium permettant de caractériser les fonds -

chromosomiques d'une part et les plasmides Ti d'autre part.

Les partiies du génome ciblées pour la caractérisation des isolats d'Agrobacterium
ont été choisies dans des régions variables, encadrées par des zones plus conservées & partir
desquelles ont été€ déterminées des amorces d'amplification. De fagon générale, les parties non
codantes du génome comprises entre deux génes (espace intergénique) subissent une pression de
selection moindre comparées aux geénes, elles sont donc & priori plus polymorphes. Certaines
études ont porté sur des zones correspondant & une fonction spécifique de la bactérie étudiée, telles
que les génes nif (Jamann ez al. 1993). Cependant, peu de séquences portées par le chromosome et
spécifiques a Agrobacterium sont connues actuellement. La plupart des travaux de PCR-RFLP sur
les différents genres bactériens ont €té basés sur des séquences d’ADN ribosomique. En effet, cette
région a été particulitrement bien étudiée et les séquences du géne 168 principalement, et du géne
23S de différents genres, sont disponibles. Les Rhizobiacées ont récemment fait I'objet d'études

taxonomiques basées sur la comparaison des séquences du géne 16S (Sawada et al. 1993, Willems.

et Collins 1993, Yanagi et Yamasato 1993) montrant son utilité pour la définition des especes. De
plus, l'analyse de l'opéron ribosomique de différentes espéces bactériennes a mis en évidence
I'existence de zones présentant différents niveaux de variabilité (figure 16, Normand et al. 1994),
Sur 1a base des analyses des séquences nucléotidiques, le géne 16S apparait fortement conservé
parmi les souches appartenant a une méme espéce génomique (Nazaret et al. 1992), D'autre part,
Navarro et al. (1992) ont montré que l'espace intergénique entre les génes 168 et 235 (IGS ou
ITS) de Nitrobacter sp. est beaucoup moins conservé que le géne 16S. L'IGS apparait
suffisamment variable chez les Protéobactéries pour permettre la comparaison de souches proches
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Figure 16. Histogrammes représntant la variabilité (%) des séquences ribosomiques entre deux
souches de Frankia (d'aprés Normand ef al. 1994), ;
. (ITS: internal transcribed spacer, correspond 2 I'1GS) .




(Nomand et al. 1994), mais n'a pas encore été étudié chez Agrobacterium. Nous avons choisi
d'étudier le polymorphisme de la région comprenant le géne 16S et la zone intergénique, afin de
l'appliquer a I'identification des fonds chromosomiques des souches d'Agrobacterium.

De nombreux travaux se sont intéressés a I'étude de la fonction des genes portés par
le pTi (cf partie Bibliographique) et & leur séquengage. L'organisation des génes de la région de
virulence et du T-DNA a ét€ particulirement étudiée et des séquences conservées dans ces régions
ont été mises en évidence. D'autre part, des études en RFLP par hybridation sur la partie droite du
T-DNA montrent I'occurence de plusieurs génotypes parmi les plasmides Ti A nopaline (Michel et
al. 1990) indiquant un certain polymorphisme de cette zone. Ces connaissances nous ont conduit a
rechercher des amorces d'amplification ciblant, d'une part la région du T-DNA comprise entre les
genes tmr et nos avec trois zones intergéniques et d'autre part la région comprise entre les génes
virA et virBj avecun intergéne. | '

Dans cette partie nous avons utilisé la méthode de PCR-RFLP appliquée & 1a région

ribosomique localisée sur le chromosome d'une part, et aux régions de virulence et du T-DNA des
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plasmides Ti d'autre part, pour caractériser un ensemble de souches d'Agrobacterium de collection

d'origines géographiques variées et issues de différentes plantes-hote. Les résultats seront
comparés avec ceux obtenus par des méthodes concernant le génome entier afin de valider cette
approche pour la caractérisation des souches d'Agrobacterium et son application a I'étude des
populations naturelles. '

[
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Figure 17. Cartes de restriction du géne 16S obtenues avec les enzymes Ndell, Taql et HaeI[I
caractérisant les espéces d'Agrobacterium

‘Les sites ont été localisés d'aprés les séquences nucléotidiques publiées par Willems et Collin (1993).
Les tailles des fragments sont données en pb, La position des amorces FGPS6 et FGPS1500' encadrant
le géne 168 est indiquée.
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RESULTATS et DISCUSSION

1. Analyse des fonds chromosomiques
1.1 Polymorphisme du géne 168 de l'opéron ribosomique
1.11 Résultats d'amplification et vérification de la spécificité

Les réactions d'amplification du géne 16S ciblé par les amorces FGPS6 et
FGPS1509', ont donné un seul fragment d'environ 1500pb pour toutes les souches
d'Agrobacterium de collection testées (résultat non montré). Ceci correspond 2 la taille attendue
d'aprés 1a séquence nucléotidique du géne 168 publiée par Willems et Collin (1993). ,

L'analyse de restriction des fragments 16S8-1651509 avec les enzymes Haelll,
Ndell et Tagql est concordante avec la séquence du géne 165 (Willems et Collin 1993) pour toutes
les souches appartenant aux especes A. tumefaciens, A. rhizogenes, A. vitis et pour la souche d'A.
rubi (figure 17). Ces observations indiquent que 'ADN amplifié correspond effectivement, dans
tous les cas, au géne 168 ciblé. La taille des fragments de restriction du géne 168 pour chaque
profil est indiquée dans I'annexe IV,

1.12 Discrimination des esplces par le polymorphisme du géne 165

Les différents profils de restriction des fragments 1658-1651569 obtenus pour Is
souchs des quatre espéces sont représentés dans la figure 18. Le nombre de bandes obtenues par
profil varie selon les enzymes utilisés: 4 A 6 pour Ndell et Tagql, 6 4 8 pour Haelll. Sur la base des |
similarités des sites de restriction du géne 168, les souches ont pu étre classées en 4 groupes. Ces
groupes correspondent 2 3 especes, avec une séparation de 'espéce A. tumefaciens en deux sous-
groupes distincts. La souche d'A. rubi n'a pas été différencie des souches de l'espece A.
tumefaciens avec les trois enzymes testés. ‘

L'ensemble des résultats de 1'analyse de restriction des fragments 1658-1651509 est
indiqué dans le tableau 10, Deux sites Ndell (N1 et N2) et un site Tagl (T) sont spécifiques des
souches d'A. rhizogenes, alors que le site H2 (Haelll) n'a été obtenu qu'aprés dig%s_tion des
produits de PCR des souches appartenant aux espéces A. tumefaciens et A. rhizogenes ainsi que la
souche d'A. rubi. De plus, le site H3 (Haelll) est caractéristique des souches d'A. rumefaciens et de
la souche d'A. rubi. Les souches appartenant i ce dernier groupe peuvent étre distinguées par un
autre site Haelll (H1); C58, 2410, 2517, 354, 2516, 2177, Ach5, B6, Bo542 d'une part, et
1904, 2518, 2458, 2407, 2411, 2414, 296, 999TR2 d'autre part.

La nomenclature du genre Agrobacterium est restée longtemps basée sur des
caractéristiques de pathogénie (A. radiobacter non tumorigéne, A, tumefaciens et A. rubi
tumorigenes, A. rhizogenes induisant le chevelu racinaire) (Kersters et DeLey 1973). Cependant,
les trois biovars principaux sont distribués dans les groupes nommés ci-dessus, et sont maintenant
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Figure 18. Profils de restriction du géne 16S obtenus avec les enzymes
Ndell, Taql et Haelll. - '

L: marqueur de poids molébulairc (ladder 1kb), 1. A. titmefaciens (souche

C58), 2. A. tumefaciens (souche 1904), 3. A. rhizogenes, 4.A.vitis, 5. A. rubi.

-(Les bandes de faible poids moléculaires inférieur 4 70pb ont été déterminées d'aprés
1a séquence publiée par Willems et Collin 1993).
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Enzyme Site A. radiobacter  A. radiobacter A.rhizogenes  A. vitis A. rubi
(C58} {1904}

Neell 243 +
272
355

N1
N2
1300
1474

C 4+ +
I
+ o+
Vot

Tagl 84
T

913

1218

1266

+++ 0 [+
+ 4+ [+
++ + 0
+ 4+ |+

Haelll H1
234
300
H2(385)
871
H3 (982)
1153
1332

40+t

Tt b E [t [
Fh o
A+ F

S I S S

Tableau 10. Sites de restriction des enzymes Ndell, Taql, et Haelll du géne 168
d'Agrobacterium.

Les sites N1 and N2 coupent la région 163355-1651300 en trois fragments de 65, 175 et 725bp.
Lesite T coupe la région 16564-165913 en deux fragments de 355 et 455 bp. Le site H1 coupe la
région 16814-165224 en deux fragments de 20 et 200bp. La présence ou l'absence d'un site est
notée + or -, | '



Figure 19. Amplification avec les amorces FGPS6 et FGPL132'.

Puits 1: témoin négatif sans ADN, puits 2 & 10: souches 2414, 2177, 2516,
2414, C58, 1904, 2178, 2417, 450, 2512.

Le phage Lambda digéré par HindIII a &té utilisé comme marqueur de poids moléculaire,

A. tumefaciens A. rhizogenes A. vitis
= oo oo >~ W I~ O >t O o0 vy o o~ N O oo
QT O~ 1 o= = e OO D WD O e e
v 1 st v — o R v Oy OV O D
A A A ST o I o N o A 0 2 T o B o SR T o N o R o SR T - R o B o B o
e e e e *® —_—— — %
——————— *
— - - T T——
e e pmmy s m— e SR = I m*= — ——— aam it omama TEET e —

Figure 20. Exemples de différents profils de restriction de la région 1656-235132 de souches de
collection appartenant aux especes A. tumefaciens, A. rhizogenes, et A. vitis obtenus
avec l'enzyme Tagl.

Les fragments de restriction correspondant an géne 168 sont indigqués par (*) pour chaque espace.

Le marqueur de poids moléculaire "123pb" a été utilisé commme référence.



reconnus comme trois espéces génomiques sur la base des résultats d'hybridation ADN-ADN (De
Ley et al. 1973, Ophel et Kerr 1990, Popoff ez al. 1984). Récemment, le séquengage du géne 165
(Willems et Collin 1993, Sawada et al. 1993, Yanagi et Yamasato 1993) a permis de décomposer le
genre Agrobacterium en quatre espéces, A. tumefaciens, A. rhizogenes, A. rubi et A. vitis. La
variabilité au niveau de la séquence du géne 168 est reconnue pour permettre la discrimination des
especes bactériennes (Weisburg et al.1991), mais révele peu de polymorphisme au sein d'une
méme espéce génomique (Gurtler ez al. 1991, Nazaret et al. 1992). L'analyse par la méthode de
PCR-RFLP du géne 168 a effectivement permis de différencier les souches selon leur espéce, sauf
dans le cas d'A. rubi qui reste regroupé avec l'espéce A. tumefaciens par le biais di au choix des
enzymes utilisés. Les groupes ne sont pas séparés en fonction de leur pouvoir tumorigéhe. D'autre
part, le dimorphisme mis en évidence au sein de l'espéce A. tumefaciens, pourrait indiquer
I'existence d'an moins deux sous-espéces génomiques. Des sous-espéces génomiques ont en effet
été décrites pour le biovarl par Popoff er al. (1984).

L'analyse du polymorphisme du géne 168 des différentes souches

d'Agrebacterium par la méthode de PCR-RFLP, révéle une variabilité permettant
une discrimination des isolats au niveau spécifique. De plus, l'utilisation du seul
enzyme Haelll engendre des profils différents correspondant chacun a une espeéce
d'Agrobacterium, hormis A. rubi.

1.2 Polymorphisme de la région comprenant le géne 168 et I'1GS
1.2 1 Résultats d'amplification et vérification de la spécificité

' Les réactions d'amplification avec les amorces FGPS6 et FGPL132' ont produit un
fragment d'ADN unique pour chacune des 41 souches testées. La taille de ces fragments varie de

2500 & 2700pb selon les souches (figure 19). D'aprés ce résultat, la taille de I'intergéne entre les
genes 168 et 23S des souches d'Agrobacterium a ét€ estimée de 900 & 1100pb.

Aprés digestion des fragments 1658-235132 (par les trois enzymes utilisés pour’

I'analyse des fragments 1658-1651509), les bandes correspondant & la partie 165 ont pu étre
identifiées sur chaque profil, confirmant I'origine ribosomique des fragments d'ADN analysés.

\\

1.22 Discrimination des souches par le polymorphisme de 1TGS

Les profils obtenus & partir des digestions effectuées avec les enzymes Cfol, Haelll,
Ndell et Taql comportent 7 4 13 bandes selon les enzymes et les souches. Un exemple de profils
obtenus aprés digestion des fragments 1658-235132 avec l'enzyme Tagl est montré dans la figure
20. L'analyse de restriction de cette région avec les 4 enzymes a permis d'obtenir 31 profils
différents sur les 41 souches testées (dont 4 comportent le fond chromosomique C58). Le degré de
discrimination est variable selon les enzymes pour les isolats d'A. rhizogenes (4 profils avec Cfol,
6 profils avec Ndell, 7 profils avec Taql et 9 profils avec Haelll), stable pour les isolats d'A.
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Souches

A, rubi A. tumefaciens A. rhizogenes ' A. vitis

1 2 3 4 5 6 7 8 3 10 11 ‘12 13 14 15 16 17 18 1% 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

1. 9%
2.C58
3.2518
4.2458
5.2407
6. 2411
7.2414
8. 2410
9.2516 -
10, CG1028
11, 2177
12, 2517
13. 1904
14. 296
15. 354
16. Achs
17. B6
18. Bo542
19. 450
20. 1961
21. 1804
22,2519
23, 1905
24.2178
25.2417
26, CG1030
27. 1936
28,2520
29.2512
30.2618
31.2620

0,050 0,041 0,048 0,054 0,055 0,056 0,038 0,040 0,041 0,042 0,047 0,062 0,056 0,058 0,041 0,045 0,036 0,071 0,071 6,074 0,077 0,067 0,067 0,071 0,067 0,087 0,066 0,062 0,069 0,084
00400053 0045004600430041 00390040008‘7003500580047005000440049003500800080007000800082008200800W500640067006900540062
0039004800490M2003700Q300290041 0,046 00470055 0,045 0,029 0,052 0,031 0.082008200840.088009700900.0880090007900860083 0,068 0,076
0, 4{)0Q5003000400041 004300400049 001800230048004300350045007603160073001600780,07800760072006!DO?OOCTI?.OOS’IOO&S
00010010003700430044003100390017 000500410044003200390084009100140084008500850034007900820077006700530072
0008003900440045003900400018000600420045003400400085009300750085008'700870085008000330078006900540074
004000300031 002600340028001500330031004300270094009400900094009500950094008800840079008200610082
00260&4002200290041 003600420024004900230071 0,071 00580066006700620061 006200740071006700630072

000100120021 004200410020000300510005008000800033 0087008800820080008200550079007500660069
00130022004400420018000500520006008200820084008800900083 0082008300660080007700620065

0021 0045003600280016005400UI0077007700790083 008400780077007800680071001200690078

0,046 0,037 0,021 0,025 005500]8007&007200550067006800680067006300630067007400550062
0013004100440036004600750082007200820083 0,083 0,082 0,077 0,079 0W5006100620065

0,044 0,046 0,031 0037008000870071 00300082008200800075007700’74006000610mi

0,021 005400230066006600630066006700670066006200680071 0072005‘30051
0052000800750075007800820983007’!007500770072008000770068 0,070
00470078008400740084008500850084007900750061005’!00700056

008000800083 008700880032008000820071 00@4007000660075

00&001200180&200250024001600400050007000790069

00120018002200250024001600360050007500790075

0090,0130016001500080043 0048006‘700690072

0006000800070006004500420,07000660075

0,007 0,011 0,007 0,046 0,039 0,066 0,062 0,076
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0,008 0,040 0,042 0,065 0,066 0,075
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Tableau 11. Estimation des distances génétiques entre les séquences 1658-235132 d'aprés la comparaison des profils de restriction obtenus

avec les enzymes Haelll, Tagl, Cfol et Ndell (selon I'é équation de Nei (1987)).
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tumefaciens (de 10 4 12 profils différents selon I'enzyme) et les isolats d'A. vitis (3 profils
différents).

Les coefficients de similitude entre les séquences 1656-235132 ont été calculés en
répertoriant le nombre de fragments de restriction d ADN communs entre les différents profils pris

deux 2 deux, avec un total de 149 fragments pour I'ensemble des 41 souches en considérant les.

quatre enzymes testés. La matrice représentant les distances génétiques estimées entre ces
séquences est présentée dans le tableau 11. L'analyse de ces données par la méthode UPGMA, a
permis d'élaborer un dendrogramme révélant la présence de 4 groupes principaux correspondant
aux 4 espeéces dAgrobacterium (figure 21). Les 17 souches d'A. tumefaciens ont été différenciées,
les 15 souches d'A. rhizogenes ont €té séparées en 10 types distincts et les 5 souches d'A. vitis en
3 types. Au nivean infraspéciﬁque, un ensemble homogéne regroupe toutes les souches (sauf
2518) qui ont été discriminées par le site Haelll (H1) dans le géne 168S.

La reproductibilité de la méthode est montrée par le fait que les souches 1901, 1902,
1896 (qui possédent le méme fond chromosomique que la souche C58, mais avec des plasmides Ti
différents) et C58 présentent les mémes profils quel que soit I'enzyme. De plus, le profil obtenu
pour une méme souche, i partir de réactions d'amplification et de digestion indépendantes, sont
identiques (non montré).

Pour ce qui concerne l'étude de populations naturelles de méme origine

géographique, il est nécessaire de pouvoir identifier des isolats proches ph‘ylogénétiquement.

appartenant 3 une méme espéce. Or, le polymorphisme du géne 168 s'est avéré insuffisant pour
discriminer et identifier des souches 2 l'intérieur d'une méme espece. L'espace intergénique entre
les génes 165 et 23S n'est pas soumis aux mémes contraintes et montre un degré de variabililté
supérieure qui a permis une discrimination de souches proches pour divers genres bactériens
(Navarro et al. 1992, Nour et al. in press). La taille de l'intergéne entre les génes 16S et 2385 est
variable selon les embranchements bactériens (Normand ez al. 1994). Jensen et al. (1993)
suggérent que les critéres de taille et de nombre d'IGS peuvent &re utilisés pour caractériser les
bactéries. Une taille importante constitue un avantage dans 'étude du polymorphisme pour
I'identification des souches par PCR-RFLP. En effet, la variabilité détectée est supposée augmenter
avec la taille de la séquence ciblée. Les travaux sur Xanthomonas populi (Nesme, non publié) ont
montré qué le polymorphisme de I'TGS de 370pb est insuffisant pour pouvoir étre utilisé pour la
caractérisation par PCR-RFLP, L'IGS des souches d'Agrobacterium est de taille retativement
importante (de 900 & 1100pb) par rapport & celui d'autres genres comme E.coli, Frankia Sp. ou
Nitrobacter sp. (qui sont respectivcmént de 440, 411 et 800pb (Brosius ef al. 1981, Normand et al.
1992, Navarro et al. 1992), et est comparable i celui de souches du genre Rhizobium.

Les branches les plus importantes du dendrogramme obtenues par l'analyse en
PCR-RFLP de la région ribosomique comprenant le géne 165 et I'IGS des souches
d'Agrobacterium correspondent 4 la classification selon quatre espéces: A. tumefaciens, A.
rhizogenes, A. rubi et A. vitis (De Ley et al.1973, Ophel et Kerr 1990, Sawada et al.1993,
Willems et Collins 1993). Le pouvoir discriminant de la méthode de PCR-RFLP appliquée 2 Ia
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région 168 et IGS s'est avéré important en permettant de différencier 31 ribotypes d'Agrobacterium
sur les 41 souches testées. Le groupe constitué des isolats d'A. rumefaciens apparait hétérogene,
reflétant la grande diversité de ce taxon soulignée par différents auteurs (Kersters et De Ley 1973,
Keane er al. 1970). Les trois autres especes semblent également composées de sous-groupes.
Cependant le nombre de souches testées est trop faible pour permettre de conclure sur ¢e point.

Les relations phylétiques entre les souches, déterminées par 1'analyse
du géne 16S et de la région 16S plus IGS, sont concordantes bien que la
variabilité des séquences intergéniques soit supérieure i celle des séquences du
géne 16S. Le polymorphisme détecté au niveau de la région intergénique permet
un degré de discrimination trés élevé, permettant la distinction de presque toutes
les souches. Les enzymes les plus discriminantes sont Tagl ou Ndell pour les

souches appartenant & l'espéce A tumefaciens, et HaeIlIl pour celles. de l'espéce

A. rhizogenes.

D'autre part, les souches 2516, 2517, 2518, 2177, 2519 et 2520
isolées de tumeurs de la méme pépiniére et qui onf été caractérisées selon
différentes méthodes par Nesme et al. (1987, 1992) correspondent i six ribotypes
différents par la méthode de PCR-RFLP. Les souches tumorigénes 2516, 2177 et
2517 sont regroupées, alors que les souches 2518 et 2520 non tumorigénes sont
relativement éloignées des souches tumorigénes d'A. tumefaciens et A. rhizogenes
respectivement, Ces données permettent de vérifier que I'approche d'identification
des fonds chromosomiques par I'analyse en PCR-RFLP de l'opéron ribosomique
est suffisamment discriminante pour é&tre appliquée & 1'étude de la variabilité
chromosoquue de populations d'Agrobacterium provenant d'un meme biotope.
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Souches Type opinique régionvir 2 T-DNAP | Souches Type opinique  régionvird  T-DNAD
1903 (C58) nopaline 1600 3600 1804 nopaline 1600 3600
1902 nt - 1905 nopaline 1600 3600
1896 nopaline nt 3600 1936 nopaline 1600 3000
1901 nopalize nt 3600 1961 nopaline 1600 3600
. 296 nopaline 1600 3600 1962 popaline - 1600 3600
354  nopaline nt - | 278 nopaline 1600 3000
1904  nopaline 1600 3600 2417 nopaline 1600 3000
2410 nopaline 1600 3600 2418 nopaline 1600 3000
411 nopaline * - 2419 napaline 1600 3000

077 nopaline 1600 3600 2519 nopaline 1600 3600
2516 . nopaline 1600 3600 2520 nt -
2517 nopaline 1600 3600 450 | wk -
2518 1600 - CG1029 nd 1600 3000
%14 - nod 1600 3600 CG1030 ol - (3600)
2458 o 1600 - ; CG1031  nd 1600 3000

CG61028 nd 1600 3000
2407 ofc 1600 - 2620 . nopaline * (3600)
Ach5 octopine 4000 - 2618 ok (1600) -
B6 ofa 4000 - . 2622 ol * -

Bo542 a/m 2100 - 2512 o * . (3000)

, 2621 od * -
999 nopaline 1600 3600

Tablean 12. Résultats d'amplification obtenus avec les amorces FGPvirA2275 et FGPer2164' (a), et
FGPimr530 et FGPros975 (b).

(*): plusieurs bandes dont une 1600pb; (**): plusieurs bandes de fajbles poids moléculaires;

o/c: octopine/cucumopine, a/m; agropine/mannopine, ofa: octopine/agropine, nd: non déterminé, nt; non testé.

Lesréactions d'ampilification faibles sont indiquées enire parenthése, les amplifications négatives sont indiquées par (-).



2. Analyse des plasmides Ti
2.1 Polymorphisme de la région de virulence
2.1 1 Résultats d'amplification et vérification de la spécificité

Les réactions d'amplification avec les amorces FGPvirA2275 et FGPvirB2164' ont
données un seul produit d'environ 1600pb pour la plupart des souches testées, incluant des
souches a nopaline et 4 octopine/cucumopine (tableau 12). Ceci est en accord avec la taille de cette
région donnée par la séquence du régulon vir, publiée par Rogowsky et al. (1990). L'amplification
2 partir de I'ADN des souches AchS et B6 de type octopine, et de la souche Bo542 de type
agropine/mannopine a résultée en un fragment d'ADN de taille plus importanté (environ 4000pb et
2100pb respectivement). La différence de taille est probablement dfie & une variation de la longueur
de l'espace intergénique entre les génes virA et virB2. Ces trois souches n'ont pas €t€ inclues dans
I'analyse du polymorphisme de cette région du plasmide Ti. _

Les fragments d'ADN amplifiés 2 partir de I'ADN de la souche C58 et digérés par
les enzymes Cfol, Ddel, Haelll et Mspl ont donnés les profils attendus, d'aprés la séquence de la
région de virulence (Rogowsky et al. 1990), Ceci permet de confirmer la spécificité des fragments
obtenus par amplification avec les amorces FGPvirA2275 et FGPvirB164'. '

2.12 Discrimination de groupes de plasmides Ti

Sur les quatre enzymes (Cfol, Ddel, Haelll, et Mspl) testés, deux sites de
restriction polymorphes ont été détectés parmi les profils de la région virA-virB2 des 23 plasmides
Ti analysés:‘un site Cfol & 381pb et un site Ddel 2 189pb en aval du géne virA, dans l'intergene
entre les génes virA et virB. Une représentation schématique de ces résultats sous forme de carte de
restriction est présentée dans la figure 22, Les plasmides Ti ont été arrangés selon la similarité de
leurs sites de restriction présents dans la région virA-virB, en trois groupes: -

VIR1; C58, 2410, 2414, 2458, 1804, 1961, 1962, 2516, 2517, 2177, 2519, 296 et 999
VIR2: 1904 et 1905 ' .
VIR3: 1936, 2178, 2417, 2418, 2419, CG1028, CG1029 et CG1031

La synthése de I'analyse de restriction de la région virA-virB2 est indiquée dans le

tableau 13. La taille des fragments de restriction est indiquée dans 'annexe IV.

2.2 Polymorphisme au niveau du T-DNA

2.21 Résultats d'amplification et vérification de la spécificité

Chacun des ADN des 24 souches i nopaline de la collection a permis 1'obtention
d'un seul produit d'amplification avec les amorces FGPtmr530 et FGPros975. Parmi ceux-ci, 18
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Figure 22. Carte de restriction de la région de virulence virA2275-virB2164 illustrant les trois
groupes VIR1, VIR2 et VIR3,
Les deux sites polymorphes sont indiqués par une fléche.
C: Cfol, D: Ddel, H: Haelll, M: Mspl. Les tailles des fragments sont mdlques dans l'annexe IV,
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Figure 23. Hybridation des produits d'amplification avec le fragment d'ADN
de 3600pb de la souche C58 comme sonde.

Puits 2 & 7: produits d'amplification de 3000pb des souches 2417, 24818, 2419, 1936,

C(G1029, CG1031. Puits 1, et 8 & 15: produits d'amplification de 3600pb des souches C58,

1962, C58, 2177, 2519, 2514, 1961, 2410, ’

Tagl Ddel Rsal
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Figure 24. Profils de restriction de la région #mr530-n0s975 obtenus avec |
les enzymes Tagl, Ddel et Rsal.

Lespuits 2,3, 5, 6, 8 et 9 correspondent aux pTi du cluster 3600, les puits 4, 7 et 10

correspondent aux pTi du cluster 3000. Puits 1 et 11: ladder 123pb, puits 2: C58 (profil =

T1), puits 3: 2516 {(profil T2), puits 4: 2178 (profil T3), puits 5: C58 (profil D1), puits 6:

2177 (profil D2), puits 7: 2178 (profil D3}, puits §: C58 (profil R1), puits 9: T37 (profil

R2), puits 10; 2178 (profil R3).




fragments ont une taille attendue de 3600pb et 9 ont une taille moindre, de 3000pb (tableau 12).
Chaque ADN ayant donné un produit d'amplification avec les amorces FGP#mnr330 et FGPros975
provenait d'une souche contenant un pTi 4 nopaline ou de type non déterminé.

Par contre, les souches qui n'ont pas aboutit & un produit d'amplification avec ces
amorces étaient: (i) des souches non tumorigénes ne comportant certainement pas de pTi, (i) des
souches tumorigénes de type opinique différent (telles que Ach5, B6, Bo542, 2407, 2618, 2621,
2622), (iii) la souche 4 nopaline 2411 qui a cependant permis une amplification avec les deux paires
d'amorces internes aux geénes imr et nos, (iiii) les souches 450 et 2458 de type opinique
indéterminé (qui ont elles aussi permis une amplification avec les deux paires d'amorces internes).

Sous condition de moyenne stringence, les fragments de 3600pb des différents
plasmides Ti se sont hybridés avec le pTiC58 entier et avec le fragment tmr530-n0s975 de la
souche C58 utilisés comme sonde. Ce résultat confirme la forte homologie des fragments de
3600pb avec la séquence tmr530-n0s975 de la souche C58. Par contre les mémes réactions
d'hybridations effectuées sur les fragments de 3000pb se sont avérées négatives (figure 23).

En utilisant le produit d'amplification de 3000pb de la souche 2178 comme matrice

d'amplification interne, une bande de taille attendue (172pb) a été obtenue avec les amorces

FGPimr530 et FGPrmr701'. Les fragments de 3000pb contiennent donc effectivement au moins la
partie terminale du géne #mr. Par contre, aucune amplification n'a ét€ obtenue en utilisant les
amorces internes FGPnos975 et FGPnos1236'.

2.2 3 Discrimination de types parmi les plasmides Ti & nopaline

Dans un premier temps, les plasmides Ti ont été distingués en cluster 3600
(regroupant les plasmides Ti comportant une région tmr530-r05975 de 3600pb) et cluster 3000
(regroupant les plasmides Ti comportant une région tmr530-nos975 de 3000pb) sur la base de la
taille des fragments d’ADN amplifiés. Sur les sept enzymes utilisés, trois (Cfol, Haelll, Ndell)
n'ont pas apporté de discrimination supplémentaire par rapport aux deux clusters d'amplification.
Le cluster 3000 a pu étre scindé en trois types de profils plasmidiques par l'enzyme Rsal, les autres
enzymes n'ayant pas révélé de polymorphisme. Le cluster 3600 est compos€ quant & lui de cing
groupes de restriction obtenus avec les enzymes Mspl, Rsal, Tagl et Ddel.

, Les résultats concernant 'analyse de restriction de la région tmr530-n65975 sont
indiqués dans le tableau 13. Des exemples de profil de la région #mr530-n0s975 obtenus avec les
enzymes Ddel, Tagl et Rsal sont indiqués dans la figure 24,

Seulement quatre sites de restriction polymorphes ont été détectés parmi les profils
du cluster 3600 (ce qui correspond a un site polymorphe pour chacun des quatre enzymes) et trois
sites Rsal polymorphes pour le cluster 3000. Aucune différence n'a 61é notée au niveau des 7 sites
Cfol, 4 sites Haelll et 9 sites Ndell pour le cluster 3600; ni pour les 6 sites Cfol, Ndell, Ddel, 5
sites Haelll et 8 sites Tagl pour le cluster 3000.

3



Souches ' imr530-n05975 virA2275-virByl64 | typede PTiC
Cfol Haelll Ndelf Mspl  Rsal  Tagl  Ddel type NT 2 | crol  Ddel typeVIRb
Cluster 3600 ' '
C58 €1 Hi N |M1 Rl TI Dt NT1 |cvl Dvi| VIRL pTiC58
1804 €I HI NI |Ml Rl TI DI NT1 |Cvl Dvi| VIRI pTiC58
1961 €1 HI NI {Ml Rl TI Di NT1 |Cvi Dvi{ VIRIL pTiC58
1962 ¢t H1I NIi{Ml Rl Ti DI NT1 Cvl Dvl VIR1 pTiC58
210 ci HI Ni|ML Rl T DI NTT |Ccvi Dvi| VIRl pTiC58
2414 ¢l HI N1|M! RI TI D1 NT1 Cvl Dvl VIR1 pTiC58
1904 CcI HI NI[MI RI TI Dt NT1 [¢v2 Dv2| VIRZ | pTilond
1905 C1 HI NI|{Ml Ri TI DI NT1 |[cv2 Dv2| VIRz | pTiloo4
2516 i HI Ni|MiI Rl T2 D1 NT2 |Cvl Dvi} VIRl | pTi2516
2517 ClL M1 Ni[MI RIL T2 DI NT2 |cvi Dvi| VIR pTi2516
2519 ci m N|Mi R T2 DI NT2 |[Cvi Dvi} VIRl | pTi2516
2177 Ct HI NI|M1I RI TI D2 NT3 |Cvi Dvl| VIR pTi2177
1901 C1 Ht NL[Ml R2 TL D2 NT4 | nt nt nt pTiT37
1896 cI HI N |MI R T D2 NT4 | mt at at pTiT37
296 Ci HI NI|MI R2 TI D2 NT4 | nt nt nt pTiT37
999 €1 Hi NI|M3 RI_TL D2 NT5 |cvi Dvi| VIR1 pTi999
Cluster 3000
12178 c2 H N2 M2|R3| T3 D3 NT6 |Cv2 Dvi| VIR3 pTi2178
1936 c2 m2 N2 Mz{m3|T3 D3 NT6 lcvz pwil virs | pri2im
2417 c2 H2 N2 M2{R3|T3 D3 NT6 |cv2 Dvi| VIR | pTi2178
2418 c2 H2 N2 M2{R3| T D3 NT6 |Cv2z Dvi| VIR3 pTi2178
2419 C2 H2 N2 M2iR3| T3 D3 NTé6 Cv2 Dvl VIR3 pTi2178
CG1028° | c2 H2 N2 M2|R4|{ T3 D3 NT7 |Cv2 Dvl| VIR3 pTil028
CG1029 c2 H2 N2 M2|RS| T3 D3 NTS [Cv2 Dvl| VIR3 pTil029
CG1031 C2 H2 N2 M2|R5]| T3 D3 NT8 |Cv2 Dvi| VIR3 pTil029

Tableau 13. Idcntiﬁcatidn des plasmides Ti & nopaline d'aprés leurs profils de restriction des régions
1mr530-nos975 et virA2275-virB, 164 '

Les profils ont éi6 désignés par la premigre lettre de 'enzyme. Les types obtenus par I'anaiyse de restriction de la région
tmr530-n0s975 sont indiqués par NT (a), les types obtenus par l'analyse de restriction de la régionvir A2275-virBa164'

sont indiqués par VIR (b). Les différents types de pTi (c) ont €€ déterminés en tenant compte de ces deux informations.



De plus, aucune différence pour les 11 sites Alul, 2 sites Apyl et Squ961, 6 sites
BstBUI, 5 sites DsaV et l'unique site Avall parmi les 8 souches montrant le méme profil que C58
(NT1) n'a pu étre mise en évidence (résultat non montré),

Cing et trois groupes de restriction ont été obtenus dans chacun des deux clusters
regroupant les plasmides Ti. Le cluster 3600 comporte les types plasmidiques NT1, NT2, NT3, NT4
et NT5; le cluster 3000 les types plasmidiques NT6, NT7 et NT8. A l'intérieur de chacun des deux
clusters il existe une forte similitude entre les profils étant donné qu'un & deux sites de restriction
different entre chaque profil. Par contre, aucune bande commune n'a été révélée entre les profils
des deux clusters quel que soit I'enzyme utilisé. L'absence d'hybridation, les résultats
d'amplifications internes et I'absence de similitude entre les profils des deux clusters indiquent
l'existence d'une structure de la région mmr530-n05975 différente entre les plasmides Ti appartenant
aux clusters 3000 et 3600 respectivement.

2.3 Comparaison de 1'analyse des deux régions plasmidiques

les plésmides Ti classés dans les groupes VIR1 et VIR2 appartiennent au cluster
3600 déterminé par amplification de la région tmr530-n0s975, alors que le groupe VIR3 correspond
au cluster 3000. Les deux zones ciblées au nivean plasmidique n'ont pas le méme degré de
polymorphisme. La région tmr530-n05975 du T-DNA s'est avérée plus variable que la régioﬂ: de
virulence localisée hors du T-DNA: les plasmides se répartissent en 8 et 3 types respectivement.
Certains plasmides Ti n'ont pas pu &tre différentiés par l'analyse de la région tmr530-nos975
(NT1), mais ont pu l'8tre par celle de la région vir (VIR2) permettant de metire en évidence le 'fype
1904. De méme, les groupes VIR1 et VIR3 ont été séparés en 4 et 3 types respectiverent, dans la
région tmr530-nos9735.

L'analyse conjointe des deux régions permet de différencier 8 types
de plasmide Ti pour les 21 souches testées (tableau 13) désignés par: pTiC58,
pTi2516, pTi2177, pTil904, pTi%9% pour le cluster 3600, et pTi2l78, pTil028,
pTil029 pour le cluster 3000. (Le pTiT37 a été caractérisé uniquement d'aprés les
profils de la région tmr530-nos975).

Les plasmides Ti des souches d'Agrobacterium sont classés selon leur propriétés
opiniques (revue de Dessaux ef al. 1992). L'analyse de la région' de viralence, commune 2 tous les
plasmides Ti, permet leur caractérisation de fagon non spécifique. La région du T-DNA comprenant
le géne nos (codant pour la synthése de nopaline) permet quant & elle de cibler et d'analyser
spécifiquement les plasmides Ti & nopaline.

Le faible degré de polymorphisme détecté dans la région de virulence virA-virBs ne
nous a pas permis de différentier les plasmides Ti des souches type d'Orléans qui avaient pu 1'étre
par la méthode de RFLP classique avec une sonde pTiC58 (Nesme ez al. 1992). Nous avons donc
ciblé une autre partie du pTi, de taille plus importante et située dans le T-DNA entre les génes imr et
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nos. Cette zone comporte, outre les parties terminales des genes #mr et nos, les génes 6a et 65
séparés par trois espaces intergéniques (correspondant A environ 2000pb). Cette région s'est avérée
plus discriminante et a effectivement permis de différencier les plasmides Ti pTi2516, pTi2177 et
pTiC58 déterminés par RELP classique. II est certain que les plasmides Ti présentant le méme
profil de restriction peuvent €tre différents. Afin de palier cette faiblesse de la méthode, il est
nécessaire d'analyser diverses séquences plasmidiques. Un exemple est donné par les plasmides Ti
des souches C58 et 1904 qui possédent des propriétés de virulence différentes (Nesme,
communication personnelle). Ces deux plasmides présentent des profils de la région tmr530-
nos915 identiques alors que l'analyse de la région vir a permis de les distinguer. Le degré de
discrimination de cette approche pourrait sans doute &tre encore amélioré en ciblant d'autres zones
variables du plasmide Ti.

Les plasmides Ti analysés se répartissent en deux clusters, correspondant 4 deux
structures de la région comprise entre les genes tmr et nos et au regroupement selon le
polymorphisme de la région de virulence. La différence de taille de la zone #mr530-n05975 pour les
plasmides Ti appartenant au cluster 3000 concorde avec les résultats rapportés par Brasileiro
(Thése), qui a montré que cette zone est fortement réarrangée pour la souche 82 139 (2178). Le
géne 6a (ou ons) est délété dans la souche 82 139 et le géne 66 (présentant seulement 62%
d'homologie avec le géne 65 de la souche C58) est suivi d'une séquence homologue 2 71% au
géne 3’ du TR-DNA du pTil15955 (Barker et al. 1983). La proximité des profils de restriction de la
région tmr530-n0s975 4 l'intérieur du cluster 3000 comprenant 8 souches, laisse supposer que
cette organisation structurale n'est pas spécifique & la souche 82 139 qui a été étudiée pour sa
particularité d'induire des tumeurs bourgeonnantes sur peuplier (Brasiliero et al. 1991). Les
souches 1936 et CG1028 contenant un plasmide Ti appartenant au cluster 3000 et associés a deux
especes différentes favorisent également ce phénotype tumoral sur peuplier alors que la souche
CG1030 comportant un pTi appartenant au cluster 3600 donne le plus souvent des tumeurs non
bourgeonnantes (G. Pilatte, communication personnelle).

Le polymop-hisme de la région de virulence n'a pas permis de
distinguer les plasmides pTi2516 et pTi2l77 des souches types de la pépiniére
d'Orléans (2156, 2517, 2177, 2519). Par contre, au niveau de la région tmr530-
nos975 les enzymes Ddel et Tagl sont suffisantes pour permettre une
discrimination de ces deux types de plasmides Ti. Pour ce qui concerne les
plasmides Ti associés aux souches isolées de la pépiniére d'Orléans, le pouvoir
discriminant de cette approche est donc identique a celui obtenu par RFLP
classiques avec une sonde pTiC58 (Nesme ef al 1992). On distingue les deux
types de plasmides Ti, pTi2516 et pTi2l77, eux-mémes différents du pTiC58.
L'identification des plasmides Ti par les profils de la région tmr530-n0s975 du T-
DNA semble donc adéquate pour P'analyse des "populations” de plasmides Ti
associés aux isolats d'Agrobacterium a nopaline issus des pépinéres d'Orléans et
de Peyrat.



3. Analyse simultanée des chromosomes et des plasmides Ti:
caractérisation des génoypes

La répartition des 9 types de plasmides Ti au sein des 41 souches de collection est
schématisée sur la figure 21. L'analyse ne donne pas une corrélation parfaite entre les informations
plasmidique et chromosomique. Un méme type plasmidique peut &tre associé & divers ribotypes de
I'une ou l'autre des deux espeéces A. fumefaciens et A. rhizogenes. Inversement, différents types de
plasmides Ti peuvent €tre associés a un ribotype particulier. Certains cas font apparaitre une
association préférentielle entre le pTi et le chromosome, tels que les plasmides pTi2178 et pTil029
retrouves uniquement dans les souches de biovar2, ou au contraire les plasmides pTil028, pTiT37
et pTi2177 dans les souches de biovarl. Knauf ef gl. (1983) avaient émis 'hypothése d'une
possible association des plasmides Ti en relation avec le biovar. Cependant, il est évident qu'un

méme type en PCR-RFLP ne peut pas étre assimilé & une identité totale car les régions ciblées’

correspondent 4 une infime partie du génome. Cette limite de la méthode est toutefois une constante
de toutes les études de populations bactériennes naturelles,

Lorsqu'on considere les caractéres chromosomiques et plasmidiques simultanément,
les 24 souches & nopaline analysées sont réparties en 19 classes. Dans trois cas seulémcnt, des
souches d'A. rhizogenes n'ont pas pu étre différenciées ni par leur profil de Ia région ribosomique,
ni par leur type de pTi (2417, 2418, 2419; CG1029, CG1031; et 1804, 1962). De méme, les
souches d'A. viris, 2618, 2621 et 2622, présentent le méme ribotype. 1l serait intéressant de
préciser ces résuliats par le séquengage de l'intergéne de souches appartenant aux quatre espéces
d'Agrobacterium. Cette approche permettrait de savoir si un degré de polymorphisme supéricur
pourrait &tre révélé en utilisant d'autres enzymes de restriction adaptées aux séquences des souches
d'A. rhizogenes et d'A. vitis. De méme, l'analyse d'autres régions du plasmide Ti pourrait
permettre de détecter un polymorphisme plus important et ainsi d'augmenter le pouvoir
discriminant de cefte approche.
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CONCLUSION

La méthode de PCR-RFLP a ét€ appliquée dans un premier temps & I'identification
de souches d'Agrobacterium de collection d'origines diverses. Cet outil moléculaire présente les
qualités requises de rapidité, de précision et de reproductibilité. Pour ce qui concerne
Agrobacterium, 1'atout majeur de cette méthode est la possibilité d'identifier les génotypes en
ciblant le chromosome et le plasmide Ti de fagon indépendante.

Cette approche offre la possibilité d'identifier les fonds chromosomiques quelle que
soitll'espéce d'Agrobacterium considérée sur la base du polymorphisme de la région ribosomique.
La classification des souches ainsi obtenue concorde avec la taxonomie classique et celle basée sur
les séquences du geéne ribosomique 16S. De plus, le pouvoir discriminant de cette approche s'est
avéré suffisamment €levé pour permettre I'identification de souches proches, isolées du méme
biotope, comme le montre 1'analyse des souches 2516, 2517, 2177, 2518, 2519 et 2520 souches-
type de la pépiniére d'Orléans. L'utilisation des profils de restriction de la région 1686-235132
apparait donc adéquate pour typer les isolats d'Agrobacterium des populations naturelles des sites
d'Orléans et de Peyrat.

La caractérisation des plasmides Ti a été réalisée par l'analyse de deux régions. Le
polymorphisme de la région de virulence s'est avéré relativement pauvre et n'a donc pas été retenu
pour une application a I'étude de populations naturelles d'Agrobacterium. Cependant, la région de

virulence étant commune & la plupart des plasmides Ti, représente un bon candidat pour une

application & d'autres €tudes de ce type. D'autre part, la spécificité engendrée par le type opinique a
été utilisée en ciblant la région du T-DNA comprenant le géne de synthése de la nopaline. Cette
approche nous a permis de caractériser différents types de plasmides Ti A nopaline parmi les
souches de collection, mais peut également étre appliquée a I'étude de souches de types opiniques
variés en choisissant des amorces adaptées. Le polymorphisme de la région tmr530-nos975,
détecté par les deux enzymes Ddel et Tagql, est suffisant pour permettre la discrimination des
plasmides pTi2516 et pTi2177 associés aux souches types de la pépiniére d'Orléans. Cette
approche sera donc utilisée pour lidentification des plasmides Ti associés aux isolats
d'Agrobacterium des populations naturelles des pépinicres étudices.

L'analyse effectuée en parallele sur les fonds chromosomiques et sur les plasmides
Ti permet de caractériser les isolats d'Agrobacterium selon deux critéres génomiques. L'intéret de
I'utilisation la méthode de PCR-RFLP indépendamment sur ces deux compartiments génomiques
sera notamment appréciable pour I'étude des populations en considérant que des transferts de
plasmide Ti peuvent se produire en conditions naturelles. La prise en compte des souches types
isolées de la pépinidre d'Orléans et ayant été caractérisées par ailleurs selon diverses méthodes,
nous a permis de valider cette méthode d'identification pour l'étude des populations
d'Agrobacterium issus des pépini¢res d'Orléans et de Peyrat.
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PARTIE IV.

ETUDE DE LA STRUCTURE GENETIQUE DE POPULATIONS
NATURELLES D'AGROBACTERIUM




INTRODUCTION

- -Agrobacterium est une bactérie du sol et de la rhizosphére. Ces deux caractéres
écologiques poun'aient €tre diis A une spécialisation des types chromosomiques conduisant & une
sélection en faveur de certains génotypes adaptés au sol ou & la plante. En outre, le maintien des
propri€tés pathogénesde la populaﬁon pourrait étre assuré par le transfert des plasmides Ti et leur
maintien dans les contexies chromosomiques les plus adaptés aux conditions du milieu. Le but ce
cette partie fut d'aborder cette question par 1'étude des populations d'Agfobacrerium impliquées
dans une épidémie de crown gall.

' A partir de l'observation de manifestations récurrentes du crown gall dans les
pépiniéres foresti¢res francaises, une étude épidémiologique a été entreprise visant 4 comprendre
les relations entre les populations naturelles d'Agrobacterium. Dans un premier temps, la
caractérisation sérologique des isolats issus de tumeurs sur peuplier a permis d'évaluer
l'organisation des populations d'Agrobacterium impliquées dans le crown gall de la pépiniére
d'Orléans (Michel ez al. 1990, Nesme et al. 1987). La méthode de RFLP s'est par la suite avérée
un outil treés puissant pour la caractérisation des génomes, présentant en outre l'avantage pour
Agrobacterium d'étre applicable aux chromosomes et aux plasmides Ti de fagon indépendante. Une
analyse des isolats d'Agrobacterium, au niveau génotypique par cette méthode, a montré que cette
épidémie de crown gall semblait étre causée par un nombre limité de souches, auxquelles sont
associés deux types de plasmide Ti (Nesme et al. 1992).

' L'étude épidémiologique envisagée dans cette partie s'effectuera A partir des

populations d'Agrobacterium échantillonnées dans les pépiniéres d'Orléans et de Peyrat ol les cas
de crown gall ont été recensés sur peuplier. La méthode de PCR-RFLP mise au point dans la partie
précédente a été appliquée 2 l'identification des isolats d'Agrobacterium composant les populations
issues des tumeurs de peuplier de ces deux pépiniéres et du sol de la pépiniére de Peyrat. Dans un
premier temps, il s'agira d'évaluer la complexité des populations naturelles d'Agrobacterium, c'est-
4-dire de déterminer le nombre de génotypes impliqués dans cette épidémie et leurs fréquences
relatives. L'objectif sera ensuite d'estimer les variations quantitatives et qualitatives de la
composition des populations analysées. Cet aspect sera traité en considérant d'une part un effet de
la plante sur la structure des populations tumorigénes transmises d'une pépiniére i l'autre. D'autre
part, un effet du passage par le sol sur Ia structure et le maintien des populations tumorigénes
contaminantes sera appréhendé. L'analyse des populations de plasmides Ti et de Ieurs contextes
chromosomiques nous permettra d'aborder l'alternative de la prolifération "verticale" ou
"horizontale" des plasmides Ti en conditions naturelles.
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Echantilionnage Biovar 1 Biovar 2 Total
Année | tumewr isolat  pTi | tumeur isolat pTi | tumewr isolat pTi
(@ ® ©
ORL2A - 1985 | 20 46 37 | 12, 18 10 | 26 6 47
PEY 2A 1987 | 29 47 38 | 19 27 2|35 M 6
PEY JT 1988 | 13 33 28 - - - | 1B 33 28
PEY VP 1980 | 22 4 44 | 14 3 2 | 24 - 8 10
PEY TP 1989 | . 2 11 - - - 2 11 1
Total (tumeurs) 84 180 147 | 45 78 58 | >98 258 205
PEY SOL 1991 | - 34 0 - 10 0 - 44
MW
Total 8 214 147 | 45 88 58 | >98 302 205

o

Tableau 14. Nombre:de tumeurs, d'isolats et de plasmides Ti analysés dans chaque population.”

(a): nom!éiga de tumeurs & partir desquelles ont été isolés des Agrobacterium de biovarl
- (b): nomb}e de tumeurs & partir desquelles ont &€ isolés des Agrobacterium de biovar2
' (c): nombre total de tameurs analysées dans chaque échantillon.



RESULTATS

I.RAPPEL SUR LA NATURE DES POPULATIONS ANALYSEES

Cette étude a été effectuée sur des populations d'Agrobacterium obtenues 2 partir ()
de tumeurs développées sur les peupliers de la section Leuce de la pépiniére d'Orléans origine
supposée de 1'épidémie de crown gall déclarée 3 Peyrat, (ii) de tumeurs provenant de ftrois
échantillons de la pépiniére de Peyrat, (iii) du sol de la pépiniére de Peyrat avant sa contamination.

La population issue de la pépiniére d'Orléans a été obtenue a partir des tumeurs
développées sur des peupliers dgés de deux ans. Les populations de tumeurs sur peupliers
implantées i Peyrat depuis deux années, issus de boutures provenant d'Orléans, et de j eunes plants
de peupliers de méme origine mais plantés sous serre ont ét€ analysées afin de tester l'influence de
la transmission par la plante.

L'effet du passage par Ie sol a été étudié par la mise en place d'un dispositif pidge '

quelques mois aprés l'arrachage des plants contaminés de la pépiniére de Peyrat visant & analyser la
population tumorigéne du sol. Ce systéme était composé de plants issus de culture in vitro afin de
s'affranchir de la contamination par les boutures (selon 4 blocs de 100, 105, 101 et 105 plants). La
premiére année de son installation, les 201 plants installés dans les blocs 2 et 4 de la parcelle ont été
an‘achés', 10 étaient porteurs de tumeurs, soit une fréquence de 5%. La deuxiéme année, les 210
plants des blecs 1 et 3 ont été arrachés, 53 étaient porteurs de tumeurs soit une fréquence de
.développement du crown gall de 25%. La population d'Agrobacterium du sol de la pépiniere de
Peyrat piégée par ce systéme a été analysée. A partir du témoin du dispositif piege deux tumeurs se
sont développées sur les 100 plants installés dans une parcelle non contaminée de cette pépinidre.

. L'ensemble des isolats d'Agrobacterium issus des tumeurs sur peuplier analysés
appartiennent soit au biovarl (A. tumefaciens), soit au biovar2 (A. rhizogenes). Dans cette partie,
le terme biovar sera utilisé étant donné que les isolats ont été caractérisés par les tests biochimiques
permettant leur affiliation & un biovar. Le nombre de tumeurs et d'isolats et de plasmides Ti
analysés & partir de chaque échantillonnage est indiqué dans le tableau 14.

2. DIVERSITE GENETIQUE DES POPULATIONS D'AGROBACTERIUM
2. 1 Analyse sérologique

Dans un premier temps, nous avons utilisé la sérologie pour vérifier que les souches
d'Agrobacterium introduites a Peyrat depuis Orléans par l'intermédiaire des boutures n'étaient pas
présentes dans le sol de Peyrat. Pour cela les sérums 2516, 2517, 2177, 2518, 2519 et 2520
permettant de définir les sérogroupes 1a, 1b, 1c, 1d, 2ac et 2al caractéristiques des Agrobacterium
isolés des tumeurs de peupliers de la pépini¢re d'Orléans, ont été utilisés pour un marquage en
immunofluorescence de la microflore du sol de la pépinitre de Peyrat avant sa contamination,
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Chacun de ces six sérums testé€s a permis un dénombrement dans les deux €chantillons de sol
analysés. Le niveau de population des différents sérogroupes est comparable, de l'ordre de
2.105b/g. D'autre part, les isolats d'Agrobacterium issus de ce méme sol ont également €té
analysés en sérologie A 1'aide de ces sérums. Une partie des ces isolats sont répartis dans les
sérogroupes lc, et 1b, mais la plupart non pas pu etre identifiés par cette approche.

D'autre part, les isolats d’Agrobacterium de biovarl issus des tumeurs des
différents échantillons des deux pépinidres (excepté la série des vitroplants de premiére année) ont -
été testés pour leur appartenance aux 4 sérogroupes de biovarl définis par les sérums 2516, 2517,
2177 et 2518 permettant de définir les sérogroupes la, 1b, 1c et 1d présents 4 Orléans. La totalité
des isolats provenant de la pépini¢re d'Orléans (population ORL 2A) sont répartis dans les
sérogroupes 1a, 1b et lc. Les isolats des tumeurs prélevées dans la pépiniére de Peyrat,
correspondent également en majorité & ces trois sérogroupes. Cependant, une part importante
d'isolats issus de tumeurs ne croisant avec aucun des 4 sérums testés n'ont pas pu étre caractérisés
par cette méthode. Les résultats obtenus par caractérisation sérologique sont répértoriés dans les
annexes I et  qui donnent Ia liste de 'ensemble des isolats analysés.

La sérologie n'est pas une méthode adéquate pour notre étude des populations
d'Agrobacterium, étant donné que les isolats du sol de Peyrat croisent avec les sérums disponibles,
qu'une part importante des isolats n'ont pas pu étre typés par cette approche et par le manque
d'information concernant le pTi. Nous avons donc utilisé la méthode de PCR-RFLP pour identifier
l'ensemble des isolats composants les différentes populations. Ce typage a été réalisé an niveau
chromosomique et plasmidique.

2.2 Analyse par PCR-RFLP
2,21 Résultats d'amplification par PCR

Fonds chromosomiques: ~ La région ribosomique 1658-235132 de la plupart des isolats
d'Agrobacterium testés a pu étre amplifiée efficacement avec les amorces FGPS6 et FGPL132'. La
taille des fragments d'ADN amplifiés (environ 2,7kb) est en accord avec les résultats obtenus dans
la Partie IIT sur les souches de collection. Dans certains cas, et notamment pour la population isolée
du sol, une taille inférieure a ét€ observée pour cette région (non montré). Les bandes sﬁ'éciﬁqucs
du géne 16S permettant de caractériser les bactéries du genre Agrobacterium n'ont pas été
retrouvées sur les profils de digestion de ces fragments atypiques (figure 27). Par conséquent, ces
isolats ne sont probablement pas des Agrobacterium et n'ont pas été pris en compte dans 'analyse.

Plasmides Ti: Parmi les 258 isolats d'Agrobacterium issus de tumeurs, 205 (79%) ont’
permis 1'obtention d'un signal d'amplification intense avec les amorces FGP#nr530 et FGPros973
(82% et 74% pour les biovar 1 et 2 respectivement). La plupart des fragments d'ADN synthétisés
par la réaction d'amplification avaient une taille attendue de 3,6kb, cependant pour 20 isolats issus
de tumeurs de la pépiniere de Peyrat (10% de la totalité des plasmides) la taille était de 6kb. Les
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Figure 25. Représentatmn schématique des profils de restriction de la région 1688-235132 obtenus avec I'enzyme
Tagl correspondant aux ribotypes de biovarl.
a. ribotypes détectés dans les deux pépinidres
b. ribotypes spécifiques aux isolats d¢ la pépiniére de Peyrat
c. ribotypes composant fa population isolée du sol
Les bandes sumuméraires de faible infensité sont indiqudes en pointillés . L'astérisque indigue les bandes
spécifiques d'un profil. Le ladder 1KDb a été utilisé comme marqueur de poids moléculaire.
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Figure 26. Exemples de profils de restriction de la région 1656-235132: ribotypes d'isolats de
biovar] isolés de tumeur (digestion par Tagl).

Puits 1 ot 5: isolats de ribotype 2516; puits 2: ribotype B113 3; puits 3: ribotypes A68 18; puits 4: ribolype A134 3;

puits 6 et 7; ribotype 85 40; puits 8: ribotype 2177; puits 9: ribotype 85 3.
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Figure 27. Exemples de profils de restriction de la région 1656-235132: ribotypes d'isolats
de biovar1 isolés du sol de Peyrat (digestion par Tagl).

Puits 1, 2: ribotype S3; puits 3: ribotype S8, puits 4: référence (ribotype 2516); puits 5: ribotype S1;

puits 6: ribotype 2517. Puits 7 4 10: isclats considérés différents de Agrobacterium étant donné que

les bandes spécifiques du 165 sont absentes.

Le ladder 1kb a été utilisé comme marqueur de poids moléculaire.
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Figure 28. Représentation schématique des profils de restriction de la
région 1688-238132 obtenus avec 'enzyme Haelll correspondant
aux ribotypes de biovarZ.
a. ribotype spécifique de la pépiniére d'Orléans.
b. ribotypes détectés dans les deux pépinidres
¢. ribotypes spécifiques de la pépiniére de Peyrat
Les bandes surnuméraires de faible intensité sont indiguees en pointillés. I'astérisque indique
les bandes spscifiques d'un profil. Le ladder 1Kb a été utilisé comme marmueur de poids
moléculaire, '
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Figure 29. Exemples de profils de restriction de la région 1656-238132: ribotypes d'isolats de
biovar2 isolés de tumeur (digestion par Haelll),

Puits 1, 8, 9: ribotype 85 30; puits 2, 3, 4: ribotype 2520; puits 5: ribotype 835 178: puits 6, 7: ribotype M29,

Le ladder 1kb a ét€ utilisé comme margueur de poids moléculaire.



plasmides Ti non identifiés par cette méthode correspondent soit & des produits d'amplification
obtenus en faible quantité et ne permettant pas I'analyse par digestion enzymatique, soit & F'absence
d'amplification. Cette absence d'amplification peut étre diie  1'absence du géne nos (dans le cas ou
des plasmides Ti de type opinique autre que Ia nopaline seraient présents dans les tumeurs), & une
organisation différente de la partie du T-DNA ciblée, ou & un défaut d'amplification dd a la qualité
de 'ADN utilisé.

Parmi les 44 isolats, appartenant & l'un ou I'autre biovar provenant du sol de la
parcelle non plantée de la pépiniere de Peyrat, aucun n'a permis une amplification avec les amorces
FGPtmr330 et FGPnos975, ni avec les amorces FGPimr530 et FGPrmr701'. Le défaut
d'amplification de cette zone du géne fmr signifie probablement une absence du pTi et confirme
I'absence de développement de tumeurs observées pour les quelques souches testées quant a leur
pouvoir pathogéne sur Datura (non montré).

2.22 Profils de réstriction ribosomiques et plasmidiques:

Pour I'ensemble des populations d'Agrobacterium issues de tumeurs, 17 pfoﬁls de
la région ribosomique 1658-238132 ont été obtenus avec l'enzyme Tagl pour les isolats de
biovarl, et 9 profils avec 'enzyme Haelll pour les isolats de biovar?. L'analyse de la région du T-
DNA tmr3530-nos975 a révélé 5 types de plasmides Ti. Les plasmides Ti comportant une région
tmr530-nos975 de 3,6kb ont €té séparés en 4 groupes d'aprés les profils obtenus avec les enzymes
Ddel et Tagl: pTi2516, pTi2177, pTiM80 et pTi1903. Les plasmides Ti comportant une région
tmr530-nos975 de 6kb, ont été considérés comme un type particulier (pTi202), qui fera I'objet
d'une analyse spécifique dans Ia partie V de cette étude. _ _ ‘

Pour ce qui concerme les populations provenant du sol, 11 profils de la région 1656-
235132 ont été détectés parmi les isolats de biovarl, dont 10 sont spécifiques 2 cette population du
sol. Les isolats de biovar2 correspondent tous au profil 2520 qui a été détecté dans les tumeurs.

Profils ribosomiques:

_ Les 17 profils ri'bosomiques permettant I'identification des 17 types d'isolats de
biovarl issus de tumeurs, ainsi que les 11 profils co'rrespondant aux isolats issus du sol sont
schématisés sur la figure 25. Des exemples de ces profils sont montrés dans les figures 26 et 27
respectivement. Les 9 profils ribosomiques permettant I'identification des 9 types d'isolats de
biovar2 sont schématisés sur la figure 28, des exemples de ces profils sont indiqués dans la figure
29.

Le nombre de fragments de restriction varie de 10 2 14 selon les profils. Les profils
partagent un certain nombre de bandes en commun, dont certaines sont présentes dans la majorité
des profils. De plus, il apparait des bandes rares, spécifiques de certains profils, Sur chaque profil,
les bandes correspondant 4 des fragments du géne 16S sont repérables d'apres les résultats de
restriction du géne 16S (cf. partie IIT). Le nombre et 1a taille des fragments de restriction de chaque
profil, ainsi que la somme de leurs poids moléculaires sont indiqués dans l'annexe IV,
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Figure 30. Représentation schématique des différents profils de restriction de la région Imr'iBO-uosQ 75 de
3600pb, obtenus avec les enzymes Ddel et Tugl.
a. comparaison des profils par enzyme,
~ b. définition des types plasmidiques 2516, 2177, 1903 et MS0,
Le 1adder 1Kb a ét¢ utilisé comme marqueur de poids moléculaire.




Figure 31. Exemples de profils de restriction de la région tmr530-n0s975.

A. Digestion avec l'enzyme Ddel. Puits 1 2 4 et 6, 7: type D1, puits 5: type M80, puits 8: type 292.
B. Digestion avec l'enzyme Tagl. Puits 1, 3, 6, 7: type T1, puits 2, 4: type T2, puits 5: type M80,
puits &: type 292.

Le ladder 1kb a été utilisé comme margueur de poids moléculaire,



Un certain nombre de profils ribosomiques sont atypiques en ce sens qu'ils
présentent des bandes surnuméraires de faible intensité (indiquées en pointillés sur les graphes),
conduisant & une surestimation de la somme des tailles des fragments de ces profils. II s'agit des
profils 85 3, 85 69, M9, M182, B100 11, S1, S2, $3, S7 et S10 pour les isolats de biovarl et du
profil M29 pour les isolats de biovar2. Ce phénoméne n'est pas dfi & des digestions partielles, car
ce résultat est reproductible sur différents échantillons d'amplification, sur différentes réactions de
restriction, & partir de différents isolats. De plus, un test de digestion avec les enzymes Cfol,
Ndell, Tagl et Haelll a aboutit 4 la méme constatation (non montré). Afin de vérifier que ces
produits de digestion atypiques n'étaient pas le fait d'une contamination au nivean des cultures
bactériennes, une purification de I'isolat 85 3 a été entreprise. Une série de trois isolements sur
milieu LPGA a été effectuée en prenant soin de laisser hydrater les cellules dans I'eau pendant une
heure. Le test en PCR-RFLP a été réalisé sur 20 colonies prises au hasard a l'issu des trois
passages. Les profils ribosomiques obtenus avec 1'enzyme Tagl sont tous identiques au ribotype
85 3, avec les m&mes caractéristiques atypiques de bandes surnuméraires. L'iﬁterprétation la plus
probable serait que ces bandes supplémentaires correspondent a des différences existant entre les
différents opérons ribosomiques d'une méme souche (au niveau intergénique), comme cela a &té

. montré pour d'autres espéces bactériennes (Gurtler et al. 1991). Ces profils atypiques ont donc &té

considérés comme des ribotypes & part entidre.

Le nombre de types identifiés par PCR-RFLP est supérieur au nombre de
sérogroupes. En particulier, le sérogroupe 1b regroupe 12 ribotypes. Dans ce cas, le pouvoir
discriminant de la méthode de PCR-RFLP apparait trés supérieur. Par contre, le sérogroupe la
forme un ensemble plus homogéne pour lequel la majorité des isolats sont de ribotype 2177, &
I'exception de l'isolat 85 104. De plus, les isolats ne croisant avec aucun des sérums testés ont pu
gtre identifiés par leurs profils de restriction. ' '

1

FProfils plasmidiques.

L'ensemble des profils obtenus par analyse de la région tmr530-n05975 avec les
enzymes Ddel et Taql sont présentés sous forme schématique dans la figure 30. Des exemples de
profils de la région tmr530-n0s975 sont montrés dans la figure 31. Les types 2516, 2177 et 1903

ey

avaient déja été décrits dans la partie III. Un type nouveau a été détecté, M80, qui se différentie des

autres par la présence d'un fragment de 425pb pour le profil Ddel, et des fragments de*270, 248,
220 et 202pb pour le profil Taql. Le nombre et la taille des fragments de restriction de chaque
profil, ainsi que la somme de leurs poids moléculaires sont indiqués dans I'annexe IV.

Conclusion

La méthode de PCR-RFLP s'avére un outil puissant pour I'étude des
populations naturelles d'Agrobacterium. En considérant simultanément les fonds
chromosomiques et les plasmides Ti l'identification de nombreux isolats a été
réalisée pour chaque population. Le pouvoir discriminant de cette méthode est
supérieur A celui obtenu par sérologie, avec un total de 26 ribotypes et 5 types
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Temeurs ' A68 Al34 B113

{A) Biovar 1

85 3 - pTi2516 () 1 0 0
85 46 - pTi2516 1 0 1
85 46 - pTi1903 0 1 0
2516 - pTIMS0 2 0 0
A68 18 - pTi2s16 1 0 0
AG820- PTIMSO 2 0 0
Al35 - pTi1903 0 9 0
B1133 2 0 9
Total 9 10 10
Indices de Shanmon (b
Hr 1,735 0,325 - 0,325
Hp 0,683 0 0
Hg 1,550 0,325 0
(B) Biovar 2
85 30 - pTi1903( 6 0
M29 - pTi2516 0 9 0
Total _ 6 9

Tableau 15. Evaluation de la diversité intra et inter-tumorale
pour les isolats de biovarl (A) et biovar2 (B).

H'r, Hp, H'G:'indices calculés 2 partir des ribotypes, des types
plasmidiques et des génotypes. (a): effectifs des différents génotypes détectés
dans les frois tumeurs, (b): estimation de la diversité de chaque tumeur.



plasmidiques pour les populations tumorales et 12 ribotypes pour la population du
sol. Cette approche permet de mettre en évidence une diversité des génotypes
composant les populations d’Agrobacterium étudiées.

2.3 Structure des populations: fréquence des génotypes et indices de diversité

Nous avons montré que les populations naturelles analysées sont diverses au niveau
chromosomique et plasmidique. Dans un deuxiéme temps nous avons étudié comment sont
organisées ces populations d'Agrobacterium. La complexité des populations a été abordée en se
plagant & différents niveaux: a I'échelle de la tumeur, a I'échelle du clone et en considérant la
population globale de chaque échantillon. ‘

L'estimation de la diversité de chaque population a été effectuée en tenant compte de
fagon indépendante: (i) les chromosomes des isolats dont le pTi avait été identifié, (if) les plasmides
Ti, (jii) les génotypes (déterminés par I'association des ribotypes et des types plasmidiques).

2.3 1 Diversité génotypique a 'échelle de 1a tumeur et & 'échelle du clone

Echelle de la tumeur: Pour ce qui concerne 1'étude de la diversité tumorale, 1'analyse a été
effectuée sur un échantillon de 3 tumeurs (désignées A68, A134 et B113) prélevées sur des
- vitroplants du clone 709-3 distincts. En considérant les denx biovars simultanément, les
populations des trois tumeurs analysées sont de structures différentes. La richesse et la diversité
des isolats de biovarl est variable selon la tumeur (tableau 15). Le contenu plasmidique varie de un
A trois types selon la tumeur. Les génotypes identifiés dans une tumeur ne sont pas forcément
retrouvés dans les autres. |

On observe une certaine complexité intratumorale non homogéne entre
les tumeurs. La diversité existant au sein d'une méme tt_imeur se manifeste au
niveau spécifique par la présence simultanée des deux biovars et au niveau
infraspécifique par la présence de plusieurs génotypes de biovarl et de plusieurs
types de pTi.

Echelle du clone: L'analyse a porté sur des jeunes plants bouturés appartenant 2 trois clones
différents (712.8, 717.1 et 712.2) plantés sous serre, i partir desquels ont été analysées
respectivement 3, 5 et 5 tumeurs. A partir de chacune de celles-ci, 2 3 3 isolats de biovar] ont éé
traités. Les résultats de caractérisation de cet ensemble d'isolats, ainsi que I'évaluation de la
diversité génétique de la population piégée par un me€me clone sont indiqués dans le tableau 16. La
structure et les indices de diversité H' des génotypes sont similaires pour les populations issus des
trois clones toute tumeurs confondues. Ce sont principalement les mémes génotypes qui sont
retrouvés dans les trois clones, avec trois A quatre types de plasmide Ti détectés pour chaque clone.




Clones 712.8 717.1 712.2
Nb tumeurs 3 5 5
(A) Génotypes
2177 - pTi292 1 3 3
2177 - pTi2177 0 0 2
85 3 - pTi2516 1 0 0
2516 - pTi1903 2 2 0
2516 - pTiM80 0 0 1
85 46 - pTi2516 2 4 5
- Total - - Y ) 9 11
(B) indices de Shannon
HR 1,352 1,557 10,943
Hp 0,451 0,956 1,273
Hg 1,330 1,550 1,273
(C) Test t ( pour Hg' (dd1))
712.8 717.1 712.2
712.8 - -0,779(10) 0,185 (13)
717.1 ' 1,172 (19)

T_ableau. 16. EQa.luation de la diversité intra gt inter-clone

pour la population de biovarl .

(A): efféctifs des génotypes, (B): estimation de la diversité par l'indice
de Shannon avec: H'g, Hp, H'G: indices calculés & partir des

ribotypes, des types plasmidiques ¢t des génotypes; (C): test de
significativité des indices HG' au risque ¢=0,03. .



La comparaison des populations issues des fumeurs développées sur
trois clones distincts ne permet pas de mettre en évidence une influence du clone
sur la composition de Ia population.

Conclusion: Conséquences de la diversité sur fa facon d'échantillonner

La fagon d'échantillonner doit tenir compte de la diversité intratumorale non
négligeable. La diversité obtenue A partir d'une seule tumeur peut étre identique a celle révélée &
partir d'un seul clone, cependant toutes les tumeurs ne présentent pas la méme diversité. Il est donc
nécessaire d'échantillonner plusieurs tumeurs afin d'avoir un échantillon représentatif de la
population.

Le dilemme consiste en une nécessité d'estimer la diversité dans un espace donné,
qui correspond dans cette étude i la parcelle, et de travailler sur un échantillon représentatif
supposant I'analyse d'un nombre important d'isolats par tumeur. Cependant, bien que la méthode
de typage par PCR-RFLP soit relativement aisée 3 utiliser en routine, il est difficile de traiter un trés
grand nombre de plants en considérant de nombreux isolats par plants. Le compromis choisi fut
d'analyser les plants de la parcelle i intervalles réguliers a raison de un  trois isolats par plant, ce
qui nous a permis de détecter une diversité importante. Cependant, I'analyse des populations issues
d'un méme clone montre une diversité similaire en considérant 3 tumeurs et de 3 2 5 isolats par
tumeur. L'indice de diversité H' est similaire que 'on considére 1a population PEY JT globalement
ou chacun des trois clones analysés. De plus, sur I'ensemble des populations, il suffit d'analyser
une dizaine de tumeurs de fagon aléatoire pour détecter la totalit€ des génotypes majoritaires. On
peut donc estimer qu'un échantillon comprenant environ 10 tumeurs avec 3 4 5 isolats par tumeur
donnerait une bonne évaluation de la diversité€ d'un échantillon.

Remarque: Les comparaisons entre fumeurs et entre clones ont ét€ effectuées 3 partir d'effectifs
faibles. Ces observations seraient & confirmer par une étude portant sur un €échantillon plus
important.

2.32 Structure génétique des populations

L'analyse de la structure des populations a €té réalisée de facon indépendante pour
les populations constituées d'isolats de biovarl et de biovar2. La distribution des abondances
génotypiques de chacune des populations est représentée sous forme d'histogrammes (figures 32 et
33 pour les biovar 1 et 2 respectivement), excepté pour la population isolée du sol. De méme, la
distribution des cing types plasmidiques dans les quatre populations analysées est donnée dans la
figure 34 Les effectifs majoritaires ont été arbitrairement choisis comme supérieurs ou égaux i 4.
Le détail des fréquences est donné dans les annexes V, VI et VII
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Figure 34. Répartiton des différents types de pTi associés aux populations.
de biovars 1 et 2 des deux pépinitres.



Remarque:  Dans chacune des populations, un certain nombre d'isolats ont été typés uniquement
au niveau chromosomique, étant donné qu'aucun produit d'amplification n'avait €t€ obtenu avec la
paire d'amorces plasmidiques FGPtmr330 et FGPnos975.

Population ORL 2A:

Biovarl. La population constituée des isolats de biovarl de la pépini¢re d'Orléans est
composée de 6 ribotypes (85 3, 85 46, 85 69, 85 104, 2177 et 2517), et de 2 types de pTi
(pTi2516 et pTi2177). Les ribotypes 85 3, 85 46 et 2177 sont dominants et représentent 84,8%
des isolats. Le pTi2516 est largement majoritaire avec une fréquence de 73% parmi les plasmides
Ti de cette population. La combinaison des deux informations permet d'identifier 6 génotypes,
avec une dominance des isolats identifiés par les génotypes 85 3/pTi2516 et 2177/pTi2177.
Biovar2.  Pour ce qui concerne la population de biovar2, 5 ribotypes (85 30, 2520, 85 110,
85 178 et 2178) et 3 types de pTi (pTi2516, pTi2177 et pTiM80) donnant cing génotypes en
combinaison ont €té identifiés. Les types chromosomiques 85 30 et 2520, ainsi que le pTi2516
représentent les groupes majoritaires, avec des fréquences de 77,8% et 80% respectivement. Cette
population est difficilement comparable aux autres étant donné son faible effectif (dii a la difficulté
de conservation des isolats de biovar2 qui a pu entrainer un biais dans la composition de la
population analysée par une sélection de certains génotypes).

Population PEY 2A:

Biovarl. La population composée des isolats de biovarl provenant des tumeurs prélevées sur
les boutures agées de 2 ans comporte 10 ribotypes (85 3, 85 46, 2177, 85 69, 85 104, 2516, M15,
M9, M182 et M292). Cet ensemble est dominé par les ribotypes 85 3 et 2177, avec une fréquence
de 68%. Les 6 autres fonds chromosomiques sont faiblement représentés (2,1 4 8,5%). Parmi les
5 types de pTi identifiés (pTi2516, pTi2177, pTiM80, pTil903 et pTi292), le pTi2516 est
majoritaire avec une fréquence de 45%. Pour ce qui concerne les 10 génotypes détectés, les
génotypes 85 3/pTi2516 et 2177/pTi2177 sont dominants. Ils représentent 46,7% de cette
population.

Biovar2. La population de biovar2 est composée de 6 ribotypes (85 30, 2520, 85 110, M29,
M62, M140) et de 3 types de pTi (pTi2516, pTi1903 et pTiM80). Le fond chromosemique 85 30
et le pTil903 sont fortement dominants avec des fréquences de 70,4% et 63,5% respec;\iivemcnt.
Cette dominance est retrouvée pour le génotype 85 30/pTi1903 parmi les 5 associations composant
cette population.

Population PEY JT:

Biovarl. La population de biovarl provenant de cet échantillon est organisée comme suit: 5
ribotypes (85 3, 85 46, 2177, 2516 et B113 3) et 5 types de pTi (pTi2516, pTil903, pTi2177,
pTi292 et pTiM80). La dominance chromosomique est répartie sur les types 85 46, 2177 et 2516

65



Ribotype nb %
Biovarl S1 12 35
s2 1 _
53 6 17,5
S4 -2
i S5 1
86 -1
S7 3
58 5 14,5
S9 1
$10 1
2517 1
Total 34 100
Biovar2 2520 10 100
Total io 100

Tableau 17. Fréquence des différents ribotypes détectés dans Ia
population isolée du sol de Peyrat avant I'apport de boutures en

provenance d'Orléans
ORL2A- PEY2A PEYIT FEYVP  H'moyenne  PEYSOL
Bioar1 H'g 1,446 1,882 1,538 1,850 = 1,679 .
Hr 1419 1,714 1,444 1,901 1,619 1,959
Hp 0,584 1,355 1279 1,142 1,090 -
Biovar2 H'G 1,359 1,097 - 1,390 1,282 .
HR 1,268 1,050 . 0,874 . 1,064 0
Hp 0,639 0,896 - 0,984 0840 -

Tablean 19. Indices de Shannon (H') des populations d'Agrobacterium de tumeurs et du sol.

L'indice moyen de diversité sur l'ensemble des génotypes de tumeurs est donné dans 1'avant demidre colonne,
H'R: diversité des ribotypes, Hp: diversité des plasmides, HG: diversité des génotypes.
Rq. L'ensemble des ribotypes identifés ont &8 comptabilisés, y compris ceux dont le plasmide Ti n'avait pas été identifié,



(82%). La population des plasmides Ti est dominée par le pTi2516. Au niveau des 6 génotypes on

note une prépondérance des associations 85 46/pTi2516 et 2177/pTi292.
Biovar2.  Aucunisolatde biovar2 n'a été isolé dans cette population.

Population PEY VP:

Biovarl. La population constituée des isolats de biovarl provenant du dispositif piége
comporte 10 ribotypes (85 3, 85 46, 2177, 2516, B113 3, A134 5, A68 20, A68 18, B89 11 et
B100 11) et 4 types de pTi (pTi2516, pTil903, pTi292 et pTiM80). Les dominances
chromosomiques et plasmidiques sont 85 3, 85 46, 2177, B113 3 (79,5%) et le pTi2516. Parmi
les 10 génotypes recensés, les trois représentés majoritairement sont 85 46/pTi2516, 85 3/pTi2516
et 2177/pTi292.

Biovar2. Lapopulation de biovar2 est composée de 5 ribotypes (85 30, 2520, 2178, M29 et

C104 12) et de 3 types de pTi (pTi2516, pTi1903 et pTiMRBQ), avec une dominance du iype
chromosomique 85 30 (75,7%) et des plasmides pTil903 et pTi2516. Concernant les 6 génotypes
déiectés, I'association 85 30/pTil903 est prédominante. -

Population PEY TP

Les 11 isolats de biovarl issus des tumeurs développées sur les vitroplants de, la
parcelle témoin du dispositif sont de génotype M9/pTi2516 qui a également &t identifié dans Ia
population PEY 2A, mais dans aucune autre population isolée de tumeurs, ni panm les isolats du sol
‘de Peyrat.

Population PEY SOL:

Sur les 34 isolats d'Agrobacterium de biovarl provenant du sol de Peyrat avant Ia
contamination par les boutures d'Orléans, 11 ribotypes ont été identifiés. Trois ribotypes sont
retrouvés majoritairement, S1, §3 et S8, représentant 68% de la population totale isolée du sol. A
'exception du ribotype 2517, aucun des isolats du sol de biovarl ne posséde le méme profil que
les isolats issus des tumeurs. Inversement, la population de biovar2 isolée du sol est trés

homogéne, composée exclusivement du ribotype 2520. Ce profil est assez bien représenté dans les .

isolats issus de tumeurs (tableau 17). La population de biovar! apparait plus hétérogéne que celle
de biovar2, mais cette derniére nécessiterait un nombre d'isolats plus important.

D'autre part, des dénombrements de la microflore totale du sol de la pépini¢re de
Peyrat ont été effectués sur trois échantillons de sol provenant de la parcelle non contaminée par les
boutures de peuplier. La microflore totale a été estimée en moyenne 2 2,8.107 b/g de sol par
comptage direct aprés coloration a I'acridine orange.
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PEY 2A

PEY JT

ORL 2A PEY VP PEY SOL
@ @ ‘
Biovar 1 ribotype .6(46) | 1,506 10@7) - 2338 5(33) 1,144 10(54) 2256 11(34)  2.836
plasmide "'z @37 0,277  5(38) 1,160  5(28) 1,200 4 (@44) 0,793 -
génoype  6(37) 1,385  10(38) 2474 6(28) 1,501 10(44) 2.378 -
Biovar 2 ribotype  5(10) 1,737  6(27) 1,517 - 533 1,144  1(0) 0
plasmide  3(10) 0,869 3 (22)' 0,647 - 3@6) 0,614 -
génotype  5(10) 1,737  5(22) 1,294 - 6(26) 1,535 .

Tableau 18. Evaluation de la richesse des populations: nombre de types et indice de Margalef.

a): nombres de types identifiés dans chaque population. Le nombre d'isolats traités est indiqué entre parenthéses
typ
(b): indice de Margalef (DMg). Les valeurs en italigues indique des effecifs faibles comparés aux antres. Les valeurs maximales sont soulignées.



Estimation de la richesse et de la diversité des populations

Les indices de Margalef (tableau 18) estimant la richesse sont semblables sur
l'ensemble des populations de biovar2 issues de tumeurs, de l'ordre de 1,3 4 1,7. Cet indice est
relativement plus élevé pour les populations PEY 2A et PEY VP (2,5 et 2,4 respectivement), et
comparable & celui de 1a population isolée du sol de Peyrat (2,8).

A partir des données concernant la richesse et la fréquence des génotypes identifiés

dans les différents échantillons, le degré de diversité de chaque population a été estimé par I'indice
de Shannon H' (tableau 19). La diversité moyenne a été estimée & 1,679 et 1,282 pour les
populations de biovar 1 et 2 respectivement en considérant les effectifs des génotypes. Les valeurs
obtenues pour les populations de biovar] et de biovar2 sont relativement stables.

2.2.3 Pouvoir tumorigene des différents génotypes

Un représentant de chaque génotype majoritaire (85 3/2516, 85 46/2516,
217712177, 2177/292, 2516/M80, 2516/1903, 85 30/2516, 85 30/1903 et 85 30/M80) a i€ testé
quant & sa capacité tumorale chez le peuplier. Cet ensemble comprend la totalité des cinq types
plasmidiques mis en évidence. La totalité des 9 isolats testés ont induits des fumeurs. Aucune

. évolution significative de la morphologie des tumeurs n'a éié observée, excepté pour lisolat

comprenant un plasmide pTi292 (ce cas sera développé dans la partie V).

Conclusion

L'analyse des agrobactéries isolées des pépiniéres d'Orléans et de
Peyrat met en évidence une _strﬁcturation_ des populations, qui se reflete par la
présence de ribotypes et de types plasmidiques majoritaires et minoritaires.

La comparaison globale de ces populations"montre que ce sont
essentiellement les mémes ribotypeé et les mémes types de pTi qui sont refrouvés

dans les différentes populations, excepté em ce qui concerne la population du sol

de la pépinitre de Peyrat avant 1'apport de boutures en provenance d'Orléans, ce
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qui élimine la possibilité d'une contamination majetn‘e par le sol de Peyrat, Ces

résultats confirment un lien épidémiologique entre les populations
d'Agrobacterium isolées des fumeurs développées dans ces deux pépiniéres et
montrent 'intérét de 1'utilisation de la méthode de PCR-RFLP pour M'analyse des
épidémies de crown gall.



a._ Génotypes b. Ribotypes I - Plasmides Ti

PEY2A PEYIT PEYVP PEY2?A PEYIT PEYVP PEY2A PEYIT PEYVP

ORL2A 0430% 7,584 5858 oQRrL2a 2023 11202 4206 ORL2A 2864 548 1,571
PEY 2 5242 6848  pEyaa 2635 5650 PEY2A 20224 1985
PEY IT =0392  pgyT -045  PEYIT 0097

Tableau 20. Test du nombre de paires: valeurs NP* des populations de biovarl.

a, b, c: comparaison des structores de population en considérant respectivement les génotypes, les ribotypes et les plasrmde
Ti. Les nombres non significatifs sont soulignés. (Test selon 1a loi normale centrée réduite au risque 0=0,05)

Rq. L'ensemble des ribotypes identifiés ont été comptabilisés, y compris ceux dont le plasmide Ti n'avait pas été identifié.
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Figure 35. Distribution des génotypes majoritaires des populations tumorales de biovarl.

Les génotypes dont l'effectif est supérieur ou égal & 4 dans au moins une des populatlon
ont été considérés comme majoritaires.
Les génotypes minoritaires ont été regroupés dans divers. -



a. Génotypes b. Ribotypes c. Plasmides Ti

PEY2A PEYVP PEY2A PEYVP PEY2A PEYVP

ORL2A 7090 19,999  ORL2A 1676 2532 ORL2A 7512 3314
PEY2A =067  PEY2A 1999  PEY2A =0.289

PEYIT - PEYJT - PEYJT -

Tableau 21, Test du nombre de paires: valeurs NP* pour les populations de biovar2
a, b, c: comparaison des structures de population en considérant respectivement les génotypes, les ribotypes et les

plasmides. Les nombres non significatifs sont soutignés. (Test selon la loi normale centrée réduite au risque 0=0,05)
Rgq, L'ensemble des ribotypes identifiés ont été comptabilisés, y compris ceux dont le plasmide Ti n'avait pas été identifié.
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Figure 36. Distribution des génotypes majoritaires des populations tumorales de biovar2.

Les génotypes dont l'effectif est supérieur ou égal 4 4 dans au moins une des population
ont €€ considérés comme majoritaires.
Les génotypes minoritaires ont éié regroupés dans divers.




3. COMPARAISON DES POPULATIONS D'AGROBACTERIUM

Nous avons, dans un deuxiéme temps, étudié plus précisément les relations existant
entre ces différentes populations afin de savoir si les abondances relatives des différents génotypes
ont subit des modifications significatives en fonction des échantillonnages.

3.1 Génotypes majoritaires
3.1.1 Populations de biovarl (A. tumefaciens)

La comparaison des différentes populations de biovarl est donnée dans le tableau 20
indiquant les valeurs de I'écart entre les nombres de paires de deux séries (NP*) permettant de
comparer statistiqﬁement la structure des populations deux 4 deux. Un histogramme représentant la
distribution des génotypes majoritaires sur I'ensemble des échantillons de tumeurs est donné dans
la figure 35.

Une des hypothése de cette étude était une influence du passage par le sol ou par la
plante, sur la structure des populations d'Agrobacterium. Les résultats obtenus montrent que les
populations PEY JT et PEY VP ne différent ni par leur contenu en pTi, ni par les fonds
chromosomiques, ni par les génotypes issus de l'association de ces deux caractéres (valeurs de
NP#* non significatives). Ces données suggérent qu'il n'y a pas d'effet significatif du passage par -
la plante (PEY JT) ou par le sol (PEY VP) sur l'abondance relative des types majoritaires.

Par contre, les données du tableau 20 illustrées par la figure 35 révélent des relations
inattendues entre les populations. En particulier, les populations PEY JT et PEY VP ont des
compositions génétiques significativement distinctes de leur population d'origine PEY 2A. Les
différences sont essentiellement diies aux fluctnations des proportions des trois génotypes 85
3/pTi2516, 85046/pTi2516 et 2177/pTi2177. Une explication de ces observations pourrait &tre
I'4ge supposé des tumeurs analysées (2 ans pour PEY 2A et moins d'un cycle végéial pour les deux
autres populations). A titre de vérification, les populations PEY 2A et ORL 2A issues de tumeurs
d'ige semblable ont également été comparées. Les fréquences des trois génotypes majeurs sont
effectivement identiques dans ces deux populations provenant de tumeurs de 2 ans. Les deux
populations de biovarl, isolées des tumeurs agées de deux ans, sont statistiquement identiques.
D'autre part, la comparaison entre les populations issues de tumeurs d'dge différent entraine dans
tous les cas des valeurs des nombres de paires NP* significatifs.

En conclusion, la structure génétique de la population
d'Agrobacterium majoritaire n'est affectée ni par le passage par la plante, ni par
le passage par le sol. Par contre, I'dge des fumeurs semble avoir une influence
significative sur les fréquences des génotypes composant ces populations.



Biovarl 8569 385104 MIS M9 MI182 M292 Al1343 A6820 A6818 B8911 BI10011

ORL2A 2516 2516 - ] ) ; . . ) ] )
PEY2A 1903 nd 1903 2516 m  M80 ] ] ; - -

PEYIT - . - - . . . . - . - .
PEY VP - - - - . - 1903 M80 2516 nd 1903

Biovar2 .. 85110 85178 2178 M29 Mé62 Ml40 Cid 12

ORL2A = ~~nd = MSO - . . .
_ . M8 .
PEY2A 2516 - - o5 ™ nd -

PEY VP - - 2516 2516 - - 2516

Tableau 22. Répartition des ribotypes minoritaires dans les populations de biovars 1 et 2,

La présence de chaque tibotype dans les populations est indiqué par le type de pTi qui lui est associé.

(nd: non -dé_tcrminé, - non détecté).



3.1.2 Populations de biovar2 (A. rhizogenes)

La structure des différentes populations de biovar2 est indiquée sur la figure 36. Le
tableau 21 indique les comparaisons entres ces populations par le test du nombre de paires. Ces
données montrent qu'a I'évidence le contenu en plasmides Ti des isolats de biovar2 est différent
entre les deux pépiniéres et non selon I'dge des tumeurs. La différence observée entre les
populations d'Orléans et de Peyrat est diie au contenu plasmidique des isolats, le ribotype 85 30
étant largement majoritaire. En effet, le type plasmidique 2516, majoritaire dans la population
d'Orléans de biovar2, a été remplacé par le type 1903 dans les populations tumorales de la

Il

pépiniere de Peyrat.

3.2 Génotypes minoritaires

~ Un certain nombre de types minoritaires ont été recensés dans les différentes
populatioﬁs d'Agrobacterium (tableau 22). Les génotypes minoritaires sont la plupart du temps
spécifiques d'une population, leur abondance se traduit par une augmentation de la diversité. Les
valeurs de ¢t permettant de comparer les indices H' reflétant cette diversité sont donriées dans le
tableau 23. On note une différence de diversité chromosomique entre les populations PEY JT et PEY
VP diie A la présence de ribotypes minoritaires dans la population PEY VP absents de la population
PEY JT (les indices H' obtenus & partir des ribotypes sont différents, les indices obtenus & partir des
pTi étant identiques). De méme la population PEY 2A est plus diverse que la population ORL 2A. |
La présence de génotypes minoritaires est essentiellement remarquée dans les
populations PEY 2A et PEY VP qui ont eu un stade de contact avec le sol. Cependant, les ribotypes
minoritaires n'ont pas été retrouvés dans les isolats du sol. |

Conclusion

Un certain nombre de ribotypes minoritaires spécifiques de la
population du dispositif piége sont associés & des types plasmidiques identiques a
ceux des populations tumorales contaminantes suggérant des transferts de
plasmides Ti dans les populations naturelles du sol.
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a. Test t - Génotypes

Biovar 1 Biovar 2

7 PEY 24 PEYIT PEYVP PEY 24 PEY VP
ORL2A - -2,197 (73) =0497(63) -2,120 (81) 0782 (22) -0097 (20)
PEYZ2A" - - 1689(66) 0.1353(80) = 1066 (46)
PEYIT -1.59 3 (70) -
b. Test t - Ribotypes
Biovar 1 Biovar 2
PEY 2A PEYJT PEY VP PEY SOL PEY2A "PEY VP PEY SOL

ORL2A -1550(88) -0.166(79) -2979(99) -2.656(64)  Q742(45) 1454(46) 6,597 (18)

PEY2A 1494 (77) -0993(90) -L090 (75) . 0804(5T) 4,748 27)
PEYIT -3,014 (86) - 2,636 (55) ~
PEYVP =0.289 (64) 4,582 (33)
c. Test ¢ - Plasmides Ti
Biovar 1 - ' _ Biovar 2

PEY2A _ PEYJT __ PEYVP PEY2A __ PEYVP
ORL2A  _5052(68) -4248(46) -4279(76)  =0822(15) :1160(12)
PEY2A 0425 (54) 1421(82) - 0.524 (41)
PEYT | 0.760 (56) -

Tableau 23. Test t de comparaison des indices de diversité H' des différentes populations.

a, b, ¢: comparsaion des valeurs de H' en considfrant respectivement fes génotypes, les ribotypes et les plasmides Ti.

Les nombres non significatifs sont soulignés. Le nombre de degré de liberts (ddI) est indiqué entre parenthéses, avec
a=0,05.



DISCUSSION

L'intérét de cette étude est d'avoir une meilleure représentation de 1'écologie
d'Agrobacterium et du plasmide Ti par la prise en compte de la complexité génétique des
populations. Les premiers travaux réalisés sur les deux sites forestiers experimentaux d'Orléans et
de Peyrat suggéraient une propagation de la maladie via des boutures apparamment saines mais
porteuses d'agrobactéries, engendrant des manifestations récurrentes de crown gall dans la
pépiniére de Peyrat, Nous avons utilisé ces pépinitéres comme modele pour étudier l'effet du
passage par la plante ou par le sol sur la stabilité de la structure génétique des populations.

1. Intérét de l'identification par PCR-RFLP pour 1'étude des populations

d'Agrobacterium
Apport de la méthode de PCR-RFLP par rapport & la sérologie

Actuellement, la sérologie est encore largement utilisée pour I'étude de populations
bactériennes, comme les Rhizobium sp. et Bradyrhizobium sp. (Leung et al. 1994¢, Mpepereki &t
Wollum 1991, Sinclair et Eaglesham 1990). Cependant diverses études ont montré I'hétérogénéité
des sérogroupes (Leung er al. 1994a, Sadowsky er al. 1987). Du point de vue méthodologique, la
caractérisation sérologique des isolats d'Agrobacterium et 1'identification par les profils PCR-RFLP
sont concordantes, avec cependant un pouvoir discriminant supérieur de la méthode de PCR-
RFLP. En effet, un nombre plus important de génotypes a été obtenu par cette derniére méthode.
Sur les 258 isolats provenant de tumeurs, 17 ribotypes et 9 ribotypes ont été définis parmi les
populations de biovars 1 (A. tumefaciens) et 2 (A. rhizogenes) respectivement. A 1'échelle
infraspécifique, différents types ont pu &tre identifi€s dans les populations d'Agrobacterium par
I'analyse en PCR-RFLP de 1'opéron ribosomique. | '

La sérologie s'est avérée utile pour une premiére approche de I'épidémie déclarée

dans les deux pépiniéres étudiées (Michel et al. 1990, Nesme er al. 1987). Cependant, cette
méthode est rapidement apparue insuffisante dans le cadre de l'étude des populations
d'Agrobacterium. En effet, I'information sérologique ne concerne que les chromosc;mes et ne
permet pas une caractérisation des populations de plasmides Ti impliquées dans 1'épidémie. De
plus, les isolats d'Agrobacterium et la microflore du sol de Peyrat croisent avec les sérums
disponibles signifiant le manque de spécificité de cette approche. Enfin, une part importante des
isolats n'ont pas pu étre typés par cette approche. Par contre, la méthode de PCR-RFLP a
permis d'améliorer la caractérisation des Agrobacterium composant les
populations analysées en identifiant la totalité des fonds chromosomiques ef la
plupart des plasmides Ti qui leur sont asssociés.
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Identité des plasmides Ti dans les différentes populations
lien épidémiologique entre les deux pépiniéres modéles

Les plasmides Ti responsables de I'épidémie de crown gall du peuplier des
pépinieres d'Orléans et de Peyrat sont de type nopaline (Nesme er al. 1987, 1992). Les plasmides
Ti & nopaline sont largement répandus dans les souches d'Agrobacterium impliquées dans divers
cas de crown gall (Lopez et al. 1988, Wabiko et al. 1989). De ce fait ils représentent un bon
modéle pour une généralisation de cette étude aux attaques de crown gall sur d'autres espéces
végétales, notamment les arbres fruitiers appartenant au genre Prunus. -

La caractérisation de différents types de plasmide Ti a l'intérieur de ce groupe a €té
possible par la méthode de PCR-RFLP ciblant le T-DNA. Sur I'ensemble de la population
plasmidique analysée, cing types ont ét€ identifi€s. Une telle diversité des plasmides Ti A nopaline
associés 4 des isolats issus d'un méme site avait été montré par Wabiko ez al. (1989) par la méthode
de RFLP. Excepté dans le cas du pTi1903 (identique par notre méthode au pTiC38), ces cing types
plasmidiques n'ont été retrouvés associés & aucune des souches de collection d'Agrobacterium,
trait€es dans la partie I, autres que les souches types d'orléans.

Les profils de la région tmr530-nos975, obtenus par PCR-RFLP,
constituent donc un bon marqueur des plasmides Ti impliqués dans cefte épidémie.

Cette approche a montré que la plupart des types de plasmides Ti associés aux
isolats de biovarl sont communs aux deux pépiniéres, A I'exception des plasmides pTil903 et
pTi292. Le pTi292 semble dériver du pTi2177 sous l'effet d'une transposition d'un élément
d'insertion qui sera étudié en détail dans la partie V. La présence du pTi1903, en association aux
isolats de biovar2 principalement, dans la pépinitre de Peyrat pourrait &tre le fait d'un défaut
d'échantillonnage dfi 4 une fréquence de ce pTi trop faible & Orléans. Dans ce cas, I'expansion des
isolats arborant le pTi1903 aurait été favorisée dans la pépiniére de Peyrat. Il semble en effet
improbable que le pTil903 soit indigéne du sol de la pépinitre de Peyrat 4 un taux élevé, étant
donné qu'aucun cas de crown gall n'avait ét¢ décrit auparavant dans cette pépinidre, et que aucune
séquence spécifique du pTi n'a pu étre détectée dans le sol de la pépiniere de Peyrat avant sa
contamination par la méthode de PCR-MPN (Picard ez al. 1992). Cependant, I'hypothése d'une
contamination de la pépiniére de Peyrat par une voie autre que celle des boutures prélevées a
Orléans n'est pas a exclure. Il est évident que certains aspects des pratiques culturales en cours
dans les pépiniéres du Fond Forestier National échappent & notre connaissance.

En considérant le pTi comme le réel agent causal du crown gall, la
similitude des populations de plasmides Ti permet de montrer que l'épidémie
déclarée dans la pépiniére de Peyrat a en grande partie son origine dans la
pépiniére d'Orléans. L'identification des plasmides Ti par la méthode de PCR-
RFLP présente donc un intérét non négligeable pour ie suivi des populations de
plasmides Ti dans un but épidémiologique.
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Identité des fonds chromosomiques dans les différentes populations:
prépondérance de la transmission "verticale” des plasmides Ti

La totalité des isolats de biovarl et de biovar2 composant les populations
d'Agrobacterium étudiées ont été identifiés par leur ribotype, obtenu par I'analyse en PCR-RFLP
de I'opéron ribosomique. Les ribotypes recensés sur I'ensemble des populations se distinguent de
ceux déterminés pour les souches de collection (Partie III), Le ribotypage constitue donc un
marqueur performant des souches impliquées dans cette épidémie de crown gall. Cette approche
permet en outre de montrer qu'un certain nombre de ribotypes sont communs aux populations des
deux pépiniéres confirmant les résultats obtenus par l'identification des plasmides Ti.

La diversité des fonds chromosomiques et des plasmides Ti concourent & donner

une structure génétique polyclonale aux populationS d'Agrobacterium. Une population dominante
composée de trois génotypes est retrouvée dans les deux pépinitres. Globalement, la structure
génétique des populations d'Agrobacterium est relativement constante dans les deux pépinitres
montrant qu'il s'agit bien d'une épidémie récurrente de crown gall. Cette &tude de la diversité des
populations d'Agrobacterium pourrait étre complétée par une analyse des relations phylogénétiques
entre les génotypes des différents échantillons sur la base du polymorphisme des régions ciblées
pour la caractérisation des isolats. 7

La méthode de PCR-RFLP appliquée a l'identification des plasmides
Ti et de leurs contextes chromosomiques permet de suivre des populations
naturelles d'Agrobacterium. La relative stabilité des génotypes dominants détectés
dans ces différentes populations tend & montrer une contribution importante de la
prolifération clonale des souches tumorigénes (transmission verticale) dans: Ia
dissémination des plasmides Ti.

2. Apport de cette étude a 1'écologie d'Agrobacterium
La tumeur, site privilégié de la diversité
L'analyse des populations tumorales nous a permis de montrer I'existence d'une

diversité importante A l'int€rieur d'une tumeur, se manifestant par la présence des deux espéces A.
tumefaciens (biovarl) et A. rhizogenes(biovar2), avec différents ribotypes et plasmides Ti.

L'existence d'une diversité chromosomique et plasmidique dans les populations d'Agrobacterium 2

I'échelle de la tumeur avait également €t€ constatée par Nesme er al. (1992).

La présence de plusieurs types de pTi au sein d'une méme tumeur pose la question
de savoir si tous sont impliqués dans l'induction de la tumeur. Dans ce cas la tumeur pourrait étre
considérée comme une chimére de cellules végétales transformées par différents T-DNA lors de

plusieurs infections simultanées ou par une série d'infections se succédant. Le nombre de copies du-

T-DNA présentes dans les cellules tumorales dépend de la multiplicité des souches
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d'Agrobacterium infectantes, de la quantité d'inducteurs présents, et de l'espece végétale (Melchers
et Hooykaas 1987). Il a été montré que certaines lignées tumorales'peuvent contenir jusqu'a 12
copies de T-DNA (Kwok et al. 1985, Peerbolte et al. 1986). L'éventualité d'une co-
infection par différents T-DNA expliquant la diversité révéiée A 1'échelle de la
tumeur est donc probable,

Cependant, par I'analyse du contenu des tumeurs prélevées sur des plants d'dges

différents, nous avons mis en évidence une évolution de la structure génétique des populatons de
biovarl dans le temps. Cet effet se traduit par des différences d'abondances relatives des types
majoritaires. Les populations contenues dans les tumeurs jeunes donnent donc certainement une
image plus juste de la population & I'origine de la formation de la tumeur, alors que les populations
issues de tumeurs plus dgées sont la résultante de I'évolution des populations dans Ie temps. Ces
observations suggérent l'existence de successions de différentes populations au
sein de la niche écologique définie par la tumeur. Il a été observé par ailleurs gue les
Agrobacterium cédent eux-mémes la place 2 d'anires micro-organismes dans les tumeurs dgées 2
partir desquelles il est alors difficile d'isoler des agrobactéries (Nesme, comm., pers.).

La complexité intratumorale est trop importante pour dériver uniquement de
modifications ayant eu lieu aprés la formation de la tumeur, surtout en considérant la diversité
plasmidique présente. Ceite constatation laisse supposer qu'une partie de cette diversité est
antérieure 4 la formation de la tumeur. En conséquence, la diversité présente a I'échelle de 1a tumeur

refléte en partie la diversité de la population tumorigéne du sol. D'autre part, la tumeur, niche-

écologique, contribue 4 la génération de la diversité des Agrobacterium. En effet, 1a présence d'une
population complexe "piégée” par la tumeur constitue le support d'‘échanges de plasmides Ti par
conjugaison entre différentes souches, favorisé par la présence d'opines dans la tumeur (Ellis et-al.
1979). Cette dynamique de la population plasmidique & l'intérieur des tumeurs est suggérée par la
présence de. différentes associations entre divers plasmides Ti et contextes chromosomiques. Par
contre, aucune diversité n'a €€ mise en évidence dans les nodules induits par des souches de

Rhizobium sp. ou par l'actinomycite Frankia. Une seule souche est identifiée par nodule,

cependant diverses souches peuvent étre A l'origine de la formation des différents nodules sur une
méme plante (Jamman, Thése). Bien que la formation des tumeurs et des nodules coniportent
certains mécanismes communs, il semble qu'elles ne fassent pas intervenir les mémes interactions
au niveau populationnel. Les agrobactéries vivent a la surface ou dans les méats cellulaires, jamais
dans les cellules végétales contrairement aux symbiontes. Les nodules induits par les symbiontes
Rhizobium et Frankia constituent apparamment un environnement exclusif, alors que les tomeurs
induites par le pathogéne Agrobacterium constituent un environnement favorisant la diversité.

La diversité intra-tumorale apparait ainsi comme la résultante de
divers processus impliquant essentiellement la colonisation de la tumeur par une
population du sol déja complexe, et les transferts de plasmides Ti. D'autre part,
'existence de phénoménes de réarrangements génomiques impliquant des éléments
mobiles (cet aspect sera développé dans Ia Partie V) contribuent également de
facon non négligeable a la création de la diversité des Agrobacterium. La diversité
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des génotypes ainsi générée dans la tumeur, ou i son voisinage, pose la question
de leur réle dans i'adaptation des socuches tumorigénes an maintien dans le sol.
Nous avoms ainsi chercher a déterminer quelle est la contribution de Ila
transmission verticale des plasmides Ti comparée au transfert horizontal par
conjugaison dans la prolifération des souches tumorigénes.

Influence du passage par la plante ou le sol sur la stratégie de dissémination des

plasmides Ti
Stabilité de la population majoritaire: mise en évidence d'une transmission "verticale”

Les populations d'Orléans et de Peyrat de biovarl issues de boutures de deux ans
sont de structure semblable, certains génotypes sont présents dans chacune d'elles. La population
d'Agrobacterium transmise par les boutures racinaires correspond 3 un nombre restreint de
génotypes. Ces génotypes ont également été identifiés dans les populations issues des jeunes
boutures. Ainsi, lorsque les Agrobacterium sont transmis par la plante, les populations restent
identiques suggérant que la passage exclusif par la plante n'a pas sélectionné les Agrobacterium.
Certains auteurs ont montré la persistance d'agrobactéries dans le systéme vasculaire de la vigne
(Bishop et al. 1988, Burr et al. 1986) et dans la rhizosphére de diverses plantes (Bouzar er al.
1993). Cette observation indique que les populations d'Agrobacterium ont été véhiculées soit de

fagon systémique, soit par le sol rhizosphérique transporté avec les boutures racinaires. Nos.

données soulévent cependant le probléeme de I'éventuelle adaptation de certains génotypes vis-4-vis
de Ia plante, ou présentant une spécificité d'hdte plus restreinte pour le peuplier. La détection des
mémes types d'isolats dans les différentes populations peut également &tre diie & une virulence
supérieure de ceux-ci et/ou plus simplement & une supériorité quantitative de ces génotypes.

Une manifestation récurrente du crown gall a été observée dans la pépiniére de
Peyrat dans les années qui ont suivies l'introduction des premiers plants contaminés. Cette
observation refléte (i) une colonisation du sol de Peyrat par les Agrobacterium tumorigénes
disséminés & partir des tumeurs et (ii) un maintien de la capacité tumorigéne aprés un passage de
quelques années dans le sol sans plante-hote. Les populations piégées par les vitroplants du
systéme piége ont €t€ analysées dans le but de connaitre l'influence du passage par le sol sur la
structure des populations tumorales. Deux aspects ont été appréhendés: une modification
quantitative de la structure des populations d'Agrobacterium, et une modification génétique via le
transfert de plasmides Ti.

D'aprés la comparaison entre les populations issues respectivement des jeunes:

boutures et des vitroplants du dispositif pi¢ge, on ne remarque pas d'influence notable du sol sur la
structure des populations tumorales de biovarl. Bien que nous ayons montré une évolution de la
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structure des populations tumorales de biovar] en fonction de I'dge des tumeurs, on note une
relative stabilité de la population infective dominante quel que soit le mode d'échantillonnage. La
population majoritaire transmise depuis Orléans s'est donc maintenue dans le sol
de Peyrat.

Les dénombrements des Agrobacterium tumorigénes par MPN-PCR (Picard ez al.
1992) dans le sol de Peyrat aprés sa contamination ont en effet indiqué des taux avoisinant 107
séquences cibles par gramme de sol (Picard, These). Ce nombre est relativement élevé comparé aux
105 4 106 séquences cibles par gramme de sol détectées dans différents sols cultivés par cette méme
approche (Picard, These). De méme, Bouzar et al. (1993) ont mis en évidence le maintien d'une
population d'Agrobacterium de structure génétique complexe dans un sol sans plante-héte depuis
plusieurs années, avec un taux d'environ 107 pathogénes par gramme de sol. La structure de
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populations naturelles de Rhizobium leguminosarum peut également étre stable sur des périodes de -

plusieurs années avec une dominance de certains types (Leung ez al. 1994c). Le maintien de la
population d'Agrobacterium dans le sol de Peyrat pourrait étre dfie au fait que les deux pépiniéres
correspondent & deux environnements comparables: la plante-hote est la méme et d'autre part leurs
sols respectifs sont de pH acide et de composition similaire. L'acidité des sols des pépinicres
étudiées est plutdt favorable au développement de I'infection (étant donné que I'induction des génes
vir semble optimum 3 pH 5 (Winans 1992)), mais plutdt néfaste 4 la multiplication cellulaire
(Dickey 1961). La stabilité observée pour les génotypes majoritaires de biovarl pourrait
s'expliquer par un maintien des génotypes les plus adaptés 4 ce type de sol. L'effet du passage par
le sol devra cependant étre vérifié en augmentant la durée de mise en place du dispositif piege.

En considérant la stabilité de Ia population majoritaire aprés un
passage par Ia plante et par le sol, il semble que la dissémination de l'agent
pathogéne se fait esentiellement par transmission verticale des plasmides Ti.

Présence d'une population minoritaire: hypothése de transmission "horizontale”

Malgré la relative constance des géndtypes majoritaires, on note une augmentation
de 1a diversité des populations d'Agrobacterium entre les deux pépinidres avec la détection de
nouveaux ribotypes dans la pépini¢re de Peyrat. Ces ribotypes sont minoritaires mais représentent
cependant entre 13% et 20% des isolats selon le biovar et la population considérée. La spécificité de
ces ribotypes vis-a-vis des populations issues de la pépinitre de Peyrat suppose qu'ils sont issus
du sol de celle-ci. Cependant, l'origine de ces ribotypes minoritaires qui sont associés aux mémes
types plasmidiques que la population contaminante est difficile & déterminer de fagon incontestable
vu leurs faibles fréquences et qu'ils n'ont pas été détectés 4 QOrléans. Les isolats provenant du sol
de 1a pépinitre de Peyrat avant sa contamination ne sont probablement pas tumorigénes étant donné
qulils n'ont pas pu &tre caractérisés au niveau plasmidique. De plus, aucun cas de crown gall n'a
€t observé dans cette parcelle avant I'apport de boutures de la pépinitre d'Orléans et les tests de
détection par la méthode de PCR-MPN (Picard et al. 1992) se sont avérés négatifs (Picard, These).
Ainsi, la diversité des plasmides Ti associée aux ribotypes minoritaires



spécifiques de la population d'Agrobacterium de la pépiniére de Peyrat suggére
des échanges de pTi entre les Agrobacterium saprophytes du sol de Ia pépinitre de
Peyrat et les Agrobacterium contaminants. Le fait que les ribotypes minoritaires n'aient

pas été identifiés dans la population isolée du sol pourrait signifier que les ribotypes les plus.

favorables & l'acquisition des plasmides Ti ne sont pas nécessairement les plus abondants dans la
population indigéne du sol.

D'autre part, les plasmides pTi2516, pTil903 et pTiM80 ont été identifi€s dans
différents contextes chromosomiques de biovar 1 ou 2, alors que les plasmides pTi2177 et pTi292
sont associés préférentiellement aux isolats de biovarl de ribotype 2177. Le génotype
2177/pTi2177 s'est avéré particuliérement stable sur I'ensemble des populations analysées, excepté
pour le systéme piege. Cetie stabilité laisse supposer que le pTi2177 n'est pas transféré ou ne se
maintient pas dans différents fonds chromosomiques. Cependant, le fait que différents
plasmides Ti puissent étre associés 4 un méme ribotype favorise fortement
I'hypothése de transfert de plasmides Ti dans les populations naturelles
d'Agrobacterium.

Bien que nous ayons montré une prépondérance de Ia transmission
verticale des plasmides Ti par multiplication clonale; les données concernant les
ribotypes minoritaires associés a divers types de plasmides Ti, ainsi que

I'instabilité de certaines associations chromosome/plasmide Ti suggerent

I'existence de transferts horizontaux des plasmides Ti.

Adaptation écologique des biovars?

La plupart des tumeurs de peuplier analysées ont permis l'isolement de deux
especes, A. tumefaciens (bvl) et A. rhizogenes (bv2)), excepté pour ce qui concerne les tumeurs
prélevées sur les jeunes plants bouturés pour lesquelles uniquement des isolats de biovarl ont été
obtenus. Ce résultat n'a pas €té reproduit et il est par conséquent impossible de donner une
conclusion définitive sur cette observation. On remarque cependant, qu'un biais d'échantillonnage
peut étre causé par les différences des deux milieux électifs respectifs et surtout par la physiologie
différente des isolats de ces deux biovars. Ceci se traduit par une difficulté de conservation des
isolats de biovar2 par rapport aux isolats de biovarl, et explique le faible effectif des isolats de
biovar2 analysés dans la pépiniére d'Orléans, qui est disproportionné par rapport au nombre
effectivement isolé par Michel et al. (1990).

Ces deux biovars sont souvent associés dans les épidémies de crown gall sur
diverses essences végétales en Espagne (Lopez ef al. 1988). Inversement, il existe une certaine
spécificité des isolats de biovar3 pour la vigne (Burr et al. 1986), rarement détectés pour d'autres
plantes-hbte (Lopez et al. 1988). L'inégale répartition des biovars dans les différents cas de crown
gall souléve la question de la spécialisation écologique des espéces d'Agrobacterium. Une
spécialisation écologique des biovars 1 et 2 n'a pas été reportée jusqu'a maintenant contrairement
aux connaissances acquises sur le biovar 3. Notre étude montre que les populations des deux
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biovars e $6iTpas stucturées de la méme fagon et que leur diversité est différente bien qu'ils
partagent certains types de pTi. De plus, les populations de biovar2 sont stables dans les deux
populations issues de la pépiniére de Peyrat, alors que les populations de biovarl évolue en
fonction de I'ige des tumeurs. Contrairement 2 la population de biovarl, 1a population de biovar2
de Peyrat n'hébergent pas les mémes plasmides Ti que celle d'Orléans, Cette observation suggére
que si les isolats de biovarl d'Orléans ont été introduits et se sont muliipliés & Peyrat, il n'en est
pas de méme pour les isolats de biovar2.

Ainsi, I'analyse effectuée en paralléle sur les populations de
biovars 1 et 2 montre que ces deux especes ne sont pas soumises aux mémes
contraintes suggérant une spécialisation différente de ces deux espéces.
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CONCLUSION

L'identification rapide des plasmides Ti et de leurs contextes chromosomiques par la
méthode de PCR-RFLP s'est avérée un outil performant pour le suivi et la comparaison des
populations d'Agrobacterium en cause dans I'épidémie modele étudiée. Cette approche nous a

permis dans un premier temps de confirmer le lien épidémiologique existant entre les deux

pépinitres analysées par la mise en évidence d'une stabilité qualitative des ribotypes et des types
plasmidiques majoritaires dans les populations analysées. Cette observation nous a permis de
conclure sur l'identité des deux épidémies d'Orléans et de Peyrat, méme si une autre source de
pathogénes est suspecté concernant la population de biovar2.

La mise en évidence d'une diversité et d'une structuration des populations
d'Agrobacterium impliquées dans les cas de crown gall des pépiniéres d'Orléans et de Peyrat a
constitué 1a base de cette étude. La diversité des populations d'Agrobacterium a été révélée 4
I'échelle de Ia tumeur. La structure des populations d'Agrobacterium intra-tumorales est sourmise 2
une certaine dynamique se traduisant par une colonisation par différentes populations successives,
et par des échanges de plasmides Ti favorisés par la présence d'opine dans la tumeur. La tumeur se
présente ainsi comme un lieu privilégi€ de génération de la diversité.

Nous avons, dans un deuxieme temps, chercher & connaitre le mode de
dissémination préférentiel des plasmides Ti en considérant les populations globalement. Le
développement récurrent de tumeurs sur les peupliers de 1a pépiniére de Peyrat indique un maintien
de la capacité timorigéne dans le sol ou 4 la surface des racines des plants. L'étude de la population
piégée A partir du sol par les vitroplants indique que la population contaminante apportée par les
boutures d'Orléans s'est maintenue dans le sol, en interaction avec la microflore indigéne. Les
génotypes responsables de cette conservation de lIa capacité tumorigéne du sol sont principalement
les mémes gue ceux véhiculés depuis Orléans. Les structures des populations transmises par la
plante & partir de la pépiniére d'Orléans, ou piégées A partir du sol de la pépiniére de Peyrat,
s'accordent pour montrer une prolifération clonale prépondérante dans les populations naturelles
d'Agrobacterium. Cependant, la détection de ribotypes spécifiques aux populations issues de la
pépiniere de Peyrat, associés aux plasmides Ti introduits par la population d'Orléans, rcpi'éscntc un
argument en faveur de l'existence de transferts de plasmides Ti & partir de cette population
contaminante vers les Agrobacterium indigénes au sol. Les souches tumorigénes colonisant le sol
sont donc capables de survivre dans le sol avec leurs plasmides Ti et sont susceptibles d'échanger
des informations génétiques avec les Agrobacterium indigénes. Ces données signifieraient donc
que les deux modes de dissémination des plasmides Ti, 4 savoir, la prolifération clonale et la
transmission des plasmides Ti entre les souches d'Agrobacterium, contribueraient 2 la persistance
du pouvoir tumorigéne dans les sols, avec cependant une nette prépondérance de la prolifération
verticale.
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PARTIE V.

DESCRIPTION D'UN ELEMENT D'INSERTION:
IMPLICATIONS SUR LES POPULATIONS DE PLASMIDES TI




INTRODUCTION

L'étude des populations d'Agrobacterium isolés des tumeurs de Peuplier de la
pépinidre de Peyrat nous a permis d'identifier un groupe particulier d'isolats définis par le ribotype
2177. Ces isolats peuvent contenir deux types de plasmides Ti: le pTi2177 ou le pTi292, qui
different par la taille de la région tmr530-n0s975 du T-DNA. Sur l'ensemblie des populations
analysées, ces deux types de plasmideTi sont exclusivement associés au ribotype 2177,
contrairement aux autres types de pTi identifi€s dans ces mémes populations qui ne présentent pas
de spécificité particuliére vis-a-vis d'un fond chromosomique. L'observation d'une différence an
niveau de Ia taille de la région #mr530-n0s975 entre ces deux types de pTi nous a conduit 3
I'hypothése qu'un événement d'insertion dans le T-DNA serait a 'origine du pTi292,

L'activité transpositionnelle des séquences d'insertion peut générer des
modifications génétiques variées, telles que des mutations ou des réarran gements. Les éléments de
type IS apparaissent donc comme I'un des moteurs de la diversité génomique des bactéries et de
leur adaptation. IIs peuvent affecter tous les compartiments supports de l'information génétique:
chromosomes, plasmides, phages. La transposition des éléments d'insertion peut &tre soit
intragénomique (entre molécules d'ADN d'une méme cellule), soit intergénomique via les
plasmides conjugatifs, ou tout autre mécanisme de transfert 'ADN tels que la transduction ou la
transformation. Ce phénoméne a donc une incidence non négligeable sur I'évolution des géndmes
pouvant entrainer une modification de la diversité des populations.

Nous avons, dans un premier temps, vérifié la nature de l'insertion présente dans le
T-DNA du pTi292 et cherché d'éventuelles relations avec les éléments décrits par ailleurs. Nous
avons ensuite recherché l'origine de cet élément et replacé ces données dans le cadre de I'étude de la
structure des populations d'Agrobacterium de I'épidémie étudiée. En considérant les éléments
d'insertion comme l'un des facteurs influant sur la diversité des génomes, les implications
potentielles d'événements de transposition sur la stabilité des populations en conditions naturelles
sont discutées.
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Figure 37. Comparaison des profils de restriction de la région mmr530-n0s975
des plasmides pTi2177 et pTi292 obtenus avec les enzymes Rsal,
Taql et Ddel.
Le ladder de 123pb a été utilisé comme marqueur de poids moléculaire.



RESULTATS

1 Mise en évidence d'un élément d'insertion dans le pTi292
1.1 Détection d'une insertion dans le T-DNA du pTi292

La définition du type 292 parmi les plasmides Ti des populations d'Agrobacterium
analysées correspond A un résultat d'amplificatioﬁ et non 4 des profils de restriction.
L'amplification avec les amorces FGPimr530 et FGPros975 a partir de I'ADN des souches
comportant un plasmide Ti de type pTi292, conduit & la synthése d'un fragment de taille supérieure
i celle attendue. Ce fragment a une longueur d'environ 6kb, alors que l'utilisation des mémes
amorces aboutissait 4 la synthese d'un fragment de 3,0kb pour les autres types de pTi détectés
parmi les isolats d'Agrobacterium des populations d'Orléans et de Peyrat. Il apparait donc un
supplément de séquence d'environ 2,4kb dans cette partie du T-DNA pour les plasmides Ti de type
292. Afin de vérifier la spécificité de ce fragment atypique, nous avons comparé les profils de
restriction obtenus avec les enzymes Ddel, Rsal et Taql aprés digestion des fragments amplifiés
(avec les amorces FGPtmr530 et FGPros975) des souches X88292 (pTi292) et 2177 (pTi2177).
Pour chacun des trois enzyrmes testés, les profils comportent une partie commune aux deux types
de fragments et une partie supplémentaire pour le fragment correspondant au pTi292 (figure 37).

L'homologie existant entre les profils correspondant aux deux types de fragments
permet d'exclure tout phénomene d'artéfact ou de contamination au niveau de 'amplification. Ces
résultats mettent donc en évidence la présence d'une insertion d'ADN de 2,4kb, dans la région
comprise entre les génes smr et nos du pTi292, celle-ci étant absente pour les autres types de pTi
analysés. '

1.2 Localisation de I'insertion

La comparaison des analyses de restriction de la région tmr530-105975 des souches

X88292 et 2177 par l'enzyme Hindlll, a montré que T'insertion est située dans le ﬁ'agmént HindIll

de 1850pb (figure 38). De plus, la présence de deux sites HindIIl supplémentaires a été observée

- dans le fragment tmr530-n0s975 de lisolat X88292. Les digestions par I'enzyme Rsal ont permis

de préciser la localisation de l'insertion au fragment Rsal de 1150pb environ, intemne au fragment

Hindlll 31 du pTi292. Ce fragment Rsal est composé pour moitié d'une partie de I'intergéne 6a-
6b, le reste correspondant & la majorité du géne 6b .

Les amorces FGP6b508 et FGP65489' ont ensuite été élaborées afin de déterminer
1a position de l'insertion par rapport au géne 6b (figure 38). L'amplification de ' ADN de la souche
2177 avec les paires d'amorces FGPmr530-FGP6b508 et FGP6b489'-FGPros975 a engendré
des fragments de taille attendue, 1850pb et 1890pb respectivement. Dans le cas de 1'isolat X88292,
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Figure 38. Localisation de I'insertion: restriction des fragments tmr530-n0s975 et 6b489-n0s975 par HindIIl, Rsal et Sall.

Les amorces d'amplification, ciblant les zons digérées, sont indiquées au-dessous de la carte de restriction
par des fleches correspondant an sens d'amplification



~ les mémes réactions ont conduit 4 un fragment de taille attendue avec les amorces FGPmr530-
FGP6b3508. Par contre, une taille de 4300pb, supérieure d'environ 2,4kb i celle de 2177, a été
obtenue avec les amorces FGP6b489'-FGPros975. Ces résultats indiquent que l'insertion est
située en aval de I'amorce FGP65489, dans le géne 6b. La digestion du fragment 66489-n0s975
des souches X88292 et 2177 par 'enzymeSall a permis de restreindre la zone de localisation de
l'insertion au fragment Sall-Rsal de 74pb (figure 38).

1.3 Caractérisation de la séquence d'insertion
1.3 1 Détermination de 1a nature de l'insertion

La nature la plus probable de la séquence présente dans I géne 6b des plasmides
pTi292 est celle d'un élément d'insertion. Afin de démontrer cette hypothése, nous avons vérifié
que la séquence supplémentaire présentait les caractéristiques de ce type d'élément d'ADN mobile.
Nous avons donc, dans un premier temps, étudié la structure des extrémités de cette sé€quence et
celle du site d'insertion. |

.Le séquengage des clones comportanf les fragments Sall-Clal et Sacll-Clal des
plasmides pTi2177 et pTi292 a permis de localiser et de caractériser le site d'insertion de fagon
précise en comparant les séquences nucléotidiques de ces deux types de plasmides (figure 14 dela
partie matériel et méthodes). L'insertion se situe au nucléotide 226 du géne 65. Le site d'insertion
est constitué d'une séquence de 10pb (5' CGACGCAAGG 3Y) dupliquée de fagon directe dans le
pTi292, de part et d'autre de la séquence insérée. Les séquences des extrémités de l'insertion sont
répétées et inversées sur 21pb. Ces deux séquences sont imparfaitement homologues, avec deux
nucléotides Yariables enfre les deux (soulignés):

extrémité gauche: 5 TAAGCGGCAAGCTGACGCCGT 3
extrémité droite: 5' TAAGCGGCAAGCTGACCCCAT 3

La structure des extrémités de 1'insertion et du site d'insertion sont
caractéristiques d'une séquence d'insertion (figure 39). Ces résultats permettent
donc de montrer la présence d'un élément d'insertion d'environ 2,4kb en début du
géne 65 des plasmides Ti de type 292.

1.32 Détermination de la séquence nucléotidique compléte et de la structure de l'insertion

La séquence nucléotidique compléte de l'insertion (inscrite dans la base de données
GenBank, acc.# 1.29283), ainsi que la position des ORFs (Open Reading Frames ou cadres
ouverts de lecture) sont indiquées dans les figures 40 et 41 respectivement. LTS292 a une taille de
2494 nucléotides et comporte 8 ORFs principaux (de taille supérieure 4 115 aa) déterminés par les
signaux initiateurs ATG, GTG, TTG, et les codons stop TAA, TGA, TAG. Quatre ORFs,
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) site d'insertion dupliqué

i en répétition dirccte ' |
5'CGACGCAAGG Y ' 5'CGACGCAAGG S

B i

5' TAAGCGGCAAGCTGACGCCGT 3 5' ATGGGGTCAGCTTGCCGCTTA 3
séquences inversées et répétées

Figare 39 . Structure de I'élément d'insertion du pTi292, séquences des exuéﬁnités et du site d'insertion.



: XhelI
CGACGCAAGGTAAGC GGCAAGCTGACGCCEGTTCAGGCCTTGTAGC TCCACGGCATARGAGTATGCATTTCGCTGCTAGGCCAGCCATTTGCGAGGCGCTC 100
A CRFS
EcoRI PstI
GAGCGTCTGCGTCAGCCARGLCTGGGGATCGACACAATICATC TTTGCAGTCTGCAGCAGCGACGCGATTGTCGCCCATGCCCTGCCTCCGCCGTEGCTG 200

sacI
CCGGCARAGAGACTG TTTTTTC T TGTGATCGCCTGAGGTCTGATCGC T CGCTCGACGATG TTGGAGTCGAGC TCGACACGGCCETCGGTCAGRARGCGTT 300

CGAAGRCGTCACGACGCTTGATCGASTACCGIAGAGCTICGGCGAGAT TGGATT TGCCTGATACTCGCGGCAAAGTOGTCTGCCAGAGAGTGAAGAGGCA 400

>ORF1
TCEGACTATCGCCECCGAGCETTCTIG TCEGGCAGCGACACGCECCTCAGEGCT T IGACCACGGACGGTATCTTCTATLTCCCAGAGEGTTGCCATTCGE 500
A ORF§

¥hoI

TCEAGGETCTCTGTTGCCACCTTGGAGCTTTICGCCATATCCARTTCATAGAACTTGCCACGGCTATGTGCCCAGCAGCCAGCCAGAACAACGCCETCET 600

ORFS< L. kEE :
HindITI ' PatI :

TGCCGCCGTCCT TECGEACARGCTTGCTGTAGECCCCGTACCCGTCARCC TGCAGAATCCCCGATAGCCGCTGAGGTGCCGTGCCACGCAGTCGGTCGES 700

CGACTGTCITCGAAGCGATAGGCCACCATGGGCGGGCCATTGCCTCCGAACGGTC GGTCATCCCTGGCATAGGCCCACAGCCATGCGGTTTTICGUCGACC 800

. SacI
CEGACCCAGSCGLCAGTETCGECAGGETCETCTCETCGGLARATATICGTTCCGCCTTCTTGATI TCGTITCAGGATGTARTCGGCGAGGATGTCEAGSTE 900

ORF1l A
GAACCCCAGCTTTCCCATCCATTGAGC CATGAGCCTGCGETC GAGTICGACCTTE TCGCGGELGTAAATCGCCTCCTGCCGATAGAGTGGTAGGCCATCG 1000

>ORF2
GCATATTTGGACACGECGATCTGAGCCAGAAGCGCTTCTG T TG CAALGCCCECCTCAATGATATGTG TCGGGECCGCAGCCTGGATCACGCCGTCTTCGT 11,00

TCTLARARGCGTATTTGGGACGGCECGTAACRATGACACGGAACTTCGCTGCAACCACATCCAAGCGTTCCEGATATGTCCTCTCCGATCAGGATTTTGE 1200

A ORF7 ) GRF6C - .
>ORF3

TCTTACCCGCATGCTCCGGCAMATC TTCCEGCTCEATCACCACCTCGATACCCTCCAGATGLGCCECARAGCLCTTGCGTGGCCTCGGTTGACGTITECE 1300

ATCTTTGTTGATGCCACTCGTAACCTTGECCCTEATCGOCGCARTACCGETCTCGATCTCCTCARAGACAAAAGCATGCTGCTCETCATCARCACTGECS 1400

ORFZ A ) HindITI
GCIGCARGTTTC T O GAACGCCGTCCGAAGUGUGLGUGETCARAAGCTTTCAGGATC TGTGTCAGCCGCTCGATGC GCTCATCEGCATCAGCATTTCGGG 1500 i

Xhol SacIl
CCTCGAGATCATCGACCTIGCTTTTCCAAAGCCTCGACGCGAGCGGLCTTTTCGCLCATGGARGAACCATGGCCTTGASTGCCTCTACATCATCCGGEAG 1600 B

Bel:
ST TATATCGGG TCGCET L ALGGE TATR AL CAGAGCATATTTTGCTCTGATCUGCCCGCAGTITICAGGTGCATGATTCAATTCGOCGCAGGGGTTTTACC 1700
~ ORFi<
ORF3 A

CAACAATCTCTGGTGGCIIGATGGGTGTTGATCGAACGCGTITTCCAGTCCAT TCCATCCACCARAGCCAGAAGCTGGGCATTGTTGAGCTGGACCTGGCT 1800

GIGTCCGATGCGCGGCCAGCAGAACTEEECTITCTCCAGCCGCTIGECGTAAAGGCAAACGCCGGAGCCATCCCACCATACGATCTTGATACGGTCTGCT 1500
Sacl >0RF4

COTTTCGCCCOGAAGACATAAACAGCTCCOTTCAACGGATCACTGCCAGCATCTCGAACCAGTGATAGCAAGCTGTCAGGTCCTTACGGAAGTCGATCGE 2000
Tk kkK

ATGGCTCGCCAGARAGACTTTCAGTTCGRCGGGATCATGCCGACGGACGCTUGATCACGCGACTGAGGTGTGCTICATCGGCATCCACCCCCGCCCGGAT 2100
A ORF8

AATTACGTCGCCGATAACCACCTCGATCACCGCCCGCGCGCARACCGECCCCARATCCGCCTCCGACAGACGCAGGCACCGGAAGAGCLCCCTTGTTCEGE 2200 -

GOGAGGLATC ACGACGCCAGCCGAATAAT TG TGATGGATG TAGTGCCEAGTGCGACGCGCAATTGCCGAGACACTCGGICCAGGCTCCATCGCCTCAGCE 2300

SaclI
ACCGCTCGCTCCTTEAAATCATCGGACCAACGLCGCCEAANCTGLCCUGECGCGUCCTCARARCGTTCCOBAACGGCCTCGATCATATGARAGTTICTAG 2400

PTCC AGAGATAGGCECAGACATAGARGC TCACAGCTEETCARTAGTCATTAC TCAAT AGC TEAGCCCGCGCTACTGACECCAGATGEGETCAGCTTGECG 2500
CORF< *kw s=====

A ORF4

CTITACGACGCARGG

Figure 40. Séquence nucléotidique de 118292 et du site d'insertion dans le pTi292.

Les séguences répétées et inversées des extrémités sont soulignées. Les ORF1, ORF2, ORF3 et ORF4 sont
indiquées au-dessus de la séquence; les ORF5, ORE6, ORF7 et ORF8 du brin opposé sont indiquées au-
dessous de 1a séquence. Les codons initiateurs, les signaux stop, ainsi que les principaux sites de restriction
sont soulignés, Les motifs de Shine-Dalgarno (1974) potentiels sont indiqués par des étoiles aux coordonnées
546, 1911 et 2420 et les deux séquences Chi par un trait double aux positions 1700 et 2424.



désignés par ORF1, ORF2, ORF3 et ORF4 de 501, 369, 433 et 573pb respectivement, ont &té 82
identifiés sur le brin supérieur. Quatre ORFs ont été repérés sur le brin opposé, désignés par
ORF3, ORF6, ORF7 et ORF8 de 498, 687, 516 et 345pb respectivement. Plusieurs ORFs
supplémentaires, de taille inférieure 2 345pb, sont présents sur chaque brin. Une séquence similaire
au motif de Shine et Dalgarno (1974), a été repérée 6pb en amont des codons initiateur des ORF4,
ORF5 et ORF8. L'algorithme de Fickett (1982) a été ernployé pour évaluer la probabilité de la
capacité codante de la séquence. Les deux brins des segments de coordonnées 19 4 390 et 403 a
2494 préseﬂtent 1a plus forte probabilité théorique possible. De plus, deux éventuelles séquences
Chi ont été identifiées en positions 1700 et 2424.Ce type de séquence consensus peut étre associé
& une activité de type enhancer (Galas et Chandler 1989). De plus, on note la présence d'un codon
stop situé & l'extrémité droite de l'insertion, a 245 nt du début du géne 6b du pTi292,

1.4 Recherche de séquences homologues

La recherche d'homologie entre I'élément d'insertion présent dans le pTi292 et les
séquences des bases de données a été réalisée dans le but de:

1) démontrer que I'élément d'insertion n'avait pas encore été décrit

2) repérer des hdmologies avec d'autres éléments d'insertions

3) identifier un éventuel géne de transposase

4) rechercher la présence de zones d'homologie avec une séquence quelconque

1.4.1 Comparaison avec la séquence nucléotidique d'autres éléments d'insertion

_ La séquence nucléotidique de 1'€lément d'insertion du pTi292 a été comparée aux
séquences des éléments d'insertion et transposons de divers genres bactériens inscrites dans la base
de données GenBank. Aucune de ces séquences ne présente un degré d’homologie suffisamment -
élevé pour pouvoir &tre considérée comme identique & la séquence d'insertion détectée dans le
pTi292. Par conséquent, cette insertion correspond effectivement A un nouvel élément d'insertion
associé au genre Agrobacterium, désigné par 15292,

Aucune ressemblance significative entre 1'IS292 et les autres éléments d'insertion
décrits chez Agrobacterium n'a été mise en évidence. Cependant, en ne considérant que les
extrémités des éléments d'insertion, il existe un certain degré de similitude entre les séquences
inversées et répétées des éléments IS292, 1566, 15866, IS1131 d'Agrobacterium et ISRm2, ISRI1
de Rhizobium (figure 42). Ces six éléments se répartissent en deux groupes: les €léments de taille
supérieure ou égale a 2,4kb (IS66, IS1131, IS866, 1S292 et ISRI1) et ceux de taille inféricure
(L5426, 18427 et ISRm2). La taille du site d'insertion est de 8 & 10pb pour la majorité d'entre eux,
excepté pour les éléments 18426 et ISRm?2.

Parmi les séquences d'insertion inscrites dans la base de données GenBank, IISR!1
découverte chez Rhizobium leguminosarum bv. viciae (GenBank, acc.# L19650) est trés proche
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Figure 41. Localisation et étendue des ORFs de 175292,

Les fléches indiquent I'étendue et 1'orientation de chacun des 8 ORFs
principaux (100 aa). Les sites de restriction de 118292 sont indiqués.
Les ORFs conservés par rapport 3 ISRI1 sont indiqués par un trait €pais.

5t TAAGCGGCAAGC&GACGCCGT - - — = I5292 {2494) - - ATGGGGTCAGCTTGCGCTTA 3
GTAAGCGACAAGE = = = = = = = = = ISRIL (2495) ~ = = — = = - = = GCTTGTCGCTTAC L
GIAAGCCCACGGIGAAGEEE - — - - - IS66  (2458) - = = - = = GECCTICACCGGAGGCTTAC
GTATGCGCCGCCTCCATCCCATTGATT - — IS866  (2716) - - AATCAATGGGACGGAGACGCCGCATAC 1
GIGAGCGTCCGG ~ = = = = = = — = IS1131 (2773) - = = = - [ CCGEACGATCAC |
GIAAGCGCTCATTICCATGCAC - - - - ISRm2  (2500) = - - - ~ GCGCATGGAAATTAGCGCTTAC 3

Figure 42. Comparaison des séquences nucléotidiques des extrémités des éléments
d'insertion 1292, IS66, 15866, IS1131, ISR!1 et ISRm2.
Les nucléotides conservés par rapport 4 I'TS292 ont ét€ soulignés. La taille de chaque
élément est indiquée entre parenthéses (pb). ' :



de 1S292. En effet, ces deux éléments sont de méme taille et sont homologues 4 80% au niveau
nucléotidique (annexe VII). De plus, les séquences protéiques des ORFS (position 534 a 25),
ORF2 (position 480 & 980) et ORF8 (position 2412 & 2068) de 115292 sont fortement conservées
avec les régions correspondantes de ISRI1 (figure 43). L'homologie 1a plus importante (69,5% de
similitude) concerne 1'ORFS de 15292 et la zone 26 & 655 de ISR!/1 en considérant un changement
de phase en position 105 de 1a séquence en acides aminés. Ces trois régions conservées ont été
comparées aux séquences protéiques de Ia base de données NRBF. ORF8 présente une homologie
avec les séquences en acides aminés de protéines impliquées dans 'attachement de 'ARN (NBRF,
acc.# 833799) et le traitement des ARN (protéine NOP3, NBRF acc.# A44401 et acc.# 527435;
protéine MST1, acc.# $31322) (annexe VIH) qlii pourrait donc avoir un 16le dans la transposition.
‘D'autres homologies avec des zones d'éléments d'insertion ou de transposons
décrits pour divers genres bactériens ont £t remarquées 3 partir de cette analyse, Ces analogies ne

concernent pour la plupart que des parties de 115292 avec des degrés d'homologie relativement

faibles (non montré).

1.4 2 Recherche de séquence de transposase

La recherche d'homologie au niveau protéique a €té accomplie en considérant les

séquences en acides aminés des 8§ ORFs principaux de 115292 individuellement. 1l s'agissait de
vérifier si I'une d'entre elles pouvait correspondre 2 une transposase. Deux bases de données ont
été testées: la banque de séquences protéiques NBRF et la banque de séquences nucléotidiques
GenBank traduite. Aucune similitude avec une séquence protéique de transposase n'a ét€ mise en
évidence par cette approche. L'analyse a seulement révélé une homologie faible entre 'ORF7 et le

geéne bps2 de Desulfurolobus ambivalens (GenBank, acc.# X64202) et entre 'ORF6 et le géne.

ImBA de Streptomyces lincolnensis (GenBank, acc.# X64651). Cependant les fonctions de ces
génes ne présentent aucun lien avec 1'insertion. ‘

La recherche a ensuite été effectuée avec la base de donnée GenBank restreinte aux

séquences associées aux transposases €t en considérant la séquence nucléotidique compléte de

I'élément 15292, Cette analyse a mis en évidence une similitude entre une partie du géne de

transposase tnpA (en position 1-1941) du transposon Tn21 (GenBank, acc.# X04891) et la'région‘

de coordonnées 558-2493 de 115292. Cetie zone d'homologie (44%) recouvre les trois. quarts de
1'élément d'insertion 1$292 (des positions nucléotidiques 558 4 2493).

1.4 3 Recherche de séquences connues

La comparaison de 118292 avec l'ensemble des séquences nucléotidiques de
GeneBank n'a révélée que peu de séquences présentant une homologie. La zone couvrant les 440
premiers nucléotides de 115292 présente 50% de similarité avec 1a région centrale du Tc-DNA du
pTil5955 en position 14558-14998 (Barker er al. 1983, GenBank, acc.# X00493). Cette
homologie est retrouvée au niveau protéique entre 'ORF1 et la protéine 14 (NBRF, acc. #
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Figure 43. Comparaison des séquences protéiques des éléments 15292 et ISRI1.

Les régions conservées (ORF2, ORF5 et ORF3) de 115292 ont été alignées avec les

régions correspondantes de 1'ISR/1,
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 Figure 44. Comparaison de la région 66489-10s975 de plusieurs pTi292.

Les profils de restriction ont ét€ obtenus avec l'enzyme Ddel. Puits 1 212: isolats M 142, M204,
M290, B85 31, C17 11, X88 268, X88 292, X88 293, X88 294, X88 312, X88 313, X88 328.
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X00493). De plus, I'analyse a révélé un alignement entre 115292 et le fragment C25 promoteur
actif de la souche C58 sur 209 nucléotides, avec une homologie faible. Cependant, 4 l'intérieur de
cette région, une séquence de 30 nucléotides présente 80% d'homologie avec la région de
coordonnées 830-860 de 115292. .

L'ensemble des comparaisons concernant les séquences nucléotidiques et protéiques
sont rassemblées dans l'annexe VIIL

1.5 Comparaison des différents plasmides de type pTi292
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Une analyse de restriction de la région 6p489-n0s 975 a été utilisée afin de comparer |

12 des plasmides Ti de type 292 détectés dans les différentes populations d'Agrobacterium. Les
fragments d'ADN ampliﬁés avec les amorces FGP65489' et FGPrnos975 encadrant l'insertion ont
été digérés par les enzymes Ddel (figure 44) et Tagl. Parmi les 20 plasmides de type pTi292
détectés sur I'ensemble des populations nous avons testé respectivement: 3 sur les 5 de la série PEY
24, 1a totalité (7) de la série PEY JT et 2 sur les 8 de la série PEY VP. Les profils obtenus sont tous
identiques quel que soit I'enzyme. Ce résultat indique que les séquences d'insertions présentes
dans le géne 6b de ce groupe de plasmides Ti sont trés proches sinon identiques.

Conclusion:

Les plasmides Ti de type 292 présentent la particularité de posséder
une insertion de 2,5kb localisée dans le géne 6b. Sur la base des comparaisons
des séquences nucléotidiques, cette insertion peut étre considérée comme un
nouvel élément d'insertion procaryotique, 1'IS292. L'analyse fait cependant
apparaitre une similarité importante entre 1'IS292 et I'ISR/1 associée 4 Rhizobium
leguminosarum bv. viciae: taille identique, séquences nucléotidiques homologues
a 80%, ORFs conservés, séquences des extrémités similaires et site d'insertion de
méme taille.

2. Effet de la présence de 1'IS292 dans le géne 6F sur le pouvoir tumorigéne:

‘Nous avons vérifié si la présence de 118292 dans le géne 65 avait une cdnséquence
sur le pouvoir tumorigéne des isolats comportant un plasmide Ti de type 292. Ce test a été effectué
en inoculant les isolats M20 (pTi2177) et M209 (pTi292) sur peuplier. Les isolats M20, M209 et 1a
souche témoin C58 T139 (Brasileiro et al. 1991) ont développé des tumeurs sur peuplier Quatre
semaines apreés l'inoculation. Les tumeurs induites par les souches M209 et C58 T139 étaient a
cette date de taille supérieure a celles induites par la souche M20. La mutation du géne 6b causée
par l'insertion n'inhibe donc pas le processus tumoral.



Sall A A -~
5 GTCGACGCAAGGCGCATTGGCGTGCAATATCTTCACGAAGGTARARACATAG 50

AQQAQQTQTTQTQQAQTGAQQATGTAQTQATQ;AIQ;AAAQTQAQQAAQTQT 100 =

QQ_ETTCTCGCCTGTTCCAAGCGACTCTGCATCTCGCCGGTGCGCAGGATA 200
gene 6b —— 7
AGCGTCAAATCTCGAACCTGCCAATTAGCTACCGTCATCGCAGTTTTGGA 250 —

TGTCTACAAATACCTGCCGCT 3 273

(A)

5' TGAGAGGCTTCTTGGGECTGTCAGCAGTTCATTTCACAAGACAGAGGAACT 50
TGTAAGGAGATGCACTGATTTATCTTGGCGCAAACCAGCAGACGAATTAGT 100
GGGAATA AATATCTAAGTTATGCCTGT TGAGCA T 150

TCCAATTCGAAACAGTTTGGAGAGGTTGTTTTTGGGCATACCTTTTGTTAG 200
Clal

ICAGCCTCTCGATTGCTCATCGTCATTACACAGTGCCGAACTTTGATCGAT 254

B)

Figure 45. Séquences nucléotidiques partielles des T-DNA 2177 et 292, -

: (A): zone comprenant le début du géne 65 et 34 nt de lintergtne 6b-nos (cloncs
SC2177.1, §C.292.1, KC.292.1) L
(B): partie de 1'intergéne 6b-nos en amont du site Clal (clones $C.2177.2, KC. 292 2, w
$C.292.1)
Les comparaisons entre les plasmides pTi2177 et pTi292 ont été soulignées. Les deux
‘nucléotides variants entre les deux séquences sont marqués en caractére gras. Les sites de
clonage Sail et Clal sont indiqués en italique. Le site d'insertion (A) est indiqué an dessus

- de la séquence (A).
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D'autre part, 1'évolution de la morphologie des tumeurs a été suivie sur milieu
axénique sans hormone. Treize semaines aprés l'inoculation, les tumeurs induites par les souches
M209 et C58 T139 étaient bourgeonnantes. Les turneurs induites par la souche M20 avaient
augmenté en taille, certaines débutant un développement de bourgeons, mais aucune n'a aboutit &
un phénotype bourgeonnant stable (données non montrées). Les deux isolats, M20 et M209
différant par la présence de 1'IS292 dans le géne 6b, induisent donc des réponses distinctes au
niveau de 1a morphologie tumorale, '

3. Comparaison des génotypes 2177/pTi292 et 2177/pTi2l77

Les génotypes 2177/pTi292 et 2177/pTi2177 ont ét€ comparés plus précisément au
niveau des fonds chromosomiques et des plasmides Ti. Les souches 2177 et X88292 ont été
utilisées comme représentant de ces deux génotypes.

3. 1 Comparaison des plasmides pTi292 et pTi2177:

Les profils de restriction de la région tmr530-r05975 du pTi292, obtenus avec les
enzymes Ddel, Rsal et Taql, ont été comparés avec ceux des plasmides pTi2177, pTi2516,
pTi1903 et pTiM80 identifiés dans les populations d'Agrobacterium. Le nombre de bandes..
communes entre les profils du pTi292 et ceux des quatre autres types de pTi est indiqué dans le
tableau 24. Le nombre de bandes communes le plus élevé a été obtenu entre les plasmides pTi2177':'
etpTi292.

Le séquencage des clones SC.2177.1, KC.292.2, §C.2177.2, KC.292.2 et
SC.292.1 a'permis de comparer des séquences partielles du T-DNA des plasmides pTi292 et
pTi2177. La zone analysée est située en aval du site d'insertion. Elle comporte les 155 premiers
nucléotides du géne 6b et 254 nucléotides de I'espace intergénique entre les genes 65 et nos en
amont du site Clal (figure 14 de la partie matériel et méthodes). Une similitude de 99,5% a été mise
en évidence entre les séquences des deux types de pTi, ce qui correspond & une différence de deux
nucléotides sur les 409 nucléotides lus (figure 45). Il faut noter que ce résultat est  confirmer étant
donné qu'il correspond & une lecture sur un seul brin,

Cette étude comparative montre que la différence majeure détectée
enire les plasmides pTi292 et pTi2l177, associés aux ribotype 2177, est la
présence d'un élément d'insertion dans le géne 65 du pTi292.

3.2 Comparaison des fonds chromosomiques 2177 associés aux plasmides pTi2177 et pTi292

Le type chromosomique 2177 a été caractérisé par la sérologie (sérotype 1a) et par la
méthode de RFLP dans un premier temps (Nesme et al. 1987), puis par les profils de restriction de
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larégion 1658-235132 (avec les enzymes Taql, Haelll, Cfol et Ndell) (cf Partie ITT). Une analyse
plus approfondie des fonds chromosomiques 2177 associés aux plasmides pTi2177 et pTi292 a été
réalisée par PCR-RFLP sur les souches types 2177 et X88292. Les profils de restriction de la
région 1688-235132 obtenus avec 14 enzymes (Alul, BstBUI, Cfol, Haelll, Hpall, Ndell,
Nlalll, Rsal, Taql, Apyl, Avall, Ddel, Ncil, Sau96I) ont été comparés. Aucune différence entre
les profils ribosomiques de ces deux souches n'a pu Ere décelée pour chacun des enzymes testés
(non montré).

- Sur la base du polymorphisme de la région intergénique entre les génes 168 et 235,
les fonds chromosomiques auxquels sont associés les plasmides pTi292 et pTi2177 semblent trés
proches sinon identiques.

Conclusion:

La seule différence décelée entre les génotypes des souches 2177 et
X88 292 est la présence d'un élément d'insertion dans le géne 65 du pTi292 de la
souche X88 292.

4. Recherche de 1'1S292 dans les populations naturelles d'Agrobacterium

La présence de séquences homologues 4 115292 a ét€ recherchée dans les isolats
représentatifs des différents génotypes d'Agrobacterium détectés dans les deux pépinieres, afin de
travailler sur un échantillon représentatif des populations étudiées. Cette recherche a été réalisée par
amplification et/ou par hybridation sur I'ADN génomique total des isolats d'Agrobacterium.
L'utilisation de 1'amorce FGPis292 spécifique des extrémités de 1'1S292 permet la synthése d'un
fragment de 2,5kb par réaction d'amplification. Les réactions d'hybridation ont été effectuées avec
le fragment Sall/Sacll du clone pSC.292.5 contenant I'insertion comme sonde. Cette approche
- donne une réponse en terme de présence ou d'absence de séquences de type 15292 dans le génome
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testé, sans localisation. La présence des séquences de typc' 15292 parmi les génotypes testés est

donnée dans le tableau 25.

Un ensemble de 23 isolats de ribotype 2177 issus des 'pbpulétions'd‘eréans et de
Peyrat (cf Partie IV) a été testé quant 2 Ia présence de 1'élément d'insertion 15292. Ces isolats
contenaient soit un pTi2177 (15), soit un pTi indéterminé (5), soit un pTi292 (3). Dans tous les cas
un signal d'hybridation a été obtenu sur ADN total, méme dans le cas de I'isolat M74 non
tumorigéne. Ces souches contiennent donc une séquence homologue 2 I'1S292, mais & une
localisation différente non déterminée. Si l'absence de formation de tumeur par lisolat M74 est diic
i 'absence du pTi, ce résultat semblerait indiquer que une ou des copies homologues 4 115292
pourraient &tre présentes sur le chromosome ou sur un plasmide autre que le pTi.

Des signaux d'amplification et d'hybridation ont été obtenus pour des isolats
provenant soit de la pépiniére d'Orléans, soit de la pépiniére de Peyrat, L'I$292 était donc présente
dans certains des isolats de la pépiniére d'Crléans. Par contre, 1'1S292 n'a jamais été détectée dans




Isolats @ PCR® Ribotype  TypepTi Présence 15292 Origine

Sonde PCR
(A) Isolats de biovarl -
2177 + + 2177 2177 + + ORL2A
&2 + + 277 2177 + + ORL2A 1
859 + 4+ 2177 2177 + - ORL2A
853 + + 853 2516 + - ORL2A

_ 8546 + + 8546 2516 + - ORL2A ‘
85 104 + + 85104. 2516 + + ORL2A A
2516 + + 2516 2516 + + ORL2A .

. 2517 + + 2517 2516 + + ORL2A .
2518 . - 2518 nd +1- - ORL2A |
Mio nt + M9 2516 + + PEY 2A o~
Ml15 + + Mi5 - 1903 - - PEY2A
M292 + + M292 MBS0 + + PEY 2A
M74 . - an nd + + PEY2A |
Mi46 nt - an od + - PEY2A ’
MI82 - - MIg2 nd . - PEY 24 ‘ .
X838 292 + + 77 . 292 + + PEYIT
X88 315 nt + 2177 2177 + nt © PEYIT R
X388 308 nt - an nd + nt PEY JT
X88 309 nt + 2516 - M80 - at + PEYIT s
B100 11 1 + B10011 1903 +/- . PEY VP ' £
Al345 nt + - Al33s 1903 - - PEYVP T
A6B 18 nt +  A6818 2516 +/- - PFEYVP -
A68 20 nt +  A6820 MB30 +/- - . PEYVP A
B39 11 nt - B8l nd - - PEY VP . F
B1133 nt - Bl133 nd - - PEYVP :
C91 54 nt - 8§81 od &/ - PEY SOL :
C91 58 nt - §2 nd - - PEYSOL - F
CIL 35 Comt - §7 o . nt PEY SOL e
CIL 6 nt - . 88 md - nt PEY SOL
C91 9 nt - 83 o - at PEY SOL

CCO1 76 ot - S11 nd - nt PEYSOL i
(B} Isclats de biovar2 ‘ _ ‘ T

. _ | E
8530 + + 85130 2516 Rt (1) ORL2A _

- 2520 - - 2520 d . nt - ORL2A o
85110 + + 85110 2516 nt - ORL2A T :
85178 . - 85178 nd nt (2) ORL2A R
2178 . T+ + 2178 nd nt .. ORL2A : Lo
M29 + +  M29 M30 nt + PEY 24 ' ¥ |

b
{C) Souches de référence o , =
Cs8 + + C58 1903 nt . [
C58C1 o - - . C58 L. nt . . t
‘1896 + + C58 37 nt . P
1901 + + . CS8 T37 nt - |

Tableau 25. Détection de séquences de type 15292 dans les différents génotypes
d'Agrobacterium domposant les populations étudiées.

(a): pouvoir pathogéne, (b):' axhpliﬁcation de ila région tmr330-rnos975, (A) et (B): isolats des

populations d'Orléans et de Peyrat, (C): souches de collection, ‘ o

Les réactions d'amplification (amorce FGPis292) ou d'hybridation positives ou négatives sont

indiquées par (+) ou (-), nt: non testé, nd: non déterminé, +/-; signal faible, (1): produits

d'amplification atypiques de 3000 et 1000pb, (2): produit d'amplification atypique de 1500pb.




le gtne 60 des isolats d'Orléans, comme le montre I'uniformité de la taille de leurs fragments
tmr530-n05975. La présence de 11S292 n'est donc pas spécifique aux géndmes composant les
populations d'Agrobacterium de la pépiniére de Peyrat.

Parmi les 31 isolats de génotypes variés et appartenant au biovarl, 15 ont révélé la
présence de l'insertion par un signal d'hybridation intense, et 3 par un signal faible (parmi eux, 10
ont donnés un produit d'amplification de 2,5kb). Ceci correspond 2 une fréquence de présence de
I'élément d'insertion d'environ 58% au sein des populations de biovarl des deux pépiniéres
étudiées. 115292 n'est donc pas spécifiquement associée aux isolats de génotype 2177.

Parmi les cing isolats de biovar2 testés, un seul a aboutit 4 la formation du fragment
de 2,5kb attendu, et deux ont donné des fragments de tailles différentes par réaction
d'amplification. Les deux isolats restants n'ont donné aucun signal d'amplification. L'IS292 n'est

~ donc pas spécifique aux isolats appartenant au biovarl. Elle est présente dans le génome des deux

especes d'Agrobacterium composant les populations analysées.

Aucun signal d'amplification n'a ét€ obtenu & partir de I'ADN des quatre souches de
référence A nopaline testées. De méme, aucun des ADN des six isolats provenant du sol de la
pépiniere de Peyrat n'a donné de réaction positive en hybridation, excepté pour I'isolat C91 54 avec
un signal de faible intensité. '

Conclusion:

L'élément d'insertion 18292 n'est pas spécifique au géne 6b des
plasmides Ti de type 292. Il semble assez bien répandu dans les isolats & nopaline
des populations des biovars 1 des deux pépiniéres festées.
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DISCUSSION

1. IS292: un nouvel élément d'insertion associé au gemre Agrobacterium

L'analyse des plasmides Ti des populations d'Agrobacterium a révelé l'existence
d'un nouve! élément d'insertion associé au genre Agrobacterium, 118292. L'analyse de la
séquence nucléotidique de cet élément a permis de déterminer sa structure. Cet €lément d'insertion

de 2494nt comporte les caractéristiques communes aux autres séquences d'insertion détectées chez.

les bactéries (Calos et Miller 1980). En effet, les extrémités de 1'1S292 sont constituées de
répétitions inversées de 21nt, spécifiques de l'insertion. De plus, une courte séquence de 10nt,
répétée de fagon directe de part et d'autre de I'[S292, constitue son site d'insertion. Nous avons
mis en évidence la préscnce de 8 ORFs principaux, comprenant de 345 4 687 acides aminés. Une
séquence analogue au motif de Shine et Dalgarno (1974) est présente en amont des ORF4, ORFS et

ORF8. Cependant, aucun de ces ORFs ne poss¢de un degré de similitude significatif avec une-

séquence de transposase. De méme, la séquence de 1’18292, prise dans son ensemble, ne comporte
qu'une faible homologie avec le géne de transposase tnpA du transposon Tn21. Cette absence
d'homologie significative avec une séquence de transposase connue a également €t€ signalée pour
d'autres €léments d'insertion décrits dans diverses souches d'Agrobacterium (De Meirsman et al.
1989, Machida et al. 1984). Cette observation pose la question de l'activité de l'insertion. On peut
supposer qu'il peut s'agir d'une transposase particulidre ou que le processus soit réalisé par un
ensembl d'enzymes. La coﬁxparaison de 1a séquence nucléotidique de 118292 avec celles des autres
séquences d'insertion inscrites dans la base de données GenBank n'a révélé aucune homologie

permetiant de conclure sur une identité. Cette analyse structurale de l'insertion nous a-

permis de montrer que 1'IS292 est un nouvel élément d'insertion associé au genre
Agrobacterium.

Les études portant sur les éléments d'insertion associés A un genre bactérien ont
montré qu'ils peuvent étre regroupés en familles (Bisercic et Ochman 1993a, 1993b, Hofman et al.
1986, Lawrence et al. 1992, Rezsdhazy et al. 1993), définies comme un ensemble d'éléments
d'insertion préscntant une certaine analogie. Les critdres de comparaison pris en compte sont la
taille et 1a séquence nucléotidique de I'élément, la taille du site d'insertion, ainsi que Ia taille et Ia
séquence des extrémités (Lawrence et al. 1992). Pour ce qui concerne les éléments d'insertion
décrits chez Agrobacterium, les données sont le plus souvent reliées A une souche donnée plutdt
qu'd un ensemble de souches, excepté dans le cas des souches isolées de 1a vigne. La séquence
nucléotidique de 1'1S292 ne présente pas de similitude significative avec les autres séquences
d'insertion des souches d'Agrobacterium. Toutefois, en considérant uniquement les séquences
nucléotidiques des extrémités, il existe une certaine similitude entre 115292 et les éléments IS66 de

la souche d'Agrobacterium A66 A octopine (Machida er al. 1984), 15866 de la souche Tm4 &

octopine/cucumopine (Bonnard et al. 1989b), IS1131 de la souche PO22 3 nopaline (Wabiko

88



1992) et également I'TISRm2 décrite chez Rhizobium meliloti (Dusha et al. 1987). L'IS292 peut 89
ainsi étre considérée comme un nouvel élément de la famille des séquences
d'insertion associées aux Rhizobiacées, regroupant les éléments IS66, 15366,
IS1131, 1S292, ISRm2 et ISRI1,

2. Similitude des IS292 et ISRI1 décrite chez Rhizobium leguminosarum

L'existence d'homologies entre des €léments d'insertion décrits chez Agrobacterium
et ceux décrtis chez d'autres genres bactériens a déja été montré (Soby et al. 1993). 1l s'agit pour la
plupart, de similitudes sur une zone plus ou moins restreinte de I'insertion. Nous avons montré
une forte analogie entre 118292 et 1'TSRI1 de Rhizobium leguminosarum bv. viciae. Ces deux
éléments ont la particularité d'étre de taille identique et de posséder un degré d'homologie
nucléotidique de 80% avec des sites d'insertion de tailles semblables. De plus, trois ORF sont
conservés suggérant leur importance fonctionnelle. L'analyse fait apparaitre que 118292 présente
un degré de similitude supérieur vis-3-vis de ISRI1 que des autres éléments décrits chez
Agrobacterium. '

La similitude existant entre 115292 et I'ISRI1 de Rhizobium leguminosarum bv.
vicige peut s'expliquer, soit par une co-évolution de ces deux éléments avec leur génome-hote, soit
par un transfert de matériel génétique entre Agrobacterium et Rhizobium leguminosarum bv. viciae..
Dans ce cas, la séquence d'insertion "ancétre” aurait ensuite évoluée parallélement au géndme-hote
avec lequel elle s'est retrouvée associée. De nombreuses séquences d'insertion semblent avoir co--
évoluées avec leur génome-hote, et peuvent donc étre considérées comme spécifiques de celui-ci
(Lawrence et al. 1992), Cette caractéristique en font une cible intéressante pour la détection et la
caractérisation des micro-organismes (Van der Zee et al. 1993). Cependant, Wheatcroft et Laberge
(1991) indiquent que la notion de spécificité IS/génome n'est pas évidente étant donné que ce typé
d'élément peut étre disséminé entre les géndmes. Afin d'éclaircir ce point en ce qui concerne les
1S292 et ISRI1, nous avons comparé le degré de similitude existant, d'une part entre les deux
€léments d'insertion, et d'autre part enire chaque ¢lément et son génome hote. Deux approches ont
¢été envisagées: le degré de similitude des séquences du géne 16S et celui des séquences
nucléotidiques des deux éléments d'insertion (Bisercic et al. 1993a), et le pourcentage en bases
guanine et cytidine (%GC) (Wheatcroft et Laberge 1991), Cette analyse indique que les deux
insertions €tudiées sont plus conservées que le géne 168, et que le pourcentage en bases des genres
Agrobacterium et Rhizobium et de leurs séquences d'insertion respectives n'est pas '
significativement différent. Les genres Agrobacterium et Rhizobium étant trop proches
phylogénétiquement, les deux critéres utilisés ne sont pas suffisamment discriminants. Cependant,
Lawrence et al. (1992) suggérent que le fait que la séquence d'un élément d'insertion soit plus
conservée que celle des génes chromosomiques de leur héte indique une arrivée récente de
Vinsertion dans le géndme. D'autre part, le fait que 1'IS292 soit plus proche de
I'ISRI1 que des autres insertions associées & Agrobacterium favorise 1'hypothése



de transfert, qui plus est de Rhizobium vers Agrobacterium. Cependant, les
travaux concernant les éiéments d'insertion associés & Rhizobium leguminosarum
ne font que débuter, il est donc difficile 3 1'heure actuelle de comprendre les

relations phylétiques entre les éléments IS292 et ISRIL, et la chronmologie de leur

établissement dans leur hote respectif.

3. Conséquences de la présezice de I'IS292 sur le pouvoir tumorigéne

L'15292 a été détectée initiallement dans le géne 65 du T-DNA des plasmides
pTi292. Les conséquences des mutations par insertion peuvent étre variées, étant donné qu'une
séquence d'insertion transpose de fagon apparemment aléatoire sur une molécule d'ADN. Lorsque
1'insertion se produit & l'intérieur d'un géne, elle aboutit dans 1a majorité des cas i l'inactivation de
celui-ci (Wabiko et al. 1991). De telles mutations peuvent entrainer une modification du phénotype
de la souche mutante comme il 1'a été montré pour la souche A66 (mutant naturel de A6)
cbmportant plusieurs copies de 11566 (Binns et al. 1982, Machida et al. 1984). La localisation de
I'insertion 1S292 dans un oncogéne nous a conduit A vérifier son effet sur le processus tumorigéne.
Il est en effet peu probable que le géne 6 conserve son activité avec un supplément de 2,5kb

comportant un codon stop prés de son extrémité droite. Nous avons montré que la mutation du
géne 6b provoquée par la présence de 115292 n'empéche pas le processus tumoral. Cependant, la.

présence de 115292 dans le géne 65 altére le phénotype tumoral en induisant plus rapidement le
développement de tumeurs de taille supérieure a celles induites par la souche non mutée, 1l serait
cependant nécessaire de vérifier les autres différences existant éventuellement entre les deux isolats
testés. Tinland er al. (1989, 1990) ont précisé le réle du géne 65/ en comparant I'action des génes
rol du pRi a celle du gene 6b. Ces auteurs concluent que le géne 6b n'augmente pas la
concentration en IAA (Indol Acetic Acid), mais qu'il rend les cellules moins sensibles 2 ce
composé. Son rodle serait ainsi celui d'un anti-inhibiteur de la croissance via les auxines. Ce
mécanisme pourrait augmenter les chances de formation de tumeurs en augmentant le nombre de
cellules rcapablcs de répondre a la production d'hormone par le T-DNA. De méme, Berres et al.
(1992) stipulent que le géne 60 a un role de stimulation du développement cellulaire. Cette
explication est en accord avec I'observation de T'augmentation de la taille des tumeurs induites par
Ia souche portant un gene 6b défectucux. '

D'autre part, Ia morphologie des tumeurs induites sur peuplier par l'isolat M209

évolue vers un type bourgeonnant ("shooty") de fagon semblable a celles induites par la souche
82.139 (Brasileiro et al. 1991). Brasiliero (These) a analysé l'organisation du plasmide Ti présent
dans cette souche, et 2 montré une organisation particuli¢re du locus #ml comportant une délétion
du géne 64 et un géne 6b non conservé comparé 2 celui de Ia souche C58. La souche 82.139
présente des capacités de transformation du peuplier diies & 'organisation génétique de cette région
du T-DNA encadrant les génes #mr et nos (Brasiliero et al. 1991). Cette étude a mis en évidence
d'autres souches susceptibles de posséder ces mémes propriétés,
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4. Hypothése de transposition dans les populations de plasmides Ti

Lors de 1'étude de la structure des populations d'Agrobacterium, nous avons
remarqué 1'association préférentielle du ribotype 2177 avec les plasmides pTi2177 et pTi292. Le

plasmide pTi292 se caractérise par la présence de 115292 dans le géne 6b. Ces observations nous-

ont conduit & rechercher l'origine de Ia présence de 115292 dans le géne 6b de ces plasmides Ti, et
a replacer ces données dans le contexte de 'étude de la structure et de la stabilité des populations
naturelles d'Agrobacterium.

L'association entre le type chromosomique 2177 et les plasmides pTi2177 et pTi292

semble fortement spécifique. En effet, le type chromosomique 2177 n'a été retrouvé associé qua

ces deux types de plasmide Ti dans les différentes populations analysées. De méme, les plasmides
pTi2177 et pTi292 ont ét€ identifiés uniquement dans les isolats de ribotype 2177. De plus, parmi
 les populations étudiées on remarque que les variations d'effectifs des deux types de pTi évoluent
conjointement. Afin de préciser les relations existant entre les génotypes 2177/pTi2l177 et
2177/pTi292, une comparaison a été réalisée au niveau des chromsomes et des plasmides Ti. La
différence majeure détectée entre les génotypes 2177/pTi2177 et 2177/pTi292 étant la présence de
I'IS292 dans le geéne 6b du pTi292, ces deux génotypes semblent tr2s proches. Nous avons ensuite
cherché l'origine de 115292 en recherchant sa présence dans les différents génotypes caractérisés
~ dans les populations analysées. Les isolats de type 2177 hébergeant un pTi2177 contiennent

I'1S292, hors du géne 6b. Sur la base de ces observations, nous avons émis’

I'hypothése qu'un événement de transposition intragénomique de 1'IS292 dans le
géne 6b du pTi2Z177 serait & ['origine de l'apparition du pTi292 dans cette
population d'Agrobacterium. Le génotype 2177/pTi2177 correspond donc certainement au
génotype ancestral ayant subi une ou des modifications via l'activiié de 1'élément d'insertion IS292.

Les plasmides pTi292 sont spécifiques des populations échantillonnées dans la
pépiniere de Peyrat. Les explications qui peuvent &tre avancées 2 ce sujet sont uniquement
spéculatives par manque de données suffisantes. L'événement de transposition dans le géne 6b
pourrait avoir eu lieu avant le passage entre les deux pépinitres, dans ce cas le pTi292 n'aurait pas
pu €tre détecté A Orléans dii & son faible effectif, mais aurait cependant été transmis par les boutures
de peuplier. Il peut également s'agir d'un événement récent de la pépini¢re de Peyrat. Or, la
transposition d'éléments mobiles peut &tre favorisée par des composés, tels que l'acétosyringone
(Fortin et al. 1993), impliqués dans le processus infectieux. Nous pouvons supposér que des

modifications des génomes d'Agrobacterium impliquant des éléments d'insertion puissent avoir

lien au moment de l'infection, dans les populations rhizosphériques.

 Ces résultats peuvent étre comparés 3 ceux de Wabiko (1992), qui a suggéré la
transposition de 1181131 dans une souche de biovar 1 A nopaline isolée de peuplier. Cet €él€ément
d'insertion IS1131 est assez bien réparti dans différentes souches & nopaline pathogénes ou non,
d'origines variées et issues de diverses plantes-hote. Cependant, I'IS1131 est distincte de 115292
de par sa taille et sa sé€quence, bien qu'une similarité au nivean des extrémités soit remarquable.
D'autre part, T'ensemble des travaux sur la distribution d'éléments d'insertion dans les souches
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d'Agrobacterium isolées de la vigne (Bonnard et al. 1989a, Paulus et al. 1989a, 1989b, 1991a,
1991b) a permis d'établir les relations existant entre les souches d'A. viris appartenant & un méme
schéma évolutif. Actuellement ce groupe de souches constitue un modéle particulier pour 1'étude de
I'évolution des plasmides Ti via l'activité d'éléments d'insertion, mais pourra sans doute étre
étendu & d'autres types de souches comme les souches 3 nopaline.

L'étude des populations d'Agrobacterium (Partic V) a montré que les fréquences des
génotypes comportant les plasmides pTi2177 ou pTi292 varient selon 1a population analysée. Le
pTi2177, majoritaire dans la population issue de la pépiniere d'Orléans, n'a pas été détecté aprés un
passage par le sol de la pépiniere de Peyrat (dans la population issue des vitroplants). Inversement,

le plasmide pTi292, absent dans la population d'Orléans correspond 4 un des types majoritaires’

dans cette population ayant été en contact avec le sol. Par conséquent, la présence de
I'insertion dans le géne 6 n'est pas défavorable a la multiplication des isolats
contenant un pTi292.

Dans 1a plupart des cas, les insertions décrites chez Agrobacterium sont présentes
sur le chromosome et/ou le plasmide Ti. De fagon générale, le géndme d'Agrobacterium semble
comporter un nombre limité de copies d'une méme insertion. Pour ce qui concerne les autres
Rhizobiacées, le nombre de copies est faible pour R. leguminosarum (S. Mazurier, communication
- personnelle), et beaucoup plus important pour R. meliloti (Hartmann et Amarger 1991) et
Bradyrhizobium (Kaluza et al. 1985). La présence de nombreuses séquences d'insertion peut
engendrer des modifications génotypiques. Bien qu'un phénomeéne de transposition semble avoir
eu lien dans les populations d'Agrobacterium étudiées, nous n'avons aucune connaissance en ce

qui concerne la fréquence de transposition de 11S292. La question est de savoir si il s'agit d'un

événement rare, auquel cas l'influence en terme de modifications génomiques serait moindre, ou si

1a fréquence de ce processus pourrait avoir des conséquences sur l'organisation des génomes et des

plasmides Ti. Cet aspect pourrait &tre vérifié par une évaluation du nombre de copies de I'élément et
de 1a stabilité de leur distribution dans les différents génotypes d'Agrobacterium au niveau des
chromosomes et des plasmides Ti. D'autre part, les systémes de piégeage d'éléments d'insertion
(Gay er al. 1985, Simon et al. 1991) pourraient permetire de savoir si d'autres classes d'insertion
sont présentes dans ces mémes génoiypes. Nous avons pu montré que des séquences homologues
a 1'IS292 sont présentes dans de nombreux isolats d'Agrobacterium provenant des deux
pépinidres. Cette donnée suppose une dissémination importante de cet élément et
conforte I'hypothése d'échanges de matériel génétique par transfert de plasmides
Ti au sein des populations naturelles d'Agrobacterium.

L'origine supposée de 1'1S292 est la pépiniere d'Orléans étant donné sa présence
dans les isolats provenant de cette pépiniére. La présence de 115292 dans la plupart des génotypes
d'Agrobacterium analysés permet d'envisager son utilisation comme marqueur des génotypes
impliqués dans 1'épidémie de crown gall étudi€e. Cette approche suppose cependant de vérifier

I'absence de cet élément dans la population du sol de Peyrat et dans des souches de collection

d'origines variées.
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CONCLUSION

L'analyse du T-DNA des plasmides Ti A nopaline des populations étudiées a révélé

I'existence d'un nouvel élément d'insertion associé au genre Agrobacterium, 1'1S292. Sur la base

des similitudes de séquence et de taille, cet élément s'est avéré nettement plus proche de I'ISRI1
décrit chez Rhizobium leguminosarum bv. viciae que des séquences d'insertion associées a
Agrobacterium. Les deux éléments IS292 et ISR/1 sont donc placés dans une méme famille
d'éléments d'insertion associés aux Rhizobiacées. 1.'homologie importante entre ces deux éléments
souléve la question de la propagation d'éléments mobiles dans les peuplements bactériens
impliquant probablement le transfert via les plasmides conjugatifs.

La comparaison des génotypes 2177 suggére qu'un événement de transposition est &
l'origine de 'apparition du pTi292 dans les populations d'Agrobacterium de la pépinitre de Peyrat.
La fréquence relative des isolats hébergeant un plasmide pTi2177 ou pTi292 dans les différentes
populations analysées suggere que ce phénoméne aurait entrainé une modification de 1a structure de
la population plasmidique, en faveur des plasmides pTi292. Etant donné que des séquences
homologues & 115292 sont largement répandues dans les génotypes d'Agrobacterium des deux
pépinieres étudiées, il est possible que ce processus de transposition ne soit pas rare. La

dissémination de 1'IS292 dans les populations d'Agrobacterium étudiées pourrait étre lié au.

transfert conjugatif, ce qui renforce l'hypothése du mode de prolifération "horizontal" des
plasmides Ti. Une étude plus précise permettant d'appréhender le nombre et la répa:tition
d'éventuelles copies de I'1S292 au sein des génomes identifiés dans les deux pépiniéres pourrait
permettre de confirmer cette hypothese. Une utilisation potentielle de ce type d'élément pourrait Etre
envisagée en tant que marqueur épidémiologique des génotypes en cause dans le crown gall du
peuplier.
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CONCLUSION GENERALE

Dans cette étude, nous avons abordé un aspect de 1'écologie d'Agrobacterium
concernant l'adaptation des souches tumorigénes dans le sol. Le maintien de la capacité tumorigéne
d'un sol implique des relations entre, les populations tumorigénes introduites lors d'épidémies de
crown gall, et les populations indigénes du sol. Deux alternatives i l'adaptation des souches
d'Agrobacterium tumorigénes sont envisageables: la survie dans le sol des souches tumorigénes
introduites, et le transfert des plasmides Ti a la population indigéne du sol. Cette question a €té

appréhendée par I'étude des populations d'Agrobacterium en cause dans le modéle épidémiologique

du crown gall du peuplier.

Dans le cadre de cette €tude, il est tout d'abord apparu nécessaire de comprendre
comment sont structurées les populations naturelles d'Agrobacterium, en considérant les
"populations” de plasmides Ti qui leurs sont associ€es. Parmi les différentes méthodes de
caractérisation des souches d'Agrobacterium disponibles, aucune n'est réellement adaptée a
P'identification des fonds chromosomiques et des plasmides Ti de nombreux isolats. La méthode de
PCR-RFLP s'est avérée un outil performant, permettant de révéler la diversité des plasmides Ti et
de leurs contextes chromosomiques en cause dans I'épidémie étudiée. Cette étude montre qu'il est
possible d'analyser et de comparer les populations d'Agrobacterium, simultanément au niveau des
chromosomes et des plasmides Ti. La comparaison des génotypes d'Agrobacterium a permis de
confirmer le lien épidémiolbgique entre les populations en cause dans le crown gall développé dans
les deux pépinieres étudiées. Ce lien a €té renforcé par la détection d'un élément d'insertion
commun aux génotypes d'Agrobacterium composant les différentes populations. Ce résultat,

indiquant 'ubiquité de cette séquence d'insertion dans les génotypes d'Agrobacterium éwudiés,

permet d'envisager l'utilisation de cet élément comme marqueur des Agrobacterium liés au crown
gall du peuplier. Bien que cette insertion soit différente de celles décrites dans d'autres souches
d'Agrobacterium, sa spécificité vis-a-vis des isolats impliqués dans I'épidémie sur peuplier reste &
vérifier, en recherchant sa présence dans des souches d'Agrobacterium d'origines variées.

L'étude des populations d'Agrobacterium tumorales a montré que la tumeur
constitue un site privilégié, favorable a la génése et au maintien de la diversité des génotypes
d'Agrobacterium tumorigeénes. La complexité intratumorale des génotypes d'Agrobacterium se
manifeste au nivean plasmidique et au niveau chromosomique avec la présence de deux espéces (A.
tumefaciens et A. rhizogenes) comportant chacune plusieurs ribotypes. Cette diversité s'explique
par I'existence d'une population polyclonale tumorigéne préexistant antérieurement a la formation
de la tumeur, et qui se maintient principalement par voie clonale dans la tumeur. Les transferts de
plasmide Ti au sein de cette population, favorisant la diversité A l'intérieur de la tumeur, sont
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cependant suggéré par cette étude. La tumeur apparait alors bien comme un environnement
permettant une optimisation de la prolifération des Agrobacterium tumorigénes par la présence
d'opines favorisant chacun des deux modes d'amplification des plasmides Ti.

La population d'Agrobacterium tumorigéne contaminante, disséminée a partir des
tumeurs vers le sol, est capable de coloniser, de se maintenir et de développer A nouveau la maladie
dans un nouvel environnement. La notion de maintien dans le sol peut tre envisagée sous trois
aspects, en considérant: le taux auxquelles se maintiennent les souches, la disparition de certains
génotypes, et les modifications éventuelles des génotypes. Notre étude montre que la stratégie de
maintien du pouvoir tumorigéne est essentiellement la multiplication clonale des souches introduites
(transmission "verticale" des plasmides Ti), avec cependant une contribution probable de la
transmission "horizontale" par des transferts de pTi entre les souches d'Agrobacterium. Ainsi,
nous avons suggéré que certains génotypes d'Agrobacterium tumorigénes, majoritaire dans les
tumeurs, sont bien adaptés au sol. Néanmoins, leur importance quantitative dans le sol n'est pas
connue. La sélection permettant 'adaptation au sol n'est probablement pas identique & celle
permettant une adaptation pour le potentiel infectieux. Il est en effet possible que ces Agrobacterium
* survivent & des taux faibles en 'absence de la plante-hdte et que leur sélection se fasse par leurs

propriéiés de virulence vis-3-vis de la plante. Une étude de la population des agrobactéries.

présentes dans le sol contaminé de Peyrat permettrait d'approfondir ce point. Une approche
quantitaive par dénombrement donnerait une estimation de la proportion des Agrobacterium
tumorigénes et non tumorigénes dans cet environnement, dont 1'évolution devrait étre suivie au
cours du temps. Une analyse qualitative visant & identifier les génotypes permettrait de connaitre
leurs abondances relatives dans ce sol, comparées a celles des populations tumorales piégées par la
plante. ,

L'analyse des associations entre les plasmides Ti et leurs contextes chromosomiques
nous a permis de suggérer l'existence de transferts de plasmides Ti dans les populations
d'Agrobacterium dans le sol. Cette hypothése est cependant limitée par la taille de I'échantillon étant
donné la prépondérance de la multiplication clonale. Ce phénoméne ne nous a en outre pas permis
d'établir une relation entre les fonds chromosomiques des Agrobacterium non tumorigénes
indigénes du sol, et ceux supposés dériver d'un transfert. Afin de confirmer ce résultat, il serait
nécessaire d'augmenter la taille de I'échantillon des Agrobacterium isolés du sol. Cet\ic analyse

permettrait en outre de rechercher une éventuelle spécialisation de certains fonds chromosomiques 2

accepter certains types de plasmides Ti. Le déséquilibre de la proportion des Agrobacterium
tumorigénes par rapport aux Agrobacterium non tumorigénes dans les sols pose la question de la
stabilité des associations entre les plasmides Ti et leurs contextes chromosmiques dans le sol,
environnement sans opine. Sur la base de ces observations, il serait intéressant d'émudier
I'évolution de ces populations d'Agrobacterium dans sol en fonction du temps, afin de déterminer
quelle est la voie prioritaire d'adaptation des génotypes 2 la vie tellurique 2 long terme. Cette
perspective supposerait d'analyser la population d'Agrebacterium présente dans le sol de la
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pépiniére de Peyrat & I'heure actuelle, c'est-a-dire une dizaine d'année aprés l'introduction de la
population d'Agrobacterium tumorigéne contaminante. La stabilité des associations pourrait étre un
parametre favorisant le maintien des souches tumorigénes. Nous avons effectivement pu remarqué
que certaines associations entre un plasmide Ti et un fond chromosomique sont préférentielles. Une
des hypothé¢ses expliquant l'instabilité des Agrobacterium tamorigénes dans le sol & long terme
serait de considérer le plasmide Ti comme une charge pour 'agrobactérie. La présence du plasmide
'Ti serait alors défavorable 2 la survie des bactéries I'hégergeant dans un environnement complexe.

D'autre part, des modifications génétiques du plasmide Ti peuvent avoir des
implications sur I'adaptabilité des souches d'Agrobacterium. 1l est en effet envisageable qu'au
cours de la vie tellurique des Agrobacterium, le plasmide Ti subissent des modifications pouvant

aboutir 4 un plasmide Ti désarmé incapable d'induire le processus tumoral. Le rdle d'événements’

de transposition d'éléments d'insertion sur la variabilité des plasmides Ti a ét€ soulevé dans notre
étude par la mise en &vidence de 115292 dans un type particulier de plasmides Ti. La persistance
des isolats hébergeant ce type de plasmide Ti, dans les populations d'Agrobacterium aprés un
passage par le sol, pose la question de la relation entre la variabilité diie A la présence d'éléments
d'insertion et la survie dans le sol. Cette hypothése serait & confirmer en comparant la survie de la
souche hébergeant le pTi292 muté par insertion de 115292, par rapport a celle de la souche native,
par un test de co-inoculation dans le sol. Les relations existant entre ces deux génotypes seront h
préciser en recherchant d'autres différences.

La présence d'éléments d'insertion est un facteur de variabilité des géndmes, .

notamment des plasmides Ti. La transposition de ces éléments pourraient avoir ainsi un role dans
'adaptation et I'évolution des Agrobacterium et des plasmides Ti. La présence de 115292 dans la
plupart des génotypes identifiés dans les populations analysées suggére l'importance de ce type
d'é1ément sur la stabilité des génomes d'Agrobacterium et favorise I'hypothése de transferts de
~ plasmides Ti dans cette population. Les €léments d'insertion semblent jouer un réle important dans

le transfert horizontal de matériel génétique et pourrrait expliquer la structure en mosaique des’

plasmides Ti selon le terme utilisé par Otten ez al. (1992). La similitude entre les insertions 18292 et
ISRI1 pose également la question d'échanges de matériel génétique a 1'échelle du peuplement
bactérien dans le sol entre les genres Agrobacterium et Rhizobium.

Ce travail offre des perspectives de recherche visant i caractériser plus pl\'é’:cisément
les interactions entre les populations d'Agrobacterium dans le sol en terme d'échange de plasmide
Ti. Si 'environnement tumeur est relativement connu, les facteurs qui régissent la stabilité des
associations entre les plasmides Ti et leur contexte chromosomique dans le sol restent & déterminer.
Ceci suppose d'étudier quelles sont les populations potentiellement donnatrices et receptrices de
plasmide Ti. Dans cette optique, il est tout d'abord nécessaire de préciser la distinction entre les
souches d'Agrobacterium tumorigénes et les souches non tumorigénes. Ceite approche nécessite
une comparaison approfondie des chromosomes de ces deux types de souches. L'étude d'une
population issue du sol d'un site unique permettrait de déterminer si une méme souche peut étre
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présente avec ou sans plasmide Ti, ou si la différence entre les souches tumorigénes et non

tumorigénes impliquent d'autres différences au niveau chromosomique. L'étude des transferts de’

plasmides Ti devra étre poursuivie pér des approches expérimentales en conditions contrdlées
restant cependant pfoches de la réalité. Une des approches envisageable serait I'introduction d'une
souche marquée génétiquement, porteuse d'un plasmide Ti donné, dans un sol contenant des
agrobactéries dépourvues de plasmide Ti. Cette approche serait facilitée par I'utilisation d'un
systéme permettant de supprimer l'isolement de la souche donnatrice afin de pouvoir détecter
T'événement de transfert par I'analyse des génotypes des Agrobacterium de ce sol. Cette orientation
des recherches permettra sans doute de préciser l'importance des transferts de plasmides Ti dans les
sols et les conditions dans lesquelles il s'effectue.
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ANNEXE 1. Liste des isolats d'Agrobacterium analysés, répartis par tumeur.

Le biovar (Bv.), le sérogroupe (Sg.; i: indéterminé, nt: non testé) et le génotype (ribotype et type
plasmidique} de chague isolat est indiqué.

NB: certains isolats n'ont é1é caractérisés que par leur ribotypes, & cause de l'absence
d'amplification avec les amorces ciblant le T-DNA.

1.1. Population de la pépiniére d'Orléans isolée des boutures de peuplier de 2 ans en 1985.
L.2. Population dela pépinitre de Peyrat isolée des boutures de peuplier de 2 ans en 1987.
L3. Poplﬂatibn de la pépinitre de Peyrat isolée des jeunes boutures de peuplier en 1988.

L4, Population de la pépini¢re de Peyrat isoléé des plants de peuplier issus de culture in vitro
du clone 709.3. '
I.4.1 Population du premier arrachage en février 1989 (sérogroupe non déterminé),
Seuls les isolats indiqués en caractére standard ont été pris en compte pour l'analyse de la population PEY VP,
Les isolats indiqués en italique ont &té utilis€s pour I'analyse de la diversité intratumorale.

1.4.2 Population du deuxi@me arrachage en octobre 1989,

NB. Certains isolats n'ont été caractérisés uniquement par leur ribotype
4



I. 1. Echantillonnage ORL 2A

Clone (m°tumeur) n°isolat Bv., Sg. génotype
(chr-pTi)
927 852 1 la 217721717
853 1 b 853
854 1 la 21772177
855 1 fa 2177
856 i b 853-2516
857 i b 853-2516
912-3 8530 2 nt 85 30-2516
928-1 8515 1 Ib  853-2516
924-24 8524 1 le 2517 .
920-9 A10 8538 1 1b 85 69-2516
85 66 1 1c 2517-2516
920-10 A10 8539 1 b  853-2516
907-16 Ail 8545 1 b 853
8567 1 b  853-2516
8568 1 b 853-2516
922 8546 1 b 38546
927-7 3547 1 1b  8546-2516
929-10 A10 8549 1 la 21772177
85 69 1 ib  8569-2516
920-8 A10 8552 1 le 25172516
034-23 A13 8557 1 b 853-2516
8573 2 nt 2520
740-50 A17 8559 1 b  853-2516
8575 1 Ib 8532516
8581 1 b 8532516
8585 1 nt 85 46-2516
8582 2 nt 85 30-2516
8583 2 nt 85 30-2516
740-2 A10 8560 1 b 853-2516
8576 1 b 853
T40-48 A17 8561 1 b 853-2516
8577 1 b  853-2516
8378 1 ib  853-2516
8579 1 ib  853-2516
907 8563 1 1o 8532516
8586 1 Ibh 853
8587 1 Ib 853
8589 2 nt  8530-2516 -
906-25 A10 85104 1 le  85104-2516
85121 1 nt 25172516
85123 2 nt  8530-2516
022-7 All 85101 1 Ib  8546-2516
85102 1 Ib  8546-2516
85105 1 ib 8546
85 120 2 nt 85 110-2516
914 85 106 1 1b  8548-2516
85112 1 la 21772177
85110 2 nt 85 110-2516
85124 2 nt  8530-2177
934-35 8513 1 nt 21772177
8540 1 nt 21772177
934-39 85 37 1 at 21772177
908-1 A12 8595 2 nt 2520
8596 2 nt 2520
908-1 A1l 3597 2 nt 2520
808-111 6 85178 2 nt 85178
85 186 2 nt  2520-2516
706-2 85 183 2 nt 8530
85 187 2 nt 8530
85189 2 nt 8530
604-21 85194 2 nt 2178




I. 2. Echantillonnage PEY 2A

n® tumenr n°isolat Bv. Sg. Génotype
_ (chr.-pTi)
1109 M2 1 b 2516-1903
M42 1 1a 21772177
1114 M288 1 1b 8532516
M3 2 nt 85 30-1903
612 M9 1 1b  M92516
M10 1 1b  M9-2516
624 M15 i nt M15-1903
M290 1 la 2177292
MI13 2 ni 85 30-1903
1254 M20 1 la 21772177
1102 M29 2 ot M29-M80
1273 M274 1 ib 8546
M32 2 nt 85 30-M30
649 M56 1 1a 2177-2177
1186 M291 1 1a 85 104
538 M61 1 1a 21772177
_ M62 2 m M62
438 M73 1 lc 2516-1903
M74 1 la 2177
1369 M80 2 nt 85 30-M80
M381 2 nt 85 30-M80
858 M8B3 1 1b 8532516
ME4 2 nt 85 30-1903
873 M97 1 Ib 8532516
448 M102 1 1c 2516
912 Mi11 2 nt 85 30-M80
1358 M119 1 1b  853-2516
M116 2 nt 85 30-1903
1371 M126 1 ib 85 3-2516
Mi131 1 la 21772177
M258 1 1b 853
425 M295 1 1b  8546-2516
M138 2 nt 85 30-1903
M139 2 nt 85 30-1903
M140 2 nt M140
864 M142 1 1a 2177-292
M143 1 nt 2177292
M145 1 nt 2177
M146 1 nt 2177
M147 2 nt 85 30-1903
874 M143 1 1b 85 3-2516
M150 2 nt 85 30-1903
596 M162 1 b = 853-2516
M163 1 b 853-2516
1329 M166 1 16 8546-2516
1327 M171 1 1b 85 3-2516
M176 1 Ib  833-2516
M175 2 nt 8530-1903
1007 Mi132 1 ib  MI182
M134 2 nt 8530-1903
883 M204 1 la 2177-292
M206 2 nt 85 30-1903
850 M209 1 i 2177292
M210 1 b 853-2516
M207 2 nt 85130-1903
1412 M214 1 1o 853-1903
1339 M225 2 nt  8530-1903
877 M229 1 1b 85 69-1903
M278 1 ib  8569-1903
862 M240 1 1a 20772177



1542
517
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1102

-

[ INC R I C RPC Y

M282
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M292
M301
M305
Mi21
M180
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MI189
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nt
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nt
1b
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1b
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8530
M262-M80
2516

‘M29

85 3-2516
85 3-2516
21772177
2520-2516
2520-2516
85110

85 30-1903




L 3. Echantillonnage PEY JT

Clone n°tumeur n°isolat Bv. Sg. Génotype
‘ (chr.-pTi)
7128 7128¢ X88 268 i la 2177292
X88 269 1 la 2177
T7i28e XB8 277 1 Ib 8532516
X88 278 1 Ic  2516-1903
, X88279 -1 Ic 2516-1903
7128 1% X883 282 1 b 8546-2516
X88 283 1 b B8546-2516
171 71712a  X88284 1 e 853
X88 285 1 Ib  8546-2516
71712b  X88288 1 b  8546-2516
X88 289 1 1b  8546-2516
X88 291 1 1b  8546-2516
71712c  X88292 1 la 2177292
X88 293 1 la  2177-292
X88 204 1 la 2177292
71712d  X88299 1 b 8532516
X88 300 1 16 B1133
X88 301 1 Ib  853-2516
71712e  X88303 1 e 2516-1903
X88 304 1 I 2516-1903
X88305 1 1b BI133
7122 7122a X88 308 1 la 2177
X88 309 1 Ic  2516-M80
7122b X88 311 i la 2177292
X88312 1 la  2177-292
7122¢ X88315 1 la. 21772177
X88 317 1 1b  8546-2516
X88 318 1 b  8546-2516
7122d X88 322 1 ib. 8546-2516
X88 323 i Ib  8546-2516
7122e X88 327 1 la 21772171
X88328 1 la 2177292
X88 329 1 b  8546-2516




L 4.1 Echantillonage PEY VP. 1¢re année.

n° tumeur n°isolat Bv. Génotype

(chr.-pTi)
Ab68 AGS 3 1 85 3-2516
A6810 1 2516-M80
A68 20 1 A68 20-M80
A68 32 1 85 46-2516
Ab68 39 1 2516
A8 6 1 B1133
A68 7 1 2516-M80
A68 15 I B1I33
A68 18 1 A68 18-2516
A68 19 1 A68 20-M8¢
ABB 23 2 85 30-1903
AG68 38 2 85 30
A68 24 2 85 30-1903
AG8 27 2 85 30-1903
A68 34 2 85 30-1903
A68 43 2 85 30-1903
AGS 45 2 85 30-1903
Al34 Al34 3 1 85 46-1903
Al346 1 Al134 5-1903
Al347 1 A134 5-1903
Al34 11 1 Al34 5-1903
Al34 15 1 Al34 5-1903
Al34 19 1 Al34 5-1903
Al342 1 Al3d 5-1903
Al34 4 1 Al34 5-1903
Al34 9 1 Al34 5-1903
Al34 10 1 Al34 5-1903
Al34 13 1 Al34 5-1903
Al34 14 1 Al34 5-1903
Al34 17 1 Al34 5-1903
Al34 21 2 M29.2516
Al34 34 2 M29-2516
Al34 42 2 85 30
Al34 22 2 M29-2516
Al34 23 2 M29-2516
n Al34 24 2 M29-2516
Al34 25 2 M29-2516
Al34 27 2 M29-2516
Al34 28 2 M29-2516
Al35 Al357 1 85 3-2516
Al359 1 853-2516
Al3510 1 8532516 -
Al3521 2 85 30-1903
B113 B1133 1 B113 3%
B1134 1 85 46-2516
B1137 1 B1133
BII3 8 1 B113 3
B1i3 11 1 Bi113 3
B11312 1 Bl13 3
B113 13 1 B113 3
B113 16 1 Bi1l33
B113 17 1 B1133
Bii3 19 1 B113 3
B11320 1 B1133
B11321 2 85 30-1903
B11322 2 85 30-1903
B11323 2 85 30-1903
Bli3 24 2 85 30-1903
B11325 2 85 30-1903
B113 26 2 85 30-1903
B11327 2 85 30-1903
B11328 2 85 30-1963
C106 C106 27 2 2178
C106 28 2 2178-2516




I 4. 2 Echantillonnage PEY VP. 2&me année.

n°tumeur n®isolat Bv. Sg. Génotype
(chr.-pTi)
A34 A3 11 1 mt BII33
A3421 1 Ic BI1133
A34 31 1 lc BI1133
A34 32 2 nt 85 30-1903
A73 AT3 21 1 b 853-1903
AT73 31 1 ib  853-1903
A%6 A96 11 1 v - 2516-M80
A96 21 1 b  2516-M80
B76 B76 11 1 1b  8546-2516
B7621 1 Ib  BS546-2516
B8O B8O 11 1 la 2177292
B80 21 1 la 2177292
B30 31 1 b 2177292
BBl BE1 11 1 la 85 46-2516
B8121 1 la 2177292
B85 B85 11 1 nt 85 46-2516
B8521 1 la  2177-292
B8531 1 i 2177-292
B85 12 2  nt 85 30-M80
BR9 BRI 11 1 i B89 11
B10O B100 11 1 i B100 11-1903
B10021 1 i B100 11-1903
Ci Cl11 1 i 85 46-2516
C121 1 b 8546-2516
, C131 1 b 8546-2516
c2 C212 2 nt 85 30-1903
C222 2 nt 8530-1903
C232 2 nt  8530-2516
C17 C1711 1 b 2177292
C1721 1 1b 2177-292
C25 Cs 11 1 b 2516-2516
C2521 1 Ib  853-2516
C2512 2 8530-1903
Ci522 2 nt 85130
| C2532 2 nt  8530-1903
C80 C80 12 2 nt 85 30-1903
C80 22 2 nt 85 30-1903
€82 C82 21 1 i B1133
€32 31 1 i Bi133
C8212 2 nt 2520
€82 32 2 m 8530
C87 C87 11 1 i 85 46-2516
c8721 1 1Ib  8546-2516
C87 31 1 1b B1133
C87 12 2 nt 85 30-M80
C87 22 2 nt 85 30-M80
C87 32 2 nt 85 30-M80
€911 C91111 1 ib  853-2516
C911 21 1 b 8546-2516
C911 22 2 nt 85 30-2516
Co11 32 2 nt 85 30-2516
C100 C100 11 1 i 85 46-2516
C100 21 1 b  8546-2516
C100 31 1 b 8546-2516
C100 32 2 nt 85 30-1903
C103 Ci103 11 1 nt 853-2516
C103 21 1 Ib  853-2516
C104 Ci04 21 1 ib  8546-2516
C104 31 1 16 85462516
Cl104 12 2 ot C104 12-2516
Cip4 22 2 nt C104 12-2516
C104 32 2 nt Cl04 12




ANNEXE II. Liste des isolats d'Agrobacterium isolés du sol de
la pépiniére de Peyrat.

N°isolat ~ Bv. Sg.. Génotype

911 1 1b 86
Co1 2 1 1b S4
C913 1 1b $3
Co1 4 1 i $8
Co15 1 1b 7
€91 6 1 i S8
Co17 1 1b $3
€91 8 1 1b s7
Co1 9 1 1b s3
€91 11 1 1b S3
Co1 12 1 i S9
€91 13 1 i 2517
Co1 14 1 ib s7
Co9115 1 i S5
C91 16 1 lc S10
€91 21 1 i sS4
€91 50 1 1b 83
€91 54 1 i s2
C91 55 1 1b $8
C91 56 1 i s1
C91 57 1 i s1
€91 58 1 i S1
C91 59 1 i s1
C91 60 1 i 's1
C91 61 1 i s1
o162 1 Ic S1
C91 63 1 Ic S1
C91 64 1 Ic St
C91 65 1 1c s1
C91 66 1 lc St
€91 68 1 i $1
€91 70 1 i s3
9176 1 i S8
€91 80 1 i S8
C91 206 2 nt 2520
€91 208 2 nt 2520
C91 210 2t 2520
€91 213 2 nt 2520
91218 2 ont 2520
€91 220 2 mt 2520
€91 222 2 oat 2520
(91225 2t 2520
€91 226 2 2520
€91 227 2 nt 2520




ANNEXE IHI.

Ladder 123pb Ladder 1kb
(pb) (pb)
1107 1018
934 517
861 506
738 396
615 344
492 208
369 220
246 201
123 154

134
73

Marqueurs de poids moléculaire

Sites de 4 bases Sites de 5 bases

enzyme site enzyme site

Alul AG/CT Apyl CC/wGG

Cfol GCG/C Avall G/GwCC
Haelll GG/CC Ddel C/TnAG
Mspl C/CGG DsaV /CCnGG
Ndell JGATC Hinfl G/AnTC
Nlalll CATG/ Ncil CC/sGG

Rsal GT/AC Sau96l G/GnCC

Tagl T/CGA |

Thal CG/CG

Enzymes de restriction utilisés et sites correspondants

w:AouT,sCouGnACGouT




ANNEXE 1V, Taille et nombre des fragments de restriction

IV.1. Fragments de restriction du géne 16S

IV.2. Fragments de restriction de la région 1656-235132

IV.3. Fragments de restriction de la région virA2275-virB164

IV.4. Fragments de restriction de la région tmr530-n0s975



IV.1. Fragments de restriction du géne 168 pour les trois enzymes testés.

{le nombre de bandes obtenues pour chaque profil est indiqué entre parenthéses)

Taille des fragments (pb)

Ndell

Taql

Haelll

A. radiobacter C58

A. radiobacter 1904

A. rhizogenes

A. vitis

A. rubi

945, 221, 165, 83, 24
&)

945, 221, 165, 83, 24
5 |

710, 221, 175, 165, 83, 60, 24
o) |

945, 221, 165, 83, 24
) |

945, 221, 165, 83, 24
(5)

838,
)
838,
&)
468,
(6)
838,
&)
838,
)

31s,

316,

220, 48, 36

220, 48, 36

364, 313, 220, 57, 36

316,

318,

220, 48, 36

220, 48, 36

486, 205, 179, 175, 107, 135, 85, 66
(®)

4.36, 185, 179, 173, 135, 107, 85, 66, 20
) '

486, 282, 205, 179, 135, 85, 66
7

571, 282, 2b5, 179, 135, 66
6)

486, 205, 179, 175, 135, 107, 85, 66

@




IV 2. Fragments de restriction de la région 1656-23S132

(les bandes de faible intensité sont indiquées entre parenthdses, les bandes soulignées correspondent aux parties 16S)

Population tumorale - Enzyme Taql:

Types Nb Taille des fragments {pb) Somme (pb)
85 3 12 (14) 833, 453, (357), (342), 322, (279), 226, 153, 140, 131, 61, 51, 37,28 2437 (978)
85 46 13 8335, 453, 342, 322, 226, 140, 131, 74, 69, 61, 51, 37,28 2769
2177 12 833, 453, 322, 322, 226, 153, 140, 131, 61, 51, 37, 28 2758
2517 13 835, 453, 357, 322, 202, 153, 140, 131, 105, 61, 51, 37, 28 2875

- 85 69 12 (14) 835, 453, 357, (342), 322, (279), 226, 153, 140, 131, 61,51,37,28 2794 (621)
85 104 14 835, 389, 342, 322, 202, 153, 140, 131, 105, 74, 61, 51, 37, 28 2871
2516 12 835, 453, 342, 322, 226, 153, 140, 131, 61, 51, 37, 28 2779
B113 3 1l 835, 453, 322, 322, 279, 226, 140, 61, 51, 37,28 2753
M15 12 835, 342, 322, 315, 279, 226, 143,140, 61, 51, 37, 28 2779
M9 11 (13) 835, 453, (342), 322, (279), 226, 153, 140, 131, 61, 31, 37, 28 2437 (621)
MI1g82 11 835, 453, 342, 322, 279, 226, 140, 61, 51, 37, 28 2774
M292 13 835, 389, 357, 322, 202, 153, 140, 131, 105, 61, 51, 37,28 2811
Al34 5 12 835, 453, 342, 322, 239, 189, 105, 74, 69, 61, 51, 37, 28 2882
A6 18 13 833, 453, 342, 322, 226, 140, 131, 113, 74, 69, 61, 51, 37, 28 2882
AGs 20 14 835, 389, 322, 322, 226, 202, 153, 140, 131, 105, 61, 51, 37, 28 2799
BS9 11 © 833, 453, 322, 322, 279, 140, (2351)
B100 11 10{11) 835, 550, (453), 322, 322, 279, 140, 61, 51, 37, 28 2625 (453)

Population du sol - Enzyme Tagl:

Types Nb Taille des fragments (ph) Somme (pb)
S1 9(12) 833,453, (389), (357, 322, 321, 226, (202), 153, 140, 131, 105 2686 (948)
S2 8(9) 838, 453, 357, (342), 322, 226, 153, 140, 131 2617 (?,'42)
S§3 8 (11) 833,453, (389), 357, (342), 322, (226), 202, 140, 131, 105 2545 (957)
S4 8(9) 835,453, (357, 342, 322, 202, 140, 131, 105 2530 (357)
S5 8 8335, 389, 357, 322, 202, 140, 131, 105 2481

Sé 8 835, 389, 342, 322, 226, 153, 140, 131 7538

S7 5(10) 833, (453), (389), 322, 321, (279), (226), (202), 140, 105 1723 (1549)
S8 8 833, 550, 322, 321, 153, 140, 139, 131 2571

859 g 833, 389, 322, 321, 202, 153, 140, 131, 105 2598

S10 9 (10) 833, 453, 342, 322, (226}, 202, 153, 140, 131, 105 2683 (226)

NB. La parti¢ basse des gels étant illisibles , les tailles totales et Ie nombre de fragments obtenus sont sous-estimés,



Population tumorale - Enzyme Haelll:

Types Nb Taille des fragments (pb) Somme (pb)
85 30 10 554, 491, 402, 402, 276, 228, 181, 89, 72, 72 2767

2520 12 597, 491, 425, 276, 228, 185, 181, 164, 89, 87,72, 72 2867

85 110 11 491, 402, 402, 402, 276, 228, 181, 134, 89, 72, 72 2749

85 178 10 524, 491, 491, 349, 276, 228, 181, 89, 72, 72 2773

2178 11 491, 402, 402, 355, 276, 228, 181, 134, 89, 72,72 2702

M29 13 554, 491, 402, 402, (304), 276, 228, 181, (134), (109), 89, 72,72 2767 (547)
M62 10 597, 491, 466, 349, 276, 228, 181,89, 72,712 2821

M140 11 554, 491, 402, 304, 276, 228, 181, 109, 89, 72,12 2778

C104 12 10 491, 491, 402, 402, 276, 228, 181, 89, 72,72 2704




IV.3. Fragments de restriction de la région virA2275-virB, 164

Type Taille des fragments {ph)
Cfol Ddel Haelll Mspl
VIR1 434, 275, 256, 189, 752, 344, 270, 168, 73, 593, 475, 352, 196, 25, 969, 164, 158, 110,
159, 136, 125, 80, 19 66 22, 10 106, 56, 51, 34, 25
VIR2 434, 411, 256, 189, 752, 344, 270, 241, 66 593, 475, 352, 196, 25, 969, 154, 158, 110,
159, 125, 80, 19 22, 10 1086, 56, 51, 34, 25
VIR3 434, 411, 256, 189, 752, 344, 270, 168, 73, 593, 475, 352, 196, 25, 969, 164, 158, 110,

159, 125, 80, 19

66

22, 10

1086, 56, 51, 34, 25

IV.4. Fragments de restriction de la région tmr530-n0s975

pTi  Taille des fragments (pb)
Ddel Tagql Rsal
2516 680, 585, 545, 460, 405, 232, 194, 163, 461, 412, 319, 262, 240, 202, 180, 172, 1245, 1147, 757, 201, 179, 140
139, 125, 96,78 (12,3702)2 155, 155, 145, 141, 141, 112, 105, 90, (6, 3669)
; 60, 55, 50 (19, 3607)
2177 680, 585, 545, 405, 367, 232, 194, 163, 461, 412, 319, 297, 262, 240, 202, 180, 1245, 1147, 757, 201, 179, 140
139, 125, 96, 96, 78 (13, 3705) 172, 155, 150, 141, 141, 112, 105, 90, (6, 3669)
60, 53, 50 (19, 3604)
1903 680, 585, 545, 460, 405, 232, 194, 163, 461, 412, 319, 297, 262, 240, 202, 180, 1245, 1147, 757, 201, 179, 140
139, 125, 96, 78 (12, 3702) 172, 155, 150, 141, 141, 112, 105, 90, (6, 3669)
| 60, 55, 50 (19, 3604)
MS8Q 680, 585, 545, 425, 405, 367, 163, 139, 412, 319, 297, 270, 243, 220, 202, 202, 1245, 1147..757. 201, 179, 140
125, 96, 96, 78 (12, 3704) 180, 172, 155, 150, 141, 141, 112, 105, > (6, 3669)
. 90, 60, 55, 50 (20, 3581)
T37 680, 585, 545, 405, 367, 232, 194, 163, 461, 412, 319, 297, 262, 240, 202, 180, 1245, 757, 674, 532, 201, 179,

139, 125, 96, 96, 78 (13, 3705)

172, 155, 150, 141, 141, 112, 105, 90,
60, 55, 50 (19,3604)

140
(7, 3728)

{a): nombre de bandes obtenues pour chaque profil et somme des tailles des fragments (pb).



ANNEXE V. Fréquences des ribotypes dans les quatre populations tumorales

Les effectifs supérieurs ou égaux 2 4 sont soulignés,

Fréquences des ribotypes des isolats de biovarl.

ORL 2A PEY 2A PEY JT PEY VP

nb % nb % nb % nb %
83 21 48,8 15 31,9 4 12,1 10 18,5
8346 1 16,3 3 6.4 1 33,3 17 31,4
2177 8 18,6 17 36,2 u 33,3 8 14,8
2517 4 9,3 0 0 0 0 0 0
85 69 2 4,7 2 43 0 0 0 0
85 104 1 2,3 1 2,1 0 0 0 - 0
2516 0 0 4 8,5 5 15,2 4 74
M15- 0 0 1 2.1 0 0 0 0
M9 0 0 2 43 0 0 0 0
M182 0 0 1 2,1 0 0 0 0
M292 0 0 1 2,1 0 0 0 0
B1133 0 0 0 0 2 6,1 8 14,8
Al345 0 0 0 0 0 0 2 3,7
A68 20 0 0 0 0 0 0 1 1,9
A68 18 0 0 0 0 0 0 1 1,9
B89 11 0 0. 0 0 0 0 1 1,9
BI00 11 0 0 0 0 0 0 2 3,7
Total 43 100 47 100 33 100 54 100
Fréquences des ribotypes des isolats de biovar2. |

ORL2A PEY 2A PEY VP

nb % nb % nb %
8330 9 50,0 19 70,4 25 75.7
2520 S 21,8 2 74 1 3,0
85 110 2 11,2 1 3,7 0 0
85 178 1 55 0 0 0 0
2178 1 5,5 0 0 2 6,1
M29 0 0 3 11,1 2 6,1
M62 0 0 i 3,7 0 0
M140 0 0 1 3,7 0 0
C104 12 0 0 0 0 3 0
Total 18 100 27 100 33 100




ANNEXE VL Fréquences des types plasmidiques dans les quafre populations
tumorales.

Les effectifs supérieurs ou égaux 2 4 sont soulignés.

Fréquences des types de plasmides Ti associés aux isolats de biovarl.

ORL 2A PEY 2A PEY JT PEY VP

nb % nb % "nb % nb %
2516 21 73 17 45 14 50 25 57
2177 7 27 9 235 2 0 0
MBS0 0 0 1 2,5 1 4 9
1903 0 0 [+} 16 4 14 1 16
292 0 0 3 13 1 25 8 18
Total 34 100 38 100 28 100 44 100

Fréquences des types de plasmides Ti associés aux isolats de biovar2.

ORL 2A PEY 2A PEY IT PEY VP

nb % nb % nb % nb %
2516 8 80 3 13,5 . - 8 31
2177 1 10 0 0 - ; 0 0
MB.0 1 10 3 23 - - 4 15
1903 0 14 63,5 - - 14 54
292 0 0 0 - - 0 0
Total 10 100 2 100 - ; 26 100




ANNEXE Vii. fréquence des génotypes dans les quatre popuiations tumorales

Fréquences des génotypes des isolats de biovarl.

ORL 2A PEY 2A PEY JT PEY VP
nb % nb % nb % nb %
853 /pTi2516 16 47 13 34 3 il -8 18
853 /pTil903 0 1 2,5 0 2 4,5
8346/ pTi2316 3 14,5 2 5 1 39 16 36
85 46/ pTi1903 0 ' 0 0 1 2
217 2177 1 205 2 235 2 7 0
2177 [ pTi292 0 3 13 Z 25 8 18
2517 / pTi2516 3 9 0 0 0
85 69/ pTi2516 2 6 0 0 0
85 69 / pTi1903 0 ' 2 5 0 0
85 104 / pTi2516 1 3 0 0 0
2516/ pTi2516 0 0 | 0 1. 2
2516/ pTi1903 0 2 5 4 14 0
2516/ pTiM80 | © 0 1 4 3.7
M15 / pTi1903 0 1 2,5 0 0
M9 /pTi2516 0 2 5 0 0
M292 / pTiM80 0 1 2,5 0 0
A1345/pTil903 | 0 0 0 2 4,5
AG8 18 /pTi2516 | 0 0 0 0
A6820 /pTiM80 | 0 0 0 1 2
B10011/pTil903} 0 0 0 2 45
Total 34 100 38 100 28 100 4 100
Fréquences des génotypes des isolats de biovar2.
ORL 2A PEY 2A PEY VP
nb % nb % b %
85 Ti2 5 50 0 3 11
85 30 / pTi1903 0 14 64 14 52
5 TiM 0 4 18 4 15
85 30 / pTi2177 1 10 0 0
2520 / pTi2516 1 10 2 9 0
85 110 /pTi2516 | 2 20 0 0
2178 / pTi2516 0 0 1 4
2178 / pTiM80 1 10 0 0
M29 / pTiM80 0 1 4,5 0
M29 / pTi2516 0 1 4,5 2
C104 12 fpTi2516 | O 0 2
C104 12 0 0 1 4
Total 10 100 22 100 27 100




ANNEXE VIII. Comparaison des séquencgs nucléotidiques et protéiques
- Alignement entre les séquences nucléotidique des 15292 et ISRI1.
- Alignement entre les séquences nucléotidiques de 115292 et du Tc-DNA15955.
- Alignement entre les séquences nucléotidiques de 115292 et du fragment C25.

- Alignement entre les ORFs de 115292 et les séquences protéiques des bases

de données NBRF et GenBank.,



Query sequence name = 118292
Query sequence length = 2494
Query seq. file name = is292
Search K-Tuple size = 4
Subsequence length = 5000

Database

GenBank/EMBL DNA sequence database

No. top scores saved = 30

No. sequences searched = 1619

INSISRL1A : Insertion sequence ISR1l (from R.lequminosarum)
Sequence Length = 2495

Subsequence ¥ = i

Initial score = 476

1

2

61
52
121

122

181
182
241
242

30z

30z

360

362

420

422

480

482

TAAGLGGCAAGCTGACGCCGTTCAGGCCTTGTAGCTCCACGGCATAAGAGTATGGATTTC

..................................

TAAGCGACAAGCCGGGGCCGTTCAGGCGGCGTAGTTCCRTGGCATGAGGGCGTCGATTTC

.....

GCTGCTAGGCCAGCCATTTGGGAGGCGCTCGAGCGTCTGCGTCAGCCAAGCCTGGGGATC

........ R . R

..........
-------------

.........

ACTGTTGGGCCATCCATTCGCAAGGGCCTCAAGCGTCTGGGTCAACCAGGCTTGCGGATC

GACAGAATTCATCTTTGCAGTCTGCAGCAGCGACGCGATTGTCGCCCATGCCCTGCCTCC

--------------

.................
..............

.................

GACGGCATTCATCTTTGCCGTTTGCAGGAGCGTCGCGATGuTCGCCCAAGTCCGGCCGC“

”~

GCCGTCGCTGCCGGCAAAGAGACTGTTTTTTCTTGTGATCGCCTGAGGTCTGATCGCTCG

-----------------------------

-------------

ACCGTCGCTTCCAGCGAATAGACTATTTTTTCTCGTGATCGCTTGGGGTCTGATTGCTCG

~

CTCGACGATGTTGGAGTCGAGCTCGACACGGCCGTCGGTCAGAAAGCGTTCGAAGACGTC

I

--------------------
..........................

....................

CTCGACTATGTTGGAGTCGAGTTCGATGCGGCCGTCGG;CAGGAAGCGCTCGAAGAT TC

~ ~

ACGACGCTTGATCGAGTACCGTAGAGCTTCGGCGA*GATTGGATTTGCCTGATACTCGCG

--------------------

......
....................

TCGACGCGAGATGGCATAACGCAGAGCCTCGGCGAGGTTTGGATTTTCCAGAGACCCGCG

GCAAAGTCGTCTGCCAGAGAGTGAAGAGuCATCGGACTATCGCCGCCGAGCGTTCTTGTC

..........

GCHGGGTCuCCTGCCAGAGAGTGAAGAGuTCACGGACGATCGCTGCGGAGATCTCCTGGu

GGGCKGCGACACGCGCCTCAGGGCTTTGACCACGGACGGTATCTTCTATTTCCC%GAG»G'

.....

------------

GTGCAGCCACACGAGCTTCRGGGCTTTGuGCCCGCACACGCTCC“CGATC“C”CATAACC

~ ~

...........

~ -

TTGCC%LTCGCTCGAGGGTCTCTGTTGCuACC“TGuAGCTTTTCuCGATATGuAATTCAm

TCGuCATACGCTCGACGGTGTCGGTAGCGACTTTCGAGCTCTTTGCGACATGCAAPTCGT

...........

complets seqg

60

6L

120

121

180

181

240

241

360

301

358

361

431

539

541



540

542

600

602

659

662

718

722

AGAACTTGCGACGGuTATG;GbCCAGCAG AGuCnGAAC1ACGCCGTCuTTGCCGuCC¢.

LR T v T Tt 4w a e 4= v - PR I B SR

AGAACT TTCTCCGQCTGTGCGACFAACAGCMGGLCDGUATGGMGCTGTTATTGCCTCCAT

CmTGCGGACAAGC*TGCTGTAGGCCCCGTACCCGTCAACCTGCA—GAATCCGCGATPGC

a v 4 s owome aoaoeosoaw L [ . .. T [ L
......

CTTTCCGuACGAGCTTGTTATAAGbGuCATATCCATCGACuTGCAGGATTCCACGnTAGC

.......

CCC”GAGGTGCCGTGCCKCGCAGTCGuTCGCCCGACTCTCTTCGAAGCGnTAGuCCACCA

CGATuAGuTGTCGTGCGACRCACTCGGTGGCTCGAC“GTCCTCGAAGCGATAGGCTACCA

~

TGGGCGGGCCATTGCCTCCGAACGGTCGGTCATCCCTGGCATAGGCCCACAGCCATGCGG

= - . B e m e . & m e owotaoaE o mw R4 wsoEaaw w4 EE s emEwoaoww
a “ = woas owa ca e e - N RS

TCGuTGGACCGCTGCC CCCAAAAGTCGGTCATCCCTGGCATACGCCCATAGCCATGCCG

779\TWTTCGCCGACCCGGACCCAGGCGCCAGTGTCGGCAG TCGTCTCGTCGGCAAATATTC

781

83¢

841

959

960

1019

1020

1079

1080

1139

1140

1189

1233

125¢

TCTTCGCTGATCCGGRACCAGGAGCAAGTGTGGGCAAGGTCGT*TCGTCGGCAAAGATCC

~

GTTCCGCCTTCTTGATTTCGTTCAGGATGTAATCGGCGAGGATGTCGAGCTCGAACCCCA

- A 3 - e s om e som D R R ] H LR R RN R ) ..
. . . 44 e e 4o s 2 4 e v . - .

GTTCGGCCTTCTTGATCTCATCGAGGATGTAGTCGGCGAGGATATTGBGCTCGAACCCCA

GCTTTCCCATCCATTGAGCCATGAGCCTGCGGTCGAGTTCuACCmTGTCGCGGGCGTA}K

TTGCCCATCCRTTGACCCRTTAGCTTGC GTCGAGTTCuACCTTG;CGuGTGCG” GA

TCGCCTCCTGCCGATAGAGTGGTAGCCCATCGGCATATTTGGACACGGCGATCTGAGCCA

b R RN .. = . P R ‘. s 4w ey L -
P roe o

e e s e aamaea M- - HEM

TGGCTTCCTGGCGATAGAGTGGCAGCCCGTCGGCAEATTTGGAAACuGCGATCTGGGCCA .

GAAGCGCTTCTGT*GGAATGCCCGCCTCAATGATATGTGTCGGGGCCGCAGCCTGGATCA

MR "4 s raes e e

I -y a s [ + 2 mea s H . PR s
..... EEE

F e aee s+ o eowomams s wy moewoaoa

GAAGTG TTCCGTGGGAATGCCACCTTCGATGnTGTGTGCCGGAGCCGCCGCCTGGACGA

CGCCGTCTTCGTTC“TAAAAGCG;ATTTGuGACuGCGCGTAACAATGACACGGAAC“TCG

- .. HEE H H L] . 0
+ - .. M

CACCATCCTCGTTCCTAAAGGCATAC*TCGuCCGGCGGGTGACGATGACACGGAACTTCG

CTGCAACGACATCCAAGCGTTCGGGnTATGTCCTCTCCGATCAGGATTTTGGTCTTACCC

1 R N R I R R R B R SR R

R BN N RN R
..................

CTGCCACGACnTCCAGCCGCTC GuAGACGTCTTCGCCAATCAGGATCTTGGTCTTACCT

GCATGCTCCGGCAAATCTTCCGGCTCGATCACCACCTCGATACGC“CCAGATGCGCCGCA

----- . R P ] -4 “ e e oxoa R Pt
....................

GCATGTTCTGGAAGCTCTTCCGGTTCGATCACGACCTCGACGDGCmCAAGATGAGUCGCA

AAG»CCTTGCG*GCCC“CGuTTGAC TTGC»AWCTTTGTT———GATGCCACTCGTAACC

................

%AGCC”TTGCGTGuCCGCGuAGC G;TTGCTGTCCuCGCTACCGCGGuC“TTCG;CACu

599

601

658

661

718

721

778

780

838

840

898

gQ0

9s8

g58

1018 -

1019

1078

1079

1138

1139

1198

1188

1258

1258

1315

1318




1316

1319

1376

1378

© 1435

1439

1494

1498

1554

1557

l6ld

1617

1674

1677

1734

1737

1794

1797

1854

1856

1914

1915

1974

1974

2033

2034

TTGuCCCTGATCuCCGCAATACCGGTCTCGATCTCCTCAAAGACAAAAFCATGCTGCTCG

TGAGCCTTGATCGTCGCAATGCCGGTCTCGATCTCTTCGAAGACAAAGGCATGCTGCTCG

~

TCATC AACACTGGCCGCTGCAAGTTTCTCTGAACGCCGTCCGAAGCGCGCGCGGTCAAA

.....

.....

TCATCGACCGGTGGATGATGCAAGCCTTTCCGAGCGTCGGCCAAATCGGGCGCGATCGAA

AGCTTTCAGGATC TGTGTCAGCCGCTCGATGCGCTCATCGGCATCAGCATTTCGGGCC%

...................................
.....

............................................

AGCCTTCAGGATCTTGCGTCAGCCGCTCGATGCGCTCATCGGCGTCCGCGTTGC GGCCT

CGAGATCATCGACCTGCTTTTCCAAAGCCTCGACGCGAGCGGCCTTTTCGGCCATGGCAA

............................

..........
...........

---------------------------

CTAGATCGTCAACCTGTTTCTCCAAAGCCTCGACGCGGGCTG—CTTTTGCACAGTGGCAA

A

GAACCATGGCCTTGAGTGCCTCTACATCATCCGGGAGCTCTATATCGGGTCGCGTCATGG-

......................................

...............

GAACCATGGCTTTGAGAGCCTCTACATCATCCGGGAGCTCAATCTCGGGCCGCGTCATGG

" ~ ~ Ea

----------

GTATGATCAGAGCATATTTTGCTGTGATCCGCCCGCAGTTTCAGGTGCATGATTCAATTC

-------------------------------------------
..........................................

GTATGATCAGAGCATATTTTGCCGCGCTCCGCCCATGCTTTCAGGGACCTGATTCACTTC

~

GCCGCAGGGGTTTTACCCAACAATCTCTGGTGGCTTGATGGGTGTTGATCGAACGCGTTT

.............

GCCGCAGCGGTTTTACCCAACAATCTCGGGAGGCTTCACCGGCGCGGATCGAACTCGCTT

CCAGTCCATTCCATCCACCAAAGCCAGAAGCTGGGCATTGTTGAGCTGGACCTGGCTGTG

......................
...........

............
......................

CCAGTCCATTCCGTCGACCAAAGCCAGAAGCTGGGCATGATTGAGCTGGACGCGATGATG

TCCGATGCGCGGCCAGCAGAACTGGCCTTTCTCCAGCCGCTTGGCGTAAAGGCAAACGCC

....................
----------------------

....................

GCC ATCCGGGGCCAGCAGAACTGGGCTTTTTCCAGCCGCTTCGCATAGAGGCAAACGCC

GGEGCCATCCCACCATACGATCTTGATACGGTCTGCTCGTTTCGCCCGGAAGACATAAAG

..........................

.......................
..........................

........................

-GAGCCATCCCACCACACGATCTTGACTCGGTCTGCTCTCTTGGCCCGAAAGACPTAAAG

AGCTCCGTTGAACGGATCACTGCCAGCATCTCGAACCAGTGATAGCAAGCTGTCAGGTCC

.........................................
.........................................

TGCACCGTTGAAC~GATCACTGCCAGCATCCCGTACCAGCGAAAGCAAGCTGTCGGCCCC

TTACGGAAGTCGATCGGATGGCTCGCCAGAAAGACTTTCA“GTTCGACGGGATCATGCCG

.......................

......................
-----------------------

TTTCGGAAGTCGATGGGATGGCTCGCAAGAAAGACCTTCACGCCGGACGGGATCATGCCG

~ ~ ~

ACGGACGCTC———GATCACGCGACTGAGGTGTGCTTCATCGGCATCCACCCCCGCCCGGA

ACCGCACCGCTCGGATCACCCGCTGCAGCTGTGCTTCGCCGATATCTGCGTCGG;ACGGA

~ ~ -~ -~

1375

1378

1434

1438

1493

1497

1553

1556

1613

161l¢

1673
1676
1733

1736

1793

1756

1833

1855

1813

1914

1973

1973

2032

2033

2089

2093



2090

2094

2210

2212

2270

2270

2330

2330

2390

2390

2430

2459

TAATTECG CG CGnTiACC%CCTCGATCaC uCCCbCCGCAAACCGGCCCp AATCCG

................... [ .

TAATGACGTCuCCGATCACAAGCTCGATCnTCCCACGTGTGuCAATCGTCCTGGTCCC“G

~ -~

CCTCGACAGACGCAGGCACCGGAAGAGCC CTTGTTCG CGCGAGGCATCACuACGCPA

TCT- GACCAGCCCGATC“TGCGAGAAGGATCGTTGTCCGTCACGA—CCATCACGnCGCCl

A

[ L H - - .

GCCGAATAAT”GTGnTGGATGTAG;GC”GAGTGCGACGCGCAATTGCCGACACAC“CGGT

a0 [ L T T R R R R R R R
e s 18 aid aaeoemEs moaoaaoeoa “ v

GCCAAATACCTGCGAGuGATGTA*TGbCGA TGCGATGCGCAATGuCCGAGACGC“TG»C

CCAGGCfCCATCGCCTCAGCCACCGCTCGC”CCTTGAAATCATCGGACCAACGCCGCCGA

- w e e 1 4w w e

[ . e r e e A L R R R R L ] . R

.............. LR a4 s % e sy

CCGGGCTCCaTTGCCTCAG»CACAGCCTGCuCTTTAAAATCATCGGPCCAGCGGCGCCGA

-~ ~ ~ ~ ~ ~

AACTGMCGCGGCGCUCCCTCAAAACGTTCCGGAACGGCCTCGATCKTATGAAAG TTCTA

AATTGCCGTGGGGCGCCCTCARGuCGTTCCGGAACAGCCTCAATCATATGGAAGT TCTA -

GTTCCAGAGATAGGCGCAGACATAGAAGCTCACAGCTGGTGAATAGTCATTACTCAATAG

- - . aa ok L R

GTTCC%GAGCTAGGCGCAGACAIPGAAGCTCACAGTTTGTGAATCGTC;CTCCGCAAWAC

~ ~,

C?GAGCCCG CTACTGHCG CAGATGGGGTCAGCTTGCCGCTT@

T rrrees P R b w s e T eaeaa
---------------------------------

AGCGGE CAACGC PCCGnCGCCAGATGuGGTCAGCTTCTCGCTTA

~

2269

2288

2325

2329

2386

238¢




Query seguence name = ;is292
Query seguence length = 2494
Query seg. £ile name = is292
Search K-Tuple size = 4
Supsecuence length = 5000
Database = GenBank/EMBL DNA sedquence database
No. top scores saved = 1
No. sequences searched = 1
ATACHS :  Agrobacterium tumefaciens Ti plasmid pTil15935 T-DNA regiocn
Sequence Length = 500¢
Subsequence ¥ = 3
Initial score = 42
Z'AAGCGGCA —————————————— AGCTGACGCCGTTCAGGCCTTGTAGCTCCACGGCnTAA 47

4558 AGuCCGCAGGTCAGuCCGCCTGAGCACTCAGTGTCTTGGATGTCCAGTTCCACGC;AGCT 4617

48 GAGTATGGATTTCGCTGCTAGuCCAGCCATTTGCGAGGCGCTCGAGCGTCTGCGTCAGCC 107

- - R . - . PO - coa . I
b . - ..o

4518 GTTGCTCAAGCCTGCTGATCGGAG*“"CGTCCGCAAGGTCGGCGCGuACGTCGGCAAGCC 4674

108 AAGCCTGGGGA*CGACAGAATTCATCTTTGuAGTCTGCRGCACCGACGCGATTGTCCCC’ 187

------------ res N [
PR

4675 AG CTGCG TCGnTGTTAT*GAGCTTGGuGCTCATGnTCAGTGTCGC”ATGAACGuCG 4734 .

~

168 ATGCCCTGCCTCCuCuGTCGCTGCCGuCAAACnGACTGTTTTTTCTTGTGATCGCCTCAG 227

e psraee e 1

4735 CACGTTCAGCACAACGATCCGATCCGGCAAACAGC»ATGACTTCCTGCCGAGTACATAGC 47594

"

H .

228 GTCTGATCuCTCGCTCGACGATGTTGuAGTCGAGCTCGACACGGCCuTCuGTCAGAAAGC 287

H T R R

..... .. . 1. . T

4795 CTCTGAGCGTTCGTTCG AG»ATTGTTCGTCAGuCAAATCGGQCCGTCATCGAGGHATG 4854

~

288 GTTCGAAGACGTCACGACGC TGATCCAGTACCG;AGAGuTTCGGuGAGATTGGnTTTGC 347

.......

4855 ACGTAATGCCKTCCCATCuCTTGAGCATGTAAT“TATCGCCTCGuCGACGGGAGAACTGC 4914

-~ ~ ~ ~ ~ ~

348 CTGATACTCGCGGCAAAGTCGTCTGCCAGAGAGTGAAGAGGECATCGGACTATCGCLGLLG 497
4915 GCGACAATTTCC-CCCGCTCGGTTITCGAGCCAATCATGCAGC ———mmmaemem TCTTCGGLCG 4964
408 AGCGTTCTTG-TCGGGCAGCGACACGCGCCTCAG 440

T .

43963 TGACCTTGnTCAGGpCACCUCCPCGACCCbGU : 49958



TIPCDREG : Plasmid pTicC58 promoter-active fragment CD25 DNA.

Sequence Length = 209
Subsequence ¥ = 1
Initial score = 36

711

1

771

34

829

g0

875

146

833

196

GGCCACCATGGGCGEGCCATTGCCTCCGAACGGTCGGTCATCCCTGGCATAGGCCCACAG

GICGACC—— e e e e e e CGGGATCCGCGGCGATAATTCATARG

CCATGCGGTTTTCGCCGACCCGGACCCAGGCGCCAGTGTCG——GCAGGGTCGTCTCETCS
TRATGTAGTAATT ———-ACCTCGATTTTATATITCAATTITTATTGTAATATAATTTCAATT

1

GTAATAATATAAAAATAAATATCCCTTATGTGTTCTTGATTTCGTTT—~-—TGTATATGG

CCAGGATGTCGAGCTCGAACCCCAGCTTTCCCATCCATTGAGCCATGAGCCTGCGGTCGA
CTAGATTCCCATCIGCCACGACCGAGGAAATGC TACGGCGGEGCAA——————-——— GTTCA
GTTCGACCTTGTCG

GATC--CCGGGETICG

770

33

828

89

834

135

948

207




Query sequence name

jcacileoxrf?

Query sequence length = 172

Query seq. file name = xavier/cecilecrf?
Search K-Tuple size = 2

Subsequence length = 5000

Database = GenBank Tra

No. top scores saved = 30

No. sequences searched = 880256

DABPS2.BPS2 : D.ambivalens gene bps2
Sequence Length = 582

Tnitial score = 102

7 ELPDDVEALKAMVLAMAEKAARVEALEKQVDDLEARNADADERIERLTQIZKAFDRARFG 66
345 ELDQISSEISKLEMSRSELENRIESVKSTIDDLERQRREMEERFNRNAEIYRVYDINDSI 404
67 RRSEKLAAASVDDEQHAFVFEEIETGIAAIRAKVTSGINKDGKROPRPRKGFAARHLE—-~R 124
405 NKRIEELKKKKDEYEYELAINGIPSTILNKISEKQKELQEVQKMVDDLEKEYMRRLTIAR 464
125 IEVVIEPEDLPEHAGKTKILIGEDISRTLGCRCSEVPCHCYAPSQIR 171
465 EEFVKIANYLLKELEFDLRAEIDENDRLVVKRNDATLELRKLSSSER 511
LQCUS DABPS2 3381 bp DNA BCT 22-JAN-1992
DEFINITION D.ambivalens gene bps2
ACCESSICON X64202
KEYWORDS bps2 gene.
SQURCE Desulfurclobus ambivalens
QRGANISM Desulfurolobus ambivalens
Prokaryota; Bacteria; Mendosicutes; Archaecobacteria;
. Thermoproteales; Desulfurococcaceze.
REFERENCE 1 (bases 1 to 3381)
AUTHCRS Kletzin,a.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted {16-JAN-1992) A. Kletzin, Max-Planck-Institut fuer
Biochemie, Am Klopferspitz 18&, D W-8033 Martinsried, FRG
STANDARD full automatic
REFERENCE 2 ({(bases 1 to 3381) ‘
AUTHORS Kletzin,A. "
JOURNAL Unpublished
STANDARD full automatic
COMMENT *source; strain=DSM 3772;

overlap of sequenced fragments.

<RETURN> key t¢ continue or ST to stop

FEATURES
.PE1 CDS

Location/Qualifiers

complement (<1..514)

/note="0RF2"

/codon_start=1
/translation="MPRYAIIDSDTASDDTIATILLASKFFKLLGITIVAGNVKFENET
KNALFTVEYFNLDVPVF IGSSRP IMGKWSTVEEVHGNNGIGDWKIERPKISPEKERAT
DATIRLSKEYEGELEILAVSPLTNLALAYLKDPTIVKRIKKVWIMGGAFSRGNTTPIA



Query sequence name

Query sequence length
Query seq.
Search K-Tuple size
Subsequence length

Database

No. top scores saved
No. sequerices sSearched

;cecilecrfs
229
xavier/cecilecrfé

file name

2
5000

GenBank Tra
30
88026

1

SLLMBA.LMBA S.lincolnensis lmbA gene for lincomycin condensing protein
Sequence Length = 601
Initial score = 91
14 APSQIRFKNEDGVIQAARARPTHIIEAGIPTEALLAQIAVSKYADGLPLYRQEAIYARDKVE 73
254 AAWTPSVITATSREYGAYRVHKPGPWSQGPVELQQLALLEGFDLAGMRPDSADYLHTVVE 313
74 ———-LDRRLMAQWMGKLGFELD ILADYILNEIKKAERIFADETTLPTLAPGSGSAKTAWLW 130
314 CAKLAFADRDAWYGDPAFTDIPLADLLSDDYTRERRRLVGPERVNELQPGTPGGRSSWLP 373
131 AYARPDRPFGG-—————————— NGPPMVAYRFEDSRATDCVARHLSGYRGFCRLTGTGPT 178
374 GAAPEPEPDLSGHTDEWMGQLRNGLPTILKATTAKGDTCCVTVIPRHGNTVAATASGGWL 433
180 ASLSARTAATTALFWLAAGHIAVASSMNCISRKAPRWOQRPSSEWQRSG 228
434 KSSPAIAELGFPLGTRGQTMYLAEGHPNSLAGGKRPRTTLSPTVVQRDG 482
LOCUS SLLMBA 1900 bp DNA BCT 06-MAR~1992
DEFINITION $S.lincolnensis lmbA gene for lincomycin condensing protein
ACCESSION X64631
KEYWORDS lmbA gene.
SOQURCE Streptomyces lincolnensis
ORGANISM Streptomyces lincolnensis
Prokaryota; Bacteria; Firmicutes; Streptomycetaceae.
REFERENCE 1 {(bases 1 to 1900}
AUTHORS Schmidt,H.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (28-MAY-1991) E. Schmidt, Berglsche Universitaet,
Gesamthochschule Wuppertal, Institut fuer chemische
Mikrobiologie/FBY9, Gaussstr.20, W-5600 Wuppertal 1, FRG
STANDARD full automatic
REFERENCE 2 (kases 1 to 1300)
AUTHORS Schmidt,H., Zhang,H.Z. and Piepersberg
TITLE Molecular cloning and characteriaztion of a lincomycin resistance
gene (lmrA) from Streptomyces lincclnensis 78-11
JOURNAL Unpublished
STANDARD full automatic
COMMENT *gource: Strain=78-11.

<RETURN> key to continue or ST to stop

FEATURES
.LMBA CDS

Location/Qualifiers
3..1808



o e ol o e e e e i

531322 .
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MTIS1 protein - yeast (Saccharomyces cerevisiae)

Sequence Length = 414
Subsequence # = 1
Initial score = 74
20 RFEGAPRQFRRRWSDDFKERAVAEAMEPGPSVSA—————= TARRTRHYIHHNY SAGVVMP

.

221 RENSLEITESSVNTRDFDGIGALEFPSEEILVEALERLNNIEFRGSVITVERDDNPPP IR

74 RAEQGGSSGACVCRGGIGAGLRA==———======—=—== GGDRGGYRRRNYPGGGE

IR ]

281 RSNRGGFR

ENTRY

TITLE

DATE

PLACEMENT

SQURCE

ACCESSICHN

REFERENCE
FAuthors
#Citation

Y . . -
-

----- -

GRGGF RGEFRGGFRGET SRGEFGGPRGGFGGPRGGYGEISRGGYGS

~

831322 #Type Protein

MTS1 protein - yeast (Saccharomyces cerevisiae)

04-Sep—-1893 sSeguence 04-Sep-—1993 #Text 04-Sep-—-1593
0.0 0.0 0.0 0.0 ¢g.0 '

Saccharomyces cerevisiae

§31322

Ellis E.M., Reid G.A. -
submittad to the EMBL Data Library, Februvary 1993

#Description The MTS1 gene from Saccharomyces cerevisiae encodes

a putative RNA-binding protein involved in
mitochondrial protein terzgeting,

fReference-~number $31321

fpccsssion
#Status
FResidues

§31322
preliminary
1-414 <ELL>

#Cross—reférence EMBL:X70051

SUMMARY
/7

#Molecular-weight 45407 #Length 414 #Checksum 2317

73

280

113

334



533799

Sequence Length =

Subsequence #
Initial score

13 MIEAVPERF

321 MINLYTDRE

RNA-binding protein, nuclear - human

326
1
76

EGAPROFRRRWSDDFKERAVA———w——— EAMEPGPSVSAIARRTRHYTHHN

TGKLKGEATVSFDDPPSAKAAIDWEDGKEF SGNP IKVSFATRRADFNRGGG

-~ -~ ~ ~ ~

66 YSAGVVMPRAEQGGSSGACVCRGGFGAGLRAGGDRGGYRRRNYPGGGGCR

381 NGRG—-——-

ENTRY

TITLE

DATE

PLACEMENT

SOURCE

ACCESSION

REFERENCE
#authozs
#Journal
#Title

333799 #Type Protein

RNA-binding protein, nuclear - human

12-Aug-1993 #Sequence 12-Aug-1993 #Text 12-Aug-1993
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Homo sapiens #Common-name man

333799

Crozat A., Aman P., Mandahl N., Ron D.

Nature (1993) 363:640-644 '

Fusion of CHOP to a novel RNA-binding protein in
human myxeid liposarceoma,

¥Reference—number 3533798

fAccession 533799

#5tatus preiiminary

#Residues 1-526 <CRO>
SUMMARY #Molecular-weight 53426 #Length 526 #Checksum 9348
Iy »
744401 nucleolar protein NOP3 - yeast (Saccharomyces

Sequence Length

Subsequence #
Initial score
20 REEGAPRQF

221 RENSLETTF

ENTRY
TITLE

DATE
PLACEMENT
SOURCE

414
1
74

o

RRRWSDDFKERAVAEAMEPGP SVSA—————— IARRTRHYTHHNYSAGVVMP

SSVNTRDFDGTGALEFPSEEILVEALERLNNIEFRGSVITVERDDNPEPP IR

.....

A44401 #Type Protein
nucleolar protein NOP3 - yeast (Saccharomyces
cerevisiae)

30-5ep-1993 #Sequence 30-Sep-1993 #Text 30-Sep-1993
g.¢ 0.0 0.0 0.0 0.0
Saccharomyces cerevisiae

65

380

115

422

73

280

113

334




. ACCESSICON A44401

REFERENCE
fAuthors Russeli I.D., Tollervey D.
#Journal J. Cell Biocl. (1992) 119:737-747
$#Title NOE3 is an essential yeast protein which is required

for pre—-rRNA proce331ng
}Reference-number A44401; MUID:03054908
fhccession 244401
#Molecule—type DNA

#Residues 1-414 <RUS>
#Cross—-reference NCBIP:117151
#Note _ sequence extracted from NCBI backbone
SUPERFAMILY #Name ribonucleoprotein repeat homology
FEATURE
<RETURN> key to continue or ST tc stop:
126-200 #Domain ribonucleoprotein repeat homology
<RRM1>\
201-276 #Domain ribonucleoprotein repeat homology
(atypical) <RRM2> .
SUMMARY #Molecular-weight 45407 #Length 414 #Checksum 2317
11/ '
827435 = nucleolar protein NOP3 - yeast (Sacchafomyces
Sequence Length = 414
Subsequence # = 1
Initial score = 74
20 RFEGAPROFRRRWSDDFKERAVAEAMEPGPSVSA—————— TARRTRHYIHHNYSAGVVMP 73

221 RENSLETTFSSVNTRDFDGTGALEFPSEEILVEALERLNNIEFRG3SVITVERDDNPPPIR 280

~ A A ~

74 RAEQGGSSGACVCRGGFGAGLRA —————————————— GGDRGGYRRRNYPGGGG 113

281 RSNRGGFRGRGGFRGGFRGGFRGGFSRGGFGGPRGGFGGPRGGYGGYSRGGYGG 334
ENTRY $27435° #Type Protein
TITLE nucleolar protein NOP3 - yeast (Saccharomyces

cerevisiae)

DATE 07-May-1993 #Sequence (07-May-1993 #Text 30-Sep-19963
PLACEMENT 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
SOURCE Saccharomyces cerevisiae
ACCESSION §527435 ' .
REFERENCE '

#authors Russell I.D., Tollervey D.

#Citation submitted to the EMBL Data Library, May 1992

#Description NOP3, an essential nucleclar yeast protein is
required for pre-rRNA processing.

#Reference~number 527435

#Accession 527435

fMolecule-type DNA LB RIE by

#Residues 1-414 <RUS> sggﬂﬁﬂsemths *
#Cross-reference EMBL:X66019 Ly
GENETIC C)haﬂ'wwﬂf
#Name NOP3 e
SUMMARY #Molecular-weight 45407 #Length 414 #Checksum 2317

<RETURN> key to continue or ST to stop

vy
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