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Avant-propos 

 
 
 

AVANT-PROPOS 
 
 
 

Le Feu bactérien, dû à Erwinia amylovora, est une maladie qui affecte les Maloïdées 
(sous-famille des Rosacées) comprenant les arbres fruitiers à pépins (pommier, poirier...) et 
des arbustes d’ornement (aubépine, Pyracantha, amélanchier...). C’est une maladie 
sporadique qui peut provoquer des dommages considérables, car elle est nécrogène et évolue 
très rapidement. L’impact économique est difficile à chiffrer parce qu’il dépend de l’intensité 
de l’épidémie et qu’une attaque de feu bactérien peut avoir des répercussions sur plusieurs 
années. Il est probable que cet impact économique soit croissant, en effet la maladie est en 
constante progression dans le monde et il n’existe pas de moyen de lutte chimique facile à 
employer contre le feu bactérien. D’importantes zones de production comme l’Asie, et en 
particulier la Chine, premier producteur mondial, ainsi que l’Amérique du Sud sont pour 
l’instant épargnées.  
 

 Beaucoup de connaissances sont réunies sur cette maladie au niveau de 
l’épidémiologie et du comportement des génotypes hôtes. Les bases moléculaires de la 
spécificité d’hôte sont cependant moins connues. L’agent pathogène est également bien 
caractérisé : on connaît les facteurs du pouvoir pathogène, et les caractères génétiques et 
phénotypiques des souches sont bien décrits. Il reste cependant de nombreuses interrogations 
concernant l’évolution des systèmes de sécrétion, sur leur régulation spatio-temporelle et sur 
la fonction des protéines sécrétées par ces systèmes.  

 
Une connaissance approfondie des mécanismes moléculaires conduisant à la maladie 

ou au contraire à la résistance des plantes hôtes, pourrait permettre d’envisager de nouvelle 
méthodes de lutte, que ce soit en lutte par stimulation des défenses naturelles des plantes ou 
en lutte génétique (obtention de variétés résistantes). C’est le thème du programme de 
recherche engagé par l’équipe GEFIN (génomique fonctionnelle de l’interaction) de l’UMR 
pathologie végétale INRA/Agrocampus Ouest/Université d’Angers, en collaboration avec le 
laboratoire de Pathologie Végétale et Moléculaire d’AgroParisTech et l’UMR Génétique et 
Horticulture de l’INRA d’Angers. C’est dans ce cadre que se situe mon travail de thèse.  
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Figure 1.1 : Cycle du feu bactérien des Maloïdées, causé par la bactérie Erwinia amylovora 
(d’après Paulin, 1996). 
 

Pays Production annuelle 
  en milliers de tonnes 

Chine 27500 
Etats-Unis 4237 

Iran 2660 
Turquie 2266 

Italie 2072 
Inde 2001 

France 1800 
Chili 1390 

Argentine 1300 
Brésil 1093 

Pologne 1039 
Allemagne 911 

Monde 64248 

Tableau I.1 :  Principaux pays producteurs de pommes en 2007 (source : http://faostat.fao.org/) 

http://faostat.fao.org/


Chapitre 1 – Etude bibliographique 

 
CHAPITRE 1 - ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 
 

Cette étude bibliographique se divise en quatre parties. La première décrit la maladie : le 
feu bactérien, et son agent pathogène : la bactérie Erwinia amylovora. Cette bactérie possède 
plusieurs systèmes de sécrétion de type III (T3SS) dont un système impliqué dans la virulence 
appelé système Hrp (Hypersensitive Reaction and Pathogenicity) et un système impliqué dans 
la mobilité appelé système flagellaire. La seconde partie expose les connaissances disponibles 
dans la littérature concernant les T3SS chez les Protéobactéries telles qu’Erwinia amylovora 
et les liens possibles entre les différents systèmes. La troisième partie décrit les mécanismes 
de l’interaction plante-bactérie conduisant à la compatibilité (sensibilité) ou à 
l’incompatibilité (résistance). Dans le cas du pathosystème E. amylovora/ Pommier, certains 
mutants du système Hrp d’E. amylovora, en particulier les mutants de régulation, sont 
capables de modifier l’interaction compatible avec le pommier et protègent la plante contre la 
maladie : la quatrième partie résume les résultats précédemment obtenus dans notre équipe 
sur les modifications de l’interaction par des mutants hrp et expose les objectifs de la thèse. 
 
 
 
1. LE FEU BACTERIEN ET ERWINIA AMYLOVORA 

 
 
 

1.1 LA MALADIE 
 

Le feu bactérien a été décrit pour la première fois aux USA en 1780 et s’est étendu 
depuis sur tout le continent nord américain, en Nouvelle-Zélande (depuis 1920), en Europe en 
1966 et sur le pourtour est méditerranéen. Cette maladie est maintenant présente dans 45 pays. 
Elle atteint spécifiquement une tribu de la famille des Rosacées : les Maloïdées (arbres et 
arbustes ayant des fruits à pépins). Cette tribu regroupe des arbres fruitiers importants 
économiquement comme le pommier et le poirier, et des espèces ornementales comme 
l’aubépine et le Pyracantha. La pomme est l’un des fruits les plus consommés au monde 
après les agrumes, la banane et le raisin : en 2007, la production mondiale de pommes a 
atteint environ 64 millions de tonnes (contre 20 millions de tonnes pour les poires) (source : 
http://faostat.fao.org/). Le premier producteur est la Chine, la France se situant au 7è rang 
(tableau I.1). 
 

1.1.1 CYCLE DE LA MALADIE 
 

Le cycle de la maladie est présenté en figure 1.1 (Paulin, 1996). La bactérie se dissémine 
à partir de lésions actives via des insectes pollinisateurs pendant la période de floraison, ou 
grâce à des phénomènes physiques (vent, pluie…). Elle pénètre dans l’hôte par des ouvertures 
naturelles (nectaires, stomates) ou accidentelles (blessures) en période de floraison ou de 
croissance des pousses. Une fois dans l’apoplaste, elle se multiplie préférentiellement dans les 
tissus jeunes en croissance, ce qui peut se traduire par l’apparition à leur surface de 
gouttelettes d’exsudat, mélange de polysaccharides bactériens et de cellules bactériennes. Cet 
exsudat permet une rapide dissémination de la maladie. Les tissus atteints se nécrosent, les 
rameaux et les feuilles flétrissent et se dessèchent (figure 1.2). La bactérie peut envahir 
l’ensemble de la plante en se multipliant dans les espaces intercellulaires du parenchyme 
cortical mais elle peut aussi atteindre les vaisseaux du xylème où elle se déplace contre le flux 
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Figure 1.2 : Symptômes du feu bactérien sur poirier, (a) nécroses sur 
pousses, (b) nécroses et exsudat sur fleurs, (c) exsudat sur tronc

b c

a



Chapitre 1 – Etude bibliographique 

ascendant de sève (Bogs et al., 1998). La maladie peut se transmettre très facilement d’une 
plante à l’autre par l’intermédiaire de l’exsudat. En fin de croissance végétative, il se forme 
des chancres sur les branches ou le tronc, dans lesquels la bactérie peut se conserver pendant 
la période de repos végétatif. Elle reprend sa multiplication au printemps suivant. La gravité 
de la maladie reste difficile à prédire. De fortes épidémies peuvent être suivies de plusieurs 
années sans attaque ou avec de faibles attaques si les conditions climatiques sont défavorables 
à la maladie. 

Sur plante non hôte, comme le tabac, E. amylovora provoque une réaction 
d’hypersensibilité typique (HR), c’est-à-dire une mort cellulaire rapide et locale qui confine la 
pathogène au site d’infection (Klement, 1963). 

 
1.1.2 LUTTE CONTRE LE FEU BACTERIEN 

 
Toute méthode de lutte contre cette maladie doit s’accompagner de mesures 

d’éradication (suppression manuelle de pousses voire arrachage d’arbres) et le préjudice 
financier est important compte tenu de l’importance économique de certaines plantes hôtes. 
Les méthodes de lutte actuelles sont diverses mais chacune est d’efficacité limitée. La lutte 
chimique est appliquée à titre préventif et est considérée comme peu respectueuse de 
l’environnement. C’est pourquoi de nombreux travaux portent sur la recherche d’agents de 
lutte, écologiquement plus acceptables, tels que des microorganismes antagonistes. La 
sélection de génotypes résistants, par hybridation classique entre génotypes caractérisés est 
une méthode longue sur plante pérenne, et coûteuse même si l’utilisation de la Sélection 
Assistée par Marqueurs (SAM) permet d’augmenter son efficacité. D’autres approches plus 
récentes existent, qui visent à modifier la sensibilité des plantes aux bioagresseurs soit par 
élicitation des défenses naturelles de la plante, soit par transgenèse. Cette dernière méthode de 
lutte nécessite une connaissance assez précise des mécanismes de l’interaction 
plante/pathogène pour être mise au point. 

 
1.1.2.1 LUTTE CHIMIQUE 

 
Les produits utilisables en traitement phytosanitaire contre les bactérioses sont les 

produits cupriques (par exemple la bouillie bordelaise) et les antibiotiques, et n’ont 
d’efficacité que s’ils sont appliqués en préventif. L’action du cuivre est bactériostatique 
(Psallidas et Tsiantos, 2000). Ce métal ne se dégrade pas dans le sol et se lessive peu, une 
utilisation répétée peut donc conduire à une accumulation du cuivre à des concentrations 
toxiques pour les microorganismes du sol et pour la plante elle-même. Plusieurs antibiotiques, 
non autorisés en France, comme la streptomycine, l’oxytétracycline et la kasugamycine ont 
été utilisés en verger. Ils bloquent la multiplication bactérienne en agissant sur la synthèse 
protéique. La streptomycine est considérée comme l’antibiotique le plus efficace contre le feu 
bactérien mais son utilisation a finalement été interdite dans de nombreux pays du fait de 
l’apparition de résistances plasmidiques chez E. amylovora (Moller et al., 1972). Elle est 
autorisée en Amérique du Nord, en Israël et en Nouvelle-Zélande, ainsi qu’en Hollande, en 
Allemagne et en Suisse selon des règles restrictives précises (McManus et al., 2002). 
L’oxytétracycline a une efficacité inférieure à celle de la streptomycine (McManus et Jones, 
1994). La kasugamycine montre une efficacité variable (Psallidas et Tsiantos, 2000). Son 
usage est restreint du fait de sa forte phytotoxicité sur pommier et poirier aux doses 
recommandées pour le contrôle de la maladie. Elle est néanmoins utilisée aux USA en 
mélange avec la streptomycine, afin de diminuer les risques d’apparition de souches 
résistantes. La fluméquine et l’acide oxolinique sont des composés de synthèse qui agissent 
sur la réplication de l’ADN des procaryotes. Aucune résistance plasmidique ni phytotoxicité 
n’ont été observées avec la fluméquine. Ce produit est autorisé en France, uniquement sur 
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prescription des services officiels. L’acide oxolinique a été utilisé en Israël en verger à partir 
de 1998 pour remplacer la streptomycine (Shtienberg et al., 2001). Cependant des souches 
d’E. amylovora résistantes à ce produit ont été isolées dès 2000 (Manulis et al., 2003). 

Une autre molécule, autorisée en France contre le feu bactérien, est le fosétyl 
aluminium. Il s’agit d’une molécule qui, outre une action antifongique, présente une 
efficacité, irrégulière, contre le feu bactérien (Tsiantos et Psallidas, 2002). Elle aurait un 
pouvoir éliciteur de défenses qui n’a toutefois pas été mis en évidence dans le cas du feu 
bactérien. C’est un préventif à court terme car à la différence du cuivre, elle est rapidement 
absorbée par les feuilles. 
 

1.1.2.2 LUTTE BIOLOGIQUE 
 
Les organes les plus sensibles à l’infection par E. amylovora étant les fleurs, le contrôle 

biologique du feu bactérien cherche à établir des bactéries antagonistes au niveau de ces 
organes avant l’arrivée du pathogène. Il s’agit donc d’un moyen préventif de combattre la 
maladie. Différents microorganismes ont été expérimentés, pour lesquels les mécanismes de 
l’antagonisme avec E. amylovora ne sont pas toujours connus. Pantoea agglomerans 
(anciennement Erwinia herbicola) par exemple, produit des composés inhibant la croissance 
d’E. amylovora (Wodzinski et Paulin, 1994). Deux antibiotiques (pantocines A et B) ont été 
caractérisés chez  certaines souches et les gènes impliqués dans leur production ont été 
déterminés (Wright et al., 2001). BlightBan C9-1 commercialisé au Canada contient la souche 
de Pantoea agglomerans C9-1. Une autre espèce, Pseudomonas fluorescens, a été largement 
étudiée. Elle agirait par compétition nutritive (Wilson et Lindow, 1993). La souche A506 de 
cette espèce est commercialisée aux USA sous le nom de BlightBan A506TM. Des espèces de 
Bacillus, microorganismes de la rhizosphère présents aussi en surface des plantes, peuvent 
également inhiber la croissance d’E. amylovora (Jock et al., 2002). Serenade WPO renferme 
la souche QST 713 de Bacillus subtilis et est commercialisé dans divers pays (mais pas la 
France). D’autres bactéries épiphytes du pommier et du poirier dont Erwinia billingiae, sont 
également des antagonistes d‘E. amylovora (Jakovljevic et al., 2006). Le mécanisme de cet 
antagonisme pourrait être aussi une compétition nutritive.  

Des variants avirulents sauvages de l’agent pathogène sont également capables de 
bloquer l’infection (Goodman, 1967). Ils n’ont pas fait l’objet d’une commercialisation. Par 
ailleurs, des mutants avirulents d’E. amylovora, altérés dans la région hrp, sont capables 
expérimentalement de bloquer l’infection par la souche virulente lorsqu’ils sont inoculés 
avant ou en même temps que celle-ci (Tharaud et al., 1997, Faize et al., 1999 ; Faize et al., 
2006). Ce même type d’observation a été rapporté pour d’autres pathosystèmes comme 
Ralstonia solanacearum/ tomate (Etchebar et al., 1998) ou Xanthomonas campestris pv. 
vesicatoria/ tomate (Moss et al., 2007) sans qu’un mécanisme n’ait été proposé pour 
expliquer ce phénomène. 
 

1.1.2.3 LUTTE GENETIQUE 
 
Chez le pommier et le poirier, un programme de création variétale par hybridation 

classique, pour la résistance au feu bactérien, a été entrepris depuis plusieurs années en France 
à l’INRA d’Angers et aux USA à l’Université Cornell (Geneva). Ce type de programme est 
long sur ce type de plantes (pérennes à cycle long), lourd en investissements et difficile à 
réaliser. L’utilisation de la transgenèse visant à introduire un gène d’intérêt dans un fond 
génétique connu peut être une alternative intéressante. Différentes approches sont explorées. 
Elles consistent à faire produire à la plante : 

- des substances antibactériennes (Mourgues et al., 1998) 
- des substances inhibitrices de facteurs du pouvoir pathogène (Malnoy et al., 2005)  
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- des réactions de défense surexprimées (Malnoy et al., 2007) 
- des protéines-cibles d’effecteurs modifiées (Borejsza-Wysocka et al., 2006).  
Au-delà de l’acceptabilité sociétale du transgène, l’efficacité et la durabilité de la 

résistance conditionnent le succès de cette approche. C’est pourquoi il est important d’avoir 
une connaissance précise des mécanismes de l’interaction E. amylovora-plante hôte, qui 
conduisent à la résistance ou à la sensibilité. Aucune résistance monogénique n’a été 
identifiée à ce jour pour ce pathosystème. Les résistances seraient d’origine multigénique ou 
tout au moins oligogénique. Elles sont d’intensités diverses : certaines variétés de pommier et 
poirier (comme Evereste ou Old Home) présentent une résistance quasi-totale à Erwinia 
amylovora. 
 

1.1.2.4 STIMULATION DES DEFENSES NATURELLES DE L’HOTE 
 

L’acibenzolar-S-méthyl est un analogue fonctionnel de l’acide salicylique, inducteur de 
la SAR (systemic acquired resistance) chez un grand nombre de plantes (Friedrich et al., 
1996 ; Kunz et al., 1997). En application préventive, il assure un niveau de protection contre 
le feu bactérien d’environ 50% (Brisset et al., 2000 ; Maxson-Stein et al., 2002). Ce produit 
est autorisé en Italie pour la lutte contre le feu bactérien sur poirier. 

L’application d’un régulateur de croissance tel que le prohexadione-calcium (ProCa) 
peut réduire la sensibilité au feu bactérien chez le pommier (Buban et al., 2003). Ce produit 
est un analogue structural (et inhibiteur spécifique) de monooxygénases impliquées dans la 
synthèse de gibbérellines et dans le métabolisme des flavonoïdes (Rademacher, 2000). Il 
induit une modification du métabolisme des flavonoïdes et en particulier une accumulation de 
lutéoliflavan ainsi qu’une synthèse accrue de son précurseur le lutéoforol (Roemmelt et al., 
2003). Ce précurseur présente un effet biocide à large spectre, qui pourrait expliquer une 
partie de son efficacité vis-à-vis du feu bactérien (Spinelli et al., 2005). 

D’autres composés agissant comme stimulateurs des réactions de défense de la plante 
sont en cours d’étude, certains donnent des résultats encourageants. Ces composés sont 
d’origine naturelle ou obtenus par synthèse (Brisset et al., 2005). 

 
1.2 L’AGENT PATHOGENE ERWINIA AMYLOVORA 
 

1.2.1 CARACTERES MICROBIOLOGIQUES 
 

Le genre Erwinia appartient à la famille des Entérobactéries qui comprend de 
nombreuses espèces pathogènes d’animaux, d’insectes ou de plantes. Il comprend des espèces 
pathogènes comme E. amylovora, E. pyrifoliae, E. mallotivora, E. papayae, E. psidii, E. 
rhapontici, ou épiphytes comme E. billingiae, E. toletana, E. trachaephila, E. aphidicola, E. 
persicina, et E. tasmaniensis (dont le génome est séquencé). Le génome d’ Erwinia 
amylovora est en cours d’annotation (http://www.sanger.ac.uk/Projects/E_amylovora/). 

Les colonies sur milieu KB solide (King et al., 1954) sont blanches, bombées, brillantes 
avec un anneau central dense après 2 à 3 jours de culture à 27°C. La croissance d’ E. 
amylovora en anaérobiose est faible, ce qui la différencie des autres Entérobactéries. Elle est 
également incapable de réduire les nitrates en nitrites. En milieu minimum, la présence 
d’acide nicotinique est nécessaire à sa croissance.  

 
1.2.2  DIVERSITE GENETIQUE ET GAMME D’HOTE 

 
L’espèce E. amylovora est très homogène. La majorité des souches sont agressives sur 

l’ensemble des plantes de la gamme d’hôte. Il existe cependant quelques exceptions : 
certaines souches peuvent infecter les plantes du genre Rubus mais pas le genre Malus ou le 
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genre Pyrus (Momol et Aldwinckle, 2000). Entre une souche isolée de Rubus et une souche 
pathogène de pommier/poirier, des différences au niveau d’un gène de biosynthèse des 
polysaccharides et des gènes de protéines hypothétiques ont été mises en évidence par 
hybridation soustractive (Triplett et al., 2006). De même, la comparaison phylogénétique 
d’une souche isolée d’Amelanchier avec des souches isolées d’autres Maloïdées montre une 
divergence de cette souche au sein de l’espèce (Barionovi et al., 2006). Les différences restent 
cependant ponctuelles malgré de nombreuses tentatives d’analyses par RAPD, ribotyping, 
PFGE ou AFLP. 

Par ailleurs, E. amylovora possède un plasmide (pEA29) (29 kb), conservé chez la 
plupart des souches sauvages (Falkenstein et al., 1988 ; McGhee et Jones, 2000). Les souches 
curées de ce plasmide ont une agressivité légèrement réduite et leur croissance sur milieu 
minimum sans thiamine est altérée (Falkenstein et al., 1989 ; Laurent et al., 1989). Certaines 
souches possèdent aussi d’autres plasmides de taille variable comme pCPP60 (56 kb) 
(Steinberger et al., 1990), deux petits plasmides pEA1.7 (1,7 kb) et pEA2.8 (2,8 kb) (McGhee 
et al., 2002), pEa34 (34 kb) portant une des formes de la résistance à la streptomycine (Chiou 
et Jones, 1991 ; Chiou et Jones, 1993) et pEa8,7 (8,7 kb) (Palmer et al., 1997), pEU30 (30 kb) 
et pEL60 (60 kb) (Foster et al., 2004), ou pEI70 (70 kb) (Llop et al., 2006) dont les rôles ne 
sont pas connus.  

 
1.2.3 COMPOSANTS DE SURFACE CELLULAIRES ET EXTRACELLULAIRES : LPS, EPS, 

FLAGELLES 
 
Le lipopolysaccharide (LPS) est le composé de surface majoritaire des bactéries à Gram 

négatif. C’est une macromolécule tripartite composée d’un lipide (le lipide A) ancré dans la 
membrane externe, d’un oligosaccharide (ou « core ») et d’un polysaccharide appelé antigène-
O (ou chaine O) (figure 1.3) (Raetz et al, 2002). Le LPS peut être considéré comme une 
protection physique des cellules bactériennes qui contribue à réduire la perméabilité 
membranaire, permettant ainsi la croissance bactérienne dans un environnement défavorable : 
les mutants affectés dans la synthèse du LPS ont en effet une sensibilité accrue aux 
antibiotiques et leur croissance in planta est limitée (Kingsley et al, 1993 ; Dow et al, 1995). 
La composition et la structure du LPS d’E. amylovora ont été déterminées par Ray et al. en 
1987 : la fraction lipidique est composée de glucosamine phosphate et de trois acides gras 
(12 : O, 14 : O et 3-OH-14 : O) qui sont communs aux Entérobactéries. La fraction 
carbohydrate est composée : 
- d’une chaine courte (chaine O ou antigène O) composée de sous-unités répétées de trois 
sucres neutres : fucose, glucose et galactose,  
- d’un « core » contenant des oligosaccharides (heptose, glucose et acide uronique), des 
composés aminés et du 3-desoxy-2-octulosonic acid (KDO). 

Chez E. amylovora, la cellule bactérienne est entourée d’une couche de polysaccharides 
(galactose, glucose, mannose et acide uronique) organisée en capsule, formant 
l’exopolysaccharide (EPS) appelé amylovorane et essentiel à la virulence (§ 1.2.4) (Bugert et 
Geider, 1995). Un mutant affecté dans la synthèse d’EPS est avirulent. Contrairement au LPS, 
l’EPS n’est pas immunogène. E. amylovora produit un autre polysaccharide, un 
homopolymère de fructose appelé levane. Les mutants affectés dans la synthèse du levane 
restent virulents. Ils sont moins agressifs que la souche sauvage (Geier et Geider, 1993). 

E. amylovora porte des flagelles péritriches nécessaires à la mobilité (2 à 7 par cellule), 
comme  la plupart des Entérobactéries. La synthèse des flagelles dépend de facteurs externes 
comme la température et le pH (Raymundo et Ries, 1980, 1981). Sur plante, la mobilité a été 
observée en surface de stigmate mais par contre n’a pas été mise en évidence dans les espaces 
intercellulaires de tissus infectés (Raymundo et Ries, 1980 ; Thomson, 1986). 
Expérimentalement, la mobilité facilite l’infection des bouquets floraux de pommier lorsque 

 - 6 - 



Figure 1.4 : Système du chimiotactisme chez E. coli (Baker et al., 2006)

Attractif

Répulsif



Chapitre 1 – Etude bibliographique 

la bactérie est inoculée par pulvérisation. Elle n’intervient plus lorsque le pathogène est 
inoculé à la seringue directement dans les pousses puisque que, quelle que soit la mobilité de 
la souche, on obtient dans ce cas le même taux d’infection (Bayot et Ries, 1986). La structure 
et la synthèse du flagelle chez les Entérobactéries seront développées au § 2.1. En lien avec la 
mobilité, les bactéries montrent un comportement complexe appelé chimiotactisme qui leur 
permet de percevoir des composés chimiques du milieu et de se déplacer vers les produits 
attractifs ou de fuir les produits répulsifs (Blair, 1995). Chez E. amylovora, le chimiotactisme 
dépend de la température et du pH avec un optimum situé entre 20 et 28°C et un pH de 6 à 8 
(Raymundo et Ries, 1980). E. amylovora présente un chimiotactisme positif pour le nectar de 
pomme, pour un acide aminé (aspartate) et pour plusieurs acides organiques (fumarate, 
malate, maleate, malonate, oaxaloacétate et succinate) mais pas pour les sucres suivants : 
fructose, galactose, glucose, lactose, mannitol, raffinose, ribose, sorbitol et sucrose 
(Raymundo et Ries, 1980). Le chimiotactisme a été bien étudié chez E. coli (Macnab, 1996 ; 
Wadhams et Armitage, 2004). Brièvement, des chemorécepteurs transmembranaires ou MCPs 
(methyl-accepting chemotaxis proteins) détectent des changements de concentrations de 
produits attractifs ou répulsifs, et répondent en changeant de conformation via les protéines 
CheR (méthyltransférase) et CheB (méthylestérase) qui ajoutent ou enlèvent respectivement 
un groupement méthyl sur chaque récepteur (figure 1.4) (Baker et al., 2006). Ce changement 
modifie l’activité d’autophosphorylation de l’histidine kinase cytoplasmique CheA qui forme 
un complexe avec le récepteur grâce à une protéine de couplage CheW. 
L’autophosphorylation de CheA est inhibée par la détection d’un attractant alors qu’elle est 
stimulée par celle d’un produit répulsif. CheA phosphorylée transfère son phosphate à CheY, 
un régulateur de réponse cytoplasmique. CheY phosphorylée interagit avec le moteur 
flagellaire pour influencer son sens de rotation et favoriser un mouvement vers les molécules 
attractives. La phosphatase CheZ est nécessaire pour augmenter le niveau de 
déphosphorylation spontanée de CheY et permet un arrêt rapide du signal.  

 
1.2.4 LES FACTEURS DU POUVOIR PATHOGENE  

 
Trois déterminants ont été identifiés à ce jour : le système d’acquisition du fer, l’EPS et 

les protéines sécrétées par un système de sécrétion de type III, codées par les gènes hrp-dsp 
(Hypersensitive Reaction and Pathogenicity- Disease SPecific).  

- Erwinia amylovora possède un système d’acquisition du fer composé de 
sidérophores de type hydroxamate et d’un récepteur FoxR (Kachadourian et al., 
1996 ; Expert, 2000). Ce système est important pour la survie de la bactérie en 
milieu carencé en fer comme l’apoplaste. Le sidérophore majoritairement produit par 
E. amylovora est cyclique (DFO E) mais de petites quantités d’autres sidérophores 
du même type, cycliques (DFO D, X) ou linéaires (DFO G), sont synthétisées 
(Feistner et al., 1993 ; Kachadourian et al., 1996). Le sidérophore se lie au Fe3+ 
pour former la ferrioxamine et l’ensemble est réinternalisé grâce à FoxR. Un mutant 
dfoA, affecté dans la synthèse du sidérophore, est incapable d’utiliser le citrate 
ferrique (principal transporteur de fer dans la plante) comme source de fer 
(Kachadourian et al., 1996). Sur fleurs, les mutants dfoA et foxR montrent une 
capacité de colonisation des fleurs plus faible que la souche sauvage et induisent un 
niveau moindre de maladie (Dellagi et al, 1998). Ce système est donc impliqué dans 
l’agressivité de la bactérie. 

- La biosynthèse de l’EPS ou amylovorane requiert un grand nombre de gènes. La 
plupart de ces gènes sont localisés dans une région du chromosome d’environ 17kb 
appelée ams (pour amylovoran synthesis) (Bugert et Geider, 1995). Les quantités 
d’EPS synthétisées varient selon les souches mais aussi en fonction de la 
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température, du pH, de la concentration en sels du milieu et de la source de carbone. 
Les mutants altérés dans la synthèse de l’amylovorane, donc dépourvus de capsule, 
sont non pathogènes (Bernhard et al., 1993) ce qui fait de l’amylovorane un facteur 
de virulence. 

- Les systèmes de sécrétion de type III impliqués dans la sécrétion de protéines de 
virulence sont présents chez de nombreuses bactéries pathogènes des plantes et des 
animaux (Hueck, 1998), ainsi que chez des bactéries symbiotiques des plantes 
comme Rhizobium spp. (Freiberg et al., 1997) ou des animaux comme Sodalis 
glossinidius (Dale et al, 2001) et Photorhabdus luminescens (Ffrench-Constant et 
al., 2000). Chez E. amylovora, les gènes hrp-dsp codent un système de sécrétion de 
type III, nécessaire pour l’induction de la maladie sur plante hôte et de 
l’hypersensibilité sur plante non-hôte. La plupart des mutations dans les gènes hrp 
conduisent à la perte de la virulence (Willis et al., 1991). Ce système est utilisé pour 
délivrer des protéines appelées effecteurs directement dans les cellules de l’hôte 
(développé en § 2.2.3 pour E. amylovora). Les gènes hrp-dsp peuvent être classés en 
trois catégories selon leur fonction : gènes de régulation, gènes de structure et gènes 
de protéines sécrétées. Les protéines de régulation contrôlent l’expression des autres 
gènes hrp-dsp, les protéines de structure forment l’appareil de sécrétion par lequel 
transitent les protéines sécrétées impliquées dans le parasitisme de l’hôte (Tang et 
al., 2006).  

Chez E. amylovora, l’expression des gènes hrp-dsp est activée in planta et en 
milieu minimum, et réprimée en milieu riche (Wei et al., 1992a). Les signaux 
environnementaux qui affectent l’expression des gènes incluent les sources de 
carbone et d’azote, le pH, la température et l’osmolarité (Wei et al, 1992a ; 
Gaudriault et al., 1997). L’organisation et la régulation de ces gènes seront détaillées 
en paragraphe 2.2.  

 
 
 
2.  LES SYSTEMES DE SECRETION DE TYPE III CHEZ LES BACTERIES  

 
 

La sécrétion des protéines vers des compartiments extracytoplasmiques est impliquée 
dans d’importants processus de la physiologie des bactéries pathogènes comme l’adhésion et 
l’invasion des tissus hôtes, la mobilité cellulaire ou la virulence. La sécrétion et l’assemblage 
de structures de surface sont des phénomènes complexes nécessitant la synthèse de sous-
unités structurales dans un ordre précis. Nous allons développer deux systèmes de sécrétion 
de type III : le système flagellaire et le système Hrp. 

 
2.1 LE SYSTEME FLAGELLAIRE : CAS DES ENTEROBACTERIES 
 

Le système flagellaire des Entérobactéries a été très bien étudié chez les organismes 
modèles tel Salmonella typhimurium, bactérie pourvue de flagelles péritriches (Macnab, 
1996). La mobilité flagellaire est décrite chez plus de 80% des bactéries connues possédant 
ces organes. C’est un des processus permettant aux microorganismes de survivre à des 
conditions environnementales variées (pour revue voir Stock et Surette 1996 ; Armitage, 
1999 ; Aizawa et al, 2000). Le flagelle est une structure hélicoïdale rigide, avec une fréquence 
de rotation d’environ 300 Hz, capable de propulser la bactérie en milieu liquide (swimming) à 
une vitesse d’environ 10μm.s-1 ou dans des milieux visqueux et sur des surfaces (swarming) 
(Bardy et al., 2003 ; Harshey, 2003). Chez de nombreuses bactéries, le swarming est associé à 
la production de multiples flagelles latéraux et surtout à un comportement non plus cellulaire 
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Figure 1.5 : Distribution des protéines flagellaires parmi les espèces bactériennes portant des 
flagelles (d’après Liu et Ochman, 2007). 
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mais communautaire. Les flagelles peuvent se répartir sur la cellule bactérienne de deux 
manières : polaire ou latérale-péritriche (Fujii et al., 2008). Les flagelles latéraux et 
péritriches se distinguent par la forme plus ou moins vrillée de l’hélice (Fujii et al., 2008).  

La température, le pH, l’osmolarité, les sucres sont autant de facteurs régulant 
l’expression des gènes flagellaires (Soutourina et Bertin, 2003). La mobilité bactérienne 
représente un avantage pour la bactérie en lui permettant de se diriger vers des conditions 
favorables. Le flagelle joue également un rôle très important dans l’adhésion et la formation 
de biofilm (Korber et al., 1989 ; Kirov et al., 2003). La mobilité des microorganismes 
pathogènes est considérée comme un facteur de virulence essentiel à la colonisation de l’hôte. 
Cependant, les filaments flagellaires ont des propriétés antigéniques révélées lors du contact 
avec les animaux et les plantes hôtes. De plus, la mobilité flagellaire est très coûteuse en 
énergie pour la cellule en raison du nombre de gènes impliqués dans la biosynthèse du 
flagelle et de son fonctionnement. Par conséquent, il n’est pas surprenant que la synthèse du 
flagelle soit régulée par des facteurs externes, incluant l’interaction des cellules bactériennes 
avec leur hôte. Certaines bactéries pathogènes de l’homme comme Bordetella pertussis ou 
Yersinia pestis ont ainsi perdu la capacité de synthétiser des flagelles, contrairement à des 
bactéries qui leur sont pourtant apparentées comme Bordetella bronchiseptica, Escherichia 
coli ou Yersinia enterocolitica (Parkhill et al., 2001 ; Parkhill et al., 2003). Cette absence de 
mobilité pourrait être le reflet d’une adaptation particulière. 

 
2.1.1 STRUCTURE DU FLAGELLE 

 
Le flagelle est l’une des structures protéiques les plus complexes connues chez les 

bactéries. Il est généralement décrit comme étant composé de trois parties : un corps basal 
complexe composé d’un cylindre central et d’une série d’anneaux superposés, une structure 
courte incurvée appelée crochet et un long filament hélicoïdal (figure 1.5) (Macnab, 2003 ; 
Liu et Ochman, 2007). Seuls le crochet et le filament émergent de la cellule alors que le corps 
basal est ancré dans l’enveloppe cellulaire, l’anneau inférieur dépassant de la membrane 
interne dans le cytoplasme.  

Le corps basal est composé d’un cylindre central et de trois protéines anneaux appelées 
MS pour membrane, P pour peptidoglycane (PG) et L pour LPS. L’anneau MS semble inséré 
sous la membrane interne alors que les anneaux L et P sont ancrés dans la membrane externe 
et le peptidoglycane. Ces anneaux sont le résultat de la polymérisation d’environ 26 sous-
unités des protéines FliF, FlgI et FlgH pour les anneaux MS, P et L respectivement. Le 
cylindre central est composé de quatre protéines différentes (FlgB, FlgC, FlgF et FlgG). Un 
dernier anneau connecté à l’anneau MS, appelé anneau C (pour cytoplasmique), est formé des 
protéines de rotation du moteur : FliG, FliM et FliN. Deux protéines sont nécessaires à la 
rotation du flagelle mais pas à son assemblage : MotA et MotB. Elles forment un anneau 
autour du corps basal et fonctionnent comme un ancrage au PG et comme un canal à protons 
du périplasme vers le cytoplasme. Ce flux de protons fournit l’énergie de la rotation 
flagellaire, qui demande jusqu’à plusieurs centaines de protons par révolution. Le sens de 
rotation du moteur peut être horaire ou antihoraire et a des conséquences sur le déplacement 
de la cellule : dans le sens horaire, la cellule se réoriente de façon aléatoire alors que dans le 
sens antihoraire, le déplacement est en avant. 

Le crochet est une structure cylindrique similaire au filament mais construit à partir 
d’une sous-unité spécifique : FlgE. Le crochet est le résultat de la polymérisation d’environ 
130 sous-unités FlgE et sa longueur (50-60 nm) est régulée par l’addition des protéines de 
jonction FlgK et FlgL au bout du crochet lors de l’assemblage du flagelle. 

Le filament est le composant majeur du flagelle puisqu’il est construit à partir de la 
polymérisation de 10000 à 40000 copies d’une seule sous-unité protéique : la flagelline FliC 
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Figure 1.6 : A) Localisation chromosomique des opérons formant le régulon flagellaire 
chez S. typhimurium. Les opérons sont notés E (early), M (middle) ou L (late) selon leur 
ordre d’expression dans le temps (d’après Chilcott et Hughes, 2000). B) Assemblage du 
flagelle chez Salmonella sp. (d’après Aldridge et al., 2006). 
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(Kondoh et Hotani, 1974). Le filament est un tube étroit de diamètre constant (environ 15 à 20 
nm) et de longueur variable (5 à 10 µm, selon le nombre de sous-unités de flagelline 
assemblées. Le rôle spécifique du filament est celui d’un propulseur, avec par conséquent une 
certaine rigidité pendant la rotation pour pousser la cellule. La séquence des flagellines peut 
être divisée en trois modules fonctionnels : les domaines N- et C- terminaux responsables des 
interactions entre sous-unités et de leur polymérisation, et un domaine central dépassant à la 
surface du filament et portant l’antigène flagellaire. Cet aspect sera développé dans le § 
3.1.1.1.2. Les mutations affectant la structure du filament sont toujours localisées dans les 
domaines terminaux.  

 
2.1.2 ORGANISATION DES GENES FLAGELLAIRES 

 
Compte tenu de la structure complexe du flagelle, sa synthèse nécessite de nombreux 

gènes. Chez les organismes modèles E. coli et S. typhimurium, environ 60 gènes sont 
organisés en 15 et 17 opérons, respectivement,  regroupés en quatre ou cinq clusters sur le 
chromosome (figure 1.6, A) (Chilcott et Hughes, 2000 ; Macnab, 2003). Le cluster I inclut les 
gènes codant les protéines de structure du flagelle nommés flgA-M. Le cluster II inclut les 
gènes codant les protéines participant à la régulation et à l’assemblage du flagelle (gènes flh), 
les gènes du moteur flagellaire (mot) et les gènes du chimiotactisme (che). Les clusters III et 
IV comprennent les gènes codant les protéines de l’appareil de sécrétion, la flagelline et les 
facteurs σ spécifiques du flagelle (fliA, fliT). Chez S. typhimurium, il existe un cinquième 
cluster codant pour une flagelline alternative (fljB). 

La biogénèse du flagelle est un processus complexe qui se déroule dans un ordre précis. 
Les promoteurs du régulon flagellaire sont organisés en trois classes selon leur expression 
dans le temps (figure 1.6, A). Le promoteur de classe E (E pour « Early ») dirige la 
transcription de l’opéron flhDC qui code un activateur de transcription des promoteurs de 
classe M (M pour « Middle »). La majorité des gènes possédant ces promoteurs codent pour 
les composants de la structure et de l’assemblage du corps basal et du crochet, ainsi qu’un 
facteur σ28, FliA, et son facteur anti-sigma, FlgM. Les gènes possédant les promoteurs de 
classe L (L pour « Late ») ont besoin du complexe σ28-RNA polymerase pour leur 
transcription. FlgM est associé à σ28 et empêche la transcription des gènes possédant les 
promoteurs de classe L tant que la construction de la structure corps basal-crochet n’est pas 
achevée. FlgM peut alors être sécrétée, elle libère FliA (σ28) et la transcription des gènes ayant 
les promoteurs de classe L commence. Ces gènes sont ceux de la flagelline et des protéines 
associées au crochet, ainsi que des protéines nécessaires au chimiotactisme et à la rotation du 
flagelle. 
 

2.1.3 ASSEMBLAGE DU FLAGELLE ET SECRETION 
 
L’assemblage du flagelle est bien connu (Macnab, 2003 ; Aldridge et al., 2006). 

L’addition des composants flagellaires a lieu à l’extrémité distale de la structure. La première 
structure assemblée est l’anneau MS (figure 1.6, B). Le mécanisme utilisé par la cellule pour 
déterminer la localisation et le nombre d’anneaux, ainsi que le moment choisi pour initier 
l’assemblage du flagelle, reste inconnu. L’anneau C est ensuite assemblé, ce qui permet alors 
l’assemblage du cylindre central puisque les mutants dans l’anneau C en sont incapables 
(Kubori et al, 1997). La sécrétion des protéines composant le cylindre semble se faire à 
travers le pore formé par l’anneau MS. Lorsque le cylindre est mature, FlgD joue un rôle 
d’échafaudage et permet à la protéine du crochet FlgE d’initier sa polymérisation. La 
croissance du crochet est vite stoppée par la membrane externe (Kubori et al., 1992) et les 
anneaux P (FlgI) et L (FlgH) doivent alors être assemblés. La sécrétion de FlgI et FlgH dans 
le périplasme et la membrane externe respectivement se fait selon la voie de sécrétion 
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Figure 1.7 : Représentation schématique du flagelle bactérien (A) et des systèmes de sécrétion 
de type III liés à la virulence chez Yersinia sp. (B), Escherichia coli (C) et Pseudomonas 
syringae (D). Seules les protéines conservées dans les T3SS et leurs homologues flagellaires 
sont dessinées et positionnées de façon homologue avec la même couleur (d’après Tampakaki 
et al., 2004). 
 
 

 
 
Figure 1.8 : Représentation des protéines de l’appareil d’export flagellaire (d’après Macnab, 
2003). 
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générale (GSP) (Jones et al, 1989). Le nombre de sous-unités FlgE additionnées au crochet 
est apparemment contrôlé par FliK puisqu’un mutant fliK est affecté dans la longueur du 
crochet. Lorsque le crochet est complet, le facteur anti-σ FlgM est sécrété, ce qui libère FliA 
(σ28). FliA permet la transcription des opérons de classe III codant la flagelline FliC et les 
protéines associées au crochet (appelées HAP pour Hook Associated Protein) FlgK, FlgL et 
FliD. FlgK se polymérise au bout du crochet, en remplaçant FlgD. Ceci permet la 
polymérisation immédiate d’un ou plusieurs anneaux formés par FlgL au-dessus de FlgK. 
FliD est ensuite additionnée et l’incorporation de la flagelline s’initie à la jonction FlgL-FliD. 
La longueur du filament semble varier selon la quantité de flagelline synthétisée. Le 
mouvement de la flagelline à l’intérieur du filament nécessite une ATPase FliI.  

A l’exception des composants des anneaux P et L sécrétés par la GSP, la sécrétion des 
autres protéines flagellaires est phylogénétiquement proche du T3SS utilisé par les bactéries 
pathogènes pour la sécrétion de facteurs de virulence, c'est-à-dire que la sécrétion emploie une 
structure bien définie en forme de conduit et les sous-unités de cette structure sont assemblées 
à l’extrémité distale. De nombreuses protéines flagellaires ont d’ailleurs des homologies avec 
des composants du système Hrp (Tampakaki et al, 2004) (figure 1.7). Les composants du 
système d’export se répartissent en deux classes : les protéines solubles et les protéines 
associées à la membrane. Parmi les protéines solubles, certaines fonctionnent comme des 
chaperonnes spécifiques de substrat : FlgN chaperonne FlgK et FlgL, FliT chaperonne FliD et 
FliS chaperonne FliC (Bennett et al, 2001), d’autres non (FliH, FliI, FliJ). Il y a six 
composants membranaires (FlhA, FlhB, FliO, FliP, FliQ, FliR) qui forment un complexe dans 
l’anneau MS (figure 1.8) dont la masse totale avoisinerait 380 kDa. 

FliI est l’ATPase qui fournit l’énergie nécessaire au processus d’export, son domaine N-
terminal interagit avec le domaine C-terminal de FliH, son régulateur négatif pour former un 
complexe hétérotrimérique (FliH)2(FliI). Une mutation dans le site catalytique de FliI ou 
l’inhibition de l’association à FliH abolissent la mobilité. Chez Salmonella, un mutant FliH 
peut encore être légèrement mobile (Gonzalez-Pedrajo et al., 2002). Le complexe 
(FliH)2(FliI) s’arrimerait à FlhA et FlhB pour former un super complexe. Le rôle exact de FliJ 
n’est pas connu, elle est nécessaire à l’export des protéines flagellaires du crochet et du 
filament, et interagit avec FliH, et moins fortement avec FliI. FlhA est une protéine d’environ 
75kDa qui interagirait avec l’anneau MS, ce qui ancrerait l’appareil d’export au corps basal. 
FlhB joue un rôle critique dans la détermination des protéines devant être exportées à un stade 
donné. Peu de choses sont connues sur l’évènement de translocation lui-même. FlhA et FlhB 
interagissent avec les substrats (Minamino et Macnab, 2000) mais cela n’implique pas que ces 
protéines constituent une partie physique du système de translocation. 
 
 2.2 LE SYSTEME Hrp CHEZ LES BACTERIES PHYTOPATHOGENES : CAS DU GROUPE I 
 

Le système Hrp est une structure ressemblant à une seringue, composée d’anneaux, 
membranaires et d’un filament extracellulaire appelé pilus Hrp chez les bactéries 
phytopathogènes (Roine et al., 1997 ; Kubori et al., 1998) qui sert au transport à longue-
distance de protéines sécrétées à travers la paroi des cellules de la plante. Certains composants 
du système Hrp sont conservés chez les bactéries pathogènes des plantes et des animaux, ce 
qui suggère que l’architecture de base est similaire chez les différentes espèces bactériennes. 
La première démonstration de l’injection de protéines directement dans les cellules hôtes a été 
faite chez Yersinia (Rosqvist et al., 1994). Chez les bactéries pathogènes de plantes, un 
premier cluster de gènes hrp a été identifié en 1986 chez Pseudomonas syringae (Lindgren et 
al., 1986) et la fonction de sécrétion de protéines de ces gènes hrp a été établie (Arlat et al, 
1994). Puis il  a été démontré que les effecteurs de type III de Pseudomonas syringae et 
Xanthomonas campestris étaient sécrétés directement dans le cytosol de l’hôte, de la même 
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Figure 1.9 : Structures basales du système de sécrétion de type III de Shigella flexneri (A et 
C) et du flagelle de Salmonella (B et D) (d’après Blocker et al., 2001 ; Blair, 2003 ; Macnab, 
2003).  

 
Figure 1.10 : Examen de P. syringae DC3000 par microscopie électronique à transmission. A, 
DC3000 ; B, Ps hrpA. Pointe de flèche = flagelle (15 à 18nm de diamètre). Flèche = pilus Hrp 
(8 à 10 nm de diamètre). Barre = 100 nm (d’après Hu et al., 2001). 
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façon que chez Yersinia (Gopalan et al, 1996 ; Leister et al., 1996, Van den Ackerveken, 
1996). Le T3SS des bactéries pathogènes des animaux doit traverser trois membranes 
biologiques : les membranes bactériennes interne et externe et la membrane plasmique de 
l’hôte (Cornelis, 2006). On pense que le percement de la membrane plasmique implique un 
complexe formant un pore ou translocon (Büttner et Bonas, 2002). Le T3SS des bactéries 
pathogènes des plantes doit en plus traverser la paroi de la cellule végétale qui peut mesurer 
plusieurs centaines de nanomètres. Il est donc possible que le processus de translocation soit 
plus complexe que chez les bactéries pathogènes des animaux. Chez les bactéries 
phytopathogènes, plusieurs protéines sont des composants du translocon puisqu’elles sont 
nécessaires à la translocation des effecteurs mais pas à leur sécrétion (Rossier et al, 2000 ; 
Büttner et al., 2002 ; Meyer et al., 2006 ; Kvitko et al., 2007).  

De nombreuses bactéries semblent ne posséder qu’un seul T3SS associé à la virulence 
mais certaines en possèdent plusieurs comme Salmonella typhimurium (notés SPI-1 à -12 ; 
Hensel, 2004), ou Yersinia pestis (Parkhill et al., 2001). Chez E. amylovora, en dehors du 
T3SS majeur impliqué dans la virulence, les composants de deux copies d’un système putatif 
de sécrétion de type III homologue à l’îlot de symbiose SSR-1 de Sodalis glossinidius ont été 
identifiés (Triplett et al., 2006). Leur rôle n’est pas décrit à ce jour. 

Les analyses phylogénétiques amènent à classer les gènes hrp du T3SS présents chez les 
bactéries phytopathogènes  et liés à la virulence,  en deux groupes : le groupe 1 comprend les 
clusters hrp des pathovars de P. syringae, Erwinia sp. et Pantoea stewartii (Alfano et 
Collmer, 1997 ; Frederick et al., 2001) et le groupe 2 comprend les T3SS de Xanthomonas sp. 
et Ralstonia solanacearum (Alfano et Collmer, 1997). Ces deux groupes se différencient par 
l’arrangement des gènes dans les opérons. Chaque groupe possède certains gènes hrp 
spécifiques et des systèmes de régulation distincts. Les opérons hrp du groupe 1 sont activés 
par HrpL, un facteur sigma de type ECF (extracytoplasmic function) alors que ceux du groupe 
2 sont activés par des activateurs de transcription de type AraC (HrpB chez R. solanacearum 
ou HrpX chez X. campestris). Les gènes codant les T3SS sont presque toujours groupés en 
cluster sur le chromosome ou sur un plasmide (par exemple chez Ralstonia) formant un îlot 
de pathogénicité (PAI) (Hacker et Kaper, 2000). Ces PAIs ont souvent un pourcentage en 
G+C différent du reste du chromosome et sont fréquemment flanqués d’éléments mobiles, ce 
qui suggère qu’ils ont été acquis par un transfert horizontal.  

 
2.2.1 ARCHITECTURE ET ASSEMBLAGE DU SYSTEME Hrp 

 
La structure du T3SS chez S. typhimurium ressemble au corps basal flagellaire avec 

deux anneaux interagissant avec la membrane externe, deux anneaux internes situés au niveau 
de la membrane cytoplasmique, et une extension extracellulaire  de 8 nm de diamètre et 80 
nm de long (figure 1.9) (Kubori et al, 1998 ; Blocker et al., 2001 ; Blair, 2003). Les mêmes 
structures ont été retrouvées chez Y. enterocolitica (Hoiczyk et Blobel, 2001), Shigella 
(Tamano et al., 2000) et chez les E. coli entéropathogènes (EPEC) (Sekiya et al, 2001). Chez 
les bactéries phytopathogènes, l’appendice extracellulaire ou pilus Hrp a été observé en 
microscopie électronique (figure 1.10) (Roine et al., 1997 ; Jin et al., 2001 ; Li et al., 2002). 
Chez Salmonella, cinq protéines sont associées à la structure basale du T3SS dont deux 
présentent des homologies avec HrcC et HrcJ, protéines conservées chez les bactéries 
phytopathogènes. Les représentations schématiques du système de sécrétion de type III pour 
P. syringae (groupe Hrp1) sont basées sur des homologies de séquence avec les protéines 
flagellaires (Tampakaki et al., 2004). Il existe en effet de remarquables similarités entre 
l’architecture du filament flagellaire et celle du T3SS (Blocker et al., 2003). Cordes et ses 
collaborateurs (2003) ont montré chez Shigella flexneri que les sous-unités MxiH étaient 
organisées en filament cylindrique hélicoïdal d’un diamètre externe de 7 nm et interne de 2 
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Figure 1.11 : Vues tridimensionnelle du filament flagellaire (vues de coté (a) et (b) ; vue du 
dessus (c)) et du filament du T3SS chez Shigella flexneri (vues du dessus (A), de côté (B) et 
(C) (d’après Cordes et al., 2003 et Macnab, 2003). 
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nm, ce qui est assez proche du filament flagellaire (figure 1.11). Le pilus Hrp d’E. amylovora 
a environ le même diamètre (8 nm) que le T3SS de Shigella mais il est beaucoup plus long 
(plusieurs μm) (Jin et al., 2001).  

L’assemblage chez Salmonella débuterait avec la formation des deux anneaux internes, 
probablement équivalent à l’anneau MS du flagelle (Kimbrough et Miller, 2000 ; Sukhan et 
al, 2001), puis la formation du double anneau au niveau de la membrane externe. L’extension 
se poursuit dans la membrane interne avec d’autres protéines très conservées (HrcN, HrcQ, 
HrcR, HrcS, HrcT, HrcU) (Cornelis et Van Gijsegem, 2000 ; Hueck, 1998). Tous les T3SS 
possèdent une ATPase (HrcN) qui pourrait fonctionner comme une pompe de sécrétion 
(Pozidis et al., 2003). L’assemblage du pilus Hrp est réalisé avec des sous-unités de petite 
taille (HrpA, 6,5KDa chez E. amylovora et 11KDa chez P. syringae pv tomato (Jin et al, 
2001 ; Taira et al., 1999) dont les séquences sont très variables mais pour lesquelles les 
structures secondaires restent similaires. Les expériences de marquage in situ montrent que le 
pilus Hrp est impliqué spécifiquement dans la sécrétion des effecteurs. Cette sécrétion se 
déroule tout au long de l’assemblage du pilus Hrp. Comme pour le filament flagellaire et la 
flagelline, il a été démontré que le pilus Hrp fonctionnait comme un conduit permettant 
d’acheminer les effecteurs et s’allongeait par l’extrémité distale (Li et al., 2002).  

De même que pour le système flagellaire, il existe des protéines solubles, appelées 
chaperonnes, appartenant au système d’export. A la différence des chaperonnes flagellaires, 
qui interagissent avec la partie C-terminale de leur substrat, les chaperonnes liées à la 
virulence se lient avec l’extrémité N-terminale de leur effecteur. Ce sont des protéines de bas 
poids moléculaire (<170 acides aminés), acides (pI<5,5) et riches en leucine. Les chaperonnes 
de classe I interagissent spécifiquement avec un ou plusieurs effecteurs et sont nécessaires à la 
sécrétion de ces derniers. La classe II comprend les chaperonnes des protéines du translocon 
(Parsot et al., 2003). Les chaperonnes des bactéries phytopathogènes ont surtout été 
identifiées chez E. amylovora et chez P. syringae (Büttner et Bonas, 2006). Ces protéines 
contribuent à la stabilité et/ou à la sécrétion de l’effecteur partenaire.  

 
2.2.2 L’ILOT DE PATHOGENICITE D’E. AMYLOVORA 

 
Le cluster hrp-dsp d’E. amylovora fait partie d’un îlot de pathogénicité (PAI) de 62 Kb 

divisé en quatre parties (figure 1.12) (Oh et Beer, 2005) :  
- l’îlot de transfert (IT) dont le rôle est mal connu,  
- la région HAE (Hrp-associated enzymes) dont les gènes pourraient coder pour des 

enzymes impliquées dans la synthèse de peptides,  
- la région HEE (Hrp effectors and elicitors),  
- la région hrp/hrc codant les protéines régulatrices telles que HrpL, HrpS et HrpXY 

ainsi que les protéines du système de sécrétion conservées chez d’autres organismes et notées 
Hrc (Hr et conserved).  

Le cluster hrp-dsp inclut ces deux dernières régions. Le GC% du PAI est en moyenne de 
53,2%, peu différent de celui de l’ADN génomique (53,6 à 54,1). Toutefois, le GC% varie le 
long du locus IT et s’écarte souvent significativement de la moyenne (figure 1.12). Par contre, 
le GC% de la région contenant le cluster hrp reste relativement constant mais légèrement plus 
élevé que la moyenne du génome.  

HrpL est la protéine clé pour le contrôle des gènes hrp et hrc chez les bactéries du 
groupe Hrp1. C’est un facteur sigma qui régule des fonctions extracytoplasmiques (Lonetto et 
al, 1992) et qui active tous les opérons de sécrétion, les gènes de harpine et les gènes dsp 
(Wei et Beer, 1995 ; Gaudriault et al, 1997). Les protéines HrpL sont très conservées au 
niveau de la séquence en acides aminés et reconnaissent la « hrp box » » (Innes et al., 1993), 
une séquence consensus (GGAACC-N15/16-CCACNNA) située dans le promoteur des 
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Figure 1.12 : Ilot de pathogénicité d’E. amylovora incluant le cluster hrp/dsp (d’après Oh 
et Beer, 2005)

Figure 1.13 : Modèle de la cascade de régulation des gènes hrp chez E. amylovora CM : 
membrane cytoplasmique ; OM : membrane externe ; E : RNA polymerase, demi-cercle : 
promoteur σ70 ; triangle vide : promoteur σ54 ;  triangle plein : promoteur HrpL) (Wei et 
al., 2000).
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opérons hrp et des effecteurs de type 3 (Fouts et al, 2002). Les cinq premiers nucléotides 
(GGAAC) de la hrp box ainsi que les trois derniers (ACNNA) sont essentiels à l’activité du 
promoteur chez Pantoea agglomerans (Nissan et al., 2005). L’induction de hrpL nécessite 
HrpS chez Erwinia spp. et Pantoea stewartii (Wei et al., 2000 ; Merighi et al., 2003). HrpS 
appartient à la famille NtrC des σ54-EBP (Enhancer Binding Protein).  

Un modèle de l’expression des gènes hrp d’E. amylovora a été proposé (Wei et al., 
2000) (figure 1.13). Un système à deux composants (hrpX et hrpY) agit en amont de la 
cascade HrpX-HrpL. hrpX code une histidine kinase alors que hrpY code une protéine de 
régulation. L’analyse par mutagénèse indique que la phosphorylation de HrpY par HrpX, est 
cruciale pour l’activation de la cascade HrpS-HrpL-hrp. Des modèles similaires ont été 
proposés pour d’autres espèces d’Erwinia ou chez Pantoea (Nizan-Koren et al., 2003 ; 
Merighi et al., 2003). Certaines conditions environnementales comme la température, le pH et 
la composition du milieu affectent l’expression des gènes du T3SS (Wei et al., 1992a). Ainsi, 
l’expression des gènes hrp est abolie en milieu riche et induite en milieu mimant l’apoplaste 
(i.e. en milieu minimum). Les milieux inducteurs sont pauvres et ne contiennent qu’une seule 
source de carbone. Le galactose en milieu M9 est un bon inducteur des gènes hrp (Gaudriault 
et al., 1997) chez E. amylovora. Chez P. syringae pv phaseolicola, l’induction d’hrpL est 
beaucoup plus importante in planta qu’en milieu inducteur, ce qui suggère la présence d’un 
signal de la plante. Chez R. solanacearum (groupe Hrp2), l’induction des gènes hrp par la 
plante est médiée par PrhA, une protéine de membrane similaire à des récepteurs de 
sidérophores (Marenda et al., 1998) qui agirait comme un récepteur bactérien d’une molécule 
non diffusible de la paroi (Aldon et al., 2000). 

La région HAE contient cinq gènes dont trois sont impliqués dans le caractère 
systémique de la maladie : hsvA (hrp-associated systemic virulence), hsvB, hsvC (Oh et al., 
2005). Ces trois ORF sont situées dans un même opéron et sont contrôlées par HrpL (Oh et 
al., 2005). 

La région IT inclut 17 gènes dont trois sont homologues à des gènes de phage, deux 
seraient des gènes de virulence. La bordure gauche du PAI est très conservée avec le PAI de 
Y. pseudotuberculosis. Aucun promoteur HrpL-dépendant n’a été détecté dans cette région. 
De plus, un mutant délété de la région IT n’est affecté ni dans l’élicitation de la HR sur tabac, 
ni dans la réponse à l’inoculation de poire immature (Oh et Beer 2005). 

 
2.2.3 LES EFFECTEURS DE TYPE III CHEZ E. AMYLOVORA 
 

Comparées aux bactéries pathogènes des animaux, les bactéries pathogènes des plantes 
possèdent un arsenal d’effecteurs beaucoup plus large : on connaît plusieurs dizaines 
d’effecteurs chez les bactéries phytopathogènes (Mudgett, 2005) alors qu’il n’y en a que 6 
chez Yersinia (Shao, 2008). Leur rôle est souvent difficile à déterminer du fait d’une 
redondance fonctionnelle.  

L’analyse du sécrétome d’E. amylovora a permis l’identification d’au moins douze 
protéines sécrétées par le T3SS (Nissinen et al., 2007). Parmi ces protéines, certaines sont 
déjà bien caractérisées :  

- les harpines HrpN (Wei et al., 1992b) et HrpW (Gaudriault et al., 1998 ; Kim et 
Beer, 1998), qui sont des protéines riches en glycine et stables à la chaleur  

- DspA/E (Gaudriault et al., 1997 ; Bogdanove et al., 1998),  
- HrpJ (Bogdanove et al.,1996),  
- HrpA qui est la sous-unité structurale du pilus Hrp (Jin et al., 2001),  
- EopB (Oh et Beer, 2005) (ou Orf B ; Oh et al., 2005) renommée Eop1 (Nissinen 

et al., 2007),  
- HrpK (Oh et al., 2005),  
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L’étude de Nissinen et al. (2007) a révélé d’autres protéines sécrétées : Eop2, Eop3, Eop4, 
TraF et FlgL. Enfin, il existe un autre effecteur, HopPtoCEa, dont le gène est situé à l’extérieur 
du PAI (Zhao et al, 2005).  

Les mutants hrpN sont affectés dans leur capacité à induire la nécrose sur plante hôte 
(Barny, 1995). Un mutant hrpN provoque un burst oxydatif plus faible sur plante hôte, que la 
souche sauvage (Venisse et al., 2003), ce qui suggère que HrpN est impliquée dans la 
production de formes actives d’oxygène. La démonstration récente de l’implication d’HrpN 
dans la translocation de DspA chez le tabac (Bocsanczy et al., 2008), suggère que le rôle de 
HrpN dans le burst oxydatif et la mort cellulaire, est indirect chez la plante hôte. 

Sur plante non hôte, HrpN induit un burst oxydatif et une HR sur tabac (Wei et al., 
1992b), ainsi qu’une activation de MAPK (Adam et al., 1997), une induction de gènes de 
défense (Peng et al., 2003), la SAR (Dong et al., 1999) et la modulation de flux ioniques (El 
Maarouf et al., 2001).  

 
HrpW inhibe la mort cellulaire sur Arabidopsis thaliana à de faibles concentrations et a 

donc un rôle opposé à HrpN (Reboutier et al., 2007). Sur plante hôte, un mutant hrpW a le 
même comportement que la souche sauvage (Gaudriault et al., 1998).  

 
DspA/E a un rôle essentiel dans le pouvoir pathogène (un mutant dspA est non 

pathogène) (Gaudriault et al., 1997). DebRoy et ses collaborateurs (2004) ont montré que la 
perte de virulence d’un mutant dspA est liée à une incapacité à supprimer les défenses basales 
de l’hôte, en effet un mutant dspA provoque chez le pommier un dépôt de callose bien plus 
important que la souche sauvage. DspA présente par ailleurs des homologies avec AvrE de 
Pseudomonas syringae (Gaudriault et al., 1997). DspA est aussi impliquée avec HrpN dans la 
génération du stress oxydant (Venisse et al., 2003). L’expression transitoire de DspA chez le 
pommier et le tabac induit la mort cellulaire (Boureau et al., 2006). 

 
HrpJ a elle aussi un rôle important dans le pouvoir pathogène puisqu’un mutant hrpJ est 

non pathogène (Nissinen et al., 2007). Cette protéine est nécessaire à l’accumulation 
extracellulaire de HrpN et HrpW, ainsi qu’à l’élicitation de l’hypersensibilité (Nissinen et al., 
2007). 

 
Les mutants eop1, hrpK et hopPtoCEa ont le même phénotype que celui de la souche 

sauvage (Kim et Beer, 1998 ; Oh et Beer, 2005, Oh et al., 2005, Zhao et al, 2005). La 
fonction de HrpK semble être assez différente de celle de HrpK chez P. syringae DC3000 
chez qui elle jouerait un rôle dans la translocation : un mutant hrpK d’E. amylovora n’est pas 
affecté dans la virulence (Petnicki-Ocwieja et al., 2005 ; Oh et al., 2005). Eop4, nommée 
AvrRpt2Ea par Zhao et al. (2006) est impliquée dans la virulence sur poires immatures. La 
fonction des autres protéines reste à déterminer.  
 
2.3 CONNECTIONS ENTRE LE SYSTEME DE SECRETION LIE A LA VIRULENCE ET LE 

SYSTEME FLAGELLAIRE 
 

Plusieurs exemples décrits dans la littérature montrent qu’il existe une régulation 
coordonnée de la mobilité et des facteurs de virulence. Certains gènes flagellaires régulent 
positivement des gènes impliqués dans la virulence comme par exemple chez Salmonella 
typhi (Eichelberg et Galán, 2000), Erwinia carotovora (Cui et al., 2008) ou Xenorhabdus 
nematophila (Lanois et al., 2008). Au contraire, les gènes flagellaires et les gènes de virulence 
peuvent être inversement régulés comme chez Y. enterocolitica (Horne et Prüss, 2006) ou 
Pseudomonas aeruginosa (Soscia et al., 2007). Ces connections existent aussi chez des 
bactéries autres que les γ-protéobactéries comme chez Campylobacter jejuni (ε-
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Figure 1.14 : Modèle de l’évolution de la résistance des plantes aux bactéries (d’après 
Chisholm et al., 2006) 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 1.15 : Schéma représentant les différentes classes de protéines de résistance (voir le 
texte pour les abréviations) (d’après Chisholm et al., 2006). 
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protéobactérie) (Carrillo et al., 2004) ou chez Bacillus thuringiensis (Firmicutes) (Ghelardi et 
al., 2002).  

D’autres liens entre le système flagellaire et le système de virulence sont décrits. Ainsi, 
bien que le T3SS flagellaire ait surtout un rôle dans la mobilité, il peut être utilisé comme 
système d’export de protéines de virulence. Chez Yersinia enterocolitica, le flagelle sécrète la 
phospholipase YplA (Young et al., 1999). Chez Campylobacter jejuni, il sécrète des protéines 
d’invasion et la protéine FlaC impliquée dans l’adhésion (Song et al., 2004). Enfin chez S. 
enterica, deux effecteurs peuvent être sécrétés par le flagelle plutôt que par le T3SS de 
virulence (Lee et Galan, 2004). 

Les relations entre les deux systèmes, du point de vue de l’évolution, font débat. Soit le 
T3SS lié à la virulence dérive du système flagellaire, soit le T3SS et le système flagellaire 
dérivent d’un ancêtre commun. Les arguments en faveur de la première hypothèse reposent 
sur l’ubiquité du flagelle alors que la distribution du T3SS est limitée chez les bactéries 
(Troisfontaines et Cornelis, 2005). Les analyses cladistiques font pencher pour la seconde 
hypothèse. La présence de caractères partagés est considérée comme un bon indicateur de 
l’évolution à partir d’un ancêtre commun. De plus, il est difficile d’imaginer comment un 
système flagellaire, dont les gènes sont répartis en plusieurs clusters, pourrait être l’ancêtre du 
T3SS lié à la virulence, dont les gènes sont regroupés sur un seul cluster. Le débat se 
poursuit : Liu et Ochman (2007) ont proposé que les gènes flagellaires aient été assemblés 
progressivement, via la duplication et la diversification de gènes flagellaires.  

 
 
 

3 MECANISMES DE L’INTERACTION PLANTE-BACTERIE CONDUISANT A LA 
COMPATIBILITE  

 
 
 

La plupart des plantes sont résistantes à la plupart des microorganismes potentiellement 
pathogènes. Elles possèdent des mécanismes de défense physiques pré-formés (cuticule, mur 
cellulaire) ou biochimiques constitutifs (composés antimicrobiens) (Thordal-Christensen, 
2003), qui empêchent l’invasion d’un pathogène potentiel (interaction non hôte). Cependant 
ces barrières peuvent être surmontées par certains pathogènes (interaction hôte). Si la plante 
reconnait l’envahisseur, l’induction rapide de réactions de défense par la plante (résistante) 
peut empêcher le bioagresseur de se développer : c’est l’interaction incompatible. Par contre, 
si la plante (sensible) est incapable de reconnaitre le pathogène ou si elle y répond trop 
lentement, la maladie se propage : c’est l’interaction compatible.  

 
3.1 LA RESISTANCE DES PLANTES 

 
On distingue actuellement deux niveaux de résistance chez les plantes (figure 1.14) 

(pour revues, Abramovitch et al., 2006 ; Chisholm et al., 2006 ; Jones et Dangl, 2006).  
La résistance peut être non spécifique : elle résulte de la reconnaissance d’éliciteurs 

généraux portés par le pathogène ou bien sécrétés par lui, appelés MAMPs (microbe-
associated molecular pattern) et qui nous concernent ici. Ces éliciteurs peuvent aussi être issus 
de la dégradation des parois de la plante ou du pathogène.  

La résistance peut aussi être spécifique : elle est alors génétiquement contrôlée par des 
gènes de résistance R chez la plante et des gènes d’avirulence Avr chez le pathogène. C’est le 
concept de l’interaction « gène-pour-gène » de Flor (1971). 

Différents types de récepteurs sont impliqués dans la perception du pathogène, tous 
cependant possèdent un domaine LRRs (leucine rich repeats) (figure 1.15, Chisholm et al., 
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2006). On distingue les récepteurs avec des LRRs extracellulaires (e). Il en existe trois sous-
classes : les receptor-like proteins (ou RLPs), les receptor-like kinases (ou RLKs) et les 
polygalacturonase-inhibiting proteins (ou PGIPs). La plupart de ces récepteurs, appelés PRRs 
(pattern recognition receptors), reconnaissent les MAMPs. D’autres récepteurs sont 
intracellulaires, de type NB-LRR (nucleotide binding-leucine rich repeat). Ceux-ci peuvent 
posséder un domaine N-terminal coiled-coiled (CC) ou Toll-interleukin-1 recepteur (TIR). 
Cette structure est celle de la plupart des protéines R identifiées à ce jour mais il existe des 
protéines R avec des domaines différents (Deslandes et al., 2003 ; Tameling et Takken, 2008).  

Chez Arabidopsis thaliana, on compte environ 600 protéines RLK (Shiu et al., 2004), 
57 RLP (Wang et al., 2008) et plus de 149 NB-LRR (Belkhadir et al, 2004).  

 
3.1.1 LA RESISTANCE NON SPECIFIQUE, LIEE AUX MAMPs 

 
Les MAMPs appelés aussi PAMPs (pathogen-associated molecular pattern) sont des 

molécules conservées chez les microorganismes et absentes chez l’hôte. Le terme MAMP est 
préféré puisque des microorganismes non pathogènes possèdent eux aussi de telles molécules. 
Les MAMPs sont par ailleurs indispensables à la survie de l’agent pathogène. Ils sont de 
nature diverse : lipopolysaccharide (LPS) des bactéries à Gram négatif (Dow et al, 2000) ; 
flagelline (Felix et al, 1999), facteur d’élongation (EF-Tu) (Kunze et al, 2004) ou cold-shock 
protéines d’eubactéries (Felix et Boller, 2003) ; peptidoglycanes des bactéries à Gram positif 
(Gust et al., 2007) ou à Gram négatif (Erbs et al., 2008) ; glycanes (Sharp et al, 1984), chitine 
(Ren et West, 1992) ou ergostérol de champignons (Lochman et Mikes, 2006). Suite à la 
reconnaissance de MAMPs, la plante va exprimer des réactions de défenses de nature 
similaire bien que les MAMPs soient de composition très différente. Ces réactions de défense 
comprennent des variations de concentration du calcium cytoplasmique, l’activation de 
cascades MAPK, la production de phytoalexines, de formes actives d’oxygène (ROS) et 
d’oxyde nitrique (NO), un dépôt de callose pour renforcer la paroi ou encore la fermeture des 
stomates pour empêcher l’entrée de pathogène et l’activation de PR protéines (He et al., 
2007). 

 
3.1.1.1 LES MAMPs DE BACTERIES A GRAM NEGATIF 

 
3.1.1.1.1  LE LPS 

 
Le LPS peut être reconnu par les plantes et induire des réactions de défense puisqu’il n’a 

pas d’homologue structural chez ces organismes multicellulaires. Le lipide A, le core ainsi 
que la chaine O possèdent des propriétés élicitrices (Bedini et al, 2005 ; Braun et al., 2005 ; 
Silipo et al, 2005).  

Chez le tabac, le LPS de Burkholderia cepacia induit la synthèse de protéines PR 
(Coventry et Dubery, 2001) et augmente la perméabilité membranaire des cellules (Gerber et 
al, 2004) ; il induit également une modification de l’état de phosphorylation de plusieurs 
protéines potentiellement impliquées dans la transduction de signaux (Gerber et al, 2006). Le 
LPS de Xanthomonas campestris pv campestris induit un burst oxydatif chez des cultures 
cellulaires de tabac (Meyer et al., 2001). Chez Arabidopsis thaliana, le LPS de bactéries non 
pathogènes, phytopathogènes ou pathogènes d’animaux induit une production rapide de NO et 
l’expression de gènes PR (Zeidler et al, 2004). De même chez le riz (Desaki et al, 2006), le 
LPS de bactéries pathogènes de plantes ou non pathogènes induit la production de formes 
actives d’oxygène et l’expression de réactions de défense. Le LPS de différents Pseudomonas 
est aussi impliqué dans l’induction de la résistance systémique chez le radis (Leeman et al, 
1995), chez Arabidopsis thaliana (Van Wees et al, 1997), chez le haricot et la tomate 

 - 17 - 



Chapitre 1 – Etude bibliographique 

(Meziane et al., 2005). Le LPS de Rhizobium etli induit la résistance systémique chez 
Solanum tuberosum (Reitz et al, 2000).  

Le LPS peut également potentialiser l’expression de gènes et participer à l’accumulation 
de composés phénoliques antibactériens. Chez le poivron, un prétraitement avec du LPS de 
Xanthomonas campestris pv campestris permet d’obtenir une accumulation plus précoce et 
plus importante des composés phénoliques tels que la coumaroyl tyramine et la feruloyl 
tyramine lors de l’inoculation subséquente par X. axonopodis pv vesicatoria/avrBs1 
(interaction incompatible gène pour gène) ou par X. c. pv campestris (interaction incompatible 
non hôte) comparé à l’inoculation seule. Les effets sont cependant plus précoces dans 
l’interaction gène pour gène (Newman et al, 2002). Par contre, le LPS seul n’induit pas 
l’accumulation des composés phénoliques. Le prétraitement au LPS dans l’interaction 
incompatible induit également fortement plusieurs gènes de PR protéines (Newman et al, 
2002). Dans l’interaction compatible, le prétraitement au LPS provoque également une 
accumulation de composés phénoliques mais à un niveau très faible. 

Le LPS peut retarder ou empêcher la réaction d’hypersensibilité (HR) du tabac induite 
par une bactérie en situation incompatible. La réaction d’hypersensibilité est généralement 
associée à une diminution du nombre de bactéries viables. Chez le poivron, le prétraitement 
au LPS de X. c. pv campestris supprime la HR (Newman et al, 1997) et modifie la cinétique 
de croissance de la bactérie X. c. pv campestris (situation incompatible) : celle-ci se maintient 
alors au lieu de chuter (Newman et al, 2002). De façon similaire, un prétraitement de feuilles 
de tabac avec du LPS de Pseudomonas syringae pv aptata empêche la HR normalement 
induite par la bactérie incompatible Erwinia amylovora (Minardi, 1995). De plus, Minardi 
démontre que c’est l’expression des gènes hrp d’E. amylovora, réduite dans des plants de 
tabac prétraités avec le LPS, qui empêche cette bactérie de provoquer la HR. Les effets du 
LPS en situation compatible (Xanthomonas axonopodis pv vesicatoria/ poivron) sont moins 
prononcés, la croissance de la bactérie virulente peut être néanmoins atténuée (Newman et al, 
2002). 

 
3.1.1.1.2 LA FLAGELLINE 

 
Le flagelle bactérien est un long filament hélicoïdal creux, ancré à la surface de la 

cellule par un moteur et composé de molécules de flagelline. Les extrémités N- et C-
terminales de la flagelline sont très conservées et servent à l’assemblage du filament alors que 
la portion centrale de la flagelline est très variable en taille et en séquence (cf § 2.1.1). 
L’épitope de la flagelline d’eubactéries qui agit comme éliciteur des réactions de défense sur 
des cellules de plantes est un motif conservé de 22 acides aminés dans le domaine N-terminal 
(Felix et al, 1999). Chez Arabidopsis thaliana, un peptide de 22 acides aminés appelé Flg22 
et correspondant à l’épitope de la flagelline est reconnu par le récepteur FLS2 de type LRR 
kinase (Gómez-Gómez et Boller, 2000) ce qui entraîne des réactions de défense variées 
incluant la fermeture des stomates (Melotto et al., 2006), l’activation de MAP kinase (Asai et 
al., 2002 ; Mészáros et al., 2006) et de nombreux gènes impliqués dans la régulation de la 
transcription (Zipfel et al, 2004),  l’induction de changements rapides  de l’état de 
phosphorylation des protéines de membrane plasmique (Benschop et al., 2007). Parmi les 
protéines phosphorylées, on trouve des protéines impliquées dans le burst oxydatif, des 
kinases, des protéines de transport et de fusion de vésicules comme les syntaxines. Ceci 
suggère un changement dynamique au niveau des membranes dans la résistance non 
spécifique, qui prépare les cellules au renforcement de la paroi et à la sécrétion de molécules 
de défense. En effet, les cellules des plantes attaquées doivent être capable de potentialiser 
leurs défenses et de fournir par leurs voies de sécrétion (Kwon et al., 2008), les composés de 
défense au niveau du site de l’attaque par le pathogène. La taille minimale du peptide capable 
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d’éliciter des défenses est de 15 acides aminés. Des peptides tronqués dans leur extrémité C-
terminale perdent leur pouvoir éliciteur mais agissent alors comme antagonistes spécifiques 
de la flagelline (Felix et al, 1999). Deux études récentes ont montré que Flg22 se fixe 
directement à FLS2 (Chinchilla et al, 2006) et que FLS2 est localisé dans les racines, les tiges 
et les fleurs mais aussi dans les cellules de l’épiderme foliaire et les cellules de garde des 
stomates (points d’entrées fréquents des pathogènes) (Robatzek et al, 2006). Cette localisation 
au niveau des stomates confirme que FLS2 fonctionne à un stade précoce de la détection du 
pathogène. Elle explique aussi pourquoi des mutants FLS2 d’Arabidopsis thaliana sont plus 
sensibles à Pseudomonas syringae pv tomato s’il est inoculé par pulvérisation plutôt que par 
infiltration puisqu’il n’y a plus reconnaissance et activation de la résistance non spécifique 
(Zipfel et al, 2004).  

 
3.1.1.1.3  AUTRES MAMPs 

 
Un autre MAMP bactérien, l’Elongation Factor Tu (EF-Tu) est reconnu par les cellules 

d’Arabidopsis thaliana (Kunze et al., 2004). EF-Tu est la protéine la plus abondante dans les 
cellules bactériennes et son rôle est fondamental dans la traduction des protéines dans le 
cytoplasme. Chez les bactéries phytopathogènes, EF-Tu a été identifié dans le sécrétome de 
Xanthomonas campestris (Watt et al, 2005) , Pseudomonas fluorescens (Singh et al, 2004) et 
Erwinia chrysanthemi (Kazemi-Pour et al, 2004). Il est aussi associé à la surface de 
Mycoplasma pneumoniae (Dallo et al, 2002) et de Lactobacillus johnsonii (Granato et al, 
2004) où il joue un rôle dans l’adhésion aux cellules hôtes des mammifères. L’activité 
élicitrice se situe dans la partie N-terminale de la protéine et comprend les 18 premiers acides 
aminés. Chez Arabidopsis thaliana, le récepteur de EF-Tu est un récepteur kinase (comme 
FLS2) appelé EFR (Kunze et al, 2004). La reconnaissance de EF-Tu par EFR provoque la 
production accrue de formes actives d’oxygène et la synthèse d’éthylène. Bien qu’ils soient 
perçus par 2 récepteurs distincts, la flagelline et EF-Tu élicitent les mêmes types de 
réponses chez Arabidopsis thaliana : en culture cellulaire, alcalinisation du milieu 
extracellulaire et augmentation de l’activité kinase ; in planta, ralentissement de la croissance 
du pathogène virulent P. syringae DC3000 (Kunze et al., 2004). L’étude du transcriptome 
d’Arabidopsis thaliana au niveau génomique, après traitement par ces 2 MAMPs, montre 
qu’il n’y aurait pas de gènes spécifiquement régulés par l’un ou l’autre de ces 2 MAMPs 
(Zipfel et al, 2006).   

Les Cold Shock Proteins (CSP) sont décrites comme inducteurs des réactions de défense 
des Solanacées (Felix et Boller, 2003). Ce sont des petites protéines, d’environ 7,4 KDa, 
présentes chez de nombreuses bactéries, impliquées dans des processus cellulaires variés tels 
que la croissance ou la résistance aux stress thermiques. Les CSP se fixent sur les acides 
nucléiques et ont une fonction de chaperonne et d’anti-terminateur de traduction chez E. coli 
(Bae et al, 2000). Le domaine actif dans l’élicitation des défenses contient un motif conservé 
chez les CSP d’eucaryotes se liant aux acides nucléiques. De la même façon que Flg22, les 
peptides de synthèse contenant un motif modifié perdent l’activité élicitrice et deviennent des 
antagonistes compétitifs pour les éliciteurs de type CSP. L’appartenance des CSPs aux 
MAMPs font débat : elles sont localisées dans le cytoplasme bactérien et n’ont jamais été 
décrites comme des protéines pouvant être sécrétées ou exposées en surface de cellule, et par 
conséquent, il est peu probable qu’elles puissent être directement détectées par les PRRs de la 
plante. 

 
3.1.1.2  LES RECEPTEURS DES MAMPs 

 
Un concept commun à la recherche sur le végétal et à celle sur l’animal propose que les 

gènes de l’hôte codant les récepteurs de MAMP sont relativement stables et héritables, de 
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sorte que la capacité à détecter rapidement les infections microbiennes est préservée et 
transmise de générations en générations (Janeway et Medzhitov, 2002).  

Chez les vertébrés, les PRRs les plus importants sont les Toll-like receptors (TLRs). La 
fonction primaire des TLRs est de fournir une protection immédiate contre les pathogènes en 
activant notamment la voie du complément, la production de cytokines inflammatoires et de 
composés antimicrobiens ainsi que la phagocytose (Pasare et Medzhitov, 2004 ; Akira et al., 
2006).  

Chez les plantes, les moyens de défense sont une résistance non spécifique présente 
dans chaque cellule. A ce jour, la fonction de plusieurs PRRs a été définie chez les 
plantes (figure 1.15): LeEix est un RLP chez la tomate qui reconnaît une xylanase dérivée de 
champignon (Ron et Avni, 2004) ; LeFLS2 est un RLK de tomate qui perçoit la flagelline 
(Robatzek et al., 2007) ; EFR et FLS2 sont des RLK d’Arabidopsis thaliana qui perçoivent 
respectivement EF-Tu (Zipfel et al., 2006) et la flagelline (Gomez-Gomez et Boller, 2000 ; 
Bauer et al., 2001). Lorsque des mutants fls2 d’Arabidopsis thaliana sont traités avec des 
extraits bactériens contenant de la flagelline, la croissance du pathogène P. syringae DC3000 
est réduite malgré l’absence du récepteur de la flagelline. Ceci montre que d’autres MAMPs 
présents dans les extraits sont reconnus par d’autres récepteurs (Zipfel et al, 2004).  

Robatzek et al. (2006) ont montré que FLS2 subit une endocytose après perception de 
Flg22. Le récepteur s’accumule alors dans des vésicules intracellulaires. L’internalisation de 
FLS2 nécessite une activité kinase. L’endocytose semble jouer un rôle non seulement dans 
l’immunité de base due aux MAMPs mais aussi dans l’immunité due aux effecteurs. Par 
exemple chez la tomate, les RLPs Ve (qui conditionnent la résistance à Verticillium), et Cf4 et 
Cf9 (qui interviennent dans la résistance à Cladosporium fulvum via Avr4 et Avr9), possèdent 
la signature YxxФ, impliquée dans l’endocytose, au  niveau de la queue cytoplasmique 
(Kawchuk et al., 2001). La présence de cette signature, chez LeEix2 et EFR (Ron et Avni, 
2004 ; Zipfel et al, 2006), suggère que le processus d’endocytose des récepteurs de la 
résistance non spécifique des plantes pourrait être un phénomène général de la signalisation et 
de la régulation des défenses des plantes (Robatzek, 2007). 

 
3.1.2 LA RESISTANCE SPECIFIQUE LIEE A UNE INTERACTION DE TYPE R/AVR 

 
Les plantes possèdent un système de résistance spécifique reconnaissant l’action des 

effecteurs de type III ou ces effecteurs eux-mêmes. Cette reconnaissance est génétiquement 
déterminée par la complémentarité d’un produit d’un gène d’avirulence (Avr) chez le 
pathogène avec un produit d’un gène de résistance (R) chez la plante. L’absence ou la 
déficience de l’un de ces gènes conduit à la maladie (compatibilité). 

 
3.1.2.1 LES EFFECTEURS PRODUITS PAR LES GENES D’AVIRULENCE (EFFECTEURS AVR) 

 
Les infections par des bactéries à Gram négatif exposent les plantes à une large variété 

d’effecteurs de type III. Ces effecteurs contribuent à la virulence du pathogène, souvent en 
mimant ou en inhibant des fonctions cellulaires des eucaryotes. Cependant, si ces effecteurs 
sont reconnus par l’hôte, ils peuvent induire des réactions de défense (Jones et Dangl, 2006). 
La reconnaissance R/Avr conduit à une réaction qui culmine souvent en HR suite à la 
production rapide de formes actives d’oxygène (ROS, NO) pouvant avoir un effet 
antimicrobien direct, et servant d’autre part de signal d’activation pour d’autres réactions de 
défense (Lamb et Dixon, 1997). Cette réaction est plus rapide que la reconnaissance des 
MAMPs. L’HR ne s’étend pas au-delà des cellules infectées au niveau desquelles elle retarde 
la croissance du pathogène. La résistance R/Avr est associée également à des dépôts de 
callose, à l’expression de protéines PR et à la SAR (Durrant et Dong, 2004 ; Van Loon et al., 
2006a).  
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Figure 1.16 : Voies de défense chez Arabidopsis thaliana (d’après Kunkel et Brooks, 2002).Voir le texte pour les abréviations.
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3.1.2.2 LES RECEPTEURS DES EFFECTEURS DE TYPE AVR 
 
De nombreuses produits des gènes de résistance sont de type NB-LRR (Jones et Dangl 

2006 ; Tameling et Takken, 2008). Chaque récepteur peut reconnaître un ou plusieurs 
effecteurs. Les produits des gènes de résistance peuvent ne pas se lier directement aux 
produits des gènes d’avirulence, mais détecter des altérations de protéines « hôtes », causées 
par les produits du pathogène. C’est l’hypothèse des cellules de garde (van der Hoorn et al., 
2002). La preuve de la reconnaissance moléculaire indirecte du pathogène, chez Arabidopsis 
thaliana, a été fournie par les travaux de Shao et al. (2003), avec AvrPphB, une cystéine 
protéase exprimée par P. syringae. Cette étude a démontré que AvrPphB clivait PBS1, une 
protéine de l’hôte. Ce clivage est perçu par la protéine de résistance RPS5, qui active les 
mécanismes de résistance. Il en est de même pour la résistance Rpm1/AvrRpm1 (même 
pathosystème) dont le mécanisme de reconnaissance est indirectement activé par la 
modification de l’état de phosphorylation de RIN4 (Mackey et al., 2002).  

 
3.1.3 LES REACTIONS DE DEFENSE  

 
Les plantes peuvent activer, outre des défenses au niveau local, des réactions de résistance 

systémique, dans la plante entière. Ces réactions de défense non spécifiques en des sites 
éloignés du site initial d’infection permettent une résistance accrue lors de la confrontation 
avec d’autres pathogènes. Différents types de résistance systémique sont décrits chez les 
plantes : la SAR (systemic acquired resistance) causée par un pathogène dont l’infection est 
généralement limitée par une HR (Durrant et Dong, 2004), l’ISR (induced systemic 
resistance) induite par des rhizobactéries non pathogènes (Van Loon et al, 1998) ou l’IR 
(induced resistance) provoquée par des blessures d’insectes (Kessler et Baldwin, 2002). 
Plusieurs phytohormones interviennent dans la mise en place de ces défenses dont l’acide 
salicylique (SA), l’acide jasmonique (JA) et l’éthylène (ET) (Glazebrook, 2005 ; Van Loon et 
al., 2006b) pour les mieux connues. D’autres hormones sont impliquées mais moins souvent 
citées : l’acide abscissique (ABA), les brassinostéroïdes et l’auxine (Robert-Seilaniantz et al., 
2007).  

Il est généralement admis que les parasites biotrophes sont plus sensibles aux défenses 
SA-dépendantes et que les nécrotrophes sont plus sensibles aux défenses JA- et ET-
dépendantes (figure 1.16). Toutefois ces voies de signalisation peuvent interagir, de façon 
antagoniste ou synergique (Glazebrook, 2005). Plusieurs exemples suggèrent que cette 
régulation s’exerce par une modulation différentielle de l’activité de facteurs de transcription 
par ces différentes hormones. Ainsi, l’antagonisme entre les voies SA et JA nécessite 
l’activation de protéines comme NPR1 ou WRKY70 qui activent les gènes SA-dépendants et 
répriment les gènes JA-dépendants (Spoel et al., 2003 ; Li et al., 2004). La coopération entre 
JA et ET pourrait être expliquée par leur action concertée sur ERF1 (ethylene response 
factor), qui induit l’expression de gènes de défense et la résistance des plantes (Berrocal-Lobo 
et al., 2002 ; Lorenzo et al., 2003). 

La relation entre les défenses induites par les MAMPs et les réponses provoquées via 
SA, JA ou ET ne sont pas toujours claires. Certaines études suggèrent que les MAMPs 
stimulent des voies de défense indépendantes du SA, JA ou ET : c’est le cas de la résistance à 
Pseudomonas syringae induite par un pré-traitement d’Arabidopsis thaliana avec Flg22 
(Zipfel et al., 2004). D’autres études rapportent une stimulation de la production de JA et de 
ET et de l’expression de gènes impliqués dans la biosynthèse de ces hormones ou codant des 
protéines PR liées à des réponses SA-dépendantes (Gomez-Gomez et al., 1999 ; Kunze et al., 
2004, Moscatiello et al., 2006). Une étude récente montre l’augmentation du SA en réponse à 
Flg22 chez Arabidopsis thaliana (Tsuda et al., 2008) 
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3.1.3.1 LA VOIE DE L’ACIDE SALICYLIQUE 

 
SA serait synthétisé chez les plante selon 2 voies : soit à partir de la phénylalanine (voie 

des phénylpropanoïdes), soit à partie du chorismate via l’isochorismate (Wildermuth et al., 
2001, Loake et Grant, 2007). Le réseau de signalisation SA-dépendant a été identifié chez A. 
thaliana : deux gènes seraient impliqués dans la synthèse de SA (sid2 [SA induction 
deficient] et eds5 [enhanced disease susceptibility], trois autres gènes réguleraient cette 
synthèse (eds1, eds4 et pad4 [phytoalexin deficient]). En aval, il semble qu’il y ait deux voies 
possibles d’activation. L’une implique la protéine de régulation NPR1. Chez Arabidopsis 
thaliana, les changements de statut rédox cellulaire induit par SA régulent la localisation 
nucléocytoplasmique de NPR1. Une fois dans le noyau, NPR1 contrôle l’expression de gènes 
de protéines PR comme la PR1 ou la PR5. NPR1 régule également des gènes impliqués dans 
la sécrétion de protéines (Wang et al., 2005). Spoel et ses collaborateurs (2007) ont montré 
que NPR1 avait un rôle crucial dans la signalisation SA/JA en réprimant la voie JA-
dépendante. L’autre voie est indépendante de NPR1 et impliquerait l’activation de facteurs de 
transcription de type Whirly (Durrant et Dong, 2004 ; Eulgem, 2005).  

 
3.1.3.2 LA VOIE DE L’ACIDE JASMONIQUE  

 
JA existe sous des formes variées dont le methylester (MeJA) (Farmer et Ryan, 1990), 

ou des formes conjuguées aux acides aminés. Ces différentes formes sont généralement 
appelés jasmonates, et appartiennent à la famille des oxylipines. Ce sont des régulateurs 
cellulaires impliqués dans divers processus comme la croissance des racines, la production de 
pollen et la résistance aux insectes et aux microorganismes pathogènes (Creelman et Mullet, 
1997 ; Kessler et Baldwin, 2002 ; Kang et al., 2006). Les jasmonates sont synthétisés dans les 
plantes par la voie des octadécanoïdes. Leur synthèse dérive de l’acide α-linolénique (18 : 3) 
(α-LeA) relargué par les membranes des chloroplastes, sous l’action de phospholipases. 
L’acide linolénique est oxydé par les lipoxygénases (LOXs) et ensuite converti en acide 12-
oxo-phytodienoïque (12-oxo-PDA) par l’allène oxyde synthase (AOS) et l’allène oxyde 
cyclase (AOC). JA est synthétisé à partir du 12-oxo-PDA et catabolisé en MeJA, sa forme 
volatile (Creelman et Mullet, 1997). JA induit des gènes de défense comme les défensines 
(PDF1.2), les β-chitinases, les thionines (Epple et al., 1995 ; Thomma et al., 1998 ; Kunkel et 
Brooks, 2002) ainsi que des gènes impliqués dans la biosynthèse de métabolites secondaires 
antimicrobiens (alcaloïdes, terpènes…) (Blechert et al., 1995) en agissant sur des facteurs de 
transcription ou sur la stabilité de protéines (pour revue, Pauw et Memelink, 2005). La 
transduction du signal se ferait via COI1 (coronatine insensitive), puis via JAR1 (jasmonic 
acid resistant) (Turner et al., 2002).  

 
3.1.3.3 LA VOIE DE L’ETHYLENE 

 
L’éthylène est une molécule gazeuse impliquée dans différents processus de 

développement de la plante comme la sénescence des fleurs, le mûrissement des fruits 
climactériques et la tolérance aux stresses biotiques et abiotiques (Czarny et al., 2006 ; Van 
Loon et al., 2006b). 

La biosynthèse de l’éthylène nécessite la S-adénosylméthionine (SAM), abondante dans 
les tissus des plantes. La conversion de la SAM en 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid 
(ACC) est catalysée par l’ACC synthase. L’ACC est ensuite oxydé en éthylène par l’ACC 
oxydase (Yang et Hoffman, 1984). Les éléments essentiels à la perception de l’éthylène et à la 
transduction du signal sont conservés parmi les plantes, ce qui suggère leur importance dans 
leur développement et leur survie. On connaît cinq protéines réceptrices de l’éthylène chez 
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Arabidopsis thaliana : ETR1 (ethylene response) et ETR2, ERS1 (ethylene response sensors) 
et ERS2, et EIN4 (ethylene insensitive) (Guo et Ecker, 2004). L’expression de ers1, ers2 et 
etr2 est induite par l’éthylène. La voie de l’éthylène est négativement régulée : en présence 
d’éthylène, le récepteur subit un changement de conformation et interagit avec CTR1 
(constitutive triple response 1), un régulateur négatif de la voie de transduction contrôlé par 
l’éthylène. L’inactivation de CTR1 en présence d’éthylène lève l’inhibition de la cascade 
kinase et aboutit à l’activation de EIN2, une protéine clé dans la régulation positive de la voie 
de signalisation par l’éthylène (Stepanova et Alonso, 2005). EIN2 active des facteurs de 
transcription comme ERF1.  

 
3.2 MECANISMES DE LA SUPPRESSION DE LA RESISTANCE CONDUISANT A LA 

COMPATIBILITE 
 
La co-évolution de l’interaction plante-microbe a conduit certains agents pathogènes à 

acquérir des moyens pour supprimer la résistance non spécifique, en interférant avec la 
reconnaissance au niveau de la membrane plasmique ou en sécrétant des protéines effecteurs 
dans le cytoplasme des plantes devenues hôtes (Abramovitch et Martin, 2004). Ces plantes 
sont alors devenues aptes à la colonisation par le pathogène et donc sensibles à la maladie 
(pour revue, Chisholm et al, 2006).  

 
3.2.1 EVASION DE LA RECONNAISSANCE NON SPECIFIQUE 

 
Certains pathogènes ont mis au point des stratégies de contournement des défenses en 

modifiant leurs MAMPs, par exemple en variant leur flagelline, en masquant ou en perdant 
leurs flagelles. Ainsi une variabilité de la séquence N-terminale de la flagelline a été détectée 
parmi différentes souches d’un même pathovar de X. campestris pv. campestris. Pourtant la 
variabilité de la flagelline est limitée par des contraintes structurales pesant sur les 
monomères de cette protéine pour la constitution du filament flagellaire. Ce polymorphisme 
se traduit par une élicitation différentielle des réactions de défense chez Arabidopsis thaliana 
(Sun et al., 2006). Par ailleurs, Takeuchi et ses collaborateurs (2003) ont montré que des 
modifications post-traductionnelles de la flagelline comme la glycosylation intervenaient dans 
la spécificité d’hôtes. Ces variations dans la glycosylation de la flagelline pourraient refléter 
un mécanisme d’évasion des défenses de l’hôte.  

Il a été proposé que les exopolysaccharides ont non seulement un rôle dans la protection 
contre un stress osmotique ou contre des composés antimicrobiens, mais interviennent aussi 
dans le camouflage des épitopes bactériens susceptibles d’induire des réactions de défense 
(D’Haeze et Holsters, 2004).  

 
3.2.2 EVASION DE LA RECONNAISSANCE SPECIFIQUE 

 
Il existe de nombreux changements adaptatifs au niveau des effecteurs qui peuvent 

permettre l’évasion de la détection par l’hôte. Un effecteur peut être perdu ou dégénéré, sa 
fonction peut être compensée par celle d’un autre effecteur.  

Ainsi la perte d’un effecteur a été mise en évidence chez P. syringae pv phaseolicola, 
lorsque la bactérie est face à une pression de sélection consistant à la soumettre à plusieurs 
passages sur feuilles de haricot résistant, où elle subit une HR (réaction gène pour gène). 
L’interaction est passée d’une réaction incompatible, de type R/Avr, à une réaction 
compatible (Pitman et al., 2005).  

Chez Pseudomonas syringae, AvrRpt2 modifie une cible commune avec AvrRpm1 
(RIN4) ce qui bloque l’activation de RPM1, une protéine de résistance de type NB-LRR (Kim 
et al., 2005).  
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La pathoadaptation est aussi un aspect important du changement intervenant dans 
l’interaction plante-pathogène. La pathoadaptation décrit le processus de sélection sur le 
polymorphisme d’un seul nucléotide (SNPs) ainsi que les insertions/délétions survenant chez 
des gènes impliqués dans la maladie comme les adhésines (Sokurenko et al., 1998 ; 
Weissman et al., 2003). Chez Xanthomonas oryzae pv oryzae, Yang et ses collaborateurs 
(2005) ont montré que des mutations dans la région répétée de l’effecteur AvrXa7 (famille 
des effecteurs AvrBs3) conduisent à l’altération de sa fonction et donc à la suppression de la 
reconnaissance spécifique. Un autre exemple récent a été décrit chez Xanthomonas 
axonopodis pv vesicatoria suite à l’introduction du gène de résistance Bs2 chez des variétés 
cultivées de tomate. Cette bactérie sécrète l’effecteur AvrBs2. La pression de sélection créée 
par l’introduction de Bs2 a conduit à l’émergence de formes mutées de avrBs2 portant des 
insertions/délétions de répétitions de 5 pb ainsi que des SNPs qui permettent à la bactérie 
d’échapper à la reconnaissance par Bs2 (Wichmann et al., 2005). Chez P. syringae, plusieurs 
variants alléliques naturels de l’effecteur HopX ont été identifiés dont certains ont perdu leur 
rôle de facteur d’avirulence, conduisant ainsi à une interaction compatible (Stevens et al., 
1998).  

Le transfert horizontal de gènes est également un moyen d’évoluer pour les effecteurs et 
les interactions hôte-pathogène. La famille d’effecteurs HopZ chez P. syringae par exemple, 
comprend HopZ1 dont il existe plusieurs formes alléliques ou dégénérées, et des homologues 
de HopZ2, HopZ3 importées d’autres bactéries phytopathogènes vers P. syringae par transfert 
horizontal, ce qui autorise l’évasion de la détection par l’hôte, tout en maintenant un rôle dans 
la virulence (Ma et al., 2006). 

 
3.2.3 REPRESSION DES REACTIONS DE DEFENSE  

 
Les effecteurs bactériens contribuent à la virulence en inhibant ou en mimant des 

fonctions des cellules eucaryotes. Ainsi, une souche de P. syringae mutée dans le T3SS et 
incapable de délivrer ses effecteurs, mais porteuse de MAMPs, induit essentiellement les 
mêmes gènes que Flg22 (Tao et al., 2003 ; Thilmony et al., 2006), mais plus rapidement et 
plus fortement que la souche sauvage. Ceci montre que les effecteurs de type III diminuent la 
résistance provoquée par les MAMPs. Les cibles des effecteurs sont variées et concernent soit 
les défenses basales non spécifiques, soit les voies de signalisation intercellulaire. Les 
effecteurs peuvent provoquer ainsi l’ouverture des stomates (Melotto et al., 2006), la 
perturbation du transport vésiculaire dans la cellule hôte (Nomura et al., 2006), l’inhibition 
des dépôts de callose (défense basale) (Hauck et al., 2003 ; DebRoy et al., 2004), la 
suppression de l’HR (Abramovitch et al., 2003 ; Espinosa et al., 2003 ; Jamir et al., 2004), 
l’inhibition de l’expression des gènes PR (Bretz JR et al., 2003), la perturbation des voies de 
signalisation SA et JA dépendantes (Kloek et al., 2001 ; Zhao et al., 2003) (pour revue, Grant 
et al., 2006 et Abramovitch et al., 2006). 

 
3.3 CAS D’ERWINIA AMYLOVORA 

 
Concernant la résistance non sépcifique, aucune donnée n’est disponible sur l’effet des 

MAMPs d’E. amylovora sur le Pommier ni sur leurs récepteurs chez cette plante hôte. 
Il n’y a pas à ce jour de résistance spécifique décrite pour ce pathosystème  

puisqu’aucune fonction d’avirulence n’a été établie pour les différents effecteurs d’E. 
amylovora, bien que trois d’entre eux présentent des homologies avec des protéines 
d’avirulence d’autres espèces bactériennes : AvrRpt2Ea (Eop4) présente une homologie avec 
AvrRpt2 chez P. syringae (Zhao et al. 2006) ; DspA/E est homologue à AvrE (P. syringae) 
(Gaudriault et al., 1997 ; Bogdanove et al., 1998) et Eop3 est homologue aux effecteurs de 
type III de la famille HopX (AvrPphE) (Nissinen et al., 2007). Chez le pommier, quatre 
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protéines de type LRR RLKs ont été identifiées (Meng et al., 2006) qui interagissent avec 
l’effecteur DspA/E d’E. amylovora mais qui ne conduisent pas à la résistance. Une 
conséquence possible de ces interactions pourrait être de bloquer la transduction de signaux 
menant à une réaction de défense. Un mécanisme de suppression de défense locale a été mis 
en évidence dans l’interaction E. amylovora/ Pommier puisque DspA intervient dans la 
suppression des dépôts de callose sur plante hôte (DebRoy et al., 2004).  

A ce jour, aucun autre récepteur d’effecteur de la bactérie (ou aucune de leur cible), 
pouvant jouer le rôle de produit de gène de résistance, n’a été décrit.  

On commence à connaître quelques mécanismes de défenses systémiques du Pommier 
induites par E. amylovora. Cette bactérie semble induire, chez un génotype sensible, les voies 
de l’acide salicylique et de l’éthylène, ainsi que différentes protéines PR, elle réprimerait au 
contraire la voie de l’acide jasmonique (Dugé, communication personnelle). D’autres voies 
impliquées dans le métabolisme secondaire, comme par exemple celle des phénylpropanoïdes 
sont réprimées par la bactérie (Venisse et al., 2002). Ces régulations positives comme 
négatives, sont moins marquées dans les génotypes résistants. 

Il n’y a pas de mécanisme d’évasion de la reconnaissance connu chez E. amylovora. 
Cependant la mobilité de cette bactérie n’est pas observée dans les espaces intracellulaires : il 
semble donc que la bactérie perde ses flagelles après son entrée dans les tissus hôtes 
(Raymundo et Ries, 1981) ce qui pourrait correspondre à un mécanisme d’évasion de la 
reconnaissance par la plante. 

 
 

4. MODULATION DE L’INTERACTION ERWINIA AMYLOVORA/ POMMIER PAR DES MUTANTS 
HRP ET  OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE 

  
 
 

Des travaux déjà anciens ont montré qu’il est possible de bloquer l’infection de génotypes 
sensibles de Pommier par E. amylovora, à l’aide de variants avirulents sauvages du pathogène 
(§ 1.1.2.2). Ainsi, l’application de ces variants quelques heures avant ou en même temps que 
la souche virulente, dans un rapport de concentration avirulent/virulent = 10/1, réduit voire 
empêche la maladie. L’intérêt de ces variants comme outil de lutte contre la maladie était 
toutefois limité car on ne sait rien de leur stabilité génétique donc des risques de réversion 
vers une forme pathogène. Afin d’approfondir la connaissance des mécanismes de cette 
interaction tripartite modulant l’établissement de la compatibilité, une approche a été 
entreprise avec une gamme de mutants d’E. amylovora, génétiquement bien caractérisés.  

Les travaux menés au laboratoire (Tharaud et al., 1997 ; Faize et al., 1999 ; Faize et al., 
2006), ont conduit aux résultats suivants : 

- il est possible de bloquer la maladie provoquée par E. amylovora sur des 
plantules de Pommier à l’aide de mutants avirulents du T3SS. Parmi ces mutants, 
les mutants hrp de régulation ont une aptitude à la protection supérieure à celle 
des mutants de sécrétion.  

- l’analyse de la dynamique des populations bactériennes inoculées montre que la 
protection est liée à l’absence de multiplication de la souche virulente.  

- des enzymes de défense (PAL, POD) sont activées de façon différente par un 
mutant de régulation hrpS et un mutant de sécrétion hrcV.  

- aucun antagonisme direct entre souches sauvages et mutants, en co-culture in 
vitro sur milieu riche n’a pu être révélé.  

- la souche sauvage et un mutant de régulation hrpL, inoculés en mélange en 
même temps dans des tissus de feuilles de Pommier, apparaissent 3 jours après 
inoculation, localisés dans des zones séparées des tissus foliaires.  
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- des études préliminaires sur le sécrétome d’E. amylovora et de ses mutants hrp 
permettent de détecter une plus grande quantité de flagelline chez un mutant 
hrpL que chez la souche sauvage ou chez le mutant hrpS. 

 
L’ensemble de ces résultats nous ont conduit à proposer différentes hypothèses parmi 
lesquelles :  
 

- l’existence d’un antagonisme entre le mutant de régulation et la souche sauvage 
dans l’apoplasme (milieu hrp-inducteur), non révélé dans les expérimentations 
antérieures utilisant un milieu riche (milieu non hrp-inducteur),  

- des réactions de défenses induites dans la plante par les mutants de régulation 
différentes de celles induites par le mutant de sécrétion.  

- la présence différentielle d’éliciteurs bactériens ou « MAMPs » chez les mutants 
protecteurs 

 
Les objectifs de la thèse ont donc été les suivants :  
 

- première hypothèse : nous avons recherché un antagonisme éventuel sur milieu 
hrp-inducteur entre les différents mutants et la souche sauvage. Pour cela nous 
avons eu 2 approches : nous avons étudié la dynamique des populations 
bactériennes, et nous avons également cherché si l’expression des gènes hrp chez 
la souche sauvage était modifiée lors d’une co-culture avec les mutants, 

- seconde hypothèse : nous avons essayé de mettre en évidence des réactions de 
défense de la plante pouvant être impliquées dans la protection induite par les 
mutants, en ciblant les voies de l’acide salicylique, de l’acide jasmonique et de 
l’éthylène ainsi que la voie des phénylpropanoïdes. 

- troisième hypothèse : nous nous sommes intéressés à la production de MAMPs 
chez E. amylovora,  et particulièrement à la flagelline. Nous avons étudié le rôle 
de la flagelline dans la protection, ce qui nous a conduit à analyser le rôle de 
HrpL sur l’expression du système flagellaire. Grâce à l’accessibilité in silico de 
la séquence du chromosome d’E. amylovora, nous avons pu mettre en évidence 
un second système flagellaire chez E. amylovora. L’expression des gènes 
flagellaires des deux systèmes a été comparée chez les mutants de régulation et 
de sécrétion. Enfin, nous avons recherché, avec et sans a priori, d’autres gènes 
non-hrp régulés par HrpL, et potentiellement impliqués dans la protection. 
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Tableau II.1 : Souches bactériennes et plasmides utilisés 
 
Souches Caractéristiques Référence 
(1) CFBP1430 Souche sauvage d’E. amylovora isolée de 

Crataegus, HR+, Path+
Paulin et Samson, 1973 

(2) CFBP1197 Idem, Crataegus sp. CFBP* 
(3) CFBP1367 Idem, Crataegus oxyacantha Idem 
(4) CFBP2301 Idem, Pyracantha sp. Idem 
(5) CFBP2582 Idem, Pyrus sp. Idem 
(6) CFBP2585 Idem, Sorbus sp. Idem 
(7) CFBP2586 Idem, Pyracantha sp. Idem 
(8) CFBP3012 Idem, Crataegus monogyna Idem 
(9) CFBP3020 Idem, Pyrus communis Idem 
(10) CFBP3039 Idem, Malus sylvestris Idem 
(11) CFBP3043 Idem, Pyracantha angustifolia Idem 
(12) CFBP3049 Idem, Malus domestica Idem 
(13) CFBP3050 Idem, Malus domestica Idem 
(14) CFBP3051 Idem, Malus domestica Idem 
(15) CFBP3060 Idem, Pyrus sp. Idem 
(16) CFBP3113 Idem, Pyracantha sp. Idem 
(17) CFBP3791 Idem, Prunus salicina Idem 
(18) CFBP3792 Idem, Prunus salicina Idem 
(19) CFBP3793 Idem, Prunus salicina Idem 
(20) CFBP4175 Idem, Pyrus sp. Idem 
(21) CFBP7159 Idem, Sorbus sp. Idem 
(22) CFBP7160 Idem, Malus domestica Idem 
(23) 17/14 Idem, Sorbus sp.  

Ea 273 Idem, Malus domestica http://www.sanger.ac.uk/Projects/E_amylovora/
CFBP4171 Souche sauvage d’Erwinia pyrifoliae CFBP* 
CFBP4172 Idem Idem 
CFBP6830 Souche sauvage d’Erwinia billingiae Idem 
CFBP6832 Idem Idem 
Et1 Souche sauvage d’Erwinia tasmaniensis Geider et al., 2006 
Et2 Idem Geider et al., 2006 
FB2734 Souche sauvage d’E. amylovora resistante 

à la streptomycine 
 

FB 2224 CFBP1430::MudIIPR13, LacZ, CmR, 
HR+, Path+

Faize et al., 2006 

PMV6023 CFBP1430 hrcV::MudIIPR13, LacZ, 
CmR, HR-, Path-

Barny et al., 1990 

PMV6046 CFBP1430 hrpS::MudIIPR13, LacZ, 
CmR, HR-, Path-

Tharaud et al., 1997 

M73 ou 
FB2218 

CFBP1430 hrpL::(uidA-Km), Gus, KmR, 
HR-, Path-

Faize et al., 2006 

FB2208 CFBP1430 fliH::MudIIPR13, CmR, HR+, 
Path+, non mobile 

Barny et al., 1990 et ce travail 

FB2733  CFBP1430 fliH::MudIIPR13, 
hrpL::(uidA-Km), CmR, KmR, HR-, 
Path-, non mobile 

ce travail 

 
Plasmides Caractéristiques Référence 

pMAB71 pUC18 avec un fragment HindIII de 
3,8Kb portant le gène hrpL, AmpR 

Gaudriault et al., 1997 

pMAB108 pMAB71 avec la cassette uidA-Km 
insérée au site BglII 

Faize et al., 2006 

pGEM-T Vecteur de clonage, LacZ, ApR Promega 
 

http://www.sanger.ac.uk/Projects/E_amylovora/
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CHAPITRE 2 : MATERIELS ET METHODES 
 
 
 
1. MATERIEL 
 
 
 
1.1 MATERIEL BIOLOGIQUE 
 

1.1.1 MATERIEL VEGETAL 
 

Les expérimentations ont été réalisées sur des plantules provenant de pépins issus de 
pollinisation libre de Pommier Malus X domestica cv. Golden Delicious. Les semis sont 
cultivés en serre et sont âgés de 3 à 4 semaines lors de l’utilisation pour les essais.  
 

1.1.2 MATERIEL BACTERIEN  
 

Les souches bactériennes d’Erwinia sp. utilisées et leurs caractéristiques sont 
présentées dans le tableau II.1. Avant chaque utilisation, les bactéries sont cultivées à 26°C 
pendant 24 heures sur milieu KB solide, supplémenté si nécessaire avec l’antibiotique 
approprié (20 mg.L-1). La souche d’Escherichia coli DH5α (Woodcock et al., 1989) est 
cultivée sur milieu LB solide pendant une nuit à 37°C avant d’être utilisée pour les clonages. 
 
1.2 MILIEUX DE CULTURE BACTERIENS 
 

Les milieux de culture suivants sont utilisés, sous forme liquide, semi-solide (2,5 g.L-1 
d’agar) ou solide (15 g.L-1 d’agar) :  
-  Milieu King B (King et al., 1954) noté KB. 
- Milieu M9, pH 7,4 (Ausubel et al., 1987), supplémenté en acide nicotinique (0,2%) et 

additionné soit de galactose (2%) (noté M9 gal) soit de glucose (4%) (M9 glu). Le milieu 
M9 gal est un milieu inducteur du cluster hrp, c’est-à-dire mimant les conditions 
rencontrées dans l’apoplaste (Gaudriault et al., 1997). 

- Milieu de Wei (Wei et al., 1992a) noté IM (Induction Medium). C’est également un milieu 
inducteur du cluster hrp. Il permet la survie de la bactérie mais pas sa multiplication. 

- Milieu Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989) 
 
 

2. TECHNIQUES MICROBIOLOGIQUES ET BIOTESTS BACTERIE/PL ANTE 
 
 
 
2.1 PREPARATION ET DENOMBREMENT DES INOCULA 
 

Les inocula sont préparés par mise en suspension des bactéries dans de l’eau stérile 
(ou autre milieu si précisé). Ils sont ajustés à la concentration désirée par comparaison avec la 
gamme d’opacité de Mc Farland. La concentration est vérifiée par étalement à l’aide d’un 
ensemenceur Spiral (Interscience) sur milieux appropriés puis dénombrement après 48h 
d’incubation à 26°C. 
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2.2 TEST DE MOBILITE BACTERIENNE 
 

La mobilité des souches bactériennes est appréciée par la mesure du diamètre de la 
croissance bactérienne développée après inoculation ponctuelle (15 µL) d’un milieu semi-
solide en boîte de Petri. La croissance est mesurée une fois par jour pendant 3 à 4 jours sur les 
milieux M9 gal et M9 glu, à 23°C.  
 
2.3 TEST DE FORMATION D’AGREGATS 
 

La formation d’agrégats dans une suspension de cellules bactériennes est observée à la 
loupe binoculaire après 6 heures ou 24 heures de culture sous agitation en milieu liquide 
(milieux M9 gal ou glu et milieu IM respectivement) avec une concentration de départ de 109 
ufc.mL-1 en milieu IM, ou 106 ufc.mL-1 pour la souche sauvage et 107 ufc.mL-1 pour les 
mutants en milieu M9. La culture est laissée au repos pendant 2 heures avant observation. 
 
2.4 INOCULATION DES PLANTES  
 

2.4.1 INOCULATION  
 
2.4.1.1 CO-INOCULATION : DEPOT DE GOUTTE SUR BLESSURE 

 
La plus jeune feuille développée est blessée par une incision au scalpel dans le premier 

tiers du limbe en partant du pétiole, perpendiculairement à la nervure centrale. 20 µL de 
suspension bactérienne (108 ufc.mL-1 d’eau stérile pour la souche sauvage seule ou en 
mélange avec chaque mutant à 109 ufc.mL-1 d’eau stérile) sont déposés au niveau de la 
blessure.  
 

2.4.1.2 CO-INOCULATION : PULVERISATION 
 
Les plantules reçoivent la suspension bactérienne par pulvérisation (108 ufc.mL-1 d’eau 

stérile pour la souche sauvage seule ou en mélange avec chaque mutant à 109 ufc.mL-1 d’eau 
stérile) et sont maintenues 48 heures en mini-serres dans lesquelles l’humidité est proche de 
100%, en conditions de lumière naturelle. En règle générale, 10 plantes par condition sont 
utilisées pour les études de protection.  

 
2.4.1.3 INOCULATION SEQUENCEE : INFILTRATION SOUS VIDE PUIS  DEPOT DE 

GOUTTE SUR BLESSURE 
 

Les plantules en croissance active sont disposées dans des mini-serres pendant 12 
heures à 26°C, à la lumière artificielle et en conditions d’hygrométrie saturante afin de 
faciliter l’ouverture des stomates. Les suspensions bactériennes sont préparées dans l’eau 
juste avant infiltration (109 ufc.mL-1 d’eau stérile pour les mutants). Les plantes sont placées 
dans un dessicateur à vide (Samplatec), la partie aérienne étant maintenue en immersion dans 
la suspension bactérienne. Au moyen d’une pompe, un vide de 30 hPa est maintenu 2 mn puis 
brusquement rompu par ouverture d’une vanne. Les bactéries pénètrent alors dans les feuilles 
par les stomates à la place de l’air qui a été chassé sous vide. L’homogénéité de l’infiltration 
des feuilles est vérifiée par examen visuel. Les plantes sont remises en serre, 1 heure après 
infiltration puis inoculée avec la souche sauvage (108 ufc.mL-1 d’eau stérile) par dépôt de 
goutte sur blessure selon la technique décrite en § 2.4.1.1.  
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2.4.2 NOTATION DES SYMPTOMES 

 
La notation des symptômes est réalisée une fois par semaine pendant 3 semaines. 

Quelle que soit la méthode d’inoculation, les premiers symptômes (nécroses) apparaissent sur 
les feuilles : feuilles infiltrées, feuille inoculée par blessure et dépôt de goutte, très jeune 
feuille au niveau de l’apex par la méthode par pulvérisation. La nécrose peut alors progresser 
sur tige. L’aptitude d’un mutant à la protection est appréciée en comparant le taux de 
plantules présentant des nécroses sur la tige (après inoculation des mélanges sauvage/mutant), 
à celui obtenu dans le témoin (souche virulente inoculée seule). 
 

2.4.3 MESURE DES FUITES D’ELECTROLYTES 
 

Le protocole de Brisset et al. (1991) est utilisé : les plus jeunes feuilles sont prélevées, 
stérilisées en surface par immersion durant 2 mn dans une solution d’hypochlorite de sodium 
(10%), puis rincées 2 fois dans l’eau distillée stérile. Pour chaque répétition et chaque essai, 
10 disques (diamètre 0,5 mm) sont découpés à l’emporte-pièce de part et d’autre de la nervure 
principale de feuilles. Ils sont ensuite placés dans 10 mL de suspension bactérienne (108 
ufc.mL-1 pour la souche sauvage et 109 ufc.mL-1 pour les mutants) préparée dans du tampon 
MES (2mM, pH 5,8). Les disques sont infiltrés sous vide (30 hPa) puis séchés entre 2 feuilles 
de papier filtre stérile pendant 20 mn. Ils sont ensuite immergés dans 2,5 mL du tampon MES, 
dans des tubes à hémolyse de 5 mL contenant un barreau magnétique, tout en étant protégés 
dans une boîte percée pour permettre les échanges ioniques. Dans chaque tube est plongée une 
sonde mesurant la conductivité (Tacussel XC170). L’incubation se réalise en agitation 
constante dans un bain thermostaté à 25°C sur un agitateur magnétique immergé et sous une 
lumière constante. Les sondes sont reliées à un système automatique de mesure et 
d’enregistrement comprenant un conductivimètre et un multiplexeur commandés par 
ordinateur. Le flux net d’électrolytes est estimé par la mesure de conductivité du milieu 
d’incubation et exprimé en µS/cm2. Un témoin (feuilles infiltrées par un mutant avirulent ou 
en tampon stérile) est inclus dans chaque essai. 
 
 
3. TECHNIQUES DE BIOCHIMIE 
 
 
 
3.1 EXTRACTION DES PROTEINES FLAGELLAIRES 
 

Les bactéries issues d’une culture de 24 heures sur LB solide sont cultivées à 23°C sur 
M9 glu et M9 gal, pendant 2 et 4 jours respectivement. Après récolte des bactéries dans du 
Tris 0,5mM pH=8, les suspensions sont ajustées à concentration égale d’après la DO600  et 
vortexées pendant 10 mn afin de détacher les flagelles du corps bactérien. Les flagelles sont 
séparés des cellules par centrifugation de volumes égaux de surnageants (15 000 g, 20 mn, 4 
°C), récupérés par ultracentrifugation (100 000 g, 90 mn, 4 °C) et enfin resuspendus dans un 
volume égal de tampon Tris 0,5 mM pH=8. Les échantillons sont conservés à -20°C avant 
d’être analysés en électrophorèse (§ 3.3). 

 
 3.2 DOSAGE DES PROTEINES 
 

Le kit mis au point par Pierce (Coomassie® Protein Assay Reagent – Interchim) est 
utilisé pour réaliser le dosage des protéines. Le principe est celui décrit par Bradford (1976) 



 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau II.2 : Solutions de préparation des gels d’acrylamide 

Solutions Gel de concentration 
3,75% 

Gel de séparation 
11% 

Acrylamide/Bisacrylamide à 40% (37,5/1) 
Tampon gel de séparation (Tris/HCl 3M, pH 8,8) 
Tampon gel de concentration (Tris/HCl 0,15M, pH 6,8) 
SDS 10% 
Persulfate d’ammonium 3% (préparé extemporanément) 
Eau distillée 

1 ml 
- 

2,5 ml 
100 µl 
0,5 ml 
6 ml 

TEMED 

 

20 µl 

7 ml 
3,1 ml 

- 
250 µl 
1,3 ml 
13,6 ml 
16,7 µl 

Total 10 ml 25 ml 

 
 
 
 
 
 
Tableau II.3 : Composition du tampon d’échantillon 
 

Tris/HCl  pH 8,8 
Saccharose 
Bleu de Bromophénol 
EDTA 
SDS 

200 mM 
500 mM 
0,01 % 
5 mM 
3 % 
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avec une réaction colorimétrique au Bleu de Coomassie. Un décalage d’absorbance (de 465 à 
595 nm) se produit lorsque le bleu de Coomassie est mis en présence de protéines. La 
concentration des échantillons est calculée à partir de la courbe d’étalonnage de l’albumine 
sérique de boeuf (BSA) (gamme de 0,031 à 1000 mg.mL-1). 
 
3.3 ELECTROPHORESE 
 

L’électrophorèse est réalisée en gels de polyacrylamide en conditions dénaturantes par 
SDS-PAGE. Le système employé est le système discontinu en gel vertical de polyacrylamide 
qui comporte deux gels différents superposés : un gel de séparation (11% d’acrylamide-
bisacrylamide 37,5/1) surmonté d’un gel de concentration (3,75% d’acrylamide) (tableaux II.2 
et II.3). Les protéines sont séparées selon leur taille, leur charge étant négative en raison de la 
présence de SDS, molécule anionique qui se lie aux protéines. L’électrophorèse s’effectue à 
60 mA pendant 1 heure puis à 120 mA pendant 2 heures, avec un tampon de migration (Tris 
0,025 M, glycine 0,2 M, SDS 10%, pH 8,3).  A la fin de la migration, le gel de concentration 
est éliminé et le gel de séparation placé (1 heure) dans une solution de coloration (bleu de 
Coomassie R250 2,5 g, méthanol 500 mL, acide acétique 100 mL, eau distillée qsp 1000 mL). 
L’excès de colorant est éliminé par lavage dans une première solution de décoloration 
(éthanol à 95% 500 mL, acide acétique 100 mL, eau distillée qsp 1000 mL) pendant 10 mn 
suivi de plusieurs lavages dans une deuxième solution (éthanol à 95% 50 mL, acide acétique 
100 mL, eau distillée qsp 1000 mL) jusqu’à décoloration complète du fond de gel.  
 Pour la coloration au nitrate d’argent, le gel de séparation est placé une heure dans une 
solution de fixation (eau/éthanol/acide acétique 70/30/10 V/V). Le gel est ensuite lavé 3 fois 
dans l’éthanol 25% puis dans l’eau distillée (10 mn à chaque fois). Il est ensuite placé dans 
une solution de thiosulfate de sodium 2,5 mM pendant 2 mn et enfin rincé à l’eau distillée 2 
fois 5 mn. La coloration se fait à l’obscurité dans une solution de nitrate d’argent à 0,2% 
contenant 0,1% de formaldéhyde à 37%. Le gel est rincé rapidement à l’eau avant d’être 
révélé dans du carbonate de sodium à 3% additionné de formaldéhyde (0,02%) et de 
thiosulfate de sodium 20µM. La révélation est bloquée avec de l’acide acétique à 10%. 
 
3.4 PREPARATION D’UN SERUM POLYCLONAL ANTI-FLAGELLI NE 
 

La bande protéique correspondant à la flagelline sur gel SDS-PAGE, colorée au bleu 
de Coomassie, est découpée au scalpel. La protéine est ensuite électroéluée de l’acrylamide et 
dosée. 30 µg de protéine sont émulsionnés dans un volume d’adjuvant de Freund et sont 
injectés en sous-cutané à un lapin. L’injection est renouvelée 15 et 30 jours plus tard. Six 
jours après la dernière injection, le sérum est récupéré par exécution du lapin. 
 
3.5 TRANSFERT SUR MEMBRANE ET REVELATION DES PROTEI NES TRANSFEREES 
 
 Après migration et séparation, les protéines de l’extrait bactérien à analyser sont 
transférés électriquement sur une membrane de nitrocellulose qui va permettre leur révélation 
par une réaction immunoenzymatique. 
 Une membrane de nitrocellulose (Immobilon®, Millipore) ainsi que deux feuilles de 
papier filtre de 1,5 mm d’épaisseur sont découpées aux dimensions du gel. La membrane est 
immergée quelques secondes dans le méthanol (1 à 3 secondes) puis rincée à l’eau pendant 2 
mn. Elle est mise à équilibrer avec le papier filtre dans du tampon de transfert (Tris 3,03 g, 
glycine 8,55 g, méthanol 200 mL, eau distillée qsp 1000 mL, pH 8,3) pendant quelques 
minutes. Le gel est mis à équilibrer dans le même tampon pendant 20 mn. 
 Un sandwich est réalisé comme suit : anode (+) – papier filtre – membrane – papier 
filtre – cathode (-). Le transfert est réalisé par passage du courant entre deux plaques de 
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graphite. Une intensité maximale de 4 mA/cm2 de gel et une tension maximale de 60 V sont 
appliquées pendant 1 h 30. L’efficacité du transfert est contrôlée par coloration du gel au bleu 
de Coomassie.  
 Le protocole d’immunomarquage est adapté de celui de Harlow et Lane (1988). La 
membrane est saturée pendant 24 heures à 4°C dans du tampon PBSt (KH2PO4 0,33 g, 
Na2HPO4, 12 H2O 2,66 g, NaCl 8,18 g, Tween 20 500 µL, eau distillée qsp 1000 mL, pH 7,2) 
contenant du lait en poudre (10% m/v). Elle est ensuite rincée 2 fois pendant 5 mn dans du 
PBSt, puis incubée pendant 1 h 30 dans la solution d’anticorps polyclonaux de lapin anti-
flagelline, dilué dans du tampon PBS sans Tween (dilution du sérum au 1/5000è). La bande 
correspondant à la flagelline a tout d’abord été identifiée à l’aide d’un sérum dirigé contre la 
flagelline d’E. chrysanthemi, fourni par VE. Shevchik (Unité de Microbiologie et Génétique, 
UMR 5122 CNRS/INSA/UCB, Lyon 1, Villeurbanne). Nous avons ensuite produit notre 
propre serum anti-flagelline d’E. amylovora. Après 4 lavages de 5 mn en tampon Tris-NaCl 
(NaCl 8,76 g, Tris 6,06 g, eau distillée qsp 1000 mL, pH 7,5), le conjugué (Sigma Immuno 
Chemicals) anti-IgG de chèvre, couplé à la phosphatase alcaline et dilué au 1/800è dans du 
tampon Tris NaCl, est mis en contact avec la membrane pendant 1 h 30. Quatre lavages de 5 
mn en tampon Tris NaCl sont effectués avant la révélation. Cette dernière s’effectue en 
incubant la membrane à l’obscurité et sous agitation pendant 5 mn dans 15 mL de tampon de 
révélation (NaCl 5,84 g, MgCl2 1,02 g, Tris 12,11 g, eau distillée qsp 1000 mL) contenant 66 
µL de nitrobleu tétrazolium (75 mg/mL de N-N-diméthylformamide 70%) et 50 µL de 5-
bromo-4-chloro-indolylphosphate (50 mg/mL de N-N-diméthylformamide). La réaction 
enzymatique est bloquée par deux lavages en solution d’HCl 0,2 M. 
 
3.6 DOSAGE DE L’ACTIVITE β-GALACTOSIDASE D’ E. AMYLOVORA EN CULTURE LIQUIDE 
 

Afin de quantifier l’activité β-galactosidase d’E. amylovora et de ses mutants, les 
cellules bactériennes sont cultivées pendant 12 heures dans du milieu LB puis lavées deux 
fois dans de l’eau stérile et resuspendues dans du milieu M9 ou IM à une DO600 égale à 0,1. 
Les cultures sont incubées à 23°C sous agitation. Des échantillons de culture sont prélevés 24 
heures après et la DO600 est mesurée. 

L’activité β-galactosidase est mesurée selon la méthode décrite par Miller (1972). La 
β-galactosidase est une enzyme qui permet la transformation de l’ortho-nitro-phényl-β-D-
galactopyranoside (ONPG, incolore) en  β-D-galactose et ortho-nitro-phénol (ONP, jaune). 
0,5 mL (V) de suspension bactérienne sont mélangés à 0,5 mL de tampon Z (tampon 
phosphate pH 7 50 mM; β mercapto-éthanol 50 mM; KCl 10 mM; MgSO4 1 mM), 20 µL de 
chloroforme, 10 µL de SDS 0,1%, ces 2 derniers produits permettant la lyse des cellules 
bactériennes. Le mélange est vortexé 20 secondes. 155 µL de suspension bactérienne sont 
prélevés et ajoutés (temps T0) à 35 µL d’ONPG 13,5 mM. 

Le mélange est incubé à 37°C. Lorsque le mélange jaunit (temps T1), la réaction est 
stoppée par ajout de 90 µL de Na2CO3  1M. La densité optique de la solution est mesurée dans 
une plaque de microtitration à 420 nm (DO420) et à 550 nm (DO450). L’activité spécifique de 
la  β-galactosidase des extraits est calculée grâce à la formule de Miller:  

 
(DO420-1 ,75 X DO550) 

Activité=1000 X  
(T1-T0) X DO600 X V 
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4. TECHNIQUE DE MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 
 
 
 

Les observations des flagelles ont été réalisées au Service Commun de Microscopie 
Electronique de l’Université d’Angers selon le protocole de Brown et al. (2001) modifié. 
Après une nuit de culture en LB liquide à 26°C, les bactéries sont lavées deux fois avec du 
MgCl2 1 mM puis resuspendues dans du M9 gal (DO600=0,3). Les grilles d’or stériles (300 
mesh) recouvertes de Formvar 1% et de carbone sont posées sur 20 µL de suspension 
bactérienne, elles-mêmes déposées sur des lames de microscope recouvertes de parafilm. Les 
lames portant les grilles sont incubées dans des boîtes de Petri contenant du papier filtre 
humide pour éviter toute évaporation. Les boîtes sont ensuite scellées avec du parafilm et 
incubées à 21°C pendant 16 heures. Les grilles sont ôtées du milieu et transférées sur une 
goutte de tampon de fixation (glutaraldéhyde 2% dans du tampon phosphate 50 mM pH 7,2). 
Les grilles sont laissées ainsi 15 mn avant transfert sur une nouvelle goutte de tampon de 
fixation dans lequel elles sont maintenues une nuit à 4°C. Les grilles sont alors lavées par 
passages successifs sur 6 gouttes de 20 µL de tampon Tris (20 mM) NaCl (500 mM) pH 7,2. 
Les grilles sont lavées à l’eau avant coloration négative pendant 1 mn dans de l’acide 
phosphotungstique 1% (pH 6,5 ajusté avec KOH). Elles sont séchées puis métallisées avant 
observation au microscope électronique (Jeol 2011, Tokyo, Japan) à 120kV. 
 
 
 
5. TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE  
 
 
 
5.1 LOCALISATION DU SITE D’INSERTION DU PROPHAGE MU DAN S LE CHROMOSOME DU 

MUTANT FB2208 
 

5.1.1 EXTRACTION D’ADN GENOMIQUE D’ E. AMYLOVORA 
 

L’ADN génomique d’E. amylovora est préparé par la technique d’extraction au CTAB 
(Ausubel et al., 1995). Un volume de 1,5 mL de culture en phase stationnaire est centrifugé 
pendant 30 secondes à 12000 g. Les cellules sont resuspendues dans 597 µL de SDS 0,5% 
additionné de protéinase K à 100 µg. mL-1 puis incubées pendant 1 heure à 37°C. Après avoir 
ajouté 100 µL de NaCl 5M, le mélange est incubé 10 mn à 65°C avec 80 µL de CTAB-NaCl 
0,5 M  puis une extraction des protéines et des polysaccharides est effectuée au chloroforme-
alcool isoamylique (24 :1). L’étape d’extraction par le CTAB-NaCl est répétée jusqu’à ce 
qu’aucune interface ne soit visible. Les acides nucléiques contenus dans la phase aqueuse sont 
ensuite précipités en ajoutant 0,7 volumes d’isopropanol. 
 

5.1.2 DIGESTION ET TRANSFORMATION DE L’ADN GENOMIQUE 
 

L’ADN génomique (5 µg) est digéré par une enzyme de restriction (SalI) (30 unités) dont 
un site de clivage est présent dans le transposon et qui par ailleurs possède des sites de 
restriction dans le génome bactérien. La digestion est réalisée dans un volume final de 50 µL 
à 37°C pendant 90 mn. La digestion par cette enzyme fournit donc un fragment contenant une 
partie du gène où s’est inséré le transposon et l’extrémité gauche du mini Mu contenant la 
résistance au chloramphénicol nécessaire à la sélection des clones. L’ADN plasmidique (5 
µg) utilisé pour le clonage (pUC18) est digéré par la même enzyme avant ligation, celle-ci 
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ayant un site unique dans le polylinker. En fin de digestion, 100 µL d’eau ultrapure stérile 
sont ajoutés au mélange réactionnel. Une extraction est effectuée au phenol/chloroforme 
alcool/isoamylique (25 :24 :1) puis au chloroforme alcool/isoamylique (24 :1). L’ADN digéré 
est précipité en ajoutant 0,1 volume d’acétate de sodium (3 M, pH 5,2) et 2 volumes 
d’éthanol, pendant 1 heure à -20°C. Après centrifugation (13000 g, 15 mn, 4°C), le culot est 
séché et dissout dans 10 µL d’eau ultrapure stérile. L’ADN génomique (4 µL) et l’ADN 
plasmidique pur ou dilué au 1/10è (4 µL), digérés, sont mélangés avec 0,3 unités de T4 DNA 
ligase (Promega), pendant 1 heure à température ambiante. 3 µL du produit de ligation sont 
utilisés pour la transformation avec 25 µL de bactéries thermocompétentes comme décrit au   
§ 5.5.6.2 mais avec sélection sur LB+chloramphénicol. Les colonies ayant intégré l’insert sont 
conservées à -80°C dans un mélange LB/glycérol 15% jusqu’au séquençage. 
 
5.2 MUTAGENESE PAR RECOMBINAISON HOMOLOGUE 
 

Afin de favoriser une double recombinaison chromosomique entre le plasmide pMAB108 
dérivé de pUC 18, portant le gène hrpL d’E. amylovora dans lequel se trouve une insertion 
(cassette uidA-Km), et le chromosome du mutant Ea fliH, les bactéries sont cultivées en 
milieu LB en présence de kanamycine. La recombinaison chromosomique du fragment est 
ensuite recherchée en testant la résistance à la kanamycine et la sensibilité à l’ampicilline 
(résistance portée par le plasmide) de colonies isolées. 

 
5.3 EXTRACTION DES ARNs TOTAUX 
 

5.3.1 EXTRACTION DES ARNs TOTAUX DE PLANTULES 
 

Pour les extractions d’ARNs, les feuilles coupées sont plongées dans l’azote liquide 
puis conservées à -80°C. Tout le matériel utilisé est stérilisé afin de détruire les RNAses. Sauf 
lorsque cela est spécifié, les échantillons en cours d’extraction doivent être maintenus sur 
glace. Les échantillons végétaux sont broyés en fine poudre avec un broyeur à billes (Retsch, 
Allemagne) dans un eppendorf. Après avoir ajouté 1 mL de tampon d’extraction (Tris-HCl 10 
mM pH 7,5, 50 mM de MgCl2, 5% de SDS), le mélange est incubé 10 mn à 60°C et refroidi 5 
mn à température ambiante. Afin de précipiter les protéines, 500 µL d’acétate de potassium (3 
M, pH 5) sont ajoutés, le mélange est homogénéisé par agitation puis centrifugé 15 mn à 4°C, 
16000g pour éliminer débris et protéines. Au surnageant est ajouté 1 volume d’isopropanol 
froid (1 mL). Les tubes sont ensuite incubés pendant 1 heure à -20°C puis centrifugés 15 mn à 
4°C (15000g). Le culot est dissous dans 160 µL d’eau puis 40 µL d’éthanol 100% froid sont 
ajoutés afin de précipiter les polysaccharides. Après 5 mn dans la glace, une centrifugation est 
effectuée (5 mn, 15000g, 4°C). Le surnageant est récupéré et 100 µL de LiCl (10M) sont 
ajoutés. Après une nuit à -20°C, une centrifugation (30 mn, 25000g, 4°C) est effectuée et le 
culot est lavé par du LiCl 3M, puis de l’éthanol  80% (200 µL), et est dissous dans 60 µL 
d’eau. La solution est traitée par 1 unité de Turbo DNAse (Ambion) pendant 45 mn à 37°C 
dans un volume final de 100 µL. Après 2 purifications au phénol-chloroforme-alcool 
isoamylique (1 volume ou 100 µL) (25/24/1) puis au chloroforme-alcool isoamylique (100 
µL), les ARNs totaux sont précipités par 0,5 volume d’acétate d’ammonium (7,5 M) et 2 
volumes d’éthanol 100% pendant une nuit à -20°C ou 2 heures à -80°C. Une centrifugation de 
30 mn à 4°C (10000g) puis un  lavage du culot par de l’éthanol 80% terminent l’extraction. 
Après séchage (10 mn), les culots sont dissous dans 55 µL d’eau ultrapure. Les ARNtx sont 
dosés au spectrophotomètre (NanoDrop), dilués à 0,5 µg.µL -1. La qualité des ARNs peut être 
contrôlée sur gel d’agarose à 1,2% et visualisés sous UV après 15 mn dans un bain de 
bromure d’éthidium à 0,5 µg.µL-1. 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau II.4 – Liste des primers utilisés pour la reverse transcription des ARN bactériens 
(Fislage et al., 1997) 

RT-primers séquence 
Ea1 TTTTATCCAGC 
Ea2 ACTTTACGCAG 
Ea3 TTTATCCAGCG 
Ea4 TCAGCGTTTTA 
Ea5 TTTCAGCGCCT 
Ea6 TTTTTTCAGCA 
Ea7 TCTTTTTTACC 
Ea8 ATCATCCAGCA 
Ea9 TTTTACCCAGC 
Ea10 TTCAGCCAGCG 



Chapitre 2 – Matériels et méthodes 

- 34 - 

5.3.2 EXTRACTION DES ARNs TOTAUX DE BACTERIES  
 

Les ARNs bactériens ont une durée de vie très courte, de l’ordre de quelques minutes. 
C’est pourquoi leur extraction nécessite un protocole rapide mais qui doit permettre un 
rendement suffisant. Différents protocoles ont été testés (cf partie Résultats, §2.4.1). La 
procédure retenue pour l’extraction d’ARNs bactérien est inspirée de Piper et al., 1999. 20 
mL de M9 gal ou de M9 glu sont inoculés avec une culture d’une nuit sur LB, de façon à 
obtenir une DO600 d’environ 0,1 en M9 gal ou 0,02 en M9 glu, la croissance étant plus lente 
en M9 gal. Cette suspension est incubée à 23°C pendant environ 16 heures sous agitation 
douce de façon à atteindre une DO600 de 0,5 (milieu de phase exponentielle). Les bactéries 
sont ensuite centrifugées à 12000g pendant 30 secondes et le surnageant est jeté. Le culot est 
aussitôt resuspendu dans 1 mL de Trizol chaud (65°C) pour 4 mL de culture et incubé 5 mn à 
65°C en vortexant 2 secondes toutes les minutes. Après 5 mn à température ambiante 0,2 
volume de chloroforme est ajouté, la solution est vortexée 30 secondes puis laissée 2 mn à 
température ambiante avant centrifugation (15 mn, 12000g, 4°C). La phase supérieure est 
délicatement récupérée (600 µL) et mélangée à 0,5 mL  d’isopropanol froid. La solution est 
incubée 10 mn à température ambiante avant d’être centrifugée à 12000g pendant 20 mn à 
4°C. Le culot est lavé avec 1 mL d’éthanol 75% froid, centrifugé puis séché 10 mn à 
température ambiante. Les ARNs sont suspendus dans 30 µL d’eau et dosés au NanoDrop. 
Les ARNs sont ajustés à 2 µg.µL-1 et 10 µg sont traités avec 20 unités de Turbo DNAse dans 
un volume final de 100 µL, 30 mn  à 37°C. La réaction est stoppée de la même façon que pour 
les ARNs de semis de pommier au phénol/chloroforme/alcool isoamylique puis 
chloroforme/alcool isoamylique, les ARNs sont précipités avec 10% d’acétate de sodium 3M 
pH 5,2 et 2,5 volumes d’éthanol 100% froid pendant 2 heures à -80°C. Après centrifugation 
pendant 15 mn à 15000g, 4°C, ils sont suspendus dans 6 µL d’eau ultrapure. L’absence 
d’ADN génomique est vérifiée par PCR sur 1 µL avec un couple d’amorces (Ea9/Ea10) 
(tableau III.3) amplifiant un fragment situé à cheval sur orf2 et hrpW. Les 5 µL restants sont 
transcrits en ADNc. 
 
5.4 REVERSE TRANSCRIPTION DES ARNs 
 

5.4.1 REVERSE TRANSCRIPTION DES ARNs DE PLANTULES 
 

La transformation des ARNs messagers en ADNs complémentaires (ADNc) se fait à 
partir de 2  µg d’ARNtx, mélangés à 1 µL d’oligo(dT)15 et à 9 µL d’eau ultrapure puis incubés 
à 75°C pendant 5 mn. Après 5 mn sur glace, 6 µL de tampon MMLV-RTase 10X (Promega), 
5 µL de dNTPs (2,5 mM chacun), 4,3 µL d’eau ultrapure et 140 unités de MMLV-RTase 
(Promega) sont ajoutés dans chaque tube. La réaction se déroule à 42°C pendant 75 mn. Les 
ADNc sont ensuite dilués au quart avant d’être stockés à -20°C. 
 

5.4.2 REVERSE TRANSCRIPTION DES ARNs DE BACTERIES 
 

Les ARNs messagers sont rétro-transcrits en ADNc simple brin à partir de 2 µg d’ ARNtx  
dans 4 µL, mélangés à 14 µL de primers 11mers (10 µM chacun) (tableau II.4) (Fislage et al., 
1997) puis incubés 5 mn à 70°C. Après 5 mn sur glace, 3 µL de tampon MMLV-RTase 10X 
(Promega), 1,5 µL de dNTPs (2,5 mM chacun), 40 unités de RNasin (Promega), 200 unités de 
MMLV-RTase (Promega) et 5,5 µL d’eau ultrapure sont ajoutés.  La réaction se déroule à 
42°C pendant 90 mn. Les ADNc sont ensuite dilués au quart avant d’être stockés à -20°C. 
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5.5 AFLP A PARTIR D’ADNc DE BACTERIE 
 

5.5.1 SYNTHESE DE L’ADNc DOUBLE BRIN 
 

Les ADNc simples brins sont transformés en doubles brins dans un volume final de 
100 µL avec 10 µL de Tampon DNA PolI 10X, 5 µL de dNTPs (2,5 mM chacun), 1 unités de 
RNAse H (Promega) et 20 unités de DNA PolI. La réaction se déroule pendant 2 heures à 
12°C puis 10 mn à 68°C. Les ADNc sont ensuite précipités avec 10% d’acétate de sodium 3M 
(pH 5,2)  et 2 volumes d’éthanol 100%, 2 heures à -80°C. Après centrifugation (20 mn, 
16000g, 4°C) et lavage à l’éthanol 70% , les ADNc sont séchés 10 mn à température ambiante 
et suspendus dans 10 µL d’eau ultrapure avant dosage au NanoDrop. Une PCR de vérification 
d’absence d’ADN génomique est réalisée sur 1 µL d’ADNc dilué au quart avec le couple 
d’amorces Ea9/Ea10. 
 

5.5.2 RESTRICTION 
 

Les ADNc sont ajustés à 0,2 µg/ µL et 0,5 µg sont digérés par 10 unités d’EcoRI 
(NEB) avec 5 µL de tampon NEB2 10X pendant 2 heures à 37°C. Puis une seconde digestion 
est réalisée avec 20 u  de MseI (NEB), 1 µL de BSA 100X, et 5 µL de tampon NEB2 dans un 
volume final de 100 µL, pendant 2 heures à 37°C. Les enzymes sont ensuite inactivées 10 mn 
à 65°C. 
 

5.5.3 LIGATION 
 

Les produits de restriction sont ensuite dilués au 1/10è. On réalise une ligation sur 10 
µL de ces produits dilués, avec 1 µL d’Eco-adaptateur 10 µM et 1 µL de Mse-adaptateur 50 
µM, 2 µL de tampon ligase 10X (Eurogentec) et 100 unités de T4 DNA ligase (Eurogentec) 
dans un volume final de 20 µL, pendant 3 heures à 37°C. 
 

5.5.4 AMPLIFICATION 
 

Les préamplifications sont réalisées dans un volume réactionnel de 20 µL contenant 2 
µL de produit de ligation, 4 µL de tampon Taq 5X, 2 µL de dNTPs (2,5 mM chacun), 2 µL de 
MgCl2 25mM, 1,6 µL d’amorces Eco0 et Mse0 (50 µM), 6,6 µL d’eau et 1 unité de GoTaq 
Flexi (Promega). L’amplification est réalisée selon le régime thermique suivant : 2 mn à 
95°C ; 30 cycles de 30 s à 95°C, 30 s à 60°C, 1 mn à 72°C ; 5 mn à 72°C. Les amplifiats sont 
contrôlés sur gel d’agarose 2%, sous UV, après coloration au BET.  

Les amplifications sélectives sont réalisées dans un volume réactionnel de 20 µL 
contenant 4 µL de produit de préamplification dilué au 1/150è, 4 µL de tampon Taq 5X, 1 µL 
de dNTPs (2,5mM chacun), 1,8 µL de MgCl2 25mM, 2,5 µL d’amorces Eco+2 et Mse+2 (50 
µM), 3,9 µL d’eau et 1,5 unités de GoTaq Flexi (Promega). L’amplification est réalisée selon 
le régime thermique suivant : 2 mn à 95°C ; 13 cycles de 30 s à 95°C, 30 s de 65°C à 56°C, 1 
mn à 72°C ; puis 23 cycles de 30 s à 95°C, 30 s de 56°C, 1 mn à 72°C ; et 5 mn à  72°C. 
 

5.5.5 ELECTROPHORESE SUR GEL D’ACRYLAMIDE ET REVELATION A U NITRATE 
D’ARGENT 

 
Les produits PCR sont dénaturés dans 70% de bleu formamide pendant 5 mn à 95°C. 

Ils sont ensuite séparés par électrophorèse verticale sur un gel dénaturant d’acrylamide-
bisacrylamide (29 :1) à 7% (dimension 325*420*0,4 mm, système CBS Scientific). Le gel est 
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composé de 50 mL d’une solution d’acrylamide-bisacrylamide (29:1) à 7% dans du TBE 
0,5X / urée (7M), 150 µL d’ammonium persulfate 10% et 50 µL de TEMED. La 
polymérisation est réalisée en 1 heure à température ambiante. Le tampon de migration est le 
TBE 0,5X. Un courant constant de 150 V est appliqué. 

La révélation des bandes est assurée par une coloration au nitrate d’argent. Le gel est 
fixé pendant 10 mn dans un bain d’éthanol/acide acétique (10/1). Après un rinçage dans un 
bain d’eau déminéralisée pendant une minute, le gel est placé 3 mn dans une solution d’acide 
nitrique 1,5%. Le gel est rincé 1 mn dans l’eau avant d’être placé dans la solution de nitrate 
d’argent 0,012 M pendant 20 mn. Puis le gel est rinçé 15 s dans de l’eau avant d’être révélé 
avec du carbonate de sodium froid (0,28 M) additionné de formaldéhyde 37% (600 µL.L -1). 
La coloration est stoppée en plaçant le gel dans un bain d’acide acétique 5% pendant 5mn. Le 
gel est rinçé à l’eau 10 mn puis séché. Les bandes d’ADN choisies sont alors récupérées dans 
20 µL de tampon GoTaq Flexi 1X (Promega). 
 

5.5.6 PREPARATION DES BACTERIES COMPETENTES ET CLONAGE 
 

5.5.6.1 PREPARATION DES BACTERIES COMPETENTES  
 

La souche DH5α d’Escherichia coli a été utilisée pour les clonages. Cent millilitres de 
milieu LB-MgSO4 (2 mM) sont ensemencés avec une culture de cette souche d’une nuit à 
37°C sur LB solide puis incubés à 37°C sous agitation douce jusqu’à obtenir une DO de 0,5 à 
600nm. La culture est refroidie dans la glace 15 mn, puis centrifugée 5 mn à 4000 g à 4°C. Le 
culot est suspendu dans 16 mL de solution RF1 (chlorure de rubidium 0,1 M, MnCl2 4H2O 
0,05 M, acétate de potassium 0,03 M, CaCl2 2H2O 0,01 M, glycérol 12%, pH 5,8) et la 
suspension est incubée dans la glace pendant 15 mn puis centrifugée 5 mn à 4000 g à 4°C. Le 
culot est resuspendu dans 4 mL de solution RF2 (acide morpholinopropanesulfonique 5 mM, 
chlorure de rubidium 5 mM, CaCl2 2H2O 0,04 M, glycérol 6% pH 6,8). La suspension est à 
nouveau incubée 15 mn dans la glace puis aliquotée par 100 µL et conservée à -80°C. 

 
5.5.6.2 CLONAGE 

 
L’ADN est amplifié avec les amorces sélectives Eco+2 et Mse+2 selon le régime 

d’amplification utilisé avec ces amorces (§ 5.5.4), cloné dans un plasmide pGEMT-easy® (kit 
Promega) avec les modifications suivantes par rapport aux instructions du fabricant : le 
mélange pour la ligation (qsp 3 µL) est constitué de 1,45 µL de tampon de ligation 2X, 1 unité 
de T4 DNA ligase, 0,25 µL de plasmide et 1 µL de produit PCR. L’incubation dure une nuit à 
4°C. A chaque produit de ligation sont ajoutés 25 µL de bactéries thermocompétentes. Après 
un passage de 30 mn dans la glace, les bactéries subissent un choc thermique de 50 secondes à 
42°C. Elles sont refroidies 5 mn à 4°C, puis 500 µL de milieu LB sont ajoutés dans chaque 
tube. Les bactéries sont incubées pendant une heure à 37°C. Une brève centrifugation est 
effectuée (12000g, 30 secondes), 450 µL de surnageant sont ôtés et le culot est resuspendu 
dans les 75 µL restants puis étalé sur LB+ampicilline 100 mg.L-1 + X-Gal (10 mg.L-1) + IPTG 
(100 mg.L-1). Ces boîtes sont placées à 37°C pendant une nuit. Cinq colonies blanches sont 
prélevées et étalées sur LB+ampicilline et incubées  à 37°C pendant une nuit. Deux PCR sont 
réalisées directement sur ces colonies : l’une avec les amorces SP6 et T7 situées de part et 
d’autre du polylinker, et l’autre avec les amorces Eco0 et Mse0 (2 mn à 95°C ; 30 cycles avec 
30 s à 95°C, 30 s à 60°C, 1 mn à 72°C ; 5 mn à 72°C). Les colonies ayant intégré l’insert 
AFLP sont conservés en cryotubes ou en plaques 96 puits, dans un mélange LB/glycérol 15%, 
et conservés à -80 °C jusqu’au séquençage.  

 
 



Tableau II.5 : Amorces utilisées pour l’étude des défenses induites sur semis de pommier



Chapitre 2 – Matériels et méthodes 

- 37 - 

5.6 EXPRESSION DES CANDIDATS AFLP SELECTIONNES 
 

Sur la base du résultat de séquençage, deux amorces spécifiques sont dessinées par gène 
candidat. Des qRT-PCR sont réalisées sur deux répétitions biologiques d’ARNs bactériens. 
 
5.7 DESSIN D’AMORCES POUR LES PCR 
 

La séquence du chromosome de la souche américaine Ea 273 (tableau II.1) a été utilisée 
pour le dessin d’amorces de gènes ciblés (http://www.sanger.ac.uk/Projects/E_amylovora/). 
La recherche d’ORFs a été réalisée avec GeneMark (http://exon.gatech.edu/GeneMark/). 
Plusieurs logiciels ont été utilisés : Primer 3 disponible sur internet (WWW.primer3.com) ou 
Beacon Designer (Biorad) conçu pour dessiner des amorces adaptées à la PCR quantitative. 
 
5.8 AMPLIFICATION D’ADN PAR PCR QUANTITATIVE (qPCR)  
 

La qPCR permet de suivre à tout moment la quantité d’ADN présent dans chaque puits. 
Le SYBR® Green présent dans le mélange réactionnel se fixe à chaque cycle sur les doubles 
brins d’ADN et émet alors une fluorescence (maximum d’excitation 494 nm, maximum 
d’émission 521 nm), dont la mesure permet de quantifier l’ADN amplifié. Toutes ces PCRs 
ont été faites sur un appareil Biorad du type iCycler. Le mix utilisé (qPCRTM Mastermix Plus 
for SYBR Green I with Fluorescein, Eurogentec) contient une “hot goldstar DNA 
polymerase” qui doit subir une étape d’activation consistant à chauffer le mélange réactionnel 
2 mn à 50°C puis 10 mn à 95°C. Suivent ensuite 40 cycles d’amplification, chaque cycle 
comprenant 15 secondes à 95°C et 45 secondes à la température optimale d’hybridation des 
amorces, puis 30 secondes à 72°C. La fluorescence est alors mesurée pendant cette phase. 

Les expressions de gènes ont été normalisées à l’aide des gènes de l’actine (CV151413), 
de la GAPDH (Defilippi et al., 2005) et de l’α-tubuline (CO065788) pour les ADNc de 
semis de pommier (tableau II.5) ; de 2 gènes de ménage (proC, rpoD) (Savli et al., 2003) et 
du 16s (X83265) (Bereswill et al., 1995) pour les ADNc de bactéries (tableau III.3). 
L’évaluation de la stabilité de leur expression a été testée selon Vandesompele et al., 2002, 
qui font l’hypothèse que si deux gènes sont exprimés de manière constante, quelles que soient 
les conditions expérimentales ou le tissu, alors le rapport de leurs expressions est constant.  

 Pour chaque couple d’amorces utilisé, des dilutions en série au quart sont réalisées à 
partir d’un stock de mélange d’ADNc et une courbe standard est construite à partir des 
résultats de la PCR de chacune de ces dilutions déposée en triplicat. Les conditions de la PCR 
(concentration des amorces et du MgCl2, température d’hybridation…) doivent permettre 
d’atteindre une efficacité E de PCR située entre 85 et 105% (E=10(-1/pente courbe). Une fois 
l’efficacité vérifiée pour chaque couple d’amorces, les mêmes conditions de PCR sont 
appliquées sur les échantillons à tester dilués le plus souvent au 1/64è afin de se situer dans la 
gamme de dilutions de la courbe standard. L’expression d’un gène d’intérêt (Gi) dans un 
échantillon donné (test) est alors calculée selon la méthode du DDCt (expression relative ou 
ER). Elle est rapportée : 
- d’une part à l’expression des gènes de référence (Gr) dans cet échantillon 
- d’autre part à l’expression du gène d’intérêt, elle-même normalisée par celles des gènes de 

référence, dans un échantillon choisi comme calibrateur 
selon la formule 
 
 
 
(ERGi) test = log2  

 

2-[Ct test – Ct calibrateur] 
Gi 

√              (2-[Ct test – Ct calibrateur]
Grj) 

3 
Π 

J=1 
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6. ANALYSE DE DONNEES 
 

 
 
Les analyses de variance ou les tests de Kruskal-Wallis ont été réalisées à l’aide de du 

logiciel Statgraphic Plus 3.1. Lorsque les données étaient sous forme de pourcentages 
(pourcentages d’infection), elles ont d’abord été transformées en arcsin√%. Pour chaque 
analyse, l’homogénéité des variances a été vérifiée par le test de Bartlett. En cas de non 
homogénéité (expression de quelques gènes de défense du Pommier), le test de Kruskal-
Wallis a été appliqué à la place de l’analyse de variance. La comparaison des moyennes a été 
effectuée selon la méthode du LSD (Least Significant Difference) de Fisher. 
 Une analyse en composantes principales a été réalisée sur les données d’expression 
relative de gènes de défense du Pommier à l’aide du logiciel Statbox 6. Les données ont été 
centrées réduites avant analyse. 
 
 



Figure 3.1 : Protection obtenue avec plusieurs biotests sur plantes entières (a, b, c ) et 
sur disques de feuilles détachées (d) utilisant différentes méthodes d’inoculation. 
Moyennes de  trois répétitions et intervalles de confiance au seuil de 5% pour les 
tests sur plantes entières et moyenne de 3 répétitions de 10 disques foliaires d’une 
expérience type. 
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CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION 

 
 
1 MISE EN EVIDENCE EXPERIMENTALE DE LA PROTECTION ET ANALYSE DU PARTENAIRE 

PLANTE 
 

 
Les expériences réalisées par Faize et ses collaborateurs (1999) sur semis de Pommier 

ont montré que certains mutants du système hrp, en particulier les mutants de régulation, sont 
capables de moduler l’interaction compatible E. amylovora/pommier, et de protéger la plante 
contre cette maladie. Avant d’analyser successivement le rôle éventuel de la plante et des 
bactéries dans cette protection, nous avons voulu tester plusieurs biotests pour la révéler. Cela 
nous permettait de vérifier qu’elle survient dans des conditions diverses. Ce travail nous a 
permis en outre de disposer d’une panoplie de tests, parmi lesquels nous pouvions choisir le 
plus judicieux selon le but recherché. En particulier dans cette première partie de résultats, a 
été étudiée à l’aide d’un des biotests, la possibilité que cette protection soit due à l’activation 
de défenses chez la plante par les mutants hrp de régulation. 

  
1.1 COMPARAISON DE DIFFERENTS BIOTESTS 

 
La protection induite par des mutants hrp d’E. amylovora (deux mutants de régulation 

Ea hrpL et Ea hrpS, un mutant de sécrétion Ea hrcV) a été étudiées à l’aide de trois biotests 
sur plantes entières et d’un biotest sur disques de feuilles (figure 3.1). Sur plante entière, les 
suspensions bactériennes sont appliquées : 

- soit en inoculation séquencée : infiltration sous vide du mutant (109 ufc.mL-1) 
puis inoculation d’Ea wt (108 ufc.mL-1) par dépôt de goutte sur blessure 

- soit en co-inoculation : les suspensions bactériennes sont mélangées  (108 

ufc.mL-1 pour Ea wt et 109 ufc.mL-1 pour les mutants) puis immédiatement 
appliquées par pulvérisation, ou par dépôt de goutte sur blessure.  

Le niveau de protection est apprécié par la réduction du pourcentage d’infection par rapport à 
un témoin. 

Sur disques de feuilles, l’infiltration sous vide des bactéries est suivie de la mesure des 
fuites d’électrolytes. Une diminution de la fuite d’électrolytes correspond à une diminution de 
la mort cellulaire, que nous interprétons comme une protection des cellules de l’hôte. 
 

Dans les biotests sur plantes entières, les taux d’infection obtenus avec la souche 
sauvage Ea wt varient de 80 à 90 % lorsque Ea wt est inoculée par dépôt de goutte sur 
blessure (figure 3.1, a et b). Par contre, lorsque Ea wt est inoculée par pulvérisation (sans 
blessure), le taux d’infection est d’environ 60 % (figure 3.1, c). Dans chacun de ces biotests, 
les niveaux de protection obtenus avec le mutant de sécrétion sont significativement inférieurs 
à ceux obtenus avec les mutants de régulation Ea hrpS et Ea hrpL et ces deux derniers offrent 
une protection comparable. En inoculation séquencée (figure 3.1, a) comme en co-inoculation 
avec dépôt de goutte sur blessure (figure 3.1 , b), un certain niveau de protection est obtenu 
avec le mutant de sécrétion. En revanche, cette protection disparait lorsque la co-inoculation 
est réalisée par pulvérisation (figure 3.1, c). Les niveaux de protection avec les deux mutants 
de régulation varient également en fonction de la méthode d’inoculation utilisée. En co-
inoculation par dépôt de goutte sur blessure, la protection assurée par les mutants de 
régulation est quasi-totale (figure 3.1 , b) ; par les deux autres méthodes, la protection est 
partielle, mais elle reste environ deux fois plus efficace qu’avec le mutant de sécrétion (figure 
3.1, a et c).  
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Voie ET
EDS1 NPR1 LOX2 JAR EIN3 PR1 PR2 PR4 DEFMA DFR FLS CHS

6h 0,1307 0,8037 0,5727 0,8498 0,9643 0,9621 0,4514 0,9805 0,8891 0,9988 1,0000 0,7538
24h 0,5749 0,9229 0,9056 0,9213 0,9902 0,9620 0,9349 0,6090 0,3187 0,9958 0,9995 0,6913
48h 0,8302 0,9796 0,5283 0,1095 0,8879 0,4041 0,1386 0,2182 0,4852 0,9999 1,0000 0,8948
72h 0,4253 0,9696 0,8802 0,0352 0,6639 0,1268 0,0881 0,0054 0,1408 0,9958 0,9986 0,6793
96h 0,1695 0,7314 0,8356 0,1039 0,2789 0,0944 0,1047 0,0005 0,1533 0,9973 1,0000 0,5101

Pas d'effet traitement

Tableau III.1 - P-values obtenues par analyse de variance (caractères standards) ou test de Kruskal-
Wallis ( caractères italiques) effectués sur les expressions relatives de 12 gènes de défense dans
des feuilles de Pommier pulvérisés avec Ea wt, Ea hrc V, Ea hrp S, Ea hrp L, seules ou en mélange,
et comparées à un témoin eau. Analyses réalisées temps par temps, sur les moyennes de 3
répétitions biologiques.

Figure 3.2 - Expression relative du gène de la PR4 et du gène JAR dans des feuilles de Pommier
pulvérisés avec Ea wt, Ea hrc V, Ea hrp S, Ea hr pL, seules ou en mélange, et comparées à un
témoin eau. Moyenne et intervalles de confiance au seuil de 5% de 3 répétitions biologiques
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Sur disques de feuilles détachées (figure 3.1, d), la souche sauvage provoque une forte 
fuite d’électrolytes, correspondant à la mort cellulaire (rupture des membranes), première 
manifestation de la maladie. Les mutants de régulation et de sécrétion ne provoquent aucune 
fuite. L’infiltration d’un mélange de la souche sauvage et du mutant de régulation Ea hrpL 
(seul mutant de régulation testé) (108/109  ufc.mL-1 ; situation de protection) conduit à une 
forte diminution de cette fuite d’électrolytes. En revanche, le mutant de sécrétion ne modifie 
pas la fuite provoquée par la souche sauvage (situation de non protection).  

 
1.2 RECHERCHE DE GENES DE DEFENSE INDUITS CHEZ LA PLANTE 

 
Nous faisons l’hypothèse que des réactions de défenses de la plante sont spécifiquement 

induites par les mutants de régulation en situation de protection. Les études d’expression de 
gènes de défense ont été réalisées sur feuilles de plantules de Pommier inoculées par 
pulvérisation avec les mutants seuls ou en mélange avec la souche sauvage. Ce biotest a été 
choisi d’une part parce qu’il se rapproche des conditions naturelles d’infection, d’autre part 
parce que le mutant de sécrétion n’assure pas de protection avec cette méthode. Nous avons 
choisi d’étudier l’expression de gènes impliqués dans les trois grandes voies de défense 
connues chez la plante : voie de l’acide salicylique (SA), voie de l’acide jasmonique (JA) et 
voie de l’éthylène (ET). Chez le Pommier, ces différentes voies de défenses ne sont pas 
décrites. Nous avons donc supposé qu’elles sont similaires à celles décrites chez Arabidopsis 
thaliana. Ainsi plusieurs gènes spécifiques de ces voies ont été choisis à différents niveaux 
(synthèse, transduction et protéines PR) : EDS1, NPR1, PR1 et PR2 pour la voie du SA ; 
LOX2, JAR1, DEF pour la voie du JA ; EIN3 et PR4 pour la voie de ET. Par ailleurs trois 
autres gènes codant des enzymes de la voie des phénylpropanoïdes (CHS, FLS et DFR) ont 
été étudiés car on sait que cette voie du métabolisme secondaire est réprimée par E. 
amylovora chez le Pommier (Venisse et al., 2002).  

Les prélèvements de feuilles ont été effectués 6 h, 24 h, 48 h, 72 h et 96 h après 
inoculation, en poolant la plus jeune feuille développée de 7 plantules à chaque temps de 
prélèvement. L’apparition des premiers symptômes a été observée à partir de 48 heures après 
inoculation. Trois répétitions biologiques indépendantes ont été réalisées. 

 
1.2.1 ANALYSE DE VARIANCE 

 
Les expressions des gènes de défense dans les plantules soumises aux différents 

traitements ont été rapportées aux expressions de ces gènes dans le prélèvement à 6 h du 
témoin eau d’une des trois répétitions biologiques. Pour étudier l’effet des différents 
traitements sur ces expressions relatives, des analyses de variance (ou test de Kruskal-Wallis 
en cas de variances non homogènes) ont été effectuées sur les moyennes des expressions 
relatives de chaque gène à chaque temps de prélèvement.  

Nos analyses montrent que les premiers effets significatifs entre traitement 
apparaissent 72 h après inoculation (tableau III.1). Seuls les gènes JAR, PR1, PR2 et PR4 
varient significativement suivant les différents traitements 72 et/ou 96 h après inoculation. 
PR1, PR2 et PR4 ont des profils d’induction similaires (figure 3.2) qui s’opposent au profil 
d’induction de JAR : les trois premiers gènes sont surtout induits par Ea wt seule ou en 
mélange avec Ea hrcV (situation de non protection) par rapport aux situations témoins (eau, 
mutants seuls) alors que JAR est plutôt réprimé. Les modulations d’expression de ces quatre 
gènes dans les tissus co-inoculés avec Ea wt et Ea hrpL ou Ea wt et Ea hrpS (protection) sont 
intermédiaires. L’absence d’effets significatifs sur la modulation des autres gènes peut être 
due à une forte variabilité des résultats, en particulier en ce qui concerne les gènes de la voie 
des phénylpropanoïdes. 
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Figure 3.3 – Analyse en composantes principales des expressions relatives de 10 gènes de 
défense dans des feuilles de Pommier 72h (petits symboles) et 96h (grands symboles) avec 
Ea wt, Ea hrcV, Ea hrpS et Ea hrpL, seules ou en mélange, et comparées à un témoin eau. 
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1.2.2 ANALYSE EN COMPOSANTES PRINCIPALES (ACP) 
 

 Une analyse en composantes principales a aussi été réalisée sur les expressions 
relatives de l’ensemble des gènes aux deux temps de prélèvement, 72 et 96 h, et sur les trois 
répétitions biologiques, pour tenter de différencier les situations étudiées et pour déterminer 
les gènes dont les expressions sont corrélées. Les résultats de cette analyse sont présentés dans 
la figure 3.3 : les individus correspondent aux échantillons des différents traitements, et les 
variables, aux gènes étudiés. Le premier axe principal (F1) explique 36% de la variabilité 
totale alors que les deuxième et troisième axes (F2 et F3) en expliquent respectivement 20 et 
16%.  
 Les deux plans principaux F1xF2 et F1xF3 mettent en évidence une opposition entre 
les sous-populations d’individus constituées par i) les échantillons traités avec Ea wt seule 
(maladie) ou en mélange avec Ea hrcV (non protection) d’une part, et ii) les échantillons 
traités avec l’eau et les mutants seuls (non maladie) ou avec Ea wt en mélange avec Ea hrpL 
(protection) d’autre part. Deux répétitions sur trois des échantillons traités avec Ea wt en 
mélange avec Ea hrpS (protection) se situent dans cette dernière sous-population, alors que 
les échantillons de la troisième répétition se situent dans la première sous-population, comme 
si la protection n’avait  « fonctionné » qu’une fois sur trois (ce qui n’est pas vérifiable 
expérimentalement puisque le test est destructeur des plantules).  

Dans ces plans, l’axe F1 semble représenter l’effet « maladie » sur les modulations de 
l’expression des gènes de défense. Les gènes contribuant le plus à la formation de cet axe sont 
PR1 (σ2=0,81), EDS1 (σ2=0,71), PR2 (σ2=0,59) et PR4 (σ2=0,59) et ils sont induits par la 
maladie. Les axes F2 et F3 semblent plus représenter une variabilité entre répétitions et/ou 
entre les deux temps de prélèvements 72 et 96 h. Le gène contribuant le plus fortement à l’axe 
F2 est LOX2 (σ2=0,58) et celui contribuant le plus à l’axe F3 est JAR (σ2=0,55). Pour 
illustrer la variabilité entre répétitions, on peut voir que le gène LOX2 est réprimé en situation 
de maladie (Ea wt) par rapport au témoin eau au temps de prélèvement 96 h, dans une 
répétition biologique sur trois. De même, le gène JAR n’est réprimé au même temps que dans 
deux répétitions sur trois. NPR1 et EIN3 semblent suivre les mêmes tendances d’induction 
que EDS1, PR1, PR2 et PR4 mais avec une plus forte variabilité. De même, DEF et CHS 
semblent suivrent les mêmes tendances de modulation d’expression que JAR mais avec une 
plus forte variabilité. 
 Cette ACP montre donc qu’en situation de maladie et de non protection, E. amylovora 
a tendance à induire la voie SA (représentée par EDS1, NPR1, PR1 et PR2) et ET (représenté 
par EIN3 et PR4), et à réprimer la voie JA et la voie des phénylpropanoïdes mais avec une 
plus grande variabilité. Cependant, elle ne permet pas de séparer une sous-population 
d’individus correspondant aux seules situations de protection (Ea wt en mélange avec Ea 
hrpS ou Ea hrpL) des sous-populations témoins (eau ou mutants seuls).  
 

L’ensemble de cette expérience montre qu’il n’y a pas d’induction particulière de gènes 
de défenses parmi les mécanismes étudiés dans les situations de protection. 

 
1.3 ETUDE DE LA DUREE DE LA PROTECTION 

 
Afin de déterminer la durée de la protection conférée par les mutants de régulation, nous 

avons utilisé l’inoculation séquencée : infiltration de chaque mutant (à 109 ufc.mL-1)  suivie 
de l’inoculation de la souche sauvage (à 108 ufc.mL-1) par dépôt de goutte sur blessure, 
immédiatement après infiltration, ou 2, 4, 6 jours après.  

Nos résultats (figure 3.4) mettent en évidence qu’un niveau de protection s’établit avec 
tous les mutants, quel que soit le délai entre les deux inoculations. Toutefois, le niveau de 
protection obtenu ainsi que la différence d’efficacité de la protection entre les mutants de 
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Figure 3.4 : Durée de la protection après inoculation séquencée avec infiltration de      
chaque mutant (109 ufc.mL-1) et dépôt de goutte sur blessure par de la souche sauvage (108

ufc.mL-1) . Moyenne des plantes infectées sur trois expériences avec trois réplicats de 10 
semis par expérience et intervalles de confiance au seuil de 5%.
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régulation et le mutant de sécrétion s’amenuisent dès que le délai d’application entre mutant 
et souche sauvage dépasse 2 jours.  

 
1.4 DISCUSSION 

 
Les résultats des trois types de biotests sur plante entière montrent que, quel que soit le 

biotest, le niveau de protection assuré par les mutants hrp de régulation est plus élevé que 
celui assuré par le mutant hrp de sécrétion, au moins dans les premiers jours de la 
confrontation. Ces résultats confortent ceux obtenus précédemment au laboratoire (Faize et 
al., 1999). Cependant, les niveaux de protection obtenus avec les différents mutants varient en 
fonction du biotest utilisé.  

Le biotest utilisant une co-inoculation par blessure et dépôt de goutte est celui qui 
conduit au niveau de protection le plus élevé. Dans des expériences préliminaires, nous avons 
tenté d’étudier l’expression de quelques gènes de défense à l’aide de ce biotest, en prélevant à 
l’emporte-pièce des disques de feuilles centrés sur la blessure (diamètre environ 0,5 cm). Ces 
expérimentations n’ont pas permis de révéler de modification d’expression de gènes 
particuliers dans les situations de protection. Il est possible que cet échec soit lié à un nombre 
trop faible de cellules végétales en contact avec les bactéries (et potentiellement réactives) 
puisque seules les cellules situées au niveau de la blessure sont concernées. Des extractions 
d’ADN à partir de feuilles entières ou de disques foliaires englobant la blessure diluent sans 
doute une éventuelle réponse de ces quelques cellules jusqu’à la rendre imperceptible. Ce 
biotest ne nous a pas paru utilisable pour une recherche de l’expression des gènes de défense 
du Pommier.  

Le biotest utilisant l’inoculation séquencée (infiltration des mutants puis inoculation de 
Ea wt par dépôt de goutte sur blessure) nous a paru inapproprié pour l’étude de l’expression 
des gènes de défense du Pommier pour la même raison.  

Il nous a semblé plus judicieux de retenir le biotest utilisant une co-inoculation des 
souches par pulvérisation, plus proche des conditions naturelles d’infection. De plus l’intérêt 
de ce biotest est d’offrir une situation contrastée : absence de protection avec le mutant de 
sécrétion et protection avec les mutants de régulation (alors que dans les autres biotests, le 
mutant de sécrétion assure un certain niveau de protection). Ce biotest présente néanmoins 
quelques inconvénients : i) on obtient rarement plus de 60 % d’infection avec la souche 
sauvage au lieu de 80-90 % avec les autres biotests. Par conséquent, les échantillons prélevés 
sur différentes plantules sont hétérogènes puisqu’ils contiennent à la fois des plantules 
infectées mais aussi des plantules non infectées (à cause de la protection ou bien parce que 
l’infection a échoué sur ces individus) et cette hétérogénéité peut expliquer en partie la 
variabilité obtenue dans l’expression des défenses ; ii) le succès de l’infection est conditionné 
par l’incubation des plantes en conditions d’humidité saturante pendant 24 h après 
inoculation, ce qui est un nouveau stress en soi, qui peut interférer avec l’expression de gènes 
de défense.  

Enfin, le biotest sur disques de feuilles, a montré que l’étude des fuites d’électrolytes 
pouvait révéler la situation de protection avec un mutant de régulation au moins (Ea hrpL). Ce 
biotest précis et nécessitant peu de matériel végétal, nous a paru le mieux adapté pour tester le 
rôle d‘éventuels éliciteurs bactériens, pour lesquels la quantité disponible peut être un facteur 
limitant. 

 
Nous avons fait l’hypothèse que la protection observée avec les mutants de régulation 

pouvait être due à l’induction de défenses de la plante par des éliciteurs bactériens de type 
MAMPs présents chez ces mutants. Faize et ses collaborateurs (2006) ont en effet montré que 
les mutants hrp de sécrétion et de régulation inoculés par infiltration induisent 
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différentiellement certaines protéines de défense comme les peroxydases. Nous avons donc 
cherché à révéler des gènes de défense dont l’expression serait modulée spécifiquement en 
situation de protection. Nos résultats montrent qu’avec le biotest utilisé (co-inoculation des 
souches par pulvérisation), et parmi les défenses que nous avons étudiées, il n’y en a pas qui 
soient particulièrement induites en situation de protection. Cela diffère des résultats obtenus 
par Faize et al. (2006) avec un autre biotest utilisant l’inoculation par infiltration mais 
confirme que le choix du biotest est crucial pour l’étude de l’expression des gènes de défense 
du Pommier. Nous avons mis en évidence par inoculation séquencée avec un intervalle de 
temps croissant entre les inoculations mutants/souche sauvage, que la protection différentielle 
entre mutant de sécrétion et mutants de régulation disparaît rapidement et n’est plus sensible 
au-delà d’un intervalle de 2 jours. Ces résultats sont cohérents avec ceux concernant le rôle 
des gènes de défense de la plante : les réactions mises en place par la plante ne seraient pas 
impliquées dans la protection ou bien alors elles sont transitoires (et elles n’aboutissent pas à 
une accumulation de protéines de défense suffisante pour assurer une protection longue 
durée).  

Une autre hypothèse pourrait être que les mutants seuls deviennent rapidement peu 
actifs métaboliquement après infiltration car ils sont incapables d’enrichir l’apoplaste en 
nutriments, par absence de système Hrp fonctionnel. Ils ne seraient donc actifs (et producteurs 
de MAMPs éventuels) qu’en présence de la souche sauvage qui, elle, se crée un milieu 
apoplastique favorable à la multiplication bactérienne. Selon cette hypothèse, on peut 
supposer qu’en augmentant le délai entre les 2 inoculations, on favorise la souche sauvage 
(inoculée à partir d’une culture en phase exponentielle) aux dépens des mutants (de moins en 
moins actifs métaboliquement).  

 
Avant de statuer sur le rôle des réactions de défense dans la protection, il conviendrait 

d’explorer quelques pistes. En ce qui concerne le choix du biotest, il serait intéressant 
d’examiner les défenses induites dans le biotest avec infiltration, qui est celui qui permet de 
confronter de manière homogène l’ensemble des cellules des jeunes feuilles du Pommier avec 
les bactéries, ce qui devrait diminuer la variabilité liée à l’échantillonnage. D’autre part, 
compte tenu de la variabilité de l’expression de certains gènes de défense, liées entre autres 
aux conditions externes, il semblerait judicieux de se placer systématiquement en conditions 
contrôlées, ce qui n’est pas le cas dans nos expériences (voir ci-dessous). Il est également 
envisageable de travailler sur des cultures cellulaires plutôt que des tissus foliaires. Ainsi, des 
mécanismes de défense précoces pourraient être ciblés comme par exemple les variations de 
protéines de membrane plasmique (Benschop et al., 2007). En effet, sur plantules, les 
symptômes de maladie apparaissent 48 heures après inoculation. Ces 48 heures sont donc 
cruciales pour l’établissement de la maladie ou de la protection, et des mécanismes précoces, 
localisés, sont peut-être suffisants pour l’établissement de la protection sans être relayés et 
amplifiés au niveau systémique. D’autre part, dans notre hypothèse d’une induction de 
réactions de défense de la plante, d’autres mécanismes n’impliquant pas de transcription de 
gènes (que nous avons recherchés) sont possibles : par exemple la production de formes 
actives d’oxygène néfastes pour la bactérie, par activation de NADPH oxydases pré-
existantes, provoquée par les mutants de régulation et à un degré moindre par le mutant de 
sécrétion ou par la souche sauvage. Il serait intéressant d’essayer de mettre en évidence la 
production de ces formes actives d’oxygène dans les tissus, selon les mutants. D’éventuels 
changements d’ordre cytologique (renforcement de la paroi, désorganisation cellulaire...) 
induits en situation de défense (Trouvelot et al., 2008) pourraient aussi être recherchés. Par 
ailleurs, d’autres hormones sont aussi impliquées dans les défenses des plantes comme l’acide 
abscissique (ABA ; Mauch-Mani et Mauch, 2005), les brassinostéroïdes (Nakashita et al., 
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2003), et l’auxine (Navarro et al., 2006, Wang et al., 2007). Elles n’ont pas été étudiées dans 
nos essais mais leurs voies pourraient être intéressantes à explorer.  

 
En situation de maladie, E. amylovora induit les voies SA et ET, et semble réprimer la 

voie JA bien que cette dernière tendance soit plus variable selon les répétitions biologiques. 
Ces résultats confortent d’autres travaux réalisés au laboratoire (Dugé, communication 
personnelle). Cependant, nous n’avons pas mis en évidence de répression forte et répétable de 
la voie des phénylpropanoïdes avec notre biotest, alors qu’elle est mise en évidence sur des 
clones (plants greffés) de Pommier inoculés par infiltration avec Ea wt, cette répression étant 
plus marquée sur des clones sensibles (Dugé, communication personnelle). Cette différence 
de résultat peut s’expliquer par le fait que i) nous avons travaillé avec des plantules, qui 
constituent une population génétiquement hétérogène, puisque ce sont des semis issus de 
pollinisation libre, dans laquelle des individus peuvent présenter des niveaux de sensibilité 
différents et donc une variabilité de l’induction des défenses, ii) nos plantules sont maintenues 
en serre (éclairage naturel) alors que les clones de Pommier sont maintenus en chambre 
climatique (éclairage contrôlé) et que la lumière est un facteur important dans l’induction de 
la voie des phénypropanoïdes, iii) les plantules sont inoculées par pulvérisation contrairement 
aux clones inoculés par infiltration (on obtient alors 100 % d’infection), les tissus prélevés 
sont donc fort probablement hétérogènes du point de vue de la confrontation de leurs cellules 
avec les bactéries, comme souligné précédemment.  

Les études globales d’expression de gènes dans d’autres pathosystèmes montrent que les 
voies SA, JA et ET interagissent, positivement ou négativement (De Vos et al., 2005 ; Spoel 
et al., 2007). Les connections entre les voies de défense aideraient la plante à minimiser le 
coût énergétique des défenses et à créer un réseau flexible de signalisation lui permettant de 
réguler les réactions de défense en fonction de l’agresseur rencontré (Bostock, 2005). Les 
effecteurs Hrp peuvent avoir pour fonction d’altérer les défenses de la plante dans le but de 
les rendre inefficaces contre le pathogène et de reprogrammer l’expression des gènes de l’hôte 
pour favoriser le développement du pathogène (Abramovitch et al., 2006). Ainsi, dans notre 
pathosystème, la répression des défenses efficaces JA-dépendantes pourrait être directe par les 
effecteurs, ou indirecte par l’activation des voies SA et ET.  

 
 

2 ANALYSE DU PARTENAIRE BACTERIEN 
 

 
 

Dans cette partie, nous avons fait porter l’analyse sur les partenaires bactériens, 
cultivés in vitro. Nous avons tenté de mettre en évidence d’éventuels phénomènes 
d’antagonisme entre mutants hrp de régulation et souche sauvage, et recherché des différences 
au niveau protéique et transcriptomique entre ces mêmes bactéries. 
 
2.1 RECHERCHE D’UN EFFET ANTAGONISTE DIRECT ENTRE LES 2 PARTENAIRES 

BACTERIENS 
 

Faize et ses collaborateurs (1999) ont montré que en co-inoculation avec le mutant de 
régulation Ea hrpS (situation de protection), les populations de la souche sauvage diminuent, 
alors qu’inoculées seules elles se multiplient. Aucun effet d’antibiose entre mutant et souche 
sauvage n’avait alors été mis en évidence in vitro sur milieu riche (non hrp-inducteur, donc ne 
mimant pas la plante). Nous avons vérifié que les résultats n’étaient pas différents en 
condition d’induction des gènes hrp (comme dans la plante). Il fallait également examiner 
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Figure 3.5 : Dénombrements des populations seules ou en co-culture (notée cc) après 65 
heures de culture sur milieu M9 gal à 23°C. Concentrations de départ : 105 ufc/mL pour les 
bactéries seules, ou 105/106 ufc.mL-1 pour les bactéries en mélange. Seuls les comptages  de 
la bactérie en minorité dans les mélanges sont représentés. Moyenne et intervalles de 
confiance au seuil de 5% de trois répétitions biologiques, les barres d’histogrammes 
surmontées des mêmes lettres représentent des densités de population bactérienne non 
significativement différentes au seuil de 5%.
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l’hypothèse d’une répression de l’expression des facteurs de virulence de la souche sauvage 
en présence de ces mutants. 

 
2.1.1 DYNAMIQUE DES POPULATIONS EN CO-CULTURES 

 
L’apoplaste est pour la bactérie un milieu pauvre et hrp-inducteur. Nous avons réalisé 

des tests in vitro sur un milieu minimum hrp-inducteur (M9 gal). Nous avons préféré ce 
milieu au milieu IM qui est lui un milieu hrp-inducteur mais qui ne permet pas la croissance 
bactérienne puisqu’il ne contient pas d’acide nicotinique, indispensable à la croissance 
d’E.amylovora. Nous avons suivi la croissance de chacun des mutants hrp en co-culture avec 
Ea wt, par étalement de suspensions et dénombrement sur milieu sélectif. Les comptages 
bactériens sur milieux sélectifs faisant appel à des résistances aux antibiotiques chez les 
bactéries utilisées, nous avons employé un mutant pathogène résistant à la streptomycine noté 
Ea wt Str (dont nous avons vérifié qu’il a le même pouvoir pathogène que Ea wt) pour 
« mimer » la souche sauvage. Les co-cultures ont été réalisées avec un ratio des 
concentrations de 1/10 qui est le ratio utilisé pour les inoculations sur plantes. Elles ont été 
comparées à des cultures pures de chacune des bactéries utilisées dans l’essai. L’inoculum de 
départ a été ajusté à 105 et 106 ufc.mL-1 pour les bactéries en co-cultures ou 105 ufc.mL-1 pour 
les bactéries seules. Nous avons réalisé des dénombrements à différents temps pendant 65 
heures pour chaque condition (figure 3.5). En effet, la croissance dans ce milieu est lente et 65 
heures environ de culture sont nécessaires pour atteindre la phase stationnaire.  

Nos résultats montrent que, dans tous les mélanges, Ea wt Str et le mutant de sécrétion 
Ea hrcV ont un niveau de population inférieur à celui atteint dans les cultures seules mais le 
niveau est le même quel que soit le partenaire dans la co-culture. Les mêmes résultats (non 
montrés) ont été obtenus avec un autre mutant pathogène de Ea wt mais résistant à un autre 
antibiotique (Ea wt CmR). Concernant l’hypothèse d’une antibiose in vitro en milieu M9 gal 
hrp-inducteur, il n’y a donc pas d’effet particulier du mutant Ea hrpL sur la croissance de la 
souche avec laquelle il est en co-culture. En revanche, le mutant Ea hrpL a un comportement 
particulier puisqu’il atteint la même densité de population bactérienne qu’il soit cultivé en 
mélange ou seul, en milieu mimant l’apoplaste de la plante. 

 
2.1.2 INTERACTION PHYSIQUE ENTRE LES CELLULES 

 
Nous avons observé que dans certaines cultures se forment des agrégats sur milieu hrp-

inducteur. Ce phénomène se traduit par une précipitation des bactéries dans le fond du tube 
(figure 3.6, A). Nous avons donc voulu comparer ce phénomène chez Ea wt et ses mutants 
hrp de régulation ou de sécrétion, sur milieux non hrp-inducteurs (LB et M9 glu) ou sur 
milieux hrp-inducteurs (IM ou M9 gal).  

Nous n’avons pas observé de formation d’agrégats sur les milieux non hrp-inducteurs. 
Les résultats montrent que seule la souche sauvage forme des agrégats après 6 heures 
d’induction dans le milieu IM ou après 24 heures dans le M9 gal (figure 3.6 A et B). En 
mélange, la formation des agrégats est observée malgré la présence des différents mutants 
(figure 3.6, C). Les mutants ne formant pas d’agrégats restent planctoniques (figure 3.6, D et 
E).  

 
2.1.3 EXPRESSION DES GENES HRP DE LA SOUCHE SAUVAGE SEULE OU EN MELANGE 

AVEC LE MUTANT HRP PROTECTEUR 
 

Nous nous sommes intéressés à l’expression des facteurs de virulence chez la bactérie 
lorsqu’elle est en présence du mutant hrpL. Parmi ces facteurs, nous avions la possibilité de 
suivre l’expression du gène de sécrétion hrcV chez le mutant Ea hrcV car il a intégré une 
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fusion lacZ dans ce gène. L’expression du gène a été mesurée soit dans une culture pure, soit 
dans un mélange avec la souche sauvage Ea wt et ou avec le mutant de régulation hrpL co-
cultivés pendant 40 heures, soit dans un mélange extemporané des suspensions des bactéries 
cultivées seules en parallèle (en respectant le ratio 1/10). Le calcul des activités a été exprimé 
en pourcentage de l’activité β-galactosidase chez le mutant Ea hrcV cultivé seul.  

Nous avons noté (figure 3.7) que l’activité β-galactosidase de Ea hrcV est moins forte 
lorsqu’il est en mélange que lorsqu’il est cultivé seul. Ceci peut être dû à une difficulté 
expérimentale (lyse moins efficace des cellules compte tenu de la concentration bactérienne 
plus forte dans les mélanges). Nos résultats montrent qu’il n’y a pas d’effet significatif du 
mutant Ea hrpL sur l’expression du gène hrcV après 40 heures de co-culture sur milieu hrp-
inducteur, comparé au mélange extemporané des deux bactéries cultivées seules en parallèle 
(figure 3.7).  
 
2.2 ROLE DE L’ACTIVITE METABOLIQUE DES MUTANTS DANS LA PROTECTION  

 
2.2.1 ABSENCE DE PROTECTION PAR DES BACTERIES TUEES A LA CHALEUR 

 
Nous avons testé l’aptitude à la protection des mutants hrp lorsque leurs cellules ont été 

tuées à la chaleur. Deux biotests ont été utilisés. Le premier est réalisé sur plante entière et 
comprend une co-inoculation par blessure et dépôt de goutte (108 ufc.mL-1 pour Ea wt et 109 
ufc.mL-1 pour les mutants). Le second biotest est réalisé sur disques de feuilles co-inoculées 
par infiltration sous vide (108 ufc.mL-1 pour Ea wt et 109 ufc.mL-1 pour les mutants), pour 
lesquels on mesure les fuites d’électrolytes pendant 48 heures.  

Nos résultats avec le premier biotest montrent que la protection n’est obtenue qu’avec 
des bactéries vivantes (figure 3.8 a) puisque les taux d’infection avec les bactéries tuées ne 
sont pas significativement différents de ceux obtenus avec la souche sauvage seule. Le biotest 
sur disques de feuilles montre qu’il n’y a plus de diminution des fuites d’électrolytes lorsque 
les bactéries Ea hrpL sont tuées (figure 3.8, b).  

 
2.2.2 ABSENCE DE PROTECTION EN PRESENCE D’INHIBITEURS DE LA SYNTHESE 

PROTEIQUE  
 

Nous avons testé l’effet d’inhibiteurs de la synthèse protéique chez les procaryotes 
(antibiotiques), sur la capacité de protection des mutants hrp de régulation. Pour cela, les 
suspensions de mutants ont été réalisées en mélange avec des antibiotiques puis agitées 
pendant deux heures, avant co-inoculation par blessure et dépôt de goutte (108 ufc.mL-1 pour 
Ea wt et 109 ufc.mL-1 pour les mutants). Pour « mimer » la souche sauvage Ea wt, nous avons 
utilisé dans ce biotest des mutants pathogènes de la souche sauvage résistants au 
chloramphénicol (Ea wt Cmr) ou à la streptomycine (Ea wt Str). 

Dans nos résultats (figure 3.8, c et d), l’effet des antibiotiques est très net : en présence 
de chloramphénicol ou de streptomycine, les deux mutants protecteurs Ea hrpL et Ea hrpS 
n’assurent plus la protection. La protection nécessite donc des bactéries actives 
métaboliquement et compte tenu du mode d’action de ces antibiotiques, l’origine de cette 
protection pourrait être protéique.  

 
2.3 LOCALISATION EXTRACELLULAIRE DE FACTEURS A L’ORIGINE DE LA PROTECTION 

CHEZ LES MUTANTS 
 

Nous avons cherché à connaître la localisation du (des) facteur(s) bactérien(s) à l’origine 
de la protection. Pour cela, nous avons testé l’aptitude à modifier les fuites d’électrolytes du 
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Figure 3.9 : Effet du surnageant (S) de culture du mutant Ea hrpL (cultivé sur milieu M9 gal), 
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Tableau III.2 : Comparaison de différentes méthodes pour l’extraction d’ARN totaux bactériens 
 

 
Nom 

 
Principe 

Rendement en ARN 
totaux + ADN 
génomique 
(µg ARN/ufc maxi) 
Fabricant       Obtenus 

 
Qualité des ARNs 
(DO260/DO280) 

Efficacité 
du 
traitement 
DNase 

RNA easy 
protect bacteria 
mini kit 
(Quiagen) 

-Lyse enzymatique 
(1mg/ml de lysozyme)  
-Purification sur 
membrane de silice  

 
40/108

 
25/108

 
1,6 

 
partielle 

nucleospin 
RNAII 
(Macherey-
Nagel) 

-Lyse enzymatique 
(0,2 mg/ml de 
lysozyme)   
-traitement DNase sur 
membrane de silice 
puis purification 

 
70/109

 
7,5/109

 
1,4 

 
partielle 

RNable 
(Eurobio) 

-Lyse enzymatique 
(1mg/ml de lysozyme)  
-phenol/GTC 
- extraction 
chloroforme 

  
8,4/109

 
1,5 

 
partielle 

SV Total RNA 
Isolation 
(Promega) 

-Lyse enzymatique 
(0,4 mg/ml de 
lysozyme)   
-GTC 
-purification sur 
membrane de silice 

 
36/109

 
25/109

 
1,2 

 
partielle 

RiboPure 
bacteria 
(Ambion) 

-Lyse mécanique  
-phenol 
- filtration sur fibre de 
verre 

 
90/109

 
5/109

 
2,2 

 
non testée 

Trizol Max 
Bacterial RNA 
isolation 
(Invitrogen) 

-Lyse par phenol/GTC 
-extraction 
chloroforme 

 
20/109

 
3,5/109

 
1,6 

 
totale 

Trizol chaud 
(Invitrogen) 

Lyse par phenol/GTC 
chaud  
-extraction 
chloroforme 

  
40/109

 
1,9 

 
totale 
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surnageant de culture du mutant hrpL, produit en milieu hrp-inducteur mimant les conditions 
de l’apoplasme.  

Nos résultats (figure 3.9) montrent que la diminution des fuites d’électrolytes observées 
quand la souche sauvage est en mélange avec le mutant Ea hrpL, par rapport à la souche 
sauvage seule, est aussi obtenue lorsqu’elle est mélangée à du surnageant de culture (récupéré 
après centrifugation des cultures) du mutant Ea hrpL. Ces résultats suggèrent une localisation 
extracellulaire de facteur(s) potentiellement impliqué(s) dans la protection et synthétisé(s) 
chez l’un au moins des mutants de régulation. 

Le surnageant d’une culture en milieu hrp-inducteur du mutant protecteur Ea hrpL 
comparé à celui de la souche sauvage, a été analysé en SDS-PAGE. Nous avons mis en 
évidence une protéine en quantité majoritaire qui s’est avérée être une flagelline. Un travail 
approfondi a alors été entrepris sur le système flagellaire d’E. amylovora à différents niveaux 
que nous avons rassemblé dans la partie 3. 

 
2.4 RECHERCHE DE GENES DIFFERENTIELLEMENT EXPRIMES ENTRE SOUCHE SAUVAGE 

ET MUTANTS DE REGULATION  
 

Pour tenter de révéler des différences entre mutants de régulation et souche sauvage, 
autre que la synthèse de flagelline, nous avons entrepris une analyse transcriptionnelle. Deux 
démarches ont été choisies : l’une avec a priori en ciblant des gènes codant des protéines de 
surface ou sécrétées, des protéines liées au chimiotactisme et des protéines liées au quorum-
sensing, l’autre sans a priori, par cDNA-AFLP. 

 
2.4.1 MISE AU POINT DE L’EXTRACTION D’ARN TOTAUX BACTERIENS 

 
L’extraction d’ARNs totaux bactériens a été une étape délicate. En effet sur milieu M9, 

la lyse cellulaire s’est révélée être un point critique de la méthode, ce qui a posé des 
problèmes de rendement. Plusieurs kits d’extraction d’ARNs totaux ont été successivement 
testés : le RNA easy protect bacteria mini kit (Quiagen), le kit nucleospin RNAII (Macherey-
Nagel), le kit RNable (Eurobio), le kit SV Total RNA Isolation (Promega), le kit RiboPure 
bacteria (Ambion), le Trizol Max Bacterial RNA isolation (Invitrogen) et enfin le Trizol 
chaud (Piper et al., 1999). Trois méthodes de lyse ont été testées : lyse enzymatique au 
lysozyme, lyse mécanique avec des billes de zirconium et lyse par chaotropie au 
phénol/thiocyanate de guanidium (GTC) présent dans le Trizol. Trois méthodes de 
purification ont été comparées : membrane de silice ou de fibres de verre, et extraction au 
chloroforme.  

Les résultats obtenus pour chaque protocole sont résumés dans le tableau III.2. Ils 
montrent que globalement les rendements obtenus pour E. amylovora sont variables et plus 
faibles par rapport aux données du fabricant concernant E. coli, une autre Protéobactérie. Le 
type de lyse détermine la quantité d’acides nucléiques obtenus : la lyse enzymatique suivie 
d’une purification sur colonne à membrane de silice permet d’obtenir jusqu’à 25 mg.mL-1 
d’acides nucléiques contenant cependant beaucoup d’ADN génomique. Les deux traitements 
ultérieurs à la DNase n’ont pas été complètement efficaces, même avec une DNase modifiée 
(TurboDNase, Ambion). La lyse mécanique ne nous a pas permis d’obtenir un rendement 
suffisant à la fois pour l’AFLP et les RT-qPCR. La lyse par du phénol/GTC (Trizol Max) ne 
nous a pas donné de rendement suffisant mais la quantité d’ADN génomique étant beaucoup 
plus faible, le traitement à la DNase a pu être complètement efficace. Afin d’avoir le meilleur 
compromis entre le rendement, la pureté et la teneur en ADN, nous avons gardé la lyse au 
Trizol mais avec le protocole de Piper et ses collaborateurs (1999) qui l’utilisent à 65°C, sur 
Agrobacterium. Ce protocole nous a permis d’obtenir un très bon rendement en ARN totaux, 
de pureté satisfaisante et pour lesquels l’ADN génomique a pu être totalement digéré (figure 
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Tableau III.3 : Liste des amorces utilisées pour l’analyse d’expression des gènes 
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3.10, a). Ce protocole présente l’autre avantage d’utiliser de faibles volumes de suspensions 
concentrées. Il vient de faire l’objet d’une publication (Darsonval et al., 2008). 

Nous avons pu constater lors de contrôles de digestion que les ARN extraits de Ea hrpL, 
cultivé sur M9 gal, contiennent des ARNm de hrpN mais pas de hrpA (figure 3.10, b et c).  

 
 2.4.2 RECHERCHE AVEC A PRIORI : GENES LIES A DES FONCTIONS EXTRACELLULAIRES, 

AU CHIMIOTACTISME OU AU QUORUM SENSING  
 
Pour chaque gène, nous avons mesuré l’expression en milieu hrp-inducteur (M9 gal) par 

rapport au milieu M9 glu non hrp-inducteur. Puis nous avons quantifié l’expression sur M9 
gal pour la souche sauvage et ses mutants Ea hrcV, Ea hrpS et Ea hrpL. Les prélèvements ont 
été effectués après 16 heures de culture en milieu M9 gal et M9 glu. La disponibilité de la 
séquence du chromosome d’E. amylovora Ea273, bien que non encore annotée, nous a permis 
de repérer les ORFs par homologie avec des séquences connues chez d’autres entérobactéries 
et de dessiner des amorces destinées à la qRT-PCR (tableau III.3). La normalisation s’est faite 
grâce à trois gènes : 16S (EU490590) (Naum et al., 2008), rpoD et proC (Savli et al., 2003) 
pour lesquels nous avons également recherché les ORFs avant de dessiner les amorces 
(tableau III.3). Deux répétitions biologiques indépendantes ont été effectuées. 

 
2.4.2.1 EXPRESSION DE GENES LIES A DES FONCTIONS EXTRACELLULAIRES  

 
Nous nous sommes intéressés à l’expression de gènes connus pour coder des protéines 

impliquées dans l’attachement de la bactérie à l’hôte. Cet attachement se réalise grâce à des 
facteurs de virulence appelés adhésines. Pour réaliser cet attachement, les adhésines sont 
exposées en surface de cellule bactérienne, ou parfois sécrétées dans le milieu extracellulaire. 
On distingue les adhésines fimbriales (pili type I, IV...) ou non fimbriales (hemagglutinines, 
certaines OMP...) (Gerlach et Hensel, 2007). Si les mutants de régulation expriment de tels 
gènes différentiellement par rapport à la souche sauvage, la protection pourrait résulter d’une 
compétition entre les mutants de régulation et la souche sauvage pour les sites d’infection, 
dont les conséquences seraient de limiter le développement de la maladie. Nous nous sommes 
basés sur la publication de Zhao et al. (2005) pour sélectionner quelques gènes codant des 
protéines de surface impliquées dans l’adhésion (tableau III.3) : nous avons choisi de suivre 
l’expression de deux gènes d’hémagglutinines (fhaB et hecA) (Zhao et al., 2005) et d’un gène 
de pseudopiline de type IV (pilA). Nous nous sommes également intéressés à l’expression de 
gènes en lien avec d’autres systèmes de sécrétion : tolC qui code une OMP formant un pore 
dans les systèmes de sécrétion de type I (Gerlach et Hensel, 2007) et peh, qui code une 
polygalacturonase sécrétée par un système de sécrétion de type II sec-dépendant (Zhao et al., 
2005).  

Nos résultats montrent (figure 3.11) que l’expression des gènes fhaB, hecA, pilA, tolC 
et peh chez la souche sauvage cultivée sur M9 glu rapportée au M9 gal varie peu, tous les log2 
de ratio d’expression variant de -0,5 pour hecA à +1 pour pilA.  

Les log2 des rapports d’expression de ces gènes chez les mutants cultivés sur M9 gal et 
comparés avec la souche sauvage varient peu également : de -1,5 pour tolC chez Ea hrpL à 
+0,5 pour hecA chez Ea hrcV et Ea hrpS (figure 3.11). Seul tolC est plus fortement réprimé 
dans une des deux répétitions chez Ea hrpL (log2 du ratio d’expression égal à -2,8). Ainsi, en 
dehors de tolC dont l’expression mériterait d’être vérifiée dans d’autres répétitions 
biologiques, il y a peu de différence d’expression de ces gènes entre les mutants protecteurs et 
la souche sauvage et/ou le mutant non protecteur. 
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Figure  3.11  :  Expression  relative  de  gènes  liés  à  des  fonctions  extracellulaires,  au 

chimiotactisme et au quorum sensing chez Ea wt cultivée sur M9 glu et les mutants Ea 

hrcV, Ea hrpS et Ea hrpL cultivés sur M9 gal, par rapport à Ea wt cultivée sur M9 gal. Les 

barres d'histogrammes représentent des moyennes de deux répétitions biologiques et  les 

extrémités des traits verticaux, les valeurs des deux répétitions. 



Chapitre 3 – Resultats et discussion 

2.4.2.2 EXPRESSION DE 3 GENES IMPLIQUES DANS LE CHIMIOTACTISME 
 
Le chimiotactisme permet à la cellule bactérienne de contrôler l’activité flagellaire afin 

de se déplacer vers une zone plus favorable de son environnement. Nous avons choisi trois 
gènes du chimiotactisme en repérant de la même façon que ci-dessus les ORFs afin de 
dessiner des amorces (tableau III.3) : cheA (kinase), cheB (méthylestérase) et cheZ 
(déphosphatase de CheY).  

Nous avons observé (figure 3.11) que ces gènes sont plus fortement exprimés chez Ea 
wt cultivée sur M9 glu que lorsqu’elle est cultivée sur M9 gal avec un log2 du ratio 
d’expression supérieur à 2. 

Les log2 des rapports d’expression de ces gènes chez les mutants comparés avec la 
souche sauvage cultivée en milieu M9 gal, montrent une nette surexpression chez Ea hrpL par 
rapport aux autres bactéries avec un log2 du ratio d’expression supérieur ou égal à 2 pour 
cheB et cheZ (figure 3.11). HrpL semble donc contrôler négativement des gènes du 
chimiotactisme. 

 
2.4.2.3 EXPRESSION DE 3 GENES IMPLIQUES DANS LE QUORUM SENSING 

 
Le quorum sensing est un système bactérien de régulation de l’expression des gènes en 

réponse à des changements de densité cellulaire. Le quorum sensing bactérien produit et 
répond à des molécules appelées autoinducteurs qui s’accumulent dans l’environnement 
externe au fur et à mesure de l’augmentation de la population bactérienne. Deux systèmes 
quorum sensing existent chez E. amylovora. L’un dépend des gènes exp (homologues aux 
gènes lux) impliqués dans la production d’un signal inducteur de type N-homosérine lactone 
(AI-1) (Venturi et al., 2004 ; Molina et al., 2005) ; sa fonction de régulation globale reste à 
confirmer. Le second système dépend de gènes lux impliqués dans la production du second 
autoinducteur (AI-2) (Rezzonico et Duffy, 2007) et aurait une fonction de régulation globale 
(Gao et al., 2008). Les trois gènes étudiés [expR (AAW78919), luxR, luxS (DQ457094)] 
codent respectivement pour deux régulateurs et une synthase (tableau III.3).  

Nos résultats (figure 3.11) montrent que ces gènes ne sont pas différentiellement 
exprimés selon que Ea wt est cultivée en milieu M9 gal ou M9 glu. Chez les mutants cultivés 
sur M9 gal et comparés à la souche sauvage, l’expression de ces gènes varie peu chez Ea 
hrpL alors qu’elle est induite (pour les gènes expR et luxR) chez Ea hrcV et surtout Ea hrpS 
avec des log2 du ratio d’expression proches de 2. 

 
En conclusion, cette étude avec a priori montre que, parmi les gènes étudiés, il n’y en a 

pas qui sont à la fois exprimés chez les deux mutants de régulation « protecteurs » et 
différentiels par rapport à la souche sauvage et à son mutant de sécrétion. Au contraire, il 
semble que les deux régulateurs soient impliqués dans des fonctions hrp-indépendantes 
différentes. Des gènes du chimiotactisme (et de la mobilité, comme nous le verrons au § 3) 
sont nettement réprimés par HrpL qui par ailleurs semble réguler positivement un gène lié au 
T1SS, alors que HrpS semble jouer un rôle de régulateur négatif dans le quorum-sensing.  

Cette étude reste toutefois assez limitée puisqu’elle ne concerne que peu de gènes et ne 
cible que des gènes pour lesquels un rôle a été signalé chez d’autres pathogènes. La mise en 
oeuvre du cDNA-AFLP développée ci-dessous, nous a permis une étude plus globale des 
gènes exprimés différentiellement entre le mutant protecteur et la souche sauvage, en milieu 
hrp-inducteur. Pour des raisons pratiques, nous nous sommes limités au mutant Ea hrpL.  
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Tableau III.4 : Résultats de l’analyse par cDNA-AFLP

a : hrpL-I, induit par HrpL (bande présente chez Ea wt mais pas chez Ea hrpL)
b : hrpL-R, réprimé par HrpL (bande présente chez Ea hrpL mais pas chez Ea wt)



Chapitre 3 – Resultats et discussion 

2.4.3 RECHERCHE SANS A PRIORI PAR  cDNA-AFLP 
 

Cette technique comprend une étape de restriction des ADNc, suivie d’une ligation 
d’adaptateurs au niveau des extrémités cohésives générées. Grâce à des amorces spécifiques 
des adaptateurs, on peut amplifier les ADNc possédant les sites de restriction. L’amplification 
est rendue sélective par l’ajout d’un ou deux nucléotides sur les amorces. Les produits 
d’amplification sont ensuite séparés sur gel d’acrylamide et révélés par coloration au nitrate 
d’argent. L’étude a été réalisée à partir d’ARNs totaux des souches Ea wt et Ea hrpL, 
cultivées pendant 16 heures sur milieu hrp-inducteur (M9 gal). 
 

2.4.3.1 OPTIMISATION DE LA TECHNIQUE DE cDNA-AFLP  
 

Les ADNc ont été synthétisés puis digérés par EcoRI et MseI. Cependant, nous avons 
constaté lors des contrôles de la digestion que celle-ci n’était pas complète malgré des efforts 
d’optimisation, notamment avec les transcrits abondants comme ceux du gène hrpN par 
exemple (qui possède un site MseI) (figure 3.10, d). Nous avons donc pris le parti de travailler 
simultanément sur 2 répétitions biologiques. Nous avons choisi de ne prélever sur gel que les 
bandes différentielles entre les 2 souches (présence/absence), qui donnent un profil similaire 
pour les 2 répétitions. Sur 256 combinaisons possibles EcoRI + NN/ MseI + NN, 56 ont été 
utilisées pour repérer les différences d’expression entre Ea wt et Ea hrpL.  
 

2.4.3.2 ANALYSE DES SEQUENCES  
 

Au total, 64 fragments différentiellement exprimés ont été répérés (tableau III.4). Les 25 
fragments présents dans les cDNAs de Ea wt et absents chez Ea hrpL, ont été désignés HrpL-
induits (HrpL-I). Les 39 fragments présents dans les cDNAs de Ea hrpL et absents chez Ea wt 
ont été désignés HrpL-réprimés (HrpL-R). 53 fragments ont pu être séquencés dont 11 n’ont 
donné aucune homologie connue. Pour les 42 fragments restants (20 HrpL-I et 22 HrpL-R), 
l’analyse des séquences a montré que plusieurs d’entre eux correspondent au même gène. Par 
exemple AA, AB, BA et BB correspondent tous à dspA.  

Les séquences des fragments obtenus ont été comparées avec la séquence disponible du 
chromosome de Ea 273. Les gènes correspondants à ces fragments sont répartis sur tout le 
chromosome. La majorité des produits des gènes identifiés ont de fortes similarités en acides 
aminés avec des protéines d’entérobactéries comme Erwinia sp., Yersinia sp., ou Escherichia 
coli : 

- Fragments HrpL-I : comme on devait s’y attendre, les gènes d’effecteurs connus 
comme DspA et HrpW, ont été repérés. En revanche, notre analyse révèle pour la première 
fois chez la souche sauvage, d’autres facteurs potentiels de virulence : un gène appartenant à 
un deuxième système de sécrétion de type III présentant des homologies avec celui de 
l’endosymbionte d’insecte Sodalis glossinidius (invG/ysaC) et un gène de S-
adénosylméthionine synthétase (métabolisme de la méthionine) pouvant être impliquée dans 
la synthèse de précurseur de l’éthylène ; des gènes putatifs de protéine de membrane externe 
(ompW), de perméase (famille YjgP/ YjgQ) et de Zinc métallopeptidase ont été également 
identifiés ainsi que des gènes impliqués dans le métabolisme. 

- Fragments HrpL-R : ce sont pour la plupart des gènes intervenant dans le transport 
d’ions, de nucléotides et de sucres probablement impliqués dans la régulation de 
l’homéostasie cellulaire ainsi que des gènes impliqués dans le métabolisme. De plus, des 
gènes appartenant au système GSP (general secretory pathway) ont été mis en évidence, ce 
système est impliqué dans la virulence des Pectobacterium pectinolytiques. Dans notre étude, 
ce sont les gènes codant l’ATPase SecA et la translocase SecY, impliqués dans la 
translocation des protéines vers le périplasme, qui ont été répérés. Enfin, deux gènes 
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Figure 3.12 : Expression relative des gènes mis en évidence par cDNA-AFLP chez Ea wt 

cultivée sur M9 glu et les mutants Ea hrcV, Ea hrpS et Ea hrpL cultivés sur M9 gal, par 

rapport à Ea wt cultivée sur M9 gal. Les barres d'histogrammes représentent les moyennes de 

deux  répétitions  biologiques  et  les  extrémités  des  traits  verticaux,  les  valeurs  des  deux 

répétitions 
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impliqués dans la régulation ont été mis en évidence : un régulateur de transcription de type 
AraC et un facteur sigma RpoE. 

 
2.4.3.3 MESURE DE L’EXPRESSION QUANTITATIVE DE QUELQUES GENES MIS EN 

EVIDENCE PAR LE cDNA-AFLP  
 

2.4.3.3.1 COMPARAISON DE L’EXPRESSION DE QUELQUES GENES ENTRE LA SOUCHE 
SAUVAGE ET SES DIFFERENTS MUTANTS EN MILIEU HRP-INDUCTEUR  

Pour tenter de valider les gènes mis en évidence par le cDNA-AFLP, les expressions de 
la plupart d’entre eux ont été analysées par RT-qPCR dans les différents mutants de sécrétion 
et de régulation après dessin des amorces (tableau III.5), et comparés à la souche sauvage 
après 16 heures de culture sur milieu M9 gal. Deux répétitions biologiques ont été utilisées : 
l’une ayant déjà servi pour le cDNA AFLP et l’autre issue d’une expérience indépendante. 

Les gènes dspA et hrpW (trouvés HrpL-I) ont bien montré une expression nulle chez les 
mutants de régulation, comparés à la souche sauvage (log2 de ratio d’expression inférieur ou 
égal à -8, non représentés sur la figure 3.12). Par contre, en ce qui concerne les autres gènes 
(figure 3.12), les log2 des ratios d’expression sont extrêmement faibles. En effet ils sont 
compris pour la plupart entre -0,5 et +0,5. Ces faibles valeurs ne nous permettent donc pas de 
les valider et laissent penser que nous avons surtout mis en évidence des faux-positifs. Trois 
gènes ont un profil d’expression qui est validé par rapport au profil trouvé en AFLP avec log2 
de ratio d’expression égal ou supérieur à 1 en valeur absolue : le gène de la S-
adénosylmethionine synthétase (Hrp-I) réprimé chez Ea hrpS et chez Ea hrpL et Ea hrcV 
mais moins fortement, ompW (Hrp-I), réprimé chez Ea hrpL, et secA (Hrp-R) induit chez Ea 
hrpL. 

2.4.3.3.2 COMPARAISON DE L’EXPRESSION DE QUELQUES GENES CHEZ LA SOUCHE 
SAUVAGE CULTIVEE EN MILIEU HRP- OU NON HRP- INDUCTEUR 

 
Nous avons mesuré l’expression par RT-qPCR de quelques gènes mis en évidence par le 

cDNA-AFLP chez la souche sauvage cultivée pendant 16 heures en M9 glu (milieu non hrp-
inducteur) et M9 gal (milieu hrp-inducteur), dans deux répétitions biologiques afin de savoir 
si certains gènes non-hrp sont induits dans des conditions mimant l’apoplasme, ou au 
contraire réprimés. 

Les résultats des qPCR sont donnés dans la figure 3.12. Ils montrent que certains gènes 
sont plus exprimés sur milieu hrp-inducteur que sur milieu non hrp-inducteur : c’est le cas des 
gènes de l’allantoine perméase (HrpL-R), du régulateur de transcription de type AraC (HrpL -
R), de l’outer membrane protein W (HrpL-I), de la S-adenosylmethionine synthetase (HrpL -
I) et de la préprotéine translocase SecA (HrpL-R) qui ont un log2 inférieur à -1. D’autres 
gènes sont également plus induits sur M9 gal que sur M9 glu mais avec des log2 de ratio 
d’expression plus faibles compris entre -1 et 0 : c’est le cas des gènes de la peptidylprolyl 
isomérase et de la tréhalase, de l’ATPase d’un système de sécrétion de type ABC 
transporteur, de SecY et RpoE. Les autres gènes ont un log2 de ratio d’expression peu 
différent de zéro c’est à dire une expression comparable sur les 2 milieux. Nous n’avons pas 
observé de gènes moins exprimés sur M9 gal que sur M9 glu.  

 
Ces analyses mettent en évidence des gènes dont l’expression est réprimée chez Ea hrpS 

ou Ea hrpL (S-adénosylméthionine synthétase et ompW respectivement) et un gène dont 
l’expression est induite chez Ea hrpL (secA). En outre, certains gènes mis en évidence par le 
cDNA-AFLP sont nettement plus exprimés en milieu M9 gal hrp-inducteur qu’en milieu M9 
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Tableau III.5 : Amorces utilisées pour la validation des résultats obtenus avec le cDNA-AFLP

Tm : température d’hybridation
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glu non hrp-inducteur : c’est le cas des gènes codant l’allantoine perméase, le régulateur de 
type AraC, l’OmpW, la S-adénosylméthionine synthetase et SecA.  
 
2.5 DISCUSSION 

 
Recherche d’un effet antagoniste entre les partenaires bactériens :  

Dans le but d’observer un éventuel effet inhibiteur du mutant Ea hrpL sur la souche 
sauvage, nous avons suivi la dynamique des populations de la souche sauvage et de ses 
différents mutants en co-culture en milieu hrp-inducteur. Les dénombrements bactériens 
montrent que tous les mutants sauf Ea hrpL, lorsqu’ils sont minoritaires dans les co-cultures, 
atteignent une densité de population inférieure d’un log10 en fin de phase stationnaire par 
rapport aux cultures seules. Néanmoins, dans nos essais, cet effet n’est pas différentiel que le 
mutant majoritaire dans la co-culture soit protecteur ou non. Par conséquent, la possibilité 
qu’un mutant protecteur ait un effet direct sur la croissance de la souche sauvage in planta est 
peu probable.  

Nous avons vérifié également qu’il n’y a pas d’effet répresseur de l’expression de gènes 
hrp de la souche sauvage lorsque celle-ci est en mélange avec un mutant de régulation. Il 
semble donc que la différence de niveau de protection entre les mutants hrp de régulation et le 
mutant hrp de sécrétion ne soit pas due à ce type d’antagonisme de la population protectrice 
sur la souche sauvage puisque les mêmes phénomènes sont observés avec la population non 
protectrice. 

Par ailleurs, nous avons pu observer, sur milieux hrp-inducteurs, un phénomène de 
formation d’agrégats, non encore décrit chez E. amylovora, suivi d’une floculation dans les 
suspensions contenant la souche sauvage. Le phénomène disparaît chez les mutants hrp. 
Cependant, cette absence de formation d’agrégats semble ne correspondre à aucun phénotype 
de mutation en particulier comme le montrent nos expériences et d’autres observations 
réalisées avec différents mutants hrp mutés dans des effecteurs ou délétés des gènes hrp-dsp 
(résultats non montrés). Ceux-ci sont pour la plupart incapables de former des agrégats mais il 
existe quelques exceptions, notamment celle d’un triple mutant Ea hrpN-hrpW-dspA qui 
agrège. Dans leur ensemble, ces résultats montrent que ni HrpL, ni HrpS ne sont impliqués 
dans la régulation des mécanismes d’agrégation. 

 
Il est intéressant de constater que le mutant Ea hrpL atteint la même densité de 

population en fin de croissance qu’il soit seul ou en mélange, alors que les autres mutants 
entrent en phase stationnaire plus tôt lorsqu’ils sont cultivés en mélange (et minoritaires) que 
lorsqu’ils sont cultivés seuls. Un organisme minoritaire en co-culture peut entrer 
prématurément en phase stationnaire dès que l’organisme majoritaire (décrit pour les bactéries 
à Gram-) entre lui-même en phase stationnaire : c’est l’effet Jameson (Jameson, 1962). 
Plusieurs études ont montré que l’effet Jameson n’est pas dû à une carence en nutriments, à un 
changement de pH ou à la présence de produits du métabolisme toxiques (Schiemann et 
Olson, 1984 ; Abbiss, 1986 ; Davies et al., 1991). Cet effet a plutôt été attribué à une limite du 
nombre de cellules métaboliquement actives que peut supporter un milieu de culture 
(Schiemann et Olson, 1984). Komitopoulou et ses collaborateurs (2004a, 2004b) ont montré 
que l’inhibition en co-cultures est régulée par le potentiel rédox via l’induction de RpoS. Ce 
dernier réprime alors l’expression de nombreux gènes, dont des gènes impliqués dans la 
synthèse de protéines de surface,  dans les bactéries en phase stationnaire (Patten et al., 2004).  
Le mutant Ea hrpL ne serait donc pas sensible aux variations de conditions du milieu 
extracellulaire, ce qui est cohérent avec ce que l’on sait d’autres facteurs sigma de type ECF 
(extracytoplasmic function) (Kazmierczak et al., 2005). Pour confirmer cette hypothèse, il 
serait intéressant de suivre l’expression du gène codant RpoS dans les cultures. En effet, 
l’éventuelle absence d’induction de ce gène dans le mutant Ea hrpL pourrait révéler une 
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nouvelle fonction de régulation (positive) du facteur HrpL. Par ailleurs, cette hypothèse serait 
cohérente avec la répression de gènes codant des protéines de surface observée chez le mutant 
Ea hrpL (ompW, tolC). 

L’observation nouvelle de la formation d’agrégats chez Ea wt et d’une floculation en 
milieu hrp-inducteur, incite à rechercher les mécanismes à l’origine de ce phénomène. Il 
existe plusieurs formes de comportement agrégatif multicellulaire qui sont génétiquement 
distincts. Il a été démontré par exemple chez E. coli que l’autoagrégation et la floculation sont 
induites par TibA, une adhésine appartenant à la famille des protéines autotransporteurs 
(Sherlock et al., 2005). Chez Dickeya spp (anciennement E. chrysanthemi), un système de 
type III fonctionnel est nécessaire à l’adhésion des cellules bactériennes entre elles 
aboutissant à la formation de pellicule en surface du milieu, mais il  n’intervient pas dans la 
formation de biofilm (Yap et al., 2005). Le fait qu’un signal homosérine lactone induise 
également la formation d’agrégats cellulaires chez Dickeya zeae (Hussain et al., 2008) 
indique que plusieurs mécanismes sont impliqués dans la formation d’agrégats cellulaires. La 
formation d’agrégats peut préluder à la formation de biofilm chez certaines bactéries mais ce 
n’est sans doute pas le cas chez E. amylovora qui ne s’assemble pas en biofilm. 
L’autoagrégation peut aussi être considérée comme un mécanisme de défense supplémentaire 
par rapport aux bactéries planctoniques (Ochiai et al., 1993 ; Schembri et al., 2003). Il 
conviendrait de rechercher la (les) protéine(s) impliquée(s) dans ce phénomène 
d’autoagrégation observé chez E. amylovora et d’en étudier ensuite le rôle dans l’agressivité.  

 
Recherche de différences au niveau transcriptomique entre les mutants de régulation et 
la souche sauvage : 

Il apparaît que la mise en place de la protection nécessite des bactéries actives 
métaboliquement et implique une synthèse protéique. Ce résultat conforte l’hypothèse faite 
dans la partie précédente (§ 1.4) suggérant la nécessité d’un métabolisme actif chez les 
mutants protecteurs. Si l’on admet que c’est la synthèse protéique qui confère la protection 
aux mutants hrp de régulation, il y aurait donc une synthèse particulière de protéine(s) chez 
Ea hrpS et Ea hrpL, absente ou faible chez la souche sauvage et le mutant de sécrétion Ea 
hrcV. Nous avons donc cherché à préciser la localisation de protéine(s) particulière(s) chez 
ces mutants. Le biotest des fuites d’électrolytes a montré qu’un surnageant de culture du 
mutant Ea hrpL peut empêcher, comme le mutant lui-même, les fuites d’électrolytes 
correspondant à la situation de maladie. Cette observation suggère que l’origine de la 
protection est extracellulaire : nous nous sommes donc intéressés, en dehors de la flagelline 
(cf partie 3 ci-dessous), à des protéines liées à différentes fonctions extracellulaires. Pour cela, 
nous avons envisagé une approche transcriptomique.  

Nous avons analysé l’expression de gènes codant des adhésines putatives comme fhaB, 
hecA [différentes de celles impliquées dans la formation d’agrégats comme TibA chez E. coli, 
(Sherlock et al., 2005)] et pilA. Les résultats montrent que ni HrpS, ni HrpL ne sont impliqués 
dans la régulation des gènes codant les adhésines que nous avons étudiés. Il conviendrait de 
confirmer ces profils d’expression avec d’autres répétitions biologiques et d’étendre ces 
investigations à des gènes différents potentiellement impliqués dans l’adhésion. Pour cela, 
l’annotation du chromosome d’E. amylovora devrait faciliter la mise en évidence d’autres 
gènes d’adhésine.  

De plus, nous avons analysé d’une part l’expression de gènes codant des protéines liées 
à différents systèmes de sécrétion comme tolC (système de sécrétion de type I ou ABC 
transporteur) et peh (sécrétée par un système de sécrétion de type II sec-dépendant), et d’autre 
part l’expression de gènes du GSP (secA et secY) et de gène d’une OMP (ompW) identifiés 
par cDNA-AFLP. Le système de type I permet la sécrétion de divers substrats (protéiques ou 
non) du cytoplasme vers l’espace extracellulaire en une seule étape (Gerlach et Hensel, 2007). 
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Un système de type II fonctionnel a déjà été décrit chez E. amylovora ainsi qu’une induction 
d’un gène de polygalacturonase (une enzyme sécrétée par le T2SS chez Pectobacterium), 
chez une souche sauvage, in vivo, après culture sur poire immature (Zhao et al., 2005). Nous 
n’avons pu mettre en évidence de synthèse de polygalacturonase in vitro sur milieu hrp-
inducteur (Brisset, communication personnelle). Il est possible qu’il existe des différences de 
cinétique d’expression des gènes entre les conditions de culture sur poires immatures et celles 
sur milieu hrp-inducteur. Les OmpW sont de petites protéines de la membrane externe très 
répandues chez les Protéobactéries. Chez Vibrio cholerae, OmpW est une protéine 
immunogène, utilisée pour le développement de vaccins (Das et al., 1998). Chez E. coli, 
OmpW est un récepteur de la colicine, une toxine bactérienne (Pilsl et al., 1999). Leur 
fonction n’est pas connue. Toutefois, ces protéines pourraient être impliquées dans le 
transport de molécules hydrophobes (Hong et al., 2006). Les résultats, s’ils sont confirmés 
dans d’autres répétitions biologiques, montrent que HrpL régulerait positivement tolC, 
négativement secA et secY et que HrpS régulerait négativement ompW. Ils suggèrent que des 
régulateurs du système Hrp sont aussi impliqués dans la régulation d’autres systèmes de 
sécrétion. Peu de données existent sur ce sujet : chez E. coli, Zhang et ses collaborateurs 
(2005) mettent en évidence un « dialogue » moléculaire entre deux systèmes de sécrétion de 
type III. Ces auteurs suggèrent que ce dialogue est nécessaire à la cellule bactérienne afin 
d’empêcher l’expression de deux complexes protéiques en surface de cellule, en même temps 
pour éviter des problèmes structuraux par exemple ou des dépenses énergétiques excessives. 

 
Nous avons également analysé l’expression de gènes liés au chimiotactisme. 

L’expression de ces gènes est plus élevée chez le mutant Ea hrpL comparé à la souche 
sauvage. Ce résultat met en évidence une nouvelle fonction de régulation (négative) du 
facteur HrpL. Il suggère que le mutant Ea hrpL, parce qu’il a un chimiotactisme surexprimé, 
pourrait entrer en compétition pour les sites d’infection avec la souche sauvage, ce qui 
conduirait à la protection. Si HrpL réprime la mobilité (cf partie 3) et le chimiotactisme, HrpS 
ne les influence pas. L’expression de ces gènes est plus élevée chez Ea wt cultivée sur M9 glu 
que sur milieu inducteur M9 gal des gènes hrp. Cela est corrélé à la mobilité sur ce milieu (cf 
partie 3). Ce résultat montre que comme chez E. coli, les gènes du chimiotactisme d’E. 
amylovora sont régulés de la même façon que les gènes flagellaires de classe L.  

L’étude de l’expression de trois gènes du quorum sensing montre que deux gènes de 
chacun des systèmes de quorum sensing sont induits chez Ea hrpS mais pas chez Ea hrpL. 
Ainsi, HrpS, régulateur positif de hrpL, semble avoir également une fonction de régulateur 
négatif, indépendante de HrpL. Les 2 gènes induits chez Ea hrpS correspondent  chacun à un 
système de quorum sensing chez E. amylovora (AI-1, Molina et al., 2005 ; AI-2, Gao et al., 
2008). AI-2 pourrait être impliqué dans la synthèse de polysaccharide, la tolérance au 
peroxyde d’hydrogène et le développement de symptômes sur pommier (Gao et al., 2008). Il 
semblerait que pour au moins un des systèmes (AI-2), le maximum d’expression de ce 
système se situe en fin de phase exponentielle de croissance. On peut essayer d’expliquer la 
protection assurée par le mutant Ea hrpS en supposant que lorsqu’il est en mélange avec la 
souche sauvage, sa surexpression du quorum sensing perturbe la régulation de gènes chez la 
souche sauvage à un moment où celle-ci n’a pas atteint une densité de population suffisante 
pour provoquer la maladie. Le quorum sensing peut dépendre de facteurs environnementaux 
comme la température chez d’autres pathogènes comme Pectobacterium atrosepticum par 
exemple (Latour et al., 2007). Or nous avons réalisé nos extractions d’ARN en milieu de 
phase exponentielle, à 23°C. Il resterait donc à comparer l’expression des gènes des deux 
systèmes, chez les mutants et la souche sauvage, à différents temps au cours de la croissance 
bactérienne et en fonction de la température, et de vérifier la production de l’autoinducteur 
chez les différents mutants hrp puisque par ailleurs, des séquences de boîtes Lux-like ont été 
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décrites en amont de gènes impliqués dans des fonctions liées au pouvoir pathogène comme 
foxR, ams ou hrpL (Molina et al., 2005).  

  
L’ensemble de ces résultats suggère que plusieurs mécanismes sont impliqués dans la 

protection conférée par les deux mutants de régulation contre le feu bactérien, et que chaque 
mutant a son propre mécanisme vis à vis de la protection qu’il confère contre la maladie, 
puisque nous n’avons pas mis en évidence de gènes régulés en commun par HrpS et HrpL. 
Cela est plausible puisque chez E. amylovora, hrpL n’est que partiellement régulé par HrpS 
(Wei et Beer, 1995). Bien que notre étude ne soit pas exhaustive, elle ouvre des perspectives 
nouvelles intéressantes sur l’identification de nouveaux facteurs potentiellement impliqués 
dans le pouvoir pathogène d’E. amylovora, grâce à certains résultats que nous avons obtenus 
avec l’analyse par cDNA-AFLP et qui sont discutés dans les paragraphes suivants. 

 
Perspectives  

La technique de cDNA-AFLP a surtout été utilisée chez les eucaryotes à l’exception de 
quelques travaux sur le transcriptome d’Erwinia carotovora et de Xanthomonas campestris 
(Dellagi et al., 2000 ; Noël et al., 2001). Cette technique présente l’avantage de permettre 
l’identification simultanée de gènes réprimés ou induits pour plusieurs conditions en même 
temps. Le cDNA-AFLP peut être appliqué à des organismes non séquencés, et se révèle très 
précis pour les organismes séquencés puisque les séquences partielles permettent 
l’identification sans ambiguïté du gène correspondant. Plusieurs séquences trouvées dans 
notre étude correspondent en fait au même gène. Ces résultats sont similaires à ceux trouvés 
dans d’autres études (Noël et al., 2001). Cette redondance peut être dûe soit à un problème de 
restriction incomplète, suite à un plus grand nombre de transcrits, soit à la présence de 
plusieurs sites de restriction dans un même fragment, ce qui génère plusieurs fragments. Par 
ailleurs cette technique peut conduire à la mise en évidence de faux-positifs, qui peuvent être 
produits par des artéfacts de la transcription réverse ou de la PCR. C’est ce qui semble 
malheureusement être le cas dans notre analyse. En effet, les profils d’expression de la plupart 
des gènes identifiés par cDNA-AFLP ont été contrôlés par qRT-PCR. Ces gènes ne sont 
finalement que très peu différentiellement exprimés chez les mutants de régulation comparés 
à la souche sauvage (excepté pour le gène de la S-adénosyl méthionine synthétase, le gène 
ompW et le gène secA). Ces différences d’expression sont parfois si faibles que nous n’avons 
pu valider, pour quelques gènes, la différence d’expression observée en AFLP entre Ea wt et 
Ea hrpL cultivées en M9 gal : c’est le cas pour les gènes de l’allantoin permease, de la 
trehalase, de l’ATPase d’un système de transport de type ABC transporteur, de RpoE et de la 
Zn métallopeptidase. Chez d’autres bactéries, l’induction des gènes hrp est beaucoup plus 
forte in planta qu’en milieu hrp-inducteur. Par conséquent, il serait intéressant de comparer 
les expressions des gènes d’E. amylovora in planta par rapport à l’expression in vitro, pour 
voir si on amplifie les différences. L’AFLP a donc ses limites si l’on étudie des « variations » 
d’expressions de gènes et non présence/absence d’expression.  

Parmi les gènes positivement régulés par HrpL, nous avons trouvé dans notre étude des 
transcrits de gènes codant pour des effecteurs (HrpW et DspA) présents chez la souche 
sauvage et le mutant Ea hrcV, et dont l’expression est nulle chez les mutants Ea hrpS et Ea 
hrpL. Tous les effecteurs n’ont cependant pas été mis en évidence et nos analyses 
d’expression quantitative montrent que certains ne sont apparemment pas complètement 
contrôlés par les gènes de régulation. Ainsi, des analyses complémentaires d’expression 
menées pour hrpN (figure 3.10) et deux gènes de sécrétion (hrcV et hrcT) (résultats non 
montrés), mettent en évidence une expression non négligeable du gène hrpN chez les mutants 
de régulation alors que les gènes de sécrétion ne sont pas exprimés. Les analyses par western-
blot (résultats non montrés) mettent en évidence que HrpN est présente dans le compartiment 
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intracellulaire bactérien mais n’est pas sécrétée, ce qui est lié au fait que le système de 
sécrétion n’est pas fonctionnel chez ces mutants. Ceci pourrait expliquer pourquoi nous 
n’avons pas retrouvé de séquence correspondant à hrpN en cDNA-AFLP, puisque cette 
séquence devait être présente à la fois chez la souche sauvage et chez son mutant de 
régulation hrpL : elle n’a donc pu être sélectionnée sur gel d’AFLP. Ces résultats suggèrent 
que tous les effecteurs ne sont peut-être pas strictement régulés par HrpL. Cette différence de 
régulation d’expression des effecteurs indique aussi que différents effecteurs peuvent être 
requis à différents moments in planta et que leur cinétique d’expression n’est pas la même.  

Nous avons pu mesurer l’expression d’un gène homologue à InvG/ysaC qui est un gène 
du T3SS de Sodalis glossinidius, un endosymbionte d’insecte. Triplett et ses collaborateurs 
(2006) ont déjà décrit la présence de deux copies de ce T3SS putatif chez différentes souches 
d’E. amylovora mais n’ont pas mis en évidence d’expression de ce système. Il serait moins 
conservé que le système Hrp impliqué dans l’infection de la plante puisque on ne trouve pas 
de gènes homologues de ce T3SS chez E. pyrifoliae. Le rôle, s’il existe, de ce second T3SS 
dans la virulence n’est pas connu à ce jour. 

Certains gènes sont fortement induits chez Ea wt cultivée en milieu hrp-inducteur. C’est 
le cas des gènes de la S-adénosylméthionine synthétase (HrpL-I), de l’outer membrane protein 
W (HrpL-I), de la préprotéine translocase SecA (HrpL-R), du régulateur de transcription de 
type AraC (HrpL-R) et de l’allantoine perméase (HrpL-R) qui ont un log2 du ratio 
d’expression en milieu M9 gal comparé au milieu M9 glu inférieur à -1. La S-
adénosylméthionine synthétase, pourrait être impliquée dans la voie de biosynthèse de 
l’éthylène. La synthèse d’éthylène est connue depuis longtemps chez les bactéries (Freebairn 
et Buddenhagen, 1964 ; Weingart et Volksch, 1997). Par contre, la découverte du contrôle de 
cette phytohormone par un gène de régulation hrp a récemment été décrite chez Ralstonia 
(Valls et al., 2006). L’éthylène produit par la plante est impliqué entre autres dans la défense 
mais l’éthylène d’origine bactérienne interviendrait dans le développement de la maladie dans 
le cas des pathosystèmes R. solanacearum/A. thaliana par exemple ou P. syringae pv 
tomato/tomate (Hirsch et al., 2002 ; Cohn et Martin, 2005). L’éthylène est une hormone dont 
la voie de biosynthèse in planta est induite par E. amylovora (§ 1.2 de ce chapitre), on peut 
donc penser que la bactérie a intérêt à la produire pour favoriser le développement de la 
maladie. Le profil d’expression du gène de la S-adénosylméthionine synthétase suggère que 
cette synthèse est réprimée chez tous les mutants hrp et en particulier chez Ea hrpS, et induite 
en conditions hrp-inductrices (figure 3.12). Il est possible que chez E. amylovora, la synthèse 
de l’éthylène soit un facteur d’agressivité, ce qui n’a jamais été signalé chez cette bactérie. 

Une séquence correspondant à un gène régulateur de transcription de type AraC a été 
identifiée comme étant très induite chez Ea wt cultivée en milieu M9 gal. Il présente une forte 
homologie avec le gène araC d’E. tasmaniensis. Cette protéine régule l’opéron arabinose, 
impliqué dans le catabolisme de l’arabinose, et est très conservée chez les bactéries (Schleif, 
2000). Les protéines de type araC régulent aussi des fonctions diverses comme les réponses 
au stress ou la virulence (Martin et Rosner, 2001).  

Un gène d’allantoine perméase est également induit chez Ea wt cultivée en milieu M9 
gal. Ce gène code une protéine impliquée dans le transport de nucléotides.  

Seule la construction de mutants d’E. amylovora dans ces différents gènes pourra 
permettre de préciser leur fonction dans l’agressivité. 

 
L’ensemble de ces résultats suggèrent des modifications liées à la sécrétion, qui 

devraient être visibles au niveau membranaire chez les mutants protecteurs. Il faudra donc 
comparer les profils des protéines de membranes en milieu hrp ou non hrp-inducteur, chez la 
souche sauvage et chez ses mutants hrp afin de confirmer cette hypothèse. Ce travail viendrait 
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compléter la recherche d’adhésines chez les mutants de régulation, qui ont été évoquées ci-
dessus. 

 
 
 

3 CAS PARTICULIER DU (DES) SYSTEME(S) FLAGELLAIRE(S) D’ERWINIA AMYLOVORA  
 

 
Nous avons vu qu’un surnageant de culture du mutant Ea hrpL cultivé sur milieu hrp-

inducteur M9 gal contient une protéine majoritaire supposée être une flagelline, contrairement 
à des surnageants de la souche sauvage, du mutant de sécrétion et du mutant de régulation Ea 
hrpS. Ceci, joint au rôle reconnu de la flagelline dans d’autres pathosystèmes, nous a conduit 
à mener une étude approfondie sur l’implication de la flagelline dans la protection apportée 
par le mutant Ea hrpL, ainsi que sur la relation apparente entre le régulateur HrpL du cluster 
Hrp et le système flagellaire d’E. amylovora.  
 
3.1 REGULATION NEGATIVE EXERCEE PAR HrpL SUR LE SYSTEME FLAGELLAIRE  

 
Nous avons comparé, sur gel SDS-PAGE, les protéines contenues dans le surnageant de 

culture de Ea wt, de ses mutants de régulation Ea hrpS et Ea hrpL, et de son mutant de 
sécrétion Ea hrcV, cultivés pendant 2 jours en milieu M9 glu et 4 jours en milieu M9 gal à 
23°C (figure 3.13). Nous avons observé la surproduction d’une protéine d’environ 32 KDa 
chez le mutant hrpL (figure 3.13 A2) en milieu hrp-inducteur M9 gal. Cette protéine a été 
identifiée comme étant une flagelline tout d’abord grâce à l’utilisation d’un serum anti-
flagelline d’Erwinia chrysanthemi en western-blot. Nous avons par la suite produit et utilisé 
notre propre serum dirigé contre la flagelline d’E. amylovora (cf matériel et méthode).  

En milieu non hrp-inducteur M9 glu (figure 3.13, A1), cette protéine est présente chez 
Ea wt en quantité plus importante que lorsque la bactérie est cultivée sur M9 gal d’une part, et 
d’autre part la quantité est la même chez la souche sauvage et chez ses mutants. Ces résultats 
nous ont conduit à supposer l’existence d’une régulation négative des gènes flagellaires par 
HrpL, ne s’exprimerait que sur milieu inducteur du gène hrpL, c’est-à-dire en milieu M9 gal. 

Pour asseoir cette hypothèse, nous avons testé la mobilité de la souche sauvage Ea wt et 
de ses mutants Ea hrcV, Ea hrpS et Ea hrpL, cultivés sur les mêmes milieux. Nos résultats 
montrent tout d’abord que la mobilité de la souche sauvage est plus faible sur M9 gal que sur 
M9 glu (figure 3.13, B1 et B2). Cette différence de mobilité n’est pas corrélée à la vitesse de 
croissance : le retard de croissance entre les 2 milieux est de 15 heures (figure 3. 14) alors que 
le délai nécessaire pour obtenir une mobilité comparable sur les 2 milieux est de plus de 48 
heures. Nous avons étudié la mobilité de plusieurs souches sauvages d’E. amylovora sur ces 2 
milieux. Quelle que soit la souche, on observe la différence de mobilité entre les 2 milieux 
(résultats non montrés), ce qui indique que cette réponse n’est pas spécifique d’une souche 
particulière. La mobilité de la souche sauvage et celle de ses mutants ne sont pas 
significativement différentes sur milieu non hrp-inducteur (figure 3.13, B1). En revanche, le 
mutant Ea hrpL est significativement plus mobile que la souche sauvage sur milieu hrp-
inducteur, les autres mutants n’étant pas différents de la souche sauvage (figure 3.13, B2). 
Enfin, nous avons observé les bactéries après culture sur M9 gal, par microscopie 
électronique. Il apparaît que plus de 80% des cellules bactériennes du mutant Ea hrpL portent 
des flagelles, avec plusieurs flagelles par cellule, alors que seulement 10% des cellules de la 
souche sauvage ou des mutants hrcV et hrpS sont flagellées et ne portent qu’un seul flagelle 
(figure 3.15).  

Pour démontrer définitivement le rôle du gène hrpL dans la régulation du système 
flagellaire, nous avons construit un mutant hrpL complémenté par hrpL en trans sur un 
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Figure 3.15 : Micrographies électroniques de Ea wt et de ses mutants Ea hrcV, Ea hrpS et Ea
hrpL cultivés en M9 gal. Les expériences ont été répétées deux fois avec des résultats 
similaires. Barre = 1 µm.
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Figure 3.16: Mobilité (a) et électrophorèse en SDS-PAGE du surnageant de culture (b) du 
mutant Ea hrpL portant le plasmide pUC18 (1) ou pMAB71 (2) et de Ea wt portant pUC18 
(3) ou pMAB71 (4) utilisées comme contrôles, cultivés en milieu M9 gal. Des résultats 
similaires ont été obtenus dans 3 expériences indépendantes. F, flagelline.
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plasmide pUC18 (appelé pMAB71). La complémentation diminue à la fois la mobilité du 
mutant Ea hrpL et sa sécrétion de flagelline (figure 3.16). Elle restaure la capacité de Ea hrpL 
à provoquer une HR sur tabac et la maladie sur plantule de pommier. Ces observations 
confortent la régulation négative exercée par hrpL sur le système flagellaire.  

L’ensemble de ce travail a fait l’objet d’une publication (Cesbron et al., 2006) 
 

3.2 ROLE DE LA FLAGELLINE DANS LA PROTECTION 
 
La surproduction de la flagelline chez Ea hrpL suggérait que cette protéine connue 

comme MAMP dans les interactions plantes-bactéries peut jouer un rôle dans la protection 
assurée par ce mutant. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons construit un mutant de Ea 
wt affecté à la fois dans la synthèse de la flagelline et dans hrpL (figure 3.17). Pour cela, un 
mutant non mobile a été repéré dans une banque de clones obtenus par insertion du phage 
MudIIPR13 dans Ea wt (Barny et al., 1990). L’insertion a été localisée, après séquençage, 
dans un gène homologue à fliH (NP_288401) chez E. coli (57 % d’identité protéique), codant 
une protéine qui interagit avec FliI, une ATPase responsable de l’export de la flagelline 
(Macnab, 2003). La séquence nucléotidique a été déposée dans GenBank® sous  le numéro 
AY743587. La comparaison des protéines extracellulaires de Ea wt et de son mutant fliH sur 
milieu hrp-inducteur a permis de confirmer que le mutant fliH ne sécrète pas la flagelline 
(figure 3.17, b). L’inoculation de plantules de Pommier par Ea wt ou son mutant Ea fliH a 
montré que ce dernier est aussi agressif que la souche sauvage sur plantes blessées, mais 
significativement moins agressif sur plantes non blessées (figure 3.17, c). Dans ce cas, les 
bactéries doivent en effet atteindre les sites naturels d’infection sur feuilles (stomates), et une 
souche portant des flagelles semble donc avantagée par rapport à une souche qui n’en porte 
pas. Nous avons ainsi montré par comparaison de deux méthodes d’inoculation que la 
mobilité peut jouer un rôle dans l’agressivité chez E. amylovora. 

Le double mutant Ea fliH-hrpL a ensuite été créé par recombinaison homologue, en 
utilisant un plasmide portant le gène hrpL muté. La mutation dans hrpL a été vérifiée par 
PCR. Ce mutant est non mobile et ne sécrète pas la flagelline (figure 3.17, a et b). Il est non 
pathogène et est incapable de provoquer une HR sur tabac. Nous avons étudié l’effet de 
protection obtenu avec ce double mutant en utilisant le biotest avec inoculation par dépôt de 
goutte sur blessure. Nos résultats montrent que le niveau de protection assuré par le double 
mutant Ea fliH-hrpL et Ea hrpL sont identiques (figure 3.18, a et b). D’autre part, avec le 
biotest sur disques foliaires (mesure des fuites d’électrolytes), nous avons montré que le 
double mutant Ea fliH-hrpL ou son surnageant de culture sur milieu hrp-inducteur (M9 gal) 
induit une fuite de même niveau que le surnageant du mutant Ea hrpL (figure 3.18, c). La 
flagelline ne serait donc pas un facteur (ou l’unique facteur) impliqué dans la protection. 

 
3.3 RECHERCHE IN SILICO DES GENES FLAGELLAIRES D’E. AMYLOVORA  

 
3.3.1 MISE EN EVIDENCE DES DEUX SYSTEMES FLAG-1 ET FLAG-2 

 
Afin de déterminer à quel niveau de la synthèse de la flagelline s’opère la régulation 

négative par HrpL, une recherche in silico des ORF flagellaires a été entreprise sur la 
séquence chromosomique d’E. amylovora, la séquence complète mais non annotée de cette 
bactérie étant devenue accessible au cours de cette étude. La recherche des ORFs flagellaires 
s’est effectuée par comparaison avec des séquences similaires chez S. enterica ou chez E. coli. 
Notre analyse a mis en évidence l’existence de 2 systèmes flagellaires chez cette bactérie, que 
nous avons nommés Flag-1 et Flag-2 dans la suite de ce document. 

Les gènes du système Flag-1 sont typiquement répartis sur le chromosome en quatre 
clusters, comme chez E. coli. En revanche, les gènes du système Flag-2, aussi décrits chez E. 
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Figure 3.17 : Mobilité (a), électrophorèse en SDS-PAGE de surnageant de culture (b) et 
immunoblot correspondant (b) de Ea fliH (1), Ea  fliH-hrpL (2), Ea hrpL (3) et Ea wt (4) 
cultivées en M9 gal. F, flagelline. Agressivité du mutant Ea fliH comparée à Ea wt en 
utilisant 2 méthodes d’inoculation (c). Les barres surmontées des mêmes lettres représentent
des pourcentages de plantes malades non significativement différents au seuil de 5%.
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Tableau III.6 a : Liste des gènes flagellaires d’E. amylovora appartenant au système Flag-1



Tableau III.6 b : Liste des gènes flagellaires d’E. amylovora appartenant au système Flag-2



Figure 3.19 : Organisation des gènes des deux systèmes flagellaires Flag-1 et Flag-2 d’E. amylovora. Les ORFs sont 
représentées par des flèches de taille approximative. 
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coli 042 (Ren et al., 2005) sont regroupés sur un locus unique d’une taille de 49 Kb (figure 
3.19) dont le GC% de 54,15 est peu différent de celui de l’ADN génomique. Les deux 
systèmes sont composés de 52 gènes mais diffèrent par quelques gènes : nous n’avons pas 
trouvé par exemple d’homologue du gène fliZ1 (un régulateur positif des opérons flagellaires 
de classe M) (cf figure 1.6) (Kutsukake et al., 1999) et de deux gènes impliqués dans le 
chimiotactisme (cheV1, MCP1 et MCPIV1) pour le système Flag-2 qui contient en revanche 
un gène cheD2 et cinq ORFs surnuméraires ne codant pas de protéines flagellaires. Quelques 
protéines hypothétiques diffèrent entre les 2 systèmes. 

La majorité des gènes de Flag-1 sont proches des gènes flagellaires d’Erwinia 
tasmaniensis (bactérie non pathogène isolée sur Maloïdées) (Geider et al., 2006) et de 
Yersinia sp. ou Enterobacter sp. (bactéries pathogènes d’animaux) : les pourcentages 
d’identités protéiques varient de 52 à 100% pour E. tasmaniensis et de 38 à 93% pour les 
autres bactéries, avec une moyenne supérieure à 80% (tableau III.6, a). La majorité des gènes 
de Flag-2 sont similaires aux gènes du système flagellaire de Yersinia mollaretii (tableau III.6, 
b) ou Yersinia bercovieri (anciennement Y. enterocolitica biogroupe 3A et 3B 
respectivement), bactéries pathogènes d’animaux. Parmi les gènes du système Flag-2, 
quelques séquences présentent cependant des homologies avec des gènes d’Erwinia 
tasmaniensis (distincts toutefois des gènes de cette bactérie homologues aux gènes de Flag-
1) : les pourcentages d’identités varient de 28 à 85%, la moyenne se situant aux alentours de 
61%.  

La présence de gènes homologues de motA et motB codant les protéines d’un moteur 
flagellaire latéral à gradient de protons dans les clusters Flag-1 et Flag-2, et l’absence de 
motX et motY, codant les protéines d’un moteur flagellaire polaire à gradient de sodium, 
permettent de supposer que les deux systèmes produisent des flagelles latéraux. 

Chaque système possède son propre gène de flagelline. Le gène fliC1 de Flag-1 code 
une flagelline de taille attendue de 29,6 KDa, homologue à la flagelline d’E. tasmaniensis et 
d’E. coli. Cette flagelline semble correspondre à la protéine observée dans les expériences 
précédentes. Le gène fliC2 de Flag-2 code une flagelline homologue à la flagelline de phase 1 
de S. enterica. Cette flagelline a une taille attendue de 49,5 KDa, soit 20 KDa de plus que 
celle du système Flag-1. La flagelline FliC1 possède un motif N-terminal différent de Flg22, 
peptide conservé chez les bactéries qui élicite des réactions de défense (Zipfel et al., 2004). 
En revanche, FliC2 possède un motif plus proche de Flg22. L’alignement des séquences pour 
ce motif montre que FliC1 et FliC2 diffèrent pour quelques acides aminés qui gardent 
cependant la même taille et/ou la même hydropathie (figure 3.20), nécessaires sans doute à 
l’assemblage du flagelle. Le motif correspondant à Flg22 dans FliC1 diffère de 8 acides 
aminés par rapport à Flg22, FliC2 diffère de 5 acides aminés par rapport à Flg22 dont 4 sont 
communs avec FliC1. Comparé aux flagellines de X. campestris, le peptide correspondant à 
Flg22 pour FliC2 diffère d’un acide aminé (glutamine Q au lieu de leucine L) par rapport au 
peptide correspondant à Flg22 des flagellines élicitrices (par exemple ABC87266) (figure 
3.20).  

Deux ORFs de Flag-1 codent des protéines hypothétiques, non flagellaires, situés entre 
fliI et fliH, et fliA et fliC. De même, cinq ORFs qui ne codent pas des protéines flagellaires, 
sont situés entre fliC et fliR dans le cluster Flag-2 (tableau III.6, b). La première code une 
protéine avec un domaine N-terminal de régulateur de transcription. Cette séquence présente 
une forte homologie avec une protéine de fonction inconnue d’E. tasmaniensis, et des 
homologies plus faibles avec d’autres régulateurs de transcription transmembranaires comme 
toxR chez Vibrio. La seconde séquence coderait une protéine hypothétique homologue 
également avec une protéine d’E. tasmaniensis. La troisième et la quatrième séquences 
coderaient respectivement une acyltransférase et une aminotransférase. La cinquième coderait 
une méthyltransférase avec un domaine TPR (tetratricopeptide repeat domain) dont les 
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AAR10751_Salmonella_enterica
CAO96470_Erwinia_tasmaniensis
fliC1_Erwinia_amylovora
AF159459_Salmonella_choleraesuis
AAS61786_Yersinia_pestis_biovar_Microtus
AAZ33167_Pseudomonas_syringae_pv_phaseolicola 
NP_746492_Pseudomonas_putida
ABN80235_Pseudomonas_aeruginosa
ZP_00944672_Ralstonia_solanacearum
ABC87260_Xanthomonas_c._pv_campestris (NE)
YP_201220_Xanthomonas_oryzae_pv_oryzae 
ABC87266_Xanthomonas_c._pv_campestris (E)
fliC2_Erwinia_amylovora
CAE36767_Bordetella_parapertussis
ABI23966_Escherichia_coli
CAG74636_Erwinia_carotovora_subsp_atroseptica
CAL12566_Yersinia_enterocolitica_subsp_enterocolitica 
NP_798640_Vibrio_parahaemolyticus 

SEQUENCE CONSENSUS

QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA 

Figure 3.20 : Alignement par T-Coffee des séquences de flagelline de différentes espèces bactériennes. (NE) : flagelline de X. 
campestris non élicitrice; (E) : flagelline de X. campestris élicitrice; (*) colonne conservée; (:) colonne contenant des résidus 
ayant la même hydropathie ET la même taille; (.) colonne contenant des résidus ayant la même hydropathie OU la même taille

Acide aminé critique pour l’élicitation

Flg22



Tableau III.7 : Amorces utilisées pour l’étude de l’expression de gènes du système flagellaire et de gènes du chimiotactisme

gène fonction amorce séquence taille du produit (pb) Tm
flhC1-di CCTGGTTAAGCGACTGATTGACTG 105 60°C
flhC1-re CTGGCGAGGCTGACATTGC
flhC2-di CGACACGCAGACGACAAATC 87 60°C
flhC2-re CGACGATTGATAACTTGAAAGCAC
fliI1-di GGGTCCTGCTGGTCGTCAC 120 60°C
fliI1-re ACCTTCTGTATTCGCCAAACTGC
fliI2-di ATCGGGTCTTGCTGGTCGTC 175 60°C
fliI2-re AGCGTGAGGTGGCATTGGC
fliM1-di TGTCACGCCAGTTCTCATCTTCAG 186 60°C
fliM1-re AGTTCACCAATATCACCACCTCACC
fliM2-di GGCAAACTCATACGCTTCCTG 172 60°C
fliM2-re CGGCACCTCGCTGATGG
fliC1-di CTGTAAGTTGTTGTTGATGCCTGTC 189 60°C
fliC1-re TCTATGGAGCGTCTGTCTTCTGG
fliC2-di CGCACTGAGTCTGATGG 195 60°C
fliC2-re GAGATACCGTCGTTGGC
motA1-di GCGGCAAGCGTGTGGATAATG 175 60°C
motA1-re TGATGGTCAGCGGTAATATGAATGC
motA2-di GCGTCGGGTCGGAAAGTAAC 150 60°C
motA2-re AAGTCGTCTATATGGATCTGATGGC
cheB1-di ATCAATTCCCGTGCCACCAG 70 60°C
cheB1-re TTGTCAACAGTCATTCCGATATGG
cheB2-di AAGATACGAGTGCTGTGC 182 60°C
cheB2-re TTCATCCGTGGCATATCG
cheA1-di TGCTTCCTGTGCGGCTTCC 102 60°C
cheA1-re GCGGTATTGTGCTTTGTTATTGACG
cheA2-di CACATAGATTTCGTCACCCACTTTG 84 60°C
cheA2-re GGCACCACCATCCGTATTCTG
cheZ1-di GCTGGGCATTGGTGAAGGAC 78 60°C
cheZ1-re ACGCTCGCTCTTTGGTTTCG
cheZ2-di GCTGATCTGCGTGCTGCTG 102 60°C
cheZ2-re TCGGCGGTGGAATTGATTTGC

flh C master regulator

ATPase

anneau C 
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rotation du moteur
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Figure 3.21 : Résultats d’amplification par PCR des gènes des flagellines de Flag-1 et de Flag-2 
dans une collection de souches d’E. amylovora d’agressivités différentes (cf tableau II.1 pour la 
correspondance des souches)
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Figure 3.22 : Résultats d’amplification par PCR de quelques gènes flagellaires (fliC, motA, fliI, 
fliM) dans des souches de différentes espèces d’Erwinia. E. pyrifoliae, 1’ (CFBP4171) et 2’ 
(CFBP4172) ; E. billingiae, 3’ (CFBP6830) et 4’ (CFBP6832) ; E. amylovora, 5 (CFBP1430) ; E. 
tasmaniensis, 6’ (Et1) et 7’ (Et2) ; N, témoin négatif. 
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fonctions sont variées, un domaine méthyltransférase, et un domaine N-acétylglucosamine 
transférase. Il est possible que ces gènes interviennent dans des modifications post-
traductionnelles de la flagelline. 
 

3.3.2 REPARTITION DE FLAG-1 et FLAG-2 CHEZ DIFFERENTES ESPECES D’ERWINIA  
 

Nous avons ensuite cherché à savoir si ces deux systèmes sont présents chez diverses 
souches d’E. amylovora d’agressivité différente et chez d’autres espèces du genre Erwinia, 
par PCR. Par ailleurs, nous avons vérifié la mobilité de toutes ces souches. Ainsi, un ensemble 
de 23 souches sauvages d’E. amylovora (dont Ea wt) pour lesquelles l’agressivité diffère en 
fonction de l’hôte (Paulin, communication personnelle) a été choisi. Nous avons également 
sélectionné 2 souches d’E. pyrifoliae (CFBP 4171 et CFBP4172) (pathogènes), 2 souches 
d’E. tasmaniensis (Et1 et Et2) (épiphytes), et 2 d’E. billingiae (CFBP6832 et CFBP6830) 
(épiphytes) en incluant la souche type pour chaque genre. Nous avons utilisé plusieurs 
couples d’amorces flagellaires dont celles des flagellines (tableau III.7). Les résultats PCR 
montrent que les gènes des deux flagellines sont présents chez toutes les souches d’E. 
amylovora (figure 3.21) et chez les 2 souches d’E. pyrifoliae (figure 3.22) mais sont absents 
ou divergents chez les 2 souches d’E. billingiae (figure 3.22), pourtant mobiles. Il semble que 
chez les souches  d’E. billingiae, les systèmes flagellaires soient divergents puisque aucun des 
couples d’amorces testés n’a donné de signal (figure 3.22). Seuls les gènes du système Flag-1 
sont mis en évidence chez E. tasmaniensis (figure 3.22). Ceci a été confirmé et complété par 
la recherche des gènes flagellaires de Flag-2 sur la séquence du chromosome de la souche 
Et1 récemment séquencée (Kube et al., 2008): le système Flag-1 est présent mais le cluster 
Flag-2 est incomplet chez cette bactérie. Les gènes flanquant le cluster Flag-2 chez E. 
amylovora sont retrouvés chez E. tasmaniensis, mais c’est un cluster différent qui est présent 
chez cette dernière. On y trouve des ORFs correspondant notamment à : 

- des protéines hypothétiques,  
- un régulateur de transcription,  
- deux régulateurs de trancription flagellaires (flhD et flhC) distincts de flhD1C1 du 

système Flag-1 d’E. amylovora (flhC étant homologue à flhC2 du Flag-2 d’E. 
amylovora), 

- 2 gènes de synthèse du système AI-1 (expR et expI),  
- 2 gènes du métabolisme du sucrose,  
- une transposase et une phage intégrase. 
Ces ORFs sont groupées sur environ 29 kb.  
 
Il semble donc que le système Flag-1, tel qu’il est connu chez la bactérie modèle E. coli, 

est présent chez toutes les Erwinia testées, mais absent ou divergent chez E. billingiae. Le 
système Flag-2 complet, décrit chez E. coli 042, Citrobacter, Chromobacterium et Yersinia 
(Ren et al., 2005), semble n’être présent que chez Erwinia amylovora et pyrifoliae, qui sont 
les deux espèces pathogènes parmi celles que nous avons testé. 

 
3.4 ANALYSE TRANSCRIPTIONNELLE DES GENES PRESENTS DANS LES CLUSTERS DES 2 

SYSTEMES EN MILIEU HRP-INDUCTEUR CHEZ LES DIFFERENTS MUTANTS 
 
Nous avons cherché à savoir à quel niveau HrpL exerçe une régulation négative sur les 

gènes du système Flag-1 d’E. amylovora et si l’expression des gènes du système Flag-2 varie 
chez les mutants de régulation comparée à la souche sauvage. Pour cela, nous avons comparé 
les expressions de gènes flagellaires appartenant à différentes classes d’expression (E : Early, 
M : Middle ou L : Late ; cf figure I.6), dans les deux systèmes Flag-1 et Flag-2, chez la 
souche sauvage cultivée pendant 16 heures en milieux M9 gal et M9 glu. Nous avons 
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Figure 3.23 : Expression des gènes des deux systèmes flagellaires chez Ea wt cultivée sur 

M9 glu et les mutants Ea hrcV, Ea hrpS et Ea hrpL cultivés sur M9 gal, par rapport à Ea 

wt cultivée sur  M9 gal.  Les barres d'histogrammes représentent  les  moyennes de deux 

répétitions  biologiques  et  les  extrémités  des  traits  verticaux,  les  valeurs  des  deux 

répétitions 
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également comparé les expressions des différents gènes flagellaires chez les mutants hrp de 
sécrétion et de régulation après 16 heures de culture en milieu M9 gal. Deux répétitions 
biologiques pour chacune des cultures a été réalisée. 

Nous avons constaté que chez la souche sauvage, tous les gènes choisis pour représenter 
le système Flag-1 sont plus fortement exprimés sur M9 glu que sur M9 gal (figure 3.23). Le 
gène de la flagelline FliC1 est le plus fortement exprimé avec un log2 du ratio d’expression 
égal à 5. De même, la plupart des gènes des classes M et L représentant le système Flag-1 
sont nettement surexprimés chez le mutant Ea hrpL en milieu M9 gal (figure 3.23). flhC1 
(classe E) est également surexprimé mais le log2 de son ratio d’expression est plus faible que 
celui des autres gènes puisqu’il est compris entre 1,5 et 2. 

En revanche, les gènes représentant le système Flag-2 ne sont pas différentiellement 
exprimés (figure 3.23) chez la souche sauvage selon le milieu, avec un log2 du ratio 
d’expression compris entre 0 et 1 et l’expression des gènes des 3 classes représentant le 
système Flag-2, est peu variable (figure 3.23) chez les mutants comparés à la souche sauvage 
cultivés en milieu M9 gal.  

 
3.5 DISCUSSION 
 

La disponibilité de la séquence du chromosome d’E. amylovora Ea 273 
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/E_amylovora/) nous a permis de comparer les gènes 
flagellaires d’E. amylovora avec ceux de S. enterica ou E. coli. Nous avons alors constaté 
qu’E. amylovora posséde non pas un mais deux systèmes flagellaires.  

 
Deux systèmes flagellaires chez E. amylovora 

Les microorganismes modèles de biosynthèse, d’assemblage et de régulation flagellaires 
pour les gamma-protéobactéries sont S. enterica serovar typhimurium et E. coli. Il est admis 
que la génétique et la physiologie de leur système flagellaire forment un modèle général pour 
les gamma-protéobactéries. Les gènes sont organisés en plusieurs clusters sur le chromosome 
et codent des flagelles latéraux. Chez E. amylovora, les gènes d’un premier système 
flagellaire, que nous avons appelé Flag-1, ont une organisation qui correspond au modèle 
général avec quatre clusters. Le second système flagellaire d’E. amylovora (Flag-2) présente 
par contre la particularité d’avoir ses gènes réunis sur un seul cluster. Un tel cluster de gènes 
flagellaires a déjà été identifié dans quelques génomes tels ceux de Yersinia, 
Chromobacterium violaceum ou Citrobacter rodentium (Deng et al., 2002 ; Ren et al., 2005, 
Bresolin et al., 2008). C’est la première fois avec E. amylovora que deux systèmes flagellaires 
sont repérés chez une bactérie phytopathogène. 

Il existe dans le phylum des protéobactéries, des bactéries comme Vibrio sp. qui utilisent 
deux types de systèmes flagellaires pour la mobilité, l’un polaire pour les déplacements en 
milieu liquide et l’autre latéral pour les déplacements sur des surfaces (Atsumi et al., 1996 ; 
Mac Carter, 2004). L’énergie du moteur n’est pas la même pour les deux systèmes et est dûe à 
un flux de protons pour les flagelles latéraux, et à un flux d’ions sodium pour le flagelle 
polaire. Les protéines du moteur sont propres à l’énergie utilisée : MotA et MotB pour le flux 
de protons, MotX et MotY pour le flux d’ions sodium. Chez E. amylovora, il semble que les 
deux systèmes flagellaires coexistants correspondent à des flagelles latéraux puisque des 
protéines homologues à MotA et MotB sont présentes dans chaque système. Cette coexistence 
d’un double système latéral chez E. amylovora au lieu de la combinaison plus fréquente 
système polaire-système latéral, a également été décrite chez E. coli 042 (Ren et al., 2005). 
Chez cette dernière espèce, le système que ces auteurs ont appelé Flag-2 (et similaire au 
deuxième système flagellaire d’E. amylovora que nous avons donc aussi appelé Flag-2) est 
présent chez environ 20% des souches. Chez E. amylovora, Flag-2 est présent chez 100 % des 
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souches testées. Le fait que les gènes composant ce second système soient regroupés sur un 
cluster unique, chez plusieurs protéobactéries, suggère que ce locus pourrait avoir été acquis 
par transfert horizontal chez leur ancêtre commun.  

 
Quelle est l’utilité de deux systèmes flagellaires coexistants?  

Nous avons montré que le système Flag-1 s’exprime chez E. amylovora et qu’il est 
réprimé en conditions hrp-inductrices. C’est ce système qui confère la mobilité à cette 
bactérie puisqu’un mutant Ea fliH affecté dans la sécrétion de la flagelline du système Flag-1 
n’est plus mobile en milieu M9 gal ou M9 glu. Cependant, il est possible que le système Flag-
2 ait un rôle de complémentation de la locomotion bactérienne dans des conditions 
environnementales particulières. Certaines bactéries disposent d’un autre système flagellaire 
pour les déplacements en milieux visqueux (swarming) (Harshey, 2003) comme plusieurs 
Vibrio (Mc Carter, 2004). Nous n’avons pas pu mettre en évidence de swarming sur ce type 
de milieu chez E. amylovora (résultats non montrés), ni chez la souche sauvage, ni chez le 
mutant Ea fliH. Toutefois, il est possible que nous n’ayons pas trouvé les conditions optimales 
de test. Les analyses d’expression par RT-qPCR démontrent la présence de transcrits pour les 
3 classes de gènes, mais ce système peut ne pas être correctement assemblé et donc non 
fonctionnel. 

A l’aide du mutant fliH de Flag-1 non mobile, nous avons montré que la mobilité due au 
système Flag-1 est impliquée dans l’agressivité. D’autres pathogènes de plantes comme R. 
solanacearum ont besoin de la mobilité pour envahir les plantes (Tans-Kersten et al., 2001). 
La mobilité est généralement nécessaire au tout début de l’infection, c'est-à-dire pour 
atteindre les sites d’infection. Les flagelles peuvent être impliqués aussi dans l’adhérence 
(Josenhans et Suerbaum, 2002). On peut ainsi penser que le système Flag-2 a plutôt un rôle 
dans la colonisation et l’adhésion chez l’hôte par homologie avec ce que l’on connait de 
l’interaction entre cellules bactériennes chez d’autres pathogènes comme chez Vibrio 
parahaemolyticus ou Aeromonas (Belas et Colwell, 1982 ; Gavin et al., 2002). Posséder 
plusieurs types de flagelles peut aider à la survie dans des niches écologiques particulières ou 
dans l’hôte. Il serait intéressant de construire des mutants dans des gènes du système Flag-2 
afin d’analyser le rôle de Flag-2 dans le pouvoir pathogène. 

 
Les flagellines d’E. amylovora en tant que MAMPs 

Le gène de la flagelline du système Flag-1 code une protéine que nous avons appelé 
FliC1, dont la taille attendue est de 29,6 KDa mais dont la taille observée sur gel SDS-PAGE 
est d’environ 32 KDa. Il est probable que cette différence soit due à des modifications post-
traductionnelles comme une glycosylation. Chez P. syringae pv glycinea, la glycosylation de 
la flagelline joue un rôle dans la spécificité d’hôtes (Taguchi et al., 2003). Nous n’avons pas 
observé de variation de taille de FliC1 entre les différents mutants et la souche sauvage 
cultivés sur milieux M9 gal et M9 glu. Le gène de la flagelline du système Flag-2 code une 
protéine que nous avons appelé FliC2, dont la taille attendue est de 49,5 KDa. Nous avons 
montré que FliC2 possède un motif très proche de Flg22, capable d’induire des réactions de 
défense basale (Zipfel et al., 2004) via sa reconnaissance par FLS2 (Chinchilla et al., 2006) 
alors que FliC1 possède un épitope modifié. Certaines espèces pathogènes d’animaux 
produisent une flagelline qui n’élicite pas les défenses de l’hôte (Lee et al., 2003 ; Gewirtz et 
al., 2004 ; Andersen-Nissen et al., 2005). Les flagellines d’Agrobacterium tumefaciens, 
Sinorhizobium meliloti et Ralstonia solanacearum divergent dans un nombre suffisant de 
résidus au niveau de l’épitope Flg22, pour que les peptides synthétisés sur la base des 
séquences des flagellines de ces espèces n’élicitent pas les réactions de défense des plantes 
(Felix et al., 1999 ; Pfund et al., 2004). Chez X. campestris pv campestris, Sun et ses 
collaborateurs (2006) ont mis en évidence un polymorphisme de séquence pour la flagelline 
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de différentes souches. La comparaison des séquences de flagelline pour différentes souches 
montre qu’il existe 2 clades pour les produits du gène fliC corrélés à 2 classes phénotypiques 
d’activité élicitrice de la flagelline. Les auteurs démontrent que ce polymorphisme de 
séquence est impliqué dans la variation d’activité élicitrice de la flagelline, qu’il est situé dans 
le domaine Flg22 et que le polymorphisme d’un seul acide aminé (D, aspartate) (figure 3.20) 
est critique pour l’activité d’élicitation. Si cet acide aminé est remplacé par E (glutamate) ou 
V (valine) par exemple, la capacité d’élicitation de la flagelline chez X. campestris est altérée 
(Sun et al., 2006). Or, dans la séquence de la flagelline FliC1 d’E. amylovora, on trouve aussi 
un polymorphisme au niveau de cet acide aminé (D dans FliC2 et E dans FliC1). De plus la 
séquence N-terminale de FliC1 reste très différente de Flg22, ce qui suggère que FliC1 peut 
ne pas être perçue de la même façon que FliC2 par le Pommier, voire non reconnue. Il serait 
intéressant de comparer les capacités d’élicitation des défenses du Pommier de chacune de ces 
flagellines ou de leur épitope correspondant à Flg22. L’utilisation d’un double mutant fliH1-
hrpL a montré que la flagelline FliC1 n’a pas un rôle majeur dans la protection par le mutant 
Ea hrpL. Il est donc possible qu’E. amylovora ait évolué afin que la flagelline qu’elle exprime 
ne soit pas reconnue par le pommier et n’active pas les défenses non spécifiques de l’hôte. 

 
Flag-2 est-il fonctionnel chez E. amylovora ? 

Le système Flag-2 est fonctionnel chez Yersinia enterocolitica à basse température (15 
à 20°C) (Bresolin et al., 2008). Chez E. coli 042 et chez Y. pestis, il ne le serait pas du fait de 
mutations ou délétions dans des gènes clés. Chez E. amylovora, les systèmes Flag-1 et Flag-2 
possèdent leurs propres gènes de régulation avec le master regulator flhDC, la combinaison de 
facteurs sigma/antisigma (FliA et FlgM), ainsi que leurs propres gènes de chimiotactisme, ce 
qui n’est pas le cas chez E. coli 042 ou chez Y. pestis (Ren et al., 2005). Dans le cluster Flag-
2, nous avons constaté que la majorité des gènes requis pour un système flagellaire 
fonctionnel est présente. Ces gènes ne semblent pas avoir de délétion ou de mutations en 
comparaison des gènes flagellaires d’autres génomes. Il manque toutefois dans Flag-2 trois 
gènes flagellaires par rapport à Flag-1 : un régulateur positif du système flagellaire (fliZ2) et 
deux gènes impliqués dans le chimiotactisme. Seul fliZ2 pourrait avoir un impact sur 
l’expression du système Flag-2. Il a été démontré que chez S. enterica sv typhimurium, la 
mutation de fliZ entraîne une diminution de la quantité de flagelline sécrétée (Kutsukake et 
al., 1999 ; Iyoda et al., 2001). Chez Xenorhabdus nematophila, FliZ est également un 
régulateur positif du système flagellaire (Lanois et al., 2008). S’il s’avère que le système 
Flag-2 est bien fonctionnel, cela porterait le nombre de systèmes de sécrétion de type III chez 
E. amylovora à quatre (2 T3SS flagellaires et 2 T3SS liés à des interactions). Si ce système 
n’est pas fonctionnel, il peut malgré tout exercer un effet sur d’autres T3SS fonctionnels 
comme cela a été démontré chez E. coli : c’est l’effet (négatif) « Cheshire cat » (Zhang et al., 
2004), dont le mécanisme n’est pas connu. Il est donc possible que même non fonctionnel, 
Flag-2 ait un effet régulateur sur l’un ou l’autre des T3SS d’E. amylovora. Chez Yersinia, le 
système flagellaire est même utilisé comme système de sécrétion pour un facteur de virulence 
(Young et al., 1999). Par ailleurs, FlhD et FlhC interviennent aussi dans la régulation de gènes 
non flagellaires, liés au métabolisme ou à la division cellulaire (Stafford et al., 2005 ; 
Kapatral et al., 2004). Il serait intéressant d’essayer de déterminer les conditions d’expression 
de ce système ou de créer des mutants dans les gènes de régulation de ce second système, afin 
d’en discerner le rôle. La présence d’un cluster incomplet ou l’absence de ce cluster chez les 
Erwinia épiphytes est en effet troublante et suggère indirectement un rôle possible dans la 
virulence. Sa présence chez les autres Erwinia pathogènes devra être vérifiée. 
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Régulation négative du système Flag-1 par HrpL 
Nous avons démontré que HrpL exerce une régulation négative sur toutes les classes 

d’expression des gènes du système flagellaire Flag-1 d’E. amylovora cultivée en milieu hrp-
inducteur. En revanche, une mutation hrpS n’a pas d’effet sur l’expression du système 
flagellaire d’E. amylovora, bien que hrpL soit partiellement régulé par HrpS. Etant donné 
qu’un mutant hrpS, non pathogène, est capable de produire HrpL en petite quantité (Wei et 
al., 2000), on peut penser que ce « bruit de fond » est suffisant pour exercer une régulation 
négative sur le système flagellaire en milieu hrp-inducteur, mais insuffisant pour exercer une 
régulation positive sur un système complexe tel que le T3SS. Les mécanismes décrits 
concernant une régulation opposée entre système flagellaire et système de virulence, 
impliquent souvent des régulateurs globaux comme PrfA chez L. monocytogenes (Michel et 
al., 1998) ou PhcA chez R. solanacearum (Clough et al., 1997). Ils peuvent aussi impliquer 
des régulateurs proches du haut de la cascade de régulation des deux systèmes. C’est le cas de 
SirA chez S. enterica ou E. coli (Goodier et Ahmer, 2001) ou de FlhDC chez Y. enterocolitica 
(Bleves et al., 2002). Une étude plus récente indique une régulation négative indirecte 
d’opérons de virulence par FliA (facteur σ codé par un gène flagellaire de classe M) chez Y. 
enterocolitica (Horne et Prüss, 2006). Notre étude met en évidence pour la première fois une 
régulation négative inverse, c’est-à-dire une régulation négative du système flagellaire par un 
facteur σ alternatif situé en bas de la cascade de régulation du T3SS. Le mécanisme de cette 
régulation reste à déterminer. Elle peut être indirecte via le contrôle de l’expression d’un 
régulateur négatif du système flagellaire ou directe par antagonisme de facteurs sigma tel qu’il 
est décrit chez les pathogènes d’animaux (Boucher et al., 2000). Ce dernier mécanisme 
intervient s’il y a, dans les séquences promotrices des gènes régulés négativement, un site de 
fixation incomplet du facteur sigma en question. Ce dernier peut alors se fixer, sans pour 
autant autoriser la transcription, empêcher la fixation du véritable facteur sigma spécifique de 
ce gène et donc l’activation de sa transcription. Dans notre cas, nous avons repéré la présence 
de la première partie seulement de la boîte hrp d’E. amylovora (GGAACC) dans la séquence 
du promoteur de l’opéron flhDC, ce qui suggère effectivement une régulation négative par 
antagonisme de facteurs sigma. Cependant, la région du promoteur de flhDC est très 
complexe : ainsi chez S. typhimurium, il existe plusieurs sites de régulation transcriptionnelle 
(Yanagihara et al., 1999). De même, chez E. coli, l’expression de l’opéron flhDC est activée 
par plusieurs protéines de régulation dont H-NS (elle-même sensible à de nombreux signaux 
environnementaux), AMP cyclique (cAMP)-cAMP receptor protein (CRP) et CsrA 
(Soutourina et Bertin, 2003). Par conséquent, c’est l’expérimentation (par la technique du gel 
retard par exemple) qui pourrait permettre de déterminer si le mécanisme de la régulation 
négative du système flagellaire par HrpL est bien direct chez E. amylovora.  

 
En ce qui concerne le mécanisme de la protection obtenue avec le mutant Ea hrpL, on 

peut supposer que la surexpression de gènes de régulation flagellaire tel flhD1Cl et peut-être 
aussi de fliAou de fliZ, entraîne une variation d’expression de gènes non flagellaires qui, eux, 
interviendraient dans la protection. En effet, les gènes de régulation flagellaire peuvent être 
impliqués chez d’autres bactéries (Kapatral et al., 2004) dans la régulation de gènes liés par 
exemple au métabolisme. Il faudra construire des mutants de régulation du système Flag-1, en 
combinaison avec une mutation au niveau de hrpL, ainsi que des mutants du système 
flagellaire Flag-2 (dans les gènes de régulation ou de la flagelline...) afin de tester leur 
capacité à protéger contre la maladie. Enfin, le rôle éventuel de ce second système flagellaire 
dans l’agressivité d’E. amylovora mérite d’être étudié. 
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

 
 

Au terme de ce travail, il nous paraît souhaitable de souligner trois points, d’ordres 
différents, permettant de le replacer dans le cadre plus général de l’activité du laboratoire, qui 
est l’étude de l’interaction plante-bactérie. 

 
 

Le choix du matériel biologique est crucial dans les études d’interactions 
 
 Cela s’applique à chacun des partenaires plante et bactérie. Nos résultats ont montré 
que, quel que soit le matériel utilisé, végétal (plantules de Pommier) ou bactérien (cultures in 
vitro), et la méthode, il n’est pas facile de recréer des conditions mimant les conditions 
naturelles dans lesquelles se déroule l’interaction. Les plantules de Pommier par exemple, qui 
présentent le double avantage, pour cette plante à cycle long, d’être disponibles toute l’année 
et d’être facilement manipulables grâce à leur petite taille, présentent néanmoins 
l’inconvénient d’être une population hétérogène. Cette hétérogénéité entraîne une variabilité 
des réponses au pathogène, qui peut être gênante dans le cadre d’une étude des réactions de 
défense de la plante.  De même, on met en évidence une variabilité des taux d’infection selon 
la méthode d’inoculation utilisée. Autre problème pour les études d’expression de gènes chez 
la bactérie : les milieux de culture mimant les conditions rencontrées par la bactérie dans 
l’apoplasme sont probablement assez éloignés des conditions naturelles et conduisent à des 
niveaux d’expression des gènes peut-être bien inférieurs à ceux rencontrés dans la plante au 
cours de l’interaction. Le choix du biotest est donc critique pour l’étude des expressions de 
gènes chez le Pommier et chez E. amylovora. L’utilisation de clones de Pommier pour l’étude 
de réactions de défenses de la plante lors de l’interaction, et l’étude in planta des gènes 
bactériens induits lors de la confrontation E. amylovora / Pommier seraient adaptés pour la 
compréhension des mécanismes mis en jeu. 

 
 

Un fait expérimental simple et facile à mettre en évidence peut reposer sur des 
mécanismes très complexes 
 

L’origine de la capacité des mutants hrp de régulation d’E. amylovora à moduler la 
compatibilité de l’interaction est sans doute multifactorielle et probablement distincte entre les 
mutants Ea hrpS et Ea hrpL. L’aptitude de ces mutants à protéger contre la maladie n’est pas 
due à un antagonisme direct entre les mutants hrp de régulation et la souche sauvage. Une des 
hypothèses avancées est l’existence d’un antagonisme entre les mutants et la souche sauvage 
par compétition pour les sites d’infection puisque la souche pathogène et son mutant Ea hrpL 
sont localisées dans des zones différentes des tissus de feuilles de Pommier (Faize et al., 
2006). Nos analyses d’expression de gènes bactériens (avec a priori et par cDNA-AFLP) 
renforcent cette hypothèse puisque nous montrons que plusieurs gènes liés à des fonctions 
extracellulaires et potentiellement impliqués dans l’adhésion (gènes flagellaires, gènes du 
chimiotactisme, gènes de protéines de membrane, gènes de sécrétion) sont différentiellement 
exprimés chez l’un ou l’autre des mutants de régulation, ou dans les milieux hrp ou non hrp- 
inducteurs.  

Il n’y a pas d’induction particulière de défenses systémiques SA-, JA- et ET- 
dépendantes en condition de protection. On peut envisager que la protection implique des 
réactions de défense locales ou transitoires (non mises en évidence avec les gènes que nous 
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avons choisis) ou qu’elle ne soit pas de nature protéique. Dans les deux hypothèses, des 
analyses complémentaires sont nécessaires soit au niveau de gènes impliqués par exemple 
dans des évènements précoces après la détection d’un pathogène, soit au niveau de la 
production de formes actives d’oxygène. Nous avons également mis en évidence que la 
capacité des mutants de régulation à protéger contre la maladie est de courte durée et qu’elle 
n’existe que pour des mutants actifs métaboliquement. Ceci pourrait être dû au fait que les 
mutants de régulation ont besoin de la souche sauvage pour être actifs, parce qu’elle crée un 
environnement qui leur est favorable.  

  
 

De nombreux facteurs de l’interaction E. amylovora/ Pommier sont encore insoupçonnés 
même chez la bactérie 
 

En effet au cours de nos investigations sur les facteurs bactériens impliqués, nous 
avons pu mettre en évidence deux traits majeurs ignorés jusque là chez cette bactérie, en dépit 
des recherches intenses dont elle fait l’objet. 
 
• La mobilité flagellaire est négativement régulée par HrpL en conditions hrp-inductrices. Ces 

résultats ont été valorisés par une publication (Cesbron et al., 2006). Il reste à déterminer le 
mécanisme de cette régulation négative exercée par HrpL sur les gènes flagellaires. Nous 
faisons l’hypothèse que la surexpression des gènes flagellaires chez Ea hrpL a une incidence 
sur l’expression d’autres gènes qui eux seraient impliqués dans la protection. La 
construction d’un double mutant de régulation flagellaire et hrp pourrait permettre de 
vérifier cette hypothèse. L’analyse bioinformatique des gènes flagellaires, réalisée sur la 
séquence chromosomique non encore annotée d’E. amylovora, a aussi révélé l’existence 
intrigante d’un second système flagellaire chez cette bactérie. C’est, à notre connaissance, la 
première description de l’existence d’un second système flagellaire chez une bactérie 
phytopathogène. Chaque système flagellaire possède l’ensemble des gènes nécessaires à son 
expression et en particulier son propre gène de flagelline. Nous avons montré que la 
flagelline de 32 KDa, négativement régulée par HrpL, et qui ne possède pas l’épitope Flg22 
impliqué dans l’immunité des plantes, n’est pas le facteur principal impliqué dans la 
protection. En revanche, la flagelline du second système porte un épitope proche de Flg22 et 
pourrait donc être impliquée dans l’induction de défenses non spécifiques chez le Pommier. 
La construction d’un double mutant Ea hrpL-fliC2 permettra d’étayer cette supposition. 
Nous envisageons par ailleurs d’explorer les conditions d’expression du second système 
flagellaire en fonction de différents facteurs environnementaux comme la température par 
exemple, par qRT-PCR. La construction de mutants de régulation de ce second système 
flagellaire pourrait nous permettre d’analyser son rôle dans le pouvoir pathogène puisque ce 
système ne semble être présent que chez des Erwinia pathogènes.  

 
 • Si notre travail ne permet pas de répondre entièrement sur l’origine de la protection assurée 

par les mutants de régulation, il met en évidence que les deux régulateurs positifs du 
système Hrp d’E. amylovora sont impliqués dans des mécanismes différents et qu’ils sont 
capables de réguler positivement ou négativement, d’autres gènes hrp-indépendants (ce qui 
n’a jamais été décrit précédemment chez cette bactérie) :  

-  gènes d’autres systèmes de sécrétion [T1SS (tolC), GSP (secA), ompW],  
-  gènes flagellaires du système Flag-1 (T3SS flagellaire), 
-  gènes du chimiotactisme lié au système Flag-1,  
-  gènes de régulation de deux systèmes du quorum sensing, 
-  gène potentiellement impliqué dans la synthèse d’éthylène bactérien. 
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Cette étude montre la complexité des réseaux de signalisation chez les bactéries et 

donne de nouvelles pistes de recherche dans l’étude de l’interaction E. amylovora / Pommier 
comme la synthèse d’éthylène chez la bactérie ou le quorum sensing. C’est en effet sur la 
compréhension des mécanismes de l’interaction et sur l’identification précise du rôle de 
chaque partenaire, bactérie et plante, que repose la conception de méthodes de lutte 
rationnelles contre le Feu Bactérien. 
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Abstract

In this work we present evidence of an opposite regulation in the phytopathogenic

bacteria Erwinia amylovora between the virulence-associated Type III secretion

system (TTSS) and the flagellar system. Using loss-of-function mutants we show

that motility enhanced the virulence of wild-type bacteria relative to a nonmotile

mutant when sprayed on apple seedlings with unwounded leaves. Then we

demonstrated through analyses of motility, flagellin export and visualization of

flagellar filament that HrpL, the positive key regulator of the TTSS, also down-

regulates the flagellar system. Such a dual regulation mediated by an alternative s
factor of the TTSS appears to be a level of regulation between virulence and

motility not yet described among Proteobacteria.

Introduction

Erwinia amylovora is the causal agent of fire blight, a

bacterial disease of most species of the Maloideae (Billing,

1983). Bacteria invade the plant apoplast primarily via

natural openings in flowers or through wounds on young

aerial vegetative parts. Typical symptoms on host plants

include transient water soaking followed by progressive

necrosis, ooze production (Thomson, 2000) and, on non-

host plants such as tobacco, a hypersensitive response (HR),

i.e. a rapid and localized death of tissues (Klement, 1963).

Erwinia amylovora pathogenicity involves a hrp-dsp gene

cluster (Barny et al., 1990) including (i) secretion genes that

encode constituent proteins of a type III secretion system

(TTSS) commonly described in other pathogenic bacteria

(Cornelis & van Gijsegem, 2000), (ii) genes encoding secreted

proteins, such as HrpN, DspA, HrpW and HrpA, that

contribute to virulence (Wei et al., 1992b; Gaudriault et al.,

1997, 1998; Jin et al., 2001) and (iii) regulatory genes, such as

hrpL, hrpS, hrpX and hrpY (Wei & Beer, 1995; Wei et al.,

2000). A functional TTSS is absolutely required for infection

on the host plant as well as for the HR on the nonhost plant.

The key regulatory gene is hrpL, which encodes the extra-

cytoplasmic function (ECF) of s-factor HrpL. HrpL recog-

nizes conserved sequence motifs (hrp boxes) located in

promoters of hrp secretion genes and of genes encoding

secreted proteins. hrpL expression is partly regulated by HrpS,

which is a member of the s54-dependent enhancer-binding

protein family, and by HrpX/HrpY, a two-component regula-

tory system. Expression of the hrp gene cluster is modulated

by environmental conditions, such as carbon source, tem-

perature and pH (Wei et al., 1992a; Gaudriault et al., 1997).

Erwinia amylovora is motile by means of peritrichous

flagella. One can assume that like in most Proteobacteria

(although it has not been studied in this particular species),

the flagellar basal body consists of components that function

as a TTSS, facilitating the export and assembly of flagellar

proteins (Macnab, 2003) and that the whole functional

system is under the control of a complex regulatory cascade

(Soutourina & Bertin, 2003). Motility of E. amylovora is

temperature dependent and pH dependent (Raymundo &

Ries, 1981) and appears to help the bacterium in its invasion

of apple blossoms (Bayot & Ries, 1986). However, bacterial

cells seem nonmotile after their entry into the apoplast

(Raymundo & Ries, 1981), where hrp genes become acti-

vated to exploit the invaded plant tissues. This led us to

investigate the hypothesis that there is inverse regulation

between flagellar and hrp genes of E. amylovora.
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Materials and methods

Bacterial strains and growth conditions

Bacterial strains are listed in Table 1. Luria–Bertani (LB) was

supplemented with appropriate antibiotics when needed.

M9minimal medium (Na2HPO4 6 g L�1, KH2PO4 3 g L�1,

NH4Cl 1 g L�1, NaCl 0.5 g L�1, MgSO4 1 mM and CaCl2
0.1 mM) was supplemented with nicotinic acid (0.2 g L�1)

and a carbon source. This carbon source was either galactose

(2 g L�1) or glucose (4 g L�1) in order to grow bacteria in

high or low hrp-Inducing Medium (hrp-IM), respectively

(Gaudriault et al., 1997). Growth rates were monitored on a

Bioscreen (LabSystems, Helsinki, Finland) at 23 1C.

Plant tests

Assays to compare the virulence of motile and nonmotile

strains of Erwinia amylovora were performed with young

(four to six leaves) actively growing apple seedlings from

open-pollinated cv. ‘Golden Delicious’ in greenhouse con-

ditions (17–23 1C under natural photoperiod). Plants were

sprayed with distilled water 24 h before inoculation and kept

under a transparent plastic film shelter to maintain humid-

ity to saturation. On the inoculation day, half of the plants

were wounded with a double parallel incision perpendicular

to the midrib of the youngest fully expanded leaf. The whole

set of plants (wounded or not wounded) was immedi-

ately sprayed till run-off with a bacterial suspension

(107 CFU mL�1 in distilled water) from overnight cultures

in LB. Plants were incubated first inside the shelter for 24 h

then in normal greenhouse conditions. Symptoms were

assessed 2 weeks after inoculation. A necrosis reaching the

stem was considered as a positive result. Percentages of

diseased plants were analyzed by one-way analysis of var-

iance after arcsin transformation and means were compared

according to Duncan’s multirange test.

Classical pathogenicity tests for inoculation of apple

seedlings for virulence and infiltration on tobacco leaves for

HR were performed according to Barny et al. (1990) and

Klement (1963), respectively, in order to check the char-

acteristics of constructed mutants. Briefly, on apple seed-

lings, the upper part of the youngest fully expanded leaf was

cut off with scissors soaked in the bacterial inoculum

(109 CFU mL�1 in distilled water).

Recombinant DNA techniques and DNA
sequencing

Methods for isolation of DNA and restriction fragments,

digestion with restriction enzymes, ligation and electrophor-

esis were according to Sambrook et al. (1989). Introduction

of plasmids into E. amylovora strains and DNA sequencing

were performed as in Gaudriault et al. (1997).

Motility test

Ten microliters of 109 CFU mL�1 suspensions in distilled

water from overnight culture on LB were deposited at the

center of soft agar (2.5 g L�1) low or high hrp-IM plates. The

diameter of the bacterial growth halo was assessed after 2

days for low hrp-IM or after 4 days for high hrp-IM

incubation at 23 1C. Data were analyzed by one-way analysis

of variance and means were compared according to Dun-

can’s multirange test.

Table 1. Bacterial strains and plasmids

Designation (abbreviation) Relevant characteristics� Reference

Erwinia amylovora wild-type strains

CFBPw1430 (Ea wt) Virulent isolate from Crataegus sp., France Paulin & Samson (1973)

CFBP2585 Virulent isolate from Sorbus sp., Ireland

CFBP3012 Virulent isolate from Crataegus monogyna, Belgium

CFBP3792 Virulent isolate from Prunus salicina, USA Mohan & Thomson (1996)

CFBP1197 Virulent isolate from Crataegus sp., UK

CFBP3049 Virulent isolate from Malus domestica, Canada (Ea266) Norelli et al. (1984)

CFBP3051 Virulent isolate from Malus domestica, USA (Ea273)

CFBP1430 mutants

PMV6023 (Ea hrpsec) hrcV::MudIIPR13, Cmr, HR�, path� Gaudriault et al. (1997)

PMV6046 (Ea hrpS) hrpS:: MudIIPR13, Cmr, HR�, path� Tharaud et al. (1997)

M73 (Ea hrpL) hrpL::uidA, Kanr, HR�, path� Faize et al. (2006)

FB2208 (Ea fliH) fliH::MudIIPR13, Cmr, HR1, path1 This work

Plasmid

pMAB71 pUC18 (Ampr) with the 3.8 kb EcoRI fragment carrying hrpL Gaudriault et al. (1997)

�hrc, hypersensitive response and conserved (hrp secretion mutant); Cmr, chloramphenicol resistance (20 mg mL�1); Kanr, kanamycin resistance

(20mg mL�1) ; Ampr, ampicillin resistance (400 mg mL�1); path1/�, pathogenic/nonpathogenic.
wCFBP, Collection Française de Bactéries Phytopathogènes, UMR PaVé, INRA, Angers, France.
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Flagellin extraction and analysis

Two- or 4-day-old cultures grown at 23 1C on solid agar

(15 g L�1) low or high hrp-IM plates, respectively, were sus-

pended in 0.5 mM BES (N,N-bis[2-hydroxyethyl]-2-aminoetha-

nesulfonic acid) buffer, pH 7, adjusted based on optical density

to the same concentration and vortexed for 10 min. Flagella

were separated from cells by centrifugation of equal volumes of

culture supernatants (15 000 g, 20 min, 4 1C), pelleted by ultra-

centrifugation (100 000 g, 90 min, 4 1C), then resuspended in an

equal volume of Laemmli electrophoresis buffer. Proteins were

separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-

phoresis and stained with Coomassie blue (Sambrook et al.,

1989). Western analyses were performed according to Sambrook

et al. (1989) using a rabbit antibody raised against FliC of

Dickeya (Erwinia) chrysanthemi (kindly provided by V. Shev-

chik, INSA, Lyon, France) and a goat antirabbit second antibody

conjugated with alkaline phosphatase.

Electron microscopy (EM)

Bacteria were grown on 300-mesh gold EM grids coated in

1% Formvar and stained as described in Brown et al. (2001),

except that bacteria were grown on grids at 23 1C for 16 h in

liquid high hrp-IM. They were fixed with glutaraldehyde 2%

(volume in volume, v/v) in 50 mM sodium phosphate buffer

pH 7.2 for 24 h at 4 1C, then washed with distilled water,

negatively stained for 10 s in 1% (v/v) phosphotungstic acid

and finally dried before carbon coating. The grids were

viewed with a transmission electron microscope (Jeol 2011,

Tokyo, Japan) operating at 120 kV.

Results

Involvement of flagella in the early infection
process

A nonmotile mutant of Ea wt was screened out of a bank

previously obtained after insertion of MudIIPR13 phage in

Ea wt (Barny et al., 1990) using the motility test on low hrp-

IM plates (Fig. 1a). Location of the MudIIPR13 insertion

was determined, after DNA sequencing, to be in a gene

(GenBank accession no. AY743587) highly homologous to

fliH of Escherichia coli (BlastX E-value: 5e�54; 57% identity),

encoding a positive regulator of FliI, the ATPase responsible

for driving flagellar protein export (Macnab, 2003).

Comparison of patterns of total pelleted extracellular proteins

extracted from Ea wt and Ea fliH grown on low hrp-IM allowed

the identification of the Ea wt flagellin as a 32 kDa protein and

confirmed that Ea fliH is unable to export flagellin (Fig. 1b).

Inoculation of apple seedlings with Ea wt or Ea fliH

showed that Ea fliH is as virulent as Ea wt when sprayed on

injured plants, but significantly less virulent than Ea wt

when sprayed on noninjured plants where bacteria must

move by themselves to the natural infection sites such as

stomata on the leaves (Fig. 1c).

Comparison of flagellar synthesis in low or high
hrp-IM

Motility and flagellin export of Ea wt and hrp mutants of

this strain (Ea hrpsec, Ea hrpL and Ea hrpS) were compared

Fig. 1. Comparison of (a) motility, (b) flagellin export visualized in

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (1) and im-

munoblot (2) and (c) virulence of Ea fliH and Ea wt. F, flagellin. Bars are

means from three independent experiments with three replicates of 10

plants per experiment. Bars with the same letter represent percentages

of diseased plants that are not significantly different at Po 0.05.
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in vitro on low and high hrp-IM. Results showed that Ea wt

was highly motile and exported large amounts of flagellin

when grown on low hrp-IM. In contrast Ea wt exhibited

weaker motility and secreted smaller amounts of flagellin

when cultivated on high hrp-IM (Fig. 2). This differential

motility was not because of difference in growth, as growth

rates of Ea wt cultivated in high hrp-IM showed a delay of

15 h when compared with low hrp-IM (data not shown)

whereas the delay needed to reach the same colony diameter

in the motility test was more than 48 h between the two

media. Motility of various wild-type strains of Erwinia

amylovora (Table 1) was also tested on low and high hrp-

IM. A differential motility between these two media was

found for each strain, thus demonstrating that this response

was not strain specific.

Among the hrp mutants tested, only Ea hrpL expressed a

higher motility and exported larger amounts of flagellin

than Ea wt when grown on high hrp-IM (Fig. 2B). This

differential motility and export of flagellin were not ob-

served in bacteria grown on low hrp-IM (Fig. 2A). Again this

difference was not because of difference in growth, as Ea wt

and hrp mutants showed similar growth rates when culti-

vated on high or low hrp-IM (results not shown). Electron

micrographs of bacteria showed that in high hrp-IM, corre-

sponding to apoplastic conditions, strains expressing hrpL,

i.e. Ea wt, Ea hrpsec and Ea hrpS, were scarcely flagellated on

no more than 10% of the cells, while Ea hrpL had several

peritrichous flagella on about 80% of the cells (Fig. 3).

To prove that HrpL was involved in the down-regulation

of flagellar synthesis, we complemented the hrpL mutation

with pMAB71, which carries a wild-type hrpL gene. As

expected, complementation of Ea hrpL fully restored the

ability of the mutant to elicit an HR and to infect apple

seedlings (results not shown). Then we compared motility

and flagellin export of strains expressing HrpL, either the

genomic copy or in trans from pMAB71, on high hrp-IM.

The resulting transformants were significantly less motile

and exported less flagellin than Ea hrpL containing the

plasmid alone (Fig. 4).

Fig. 2. Motility (a) and flagellin export (b) on low (A) and high (B) hrp-IM

of Ea wt, Ea hrpsec, Ea hrpS and Ea hrpL. Motility values are colony

diameter means � SEM (mm) from three experiments with three

replicates per experiment. Values followed by the same letter are not

significantly different at Po 0.05. F, flagellin.

Fig. 3. Electron micrographs of Ea wt, Ea

hrpsec, Ea hrpS and Ea hrpL grown on high

hrp-IM. The experiment was repeated twice with

similar results. Bar = 1mm

Fig. 4. Motility (a) and flagellin production (b) on high hrp-IM of the

hrpL mutant carrying pUC18 (1) or pMAB71 (2) and Ea wt carrying

pUC18 (3) or pMAB71 (4) used as controls. Similar results were obtained

in three independent experiments.
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Discussion

In this paper, we present evidence that hrp and flagellar

systems are inversely regulated in Erwinia amylovora, and

that HrpL, the positive key regulator of the hrp cluster, is

required in the down-regulation of flagellar synthesis in hrp-

inducing conditions, i.e. under conditions resembling those

in the host apoplast. Incidentally, our work allowed the first

estimation of the molecular mass of the flagellin of

E. amylovora (32 kDa).

We assayed the virulence of a nonmotile mutant FB2208

(FliH) on apple seedlings using an inoculation method that

required bacteria to move towards the infection sites. Our

work definitely confirms that motility is necessary for full

virulence in E. amylovora as previously suggested using an

undefined chemically induced nonmotile variant and other

bioassays (Bayot & Ries, 1986). The virulence of the nonmotile

mutant can be fully recovered by inoculating the strain on

injured leaves. Other plant pathogens such as Ralstonia

solanacearum also need motility to invade host plants effi-

ciently (Tans-Kersten et al., 2001). Therefore, it is possible that

this phenomenon may be general in necrogenic plant patho-

gen. Similarly motility and virulence have often been asso-

ciated in animal-pathogenic bacteria. In most cases motility is

needed in an initial step of the infection process, e.g. move-

ment towards infection sites, adherence or penetration, but

appears unnecessary afterwards (Moens & Vanderleyden,

1996; Tans-Kersten et al., 2001; Josenhans & Suerbaum, 2002).

High bacterial motility on low hrp-IM plates and low

motility on high hrp-IM suggest inverse regulation between

flagellar and hrp systems in E. amylovora. These results suggest

that bacteria display a motility when hrp genes are not induced,

which is likely to be the case before infection, on flower stigma

surface where E. amylovora multiplies actively but superficially

(Thomson, 1986), and switch off their flagellar system when hrp

genes are induced, which is the case in the plant after infection.

However, specific in planta assays would be needed for further

demonstration of this hypothesis.

Switching off flagellar synthesis may be vital for the

bacteria because flagellins are often considered as general

elicitors of antimicrobial plant defense responses (Gomez-

Gomez & Boller, 2002) even if exception has been made for

R. solanacearum (Pfund et al., 2004). The actual eliciting

ability of flagellin of E. amylovora is not known. However,

our present results showing that Ea hrpL maintains high

motility in plant-mimicking conditions, together with our

recent demonstration (Faize et al., 2006) that Ea hrpL elicits

apple defenses and protects plant tissues against subsequent

fire blight infection (unlike the TTSS mutant Ea hrpsec), are

consistent with the hypothesis that elicitation of defense

(and then protection from infection) is because of a larger

amount of flagellins exported by Ea hrpL, and therefore that

flagellins of E. amylovora could indeed act as general elicitors

in apple. However, induction of apple defense responses by

purified flagellin remains to be demonstrated.

Overproduction of flagella by Ea hrpL in plant-mimick-

ing conditions and complementation experiments demon-

strates that HrpL, either directly or indirectly, negatively

regulates the flagellar system in E. amylovora. It is interesting

to note that a hrpS mutation has no effect on the flagellar

system in our experimental conditions, although hrpL

expression is partly regulated by hrpS. According to Wei

et al. (2000), a hrpS mutant, although not pathogenic, is still

able to produce some HrpL (one-sixth of the reference

level). Our results taken together with those of Wei et al.

(2000) suggest that a threshold level of HrpL protein is

necessary to get a fully functional TTSS system, but that

such a threshold is not necessary to exert a negative

regulation on the flagellar system. One hypothesis could be

that the repression of only one operon may be sufficient to

repress motility, while several hrp secretory and effector

operons must be simultaneously activated to get a func-

tional TTSS.

Mechanisms mediating an opposite regulation between

flagellar and virulence systems and described so far in

pathogenic bacteria may involve global regulators, such as

PrfA in Listeria monocytogenes (Michel et al., 1998) or PhcA

in R. solanacearum (Clough et al., 1997). With regard to

Proteobacteria containing a virulence-associated TTSS,

these mechanisms may also involve regulators that are near

the top of the hierarchy of one of the two systems, such as

the two-component response regulator SirA of virulence

genes in Salmonella enterica or Escherichia coli (Goodier &

Ahmer, 2001), or the master regulatory operon flhDC of the

flagellum in Yersinia enterocolitica (Bleves et al., 2002). In

contrast, our work presents evidence that implicates an

alternative s factor located near the bottom of the regula-

tory cascade of the TTSS of E. amylovora and described so

far as regulating only limited and dedicated target hrp

operons. It therefore demonstrates a new level of regulation

between virulence and motility.

The mechanism by which the s factor HrpL negatively

controls flagellum expression remains to be determined. It

may be indirect, i.e. through the control of expression of a

negative regulator of the flagellar system. It may be also

direct, based on s factor antagonism as described between

alternative s factors in animal pathogens (Huang et al.,

1998; Boucher et al. 2000) and because of partial over-

lapping promoter sequences. The fact that flagellar export

and Hrp systems are evolutionarily related (Gophna et al.,

2003) could support this hypothesis of joint regulation.
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Abstract 1 

Deciphering the mechanisms enabling plant pathogenic bacteria to disperse, colonize and 2 

survive on their hosts provides the necessary basis to set up new control methods. We 3 

evaluated the role of bacterial attachment and biofilm formation in host colonization 4 

processes for Xanthomonas fuscans subsp. fuscans on its host. This bacterium is responsible 5 

for the common bacterial blight of bean (Phaseolus vulgaris), a seedborne disease. The five 6 

adhesin genes (pilA, fhab, xadA1, xadA2 and yapH) identified in X. fuscans subsp. fuscans 7 

CFBP4834-R strain were mutated. All mutants were altered in their abilities to adhere to 8 

polypropylene or seeds. PilA was involved in adhesion and transmission to seeds, and 9 

mutation of pilA led to lower pathogenicity on bean. YapH was required for adhesion to 10 

seeds, leaves and abiotic surfaces but neither for in planta transmission to seeds nor 11 

aggressiveness on leaves. Transmission to seeds through floral structures did not require any 12 

adhesins. Conversely, all mutants tested, except in yapH, were altered in their vascular 13 

transmission to seeds. In conclusion, we showed that adhesins are implicated in the various 14 

processes leading to host phyllosphere colonization and transmission to seeds by plant 15 

pathogenic bacteria. 16 

 17 

Additional keywords: autotransporter, fimbrial, non-fimbrial, two-partner secretion system, 18 

type IV pili, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. 19 

 20 
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Introduction 1 

Adhesion to host tissues is essential for successful infection by many microbial 2 

pathogens (Cao et al. 2001). Adhesion role in virulence was demonstrated for plant pathogens 3 

(Astua-Monge et al. 2005; Feil et al. 2007; Matthysse and McMahan 1998; Ojanen-Reuhs et 4 

al. 1997; Rosenblueth and Martinez-Romero 2006) and for animal bacterial pathogens (Barak 5 

et al. 2005; Gorski et al. 2003). The bacterial surface structures important for adhesion cover 6 

a broad group of fimbrial and non-fimbrial structures commonly known as adhesins (Barnhart 7 

and Chapman 2006; Hultgren et al. 1993; Klemm and Schembri 2000; Latasa et al. 2006). 8 

The fimbrial proteins include the type IV pili that deserve much interest (Craig et al. 2004). 9 

The type IV pili are polymeric assemblies of the protein pilin expressed by many Gram-10 

negative bacteria (Craig et al. 2004; Pizarro-Cerda and Cossart 2006). Unlike other types of 11 

pili, type IV pili not only participate in adhesion to host cells (Carbonnelle et al. 2006; Finlay 12 

and Falkow 1997; Mattick 2002; Tobe and Sasakawa 2002), but are also involved in a 13 

surprisingly high number of functions (Merz et al. 2000), including bacterial aggregation, 14 

microcolony formation and more complex biological functions such as DNA transformation 15 

and a form of surface translocation known as twitching motility (Kaiser 2007; Merz et al. 16 

2000). The non-fimbrial adhesins are widely represented in α-, β- and γ-proteobacteria and 17 

contain different classes of proteins implied in bacterial attachment (Gerlach and Hensel 18 

2007; Pizarro-Cerda and Cossart 2006). These proteins belong to the autotransporter family 19 

containing the trimeric autotransporters (ex: XadA and YadA proteins) (Cotter et al. 2005; 20 

Koretke et al. 2006) and to the two-partner secretion system as do filamentous hemagglutinin 21 

(ex: FhaB and YapH) (Mazar and Cotter 2006).  22 

Sequenced genomes of plant pathogenic xanthomonads (da Silva et al. 2002; Lee et al. 23 

2005; Thieme et al. 2005) contain many genes coding surface adhesion structures and 24 

comparative genomic studies suggested that they may play key roles in pathogenicity of 25 
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strains on plants (da Silva et al. 2002). Xanthomonas citri subsp. citri and X. campestris pv. 1 

campestris have genes for type IV fimbrial pili, for several proteins which could act as non-2 

fimbrial adhesins (Astua-Monge et al. 2005; Thieme et al. 2005), such as homologs of the 3 

Yersinia proteins YapH and YadA (Hoiczyk et al. 2000) and for other filamentous 4 

hemagglutinin proteins (Astua-Monge et al. 2005). YadA mediates adherence to epithelial 5 

cells and autoagglutination (Hoiczyk et al. 2000). Homologs of YadA have been found in 6 

several plant and animal pathogenic bacteria (Nummelin et al. 2004), e.g., in X. oryzae pv. 7 

oryzae, where XadA was shown to play a role of virulence factor (Ray et al. 2002). Retractile 8 

pili of Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 had no apparent effect on pathogenicity but 9 

enhance tolerance to environmental conditions such as exposure to UV light (Roine et al. 10 

1998). Furthermore, homologs of filamentous hemagglutinin are also present in the plant 11 

pathogens Erwinia chrysanthemi (Kim et al. 1998) and Xylella fastidiosa and their 12 

involvement in attachment and virulence has been demonstrated (Feil et al. 2007; Guilhabert 13 

and Kirkpatrick 2005; Rojas et al. 2002). The presence of numerous genes coding for surface 14 

structures in xanthomonads genomes may indicate a general importance of these proteins in 15 

xanthomonads lifestyle. In natural settings, bacteria prefer a sedentary lifestyle in 16 

communities to a nomadic existence (Costerton et al. 1999; Danhorn and Fuqua 2007; 17 

O'Toole et al. 2000; West et al. 2006). Aggregation followed by biofilm formation is a 18 

strategy used by Xanthomonas fuscans subsp. fuscans during colonization of bean 19 

phyllosphere for its protection from stresses and maintenance of inoculum reservoirs (Jacques 20 

et al. 2005). 21 

Seeds are the carriers of numerous plant pathogens. Seedborne bacterial plant 22 

pathogens are of particular concern because, unlike seedborne fungi, strategies for the 23 

management of bacterial diseases are very limited given the rare and antiquated chemical 24 

options available. X. fuscans subsp. fuscans (Schaad et al. 2005) and X. axonopodis pv. 25 
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phaseoli (Vauterin et al. 1995; Vauterin et al. 2000) are causal agents of common bacterial 1 

blight of bean (Phaseolus vulgaris L) a seedborne disease (Vidaver 1993). These pathogens 2 

are transmitted to seeds during cultivation of mother plants. Transmission of pathogens to 3 

seeds has been reported to occur through three pathways: i) seeds can be internally 4 

contaminated via the host xylem, as it occurs for virus transmission, some fungi and other 5 

bacteria. This usually results in the invasion of seeds through the hilum; ii) seeds may also 6 

become infested via the pistil, where bacteria move from the stigma through the stylar tissues 7 

down to the embryo, and finally iii) an external contamination of seeds occurs via fruits as a 8 

consequence of contact of the seed with fruit tissue showing symptoms, or at harvest and 9 

during threshing with residues carrying large bacterial populations (Maude 1996). While there 10 

is accumulating data concerning plant-pathogen interactions during vegetative growth, the 11 

interactions of bacterial pathogens with reproductive organs have not yet received much 12 

attention, and therefore almost nothing is known on the molecular mechanisms underlying the 13 

transmission of bacterial pathogens to seeds. We recently showed that the type III secretion 14 

system (T3SS) which is a major pathogenicity determinant of plant pathogenic bacteria 15 

(Gurlebeck et al. 2006; Puhler et al. 2004) is strongly involved in the bean colonization of 16 

seeds by X. fuscans subsp. fuscans (Darsonval et al. 2008). Unlike the wild-type strain, strains 17 

with mutations in T3SS regulatory and structural genes are not transmitted to seeds by 18 

vascular pathway. Transmission to seeds by floral structures remains possible but with a low 19 

efficiency for both type of mutants (Darsonval et al. 2008).  20 

The intent of the present study was to investigate the role of fimbrial and non-fimbrial 21 

proteins of X. fuscans subsp. fuscans in phyllosphere (i.e. the environment of leaf surfaces, 22 

Hirano and Upper, 2000) colonization and transmission to the seeds. Here, we report the 23 

identification and the characterization of one fimbrial and four non-fimbrial proteins in 24 

X. fuscans subsp. fuscans strain CFBP4834-R and their role in the in vitro adhesion and 25 
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biofilm formation. We also compared their individual contribution in the CFBP4834-R 1 

behavior during bean asymptomatic colonization of leaves and transmission to seeds. 2 

 3 

Results 4 

 Five genes coding adhesins were identified and disrupted in X. fuscans subsp. 5 

fuscans. Among adhesins that have been previously identified in xanthomonads (da Silva et 6 

al. 2002; Lee et al. 2005; Qian et al. 2005; Thieme et al. 2005; Szureck et al. 2006) 7 

homologues of pilA (XAC3805), fhaB (XAC1815), xadA1 (XCV3670), xadA2 (XCV3672) and 8 

yapH (XAC2151) genes were detected by PCR with specific primers (Table 1) in X. fuscans 9 

subsp. fuscans strain CFBP4834-R. The nucleotide sequences of the PCR fragments 10 

confirmed the identity of the target genes (data not shown). Mutation of the pilA resulted in a 11 

deletion of 108 nucleotides from the 268 bp position. A stop codon was inserted after the 12 

273th nucleotide position. We verified using the InterProScan software that the remaining 91 13 

amino acids did not present any functional domain. Mutation of the other genes resulted in an 14 

insertion of the pVO155 in the recombining sequence by simple crossing-over. PCR 15 

amplifications using specific primer sets (Table 1) confirmed that pVO155 unique insertions 16 

were at the correct positions in mutated strains. Southern blot hybridizations confirmed the 17 

single plasmid insertion event. Growth rates of the wild type CFBP4834-R and of every strain 18 

mutated in each adhesin genes were similar in 10% TSB, indicating that mutations did not 19 

impair the in vitro growth of the corresponding strain (data not shown). Furthermore, all 20 

constructions were stable both in vitro and in planta as no reversions were observed in vitro 21 

after 54 generations without selection pressure. Population sizes of each mutant enumerated 22 

from leaf samples on non-selective medium were not significantly (p>0.05) higher than those 23 

enumerated on selective medium. The RT–PCR confirmed that no mRNAs were transcribed 24 

from the disrupted genes in strains with mutations in fhaB, xadA1, xadA2 and yapH (Fig.1).  25 
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 Mutation in yapH suppressed adhesion to abiotic and biotic surfaces and biofilm 1 

formation in X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R. The crystal violet incorporation 2 

assay revealed that 4834YAPH mutant was totally defected in adhesion to polypropylene (PP) 3 

surface, a relatively hydrophobic surface (Fig. 2). The capacities of adhesion to PP were also 4 

significantly (p<0.05) decreased for three other mutants: 4834PILA, 4834FHAB and 5 

4834XADA2. In contrast, the mutant 4834XADA1 did not show any significant (p>0.05) 6 

differences in adhesion to PP, as compared to the wild-type. According to Yap et al. (2005) 7 

biofilms are defined as aggregates of cells around the edge of the culture tube at the air-8 

liquid-surface interface and pellicles as thick aggregates of cells on the culture surface. As 9 

biofilm and pellicle formations were never visible for cultures in PP plates, we modified a 10 

method developed by Yap et al. (2005) for Erwinia chrysanthemi to look for such formations 11 

in our strains. Briefly this method is based on a stationary culture in a rich liquid medium in 12 

glass tubes. We added a step of biofilm coloration with crystal violet. No pellicles were 13 

visible for any strains. Biofilm formation was altered only for 4834YAPH mutant compared 14 

to wild type with a quasi absence of biofilm formation for this mutant (Fig. 3).  15 

 Adhesion capacities on biotic surfaces were significantly altered for the five mutants 16 

compared to the wild type (Fig. 4). Adhesion to bean seeds was evaluated after 25 min and  17 

2 h of contact time between cells and seeds. The decreased adhesion capacities observed for 18 

every mutant were noticed both after the short and the long time of contact, except for 19 

4834XADA2. For this particular mutant a significant (p<0.05) lesser adhesion than for the 20 

wild type was noticed only after the longer time of contact. Adhesion to bean seeds of every 21 

mutant was lower after 2 h than after 25 min of contact while adhesion to bean seeds of the 22 

wild type did not vary in time. Although XadA2 role appeared only after the longer time of 23 

contact between seeds and cells, adhesion measures to a biotic surface suggest that all five 24 

adhesins were required for the adhesion on seeds and were not redundant.  25 
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 Mutation in pilA decreased aggressiveness of X. fuscans subsp. fuscans on bean. 1 

When inoculated onto bean leaves every mutant (4834PILA, 4834FHAB, 4834XADA1, 2 

4834XADA2 and 4834YAPH) was able to cause typical water-soaked spots. However, 3 

4834PILA mutant was significantly less aggressive than the wild type strain as revealed by 4 

inoculation at a low concentration (1 × 106 CFU/ml) (Fig. 5). Conversely, the pathogenicity of 5 

4834YAPH was significantly (p<0.05) higher than that of the wild type when inoculated at 1 6 

× 107 CFU/ml.  No significant differences were observed for other mutants in comparison to 7 

the wild-type.  8 

 Mutation in yapH of X. fuscans subsp. fuscans partially altered its capacity to 9 

colonize bean phyllosphere. To quantify the whole bacterial population sizes colonizing the 10 

phyllosphere a rough stomaching of leaves was used. To quantify endophytic population sizes 11 

and populations aggregated in biofilms and adherent to leaf surfaces, leaves were disinfected 12 

with chloroform vapors before stomaching (Pruvost et al., submitted). Verifications of the 13 

efficacy of chloroform vapors disinfection method included that (i) 90% to 99% of solitary 14 

cells deposited on bean leaf surfaces were killed following a chloroform treatment right after 15 

leaves had dried (Fig. 6); and (ii) all cells that were infiltrated into intercellular spaces of the 16 

leaf mesophyll were not (data not shown).  17 

Capacities to colonize the phyllosphere was similar for strains 4834PILA, 4834FHAB, 18 

4834XADA2, 4834YAPH and the wild type CFBP4834-R when determined after stomaching 19 

of leaves (Fig. 6A). No differences were observed among the dynamics and the population 20 

sizes. However, when the leaf surfaces were disinfected with chloroform vapors, bacterial 21 

population enumeration showed that the remaining population sizes of 4834YAPH were 22 

significantly (p<0.05) lower than those of the wild type eleven days after inoculation (Fig. 23 

6B). No such differences were observed at the previous sampling dates and for other strains. 24 

Similar results were observed for the independent repetitions of the experiment. These results 25 
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suggest that 4834YAPH was not able to adhere to leaf surfaces and form biofilms. Indeed, we 1 

confirmed in vitro that wild-type planktonic cells were more sensitive to chloroform vapors 2 

than cells in biofilms. Less than 2% of the planktonic cells survived to chloroform vapors 3 

whereas about 33% of the aggregated cells survived. Mean control biofilm cell densities were 4 

3.3 × 104 CFU/ml whereas mean chloroform treated biofilm densities were 1.1 × 104 CFU/ml. 5 

Values for planktonic cells were 8.9 × 106 CFU/ml and 1.5 × 105 CFU/ml, respectively. 6 

Hence, aggregation in biofilms protected cells from chloroform vapors. As yapH was required 7 

for in vitro biofilm formation, the in planta susceptibility of 4834YAPH populations to 8 

disinfection with chloroform vapors strongly suggests that 4834YAPH did not form biofilms 9 

in the phyllosphere compared to the wild type (Jacques et al. 2005).  10 

Mutation in pilA and fhaB altered transmission of X. fuscans subsp. fuscans to 11 

seeds. According to the method developed by Darsonval et al. (2008) to monitor bacterial 12 

transmission to bean seeds plants at the flower bud-stage were spray-inoculated with 13 

suspensions of the wild type or mutated strains. With this inoculation procedure all aerial 14 

organs of plants (mainly leaves and buds) were contaminated on their surfaces; later bacteria 15 

could ingress in tissues. Using this inoculation procedure contamination of seeds could result 16 

from a vascular colonization following bacterial penetration by hydathodes and from a floral 17 

contamination following bud and flower colonization. We observed that the 4834PILA 18 

mutant was the most altered in its ability to transmit to bean seeds, with the lowest 19 

transmission rate (p<0.05) (Table 2). Transmission rate of 4834FHAB mutant was affected 20 

compared to the wild type although not significantly (p>0.05). Transmission rates of 21 

4834XADA1, 4834XADA2 and 4834YAPH mutants were similar or even slightly higher 22 

than that of the wild type strain. Bacterial population sizes on seeds were not significantly 23 

different among strains. Thus, PilA was clearly involved in the bacterial transmission to bean 24 

seeds. The contributions of the other adhesins seemed less obvious. For a better understanding 25 
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of their respective contribution it was necessary to differentiate the different contamination 1 

pathways and the role of each adhesin in the floral and vascular pathways.  2 

 Mutation in pilA, fhaB, and xadA2 limited vascular transmission of X. fuscans 3 

subsp. fuscans to seeds but not its transmission through the floral pathway.  4 

To monitor bacterial transmission to seeds through the vascular pathway, bacteria 5 

were sprayed on leaves while floral structures of the plants were protected from any aerial 6 

contamination by cellophane bags. With this method, only bacteria that are endophytes or that 7 

colonize the vascular system can move from the leaf surfaces to seeds (Darsonval et al. 2008). 8 

Only the wild type (CFBP4834-R) and 4834YAPH were able to transmit to seeds with high 9 

frequencies through the vascular pathway (Table 3). Frequencies of transmission to seeds 10 

were low for 4834PILA, 4834FHAB and 4834XADA2. Mean bacterial population sizes on 11 

seeds were low (Table 3). To monitor bacterial transmission to seeds through the floral 12 

pathway, inoculum was directly deposited into flower buds. None of the selected mutants in 13 

the non-fimbrial adhesins (4834FHAB, 4834XADA2 and 4834YAPH) was impaired in its 14 

ability to infect seeds through the floral pathway as transmission rates and associated 15 

population sizes were high and similar to those of the wild type (Table 3). When originating 16 

from the vascular pathway, mean bacterial population sizes on seeds were lower than 17 

populations on seeds contaminated through the floral structures (Table 3). Altogether, these 18 

results suggest that PilA, XadA2 and FhaB were required for a vascular transmission to bean 19 

seeds but not through the floral pathway; YapH was not involved in bacterial transmission to 20 

seeds either through the floral or the vascular pathways.   21 

 22 

Discussion 23 

To gain insight into the dynamics of X. fuscans subsp. fuscans-host interactions during 24 

colonization processes we analyzed the role of bacterial surface structures in survival and 25 
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multiplication on leaves, transmission and adhesion to seeds. In planta characterization of 1 

mutant behavior followed the determination of the role of adhesins in bacterial adhesion in 2 

vitro, and formation of biofilms. The five different genes coding adhesin structures identified 3 

in X. fuscans subsp. fuscans contributed at various levels in host colonization. While pilA was 4 

involved in bacterial adhesion to seeds and transmission to seeds, yapH was essential for 5 

adhesion to seeds, leaves and abiotic surfaces but not for in planta transmission to seeds. The 6 

contributions of xadA1, xadA2 and fhaB were partial in seed adhesion and transmission to 7 

seeds. The only significant impact of the mutations in bacterial phyllospheric colonization 8 

was the lesser resistance of 4834YAPH to chloroform vapors manifesting its alteration in 9 

biofilm formation.  10 

Dispersion of a pathogen is a major determinant of fitness (Fenton et al. 2002; 11 

McCallum et al. 2001). Transmission by seeds is one of the most efficient means of 12 

dispersion for the majority of the plant pathogenic bacteria (Gitaitis and Walcott 2007). 13 

However, determinants of this biological process are still poorly understood. Recently, we 14 

demonstrated that the T3SS of X. fusans subsp. fuscans and its master regulators HrpG and 15 

HrpX are major determinants of bacterial transmission to seeds (Darsonval et al. 2008). 16 

Mainly, T3SS regulatory and structural genes are required for bacterial transmission to seeds 17 

through the vascular pathway. Here, we showed that PilA fimbrial protein and in a lesser 18 

extent XadA1 and FhaB were also involved in transmission of X. fuscans subsp. fuscans to 19 

bean seeds by the vascular pathway. The intimate mechanisms depending on adhesins and 20 

resulting in bacterial colonization of xylem vessels and ultimately transmission to seeds 21 

remain however to be discovered. Darsonval and colleagues (2008) showed that T3SS is also 22 

implicated in the bacterial transmission through the floral pathway. In contrast, here we 23 

showed that none of the adhesins seemed to be required for transmission to seeds through the 24 

floral pathway. This is consistent with the fact that flowers are considered excellent microbial 25 
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habitats being well supplied with nutrients (Ngugi and Scherm, 2006) and offering protected 1 

habitats against abiotic stresses. Furthermore flowers provide short-lived but non hostile 2 

environments to microbes (Stockwell, 2005) and long-term advantages conferred by adhesion 3 

and aggregation in biofilms are not necessary to survive in this ephemeral habitat and have no 4 

time to take place.  5 

Although both fimbrial and non fimbrial adhesins appeared to contribute to initial 6 

attachment to abiotic surfaces such as PP, YapH played an essential role in this step. Mutation 7 

in yapH totally impaired X. fuscans subsp. fuscans for in vitro adhesion to PP. In contrast, 8 

mutation in pilA, fhaB and xadA2 modified partially adhesion capacities of X. fuscans subsp. 9 

fuscans to this surface. Our results confirmed a recent study suggesting that non-fimbrial 10 

HxfB proteins (filamentous hemagglutinins) of Xylella fastidiosa are involved in the adhesion 11 

on glass, another abiotic surface (Feil et al. 2007). As observed for X. fastidiosa (Feil et al. 12 

2007) we did not see evidence of cell-to-cell aggregates formed within broth cultures for 13 

X. fuscans subsp. fuscans wild-type but, instead, biofilm formation (i.e. aggregation of cells to 14 

each other after some cells had attached to a surface). Although adhesion to PP surface was 15 

decreased for mutants in fimbrial (PilA) and non-fimbrial adhesins (FhaB and XadA2), all 16 

mutants in adhesins except in non-fimbrial YapH were still able to initiate attachment to 17 

abiotic surfaces, the first step in biofilm formation. Hence we can speculate as Feil et al. 18 

(2007) did that the process of biofilm formation involves the sequential contribution of 19 

primarily and essentially a non-fimbrial adhesin (YapH for X. fuscans subsp. fuscans) to 20 

initial attachment of cells to the abiotic surface; whereas secondarily cells can be added to the 21 

primarily colonists by a process involving pili. We cannot eliminate the possibility of other 22 

adhesins involved in this phenomenon. Sequencing of X. fuscans subsp. fuscans genome may 23 

reveal the existence of other genes coding adhesins that we could not identified with our 24 

strategy. Results found for the adhesion to biotic surfaces are also consistent with this model 25 
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in which adhesins contribute sequentially in adhesion to surface and later on to cell-to-cell 1 

aggregation. FhaB and YapH are necessary for initial attachment as determined after 25 min 2 

of contact time between seeds and bacterial suspensions. Contribution of other adhesins and 3 

especially the fimbrial one, PilA, is dominant later. 4 

Several adhesins of X. fuscans subsp. fuscans seems to be involved in its pathogenicity 5 

on bean. Indeed, we observed that aggressiveness of X. fuscans subsp. fuscans on bean was 6 

strongly attenuated by the disruption of pilA, but increased by the disruption of yapH and 7 

remained unmodified for other genes coding adhesins. As previously shown for fimbrial 8 

adhesins of Ralstonia solanacearum, X. citri subsp. citri and X. campestris pv. hyacinthi 9 

(Kang et al. 2002; Ojanen-Reuhs et al. 1997; van Doorn et al. 2001) the type IV pili of X. 10 

fuscans subsp. fuscans contributed to aggressiveness on its host, as revealed by the mutation 11 

of pilA. In contrast, mutation of yapH increased aggressiveness of X. fuscans subsp. fuscans. 12 

It has previously been shown that yapH could act as an antivirulence gene (Foreman-Wykert 13 

and Miller 2003). Mutations in such locus result in a hypervirulent phenotype, as measured by 14 

a lower lethal dose and a colonization advantage (Foreman-Wykert and Miller 2003). We 15 

were not able to show any substantial involvement of other adhesins in pathogenicity of 16 

X. fuscans subsp. fuscans on bean even with different inoculum concentration and inoculum 17 

procedures (data not shown). Results obtained separately for mutants of Xyllella fastidiosa in 18 

HxfA (Guilhabert and Kirkpatrick 2005) and HxfB (Feil et al. 2007) adhesins were however 19 

not consistent: mutant in the hxfA produced more severe symptoms, and earlier grapevine 20 

death, while mutant in hxfB exhibited lower incidence of disease. The non-fimbrial adhesin 21 

XadA is required for optimum virulence in X. oryzae pv. oryzae (Ray et al. 2002). For 22 

Erwinia chrysanthemi, Rojas and associates (2002) reported that each mutant in filamentous 23 

hemagglutinin HecA have limited leaf surface attachment and aggregate formation, failed to 24 

express macerating enzymes and were avirulent. Furthermore hecA::Tn7 hemagglutinin 25 
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mutant was reduced in virulence on Nicotiana
 
clevelandii seedlings after inoculation without 1 

wounding (Rojas et al. 2002).  2 

YapH is the only adhesin of X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R required for a 3 

complete phyllosphere colonization process, as demonstrated by quantification of population 4 

sizes adherent to leaves following surface disinfection with chloroform vapors. This behavior 5 

of the strain 4834YAPH mutated in yapH could be associated with its total incapacity to 6 

adhere to biotic and abiotic surfaces and to form biofilms. This disadvantage for surface 7 

colonization under highly stressful conditions could be in turn an advantage as it could allow 8 

extensive colonization of vessels, leading to an extensive development of symptoms. This 9 

hypothesis can be supported by data obtained with the pathosystem X. fastidiosa and Vitis 10 

vinifera (Guilhabert and Kirkpatrick 2005). In this case, ability to form biofilms in planta 11 

leads to the congestion of some rare vessels while for mutants in rpfF, a high proportion 12 

(>80%) of vessels were colonized by large population sizes of planktonic cells able to 13 

disperse in vascular system and consequently to provoke symptoms (Newman et al. 2004). 14 

This is coherent with the efficient transmission of 4834YAPH of X. fuscans subsp. fuscans 15 

mutated in yapH to bean seeds through the vascular pathway. This last observation allows us 16 

to confirm that yapH is required for leaf adhesion and more generally for biofilm formation 17 

on leaf surfaces but not for its ingress in host tissues.  18 

Pathogenic bacteria have evolved an incredibly large and diverse array of adhesion 19 

proteins to exploit a variety of host-cell surface component (Pizarro-Cerda and Cossart 2006). 20 

The results reported in this study present the individual and complementary contribution of 21 

five adhesins of X. fuscans subsp. fuscans during the colonization of the phyllosphere and the 22 

transmission to the seeds. These results are coherent with the idea that xanthomonads host a 23 

large repertoire of bacterial surface structures necessary to exploit the various environments 24 

they have to face in their life. Indeed, we showed that each of the five identified adhesins in 25 
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X. fuscans subsp. fuscans was involved in at least one of the various steps of the phyllosphere 1 

and the anthosphere colonization during the colonization of its host. 2 

 3 

Materials and Methods 4 

 5 

Bacterial strains, plasmids and growth conditions. The bacterial strains and 6 

plasmids used in this study are described in Table 4. Xanthomonad strains were grown at 7 

28°C in 10% TSA medium (1.7 g/l tryptone, 0.3 g/l soybean peptone, 0.25 g/l glucose, 0.5 g/l 8 

NaCl, 0.5 g/l K2HPO4 and 15 g/l agar), 10% TSB (10% TSA without agar) or in MME 9 

minimal medium (10.5 g/l K2HPO4, 5.4 g/l KH2PO4, 1 g/l (NH4)2SO4 supplemented with 10 

glutamate 20mM, MgSO4 1mM and casamino acids 0.15 g/l) (Arlat et al. 1991). Escherichia 11 

coli cells were cultivated at 37°C in Luria Bertani medium (10 g/l tryptone, 5 g/l yeast extract, 12 

5 g/l NaCl, 15 g/l agar). SOB + Glycerol (SOBG) medium (Yap et al. 2005) was used to 13 

induce aggregation in glass tubes. Media were supplemented with appropriate antibiotics. 14 

Antibiotics were used at the following final concentrations: rifamycin (R): 50 mg/l; 15 

kanamycin (Km): 25 mg/l; rifampicin (Rif): 50 mg/l; chloramphenicol (Cm): 12.5 mg/l and 16 

tetracyclin (Tet): 10 mg/l. For in planta studies media were supplemented with 50 mg/l 17 

cycloheximide and 10 mg/l propiconazole to inhibit fungal growth. To prepare inocula, 18 

strains were grown 48 h in 10% TSA supplemented with appropriate antibiotics. Bacterial 19 

streak cultures were suspended in sterile water by sterile swab to 1×108 CFU/ml. Suspensions 20 

were adjusted to the desired final concentrations with sterile distilled water. 21 

Plant material. In planta experiments were conducted with a variety of common bean 22 

(P. vulgaris cv. Flavert) susceptible to common bacterial blight. Seeds were provided by 23 

Vilmorin and were considered to be free of X. fuscans subsp. fuscans following the analysis 24 

of about 100,000 seeds per lot with standard tests (International Seed Testing Association, 25 
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2007). When necessary, seeds were sown in 10×10×18 cm pots (1 seed per pot) containing 1 

soil substrate (Neuhaus humin substrat S NF 11-44-551, Proveg, La Rochelle, France). Beans 2 

were grown in growth chamber until the first trifoliate leaf was fully expanded (Michael 3 

1994) or until the flower bud stage (five-week old) (Michael 1994) depending on the 4 

experiments. Beans were grown in growth chambers under 16 h of light at 25°C (28°C for 5 

pathogenicity tests) and 8 h of darkness at 20°C (22°C for pathogenicity tests) and under high 6 

(95%) relative humidity (RH). Before inoculations, plants were incubated under 16 h of light 7 

at 25°C and 8 h of darkness at 20°C and 95 % relative humidity (RH). For experiments on 8 

phyllosphere colonization and transmission to seeds RH was decreased to 50% from two days 9 

after inoculation. Plants were watered three times per week and supplemented with 0.3 g/l 10 

NPK (18/14/18) once a week. Plant inoculations were carried out under quarantine at UMR 11 

PaVé, Centre INRA, Beaucouzé, France. To avoid cross-contaminations, plants receiving a 12 

similar treatment were grouped in growth chamber and were separated by polypropylene 13 

curtains from other treatments. Every experiment with plants was repeated at least three 14 

times. 15 

 Molecular biology techniques. Chromosomal DNA was extracted with the 16 

Nucleospin® tissue kit (Macherey-Nagel Hoerdt, France). Plasmid preps were performed with 17 

the Wizard® Plus Minipreps DNA Purification Systems (Promega). Restriction enzymes, 18 

DNA ligase, GoTaq® DNA Polymerase (Promega) were used according to the manufacturer’s 19 

recommendations. Polymerase chain reactions (PCR) were done in 20 µl volumes containing 20 

200 µM dNTP, 1.5 mM MgCl2, 0.5 µM of each primer (Table 2), 0.4 U/µl GoTaq 21 

polymerase, and 4 µl of a boiled bacterial suspension (1×107 CFU/ml). PCR conditions were 22 

5 min at 94°C followed by 35 cycles of 30 s at 94°C, 30 s at 55°C and 1 min at 72°C and 23 

ended with 7 min at 72°C. Southern hybridizations were performed using gene and vector-24 

specific PCR fragments as probes. Probes were labeled using the PCR Digoxigenin DIG 25 
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labeling mix (Roche Applied Science, France). Genomic DNA was digested by BamHI and 1 

transferred to nylon membrane Hybond N+ (Amersham) according to supplier’s instructions. 2 

Blots were hybridized for 16 h at 42°C in 50% formamide, 5X SSC 20% SDS, 2% blocking 3 

reagent and 0.1% N-lauryl-sarcosine, followed by washes in 2X SSC, 0.1% SDS and 0.1X 4 

SSC, 0.1 % SDS at 68°C. The probes were detected using the Fab fragments of an Anti-5 

digoxigenin antibody conjugated with alkaline phosphatase (Anti-DIG-AP) and Nitro-Blue 6 

Tetrazolium Chloride/5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt NBT/BCIP 7 

solution according to the supplier’s instructions (Roche Applied Science, France).  8 

Total RNA of each strain was isolated by a modification of the method of Piper et al. 9 

(1999). A 2 ml late-exponential-phase culture grown in TSA 10% was centrifugated 30 s at 10 

14,000 × g. The pellet was resuspended in of 600 µl of hot (65°C) Trizol (Invitrogen, France) 11 

and the mixture was shaken at 65°C for 5 min. After 5 min at room temperature, the cell 12 

debris were removed by centrifugation (2,500 × g, 5 min at 15°C) and the supernatant was 13 

transferred to a fresh tube. Chloroform (120 µl) was added to 600 µl of the supernatant, and 14 

the mixture was vortexed vigorously 30 s. After 2 min at room temperature, the phases were 15 

separated by centrifugation at 12,000 × g for 15 min at 4°C, the upper phase (300 µl) was 16 

removed to a fresh tube. Isopropyl alcohol (250 µl) was added and the mixture was incubated 17 

at room temperature for 10 min. The precipitated RNA was collected by centrifugation at 18 

12,000 × g for 20 min at 4°C. The supernatant was removed, and the pellet was washed with 19 

500 µl of 75% ethanol. A new pellet of RNA was collected by centrifugation at 7,500 × g for 20 

5 min at 4°C and was air-dried to near completion. The RNA was dissolved in 89 µl of sterile 21 

double-distilled H2O, and the preparation was treated with 1 µl of DNase (Ambion, Applied 22 

Biosystems, France; 2 U µl-1) to remove contaminating DNA during 1 h at 37°C. The 23 

preparation was heated 10 min at 75°C to inactivate the DNAse and RNA was ethanol 24 

precipitated and dissolved in 50 µl of double-distilled H2O. Five µg of total RNA was reverse 25 
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transcribed into cDNA in a 35 µl volume using 15 µl mix of 11mer primers at 10 µM each 1 

(Fislage et al. 1997), 8 µl dNTP at 2,5 mM, 0.8 µL RNasin (40 U/µl, Promega, France) and 2 

0.2 µl Reverse Transcriptase (200 U/µl, Promega, France). Reaction mixture was incubated 3 

10 min at 65°C, 5 min at 4°C and 1 h at 42°C. The RNA-cDNA mix was ethanol precipitated, 4 

dissolved in double-distilled H2O and used for PCR reactions.  5 

Mutagenesis techniques to construct Xanthomonas fuscans subsp. fuscans 6 

CFBP4834-R mutants in adhesins. Specific primers (Table 2) for each target gene were 7 

designed based on consensus sequences obtained by comparison of sequences from X. citri 8 

subsp. citri strain 306 (da Silva et al. 2002), X. axonopodis pv. vesicatoria strain 85-10 9 

(Thieme et al. 2005), X. oryzae pv. oryzae strain. KACC10331 (Lee et al. 2005) and 10 

X. campestris pv. campestris strain ATCC33913 (Qian et al. 2005) available in the GenBank 11 

database. Multiple alignments were performed using ClustalW2 at the EMBL-EBI. 12 

Identification of homologues of these genes was checked by PCR in the CFBP4834-R. 13 

CFBP4834-R deletion mutant lacking pilA were generated using the allelic exchange vector 14 

pCM184 (Marx and Lidstrom 2002). Two DNA fragments (543 and 604 bp) were PCR 15 

amplified in pilA of X. fuscans subsp. fuscans strain CFBP4834-R using primers described in 16 

Table 2. They were cloned in pCM184 in the ApaI-SacI and EcoRI-NotI cloning sites, 17 

respectively. These cloning sites flanked the loxP sites boarding a kanamycin cassette. A 18 

marker exchange kanamycin resistant mutant of CFBP4834-R was then generated by 19 

triparental mating using the mobilizing Ec K12 (pRK600) (Finan et al. 1986). Unmarked 20 

deletion 4834PILA mutant was generated using the cre-expressing plasmid pCM157. This 21 

plasmid provides expression of a Cre recombinase that catalyses in vivo excision of DNA 22 

regions flanked by co-directional loxP recognition sites (Marx and Lidstrom 2002). The pilA 23 

region of the mutant was sequenced to validate the deletion. Presence of functional domains 24 

in the remaining pilA fragment of the mutated strain was analyzed with InterProScan. 25 

Page 18 of 50Molecular Plant-Microbe Interactions

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

Darsonval, 19, MPMI 

For specific inactivation of other genes in CFBP4834-R, a plasmid-integration 1 

mutagenesis strategy was used as previously described (Oke and Long 1999). Fragment of 2 

each target gene was amplified using specific oligonucleotidic primers (Table 2). The PCR 3 

fragment was ligated into the suicide vector pVO155 (Oke and Long 1999) and this 4 

construction was introduced into E. coli DH5α. PCR fragments cloned into the pVO155 were 5 

sequenced to verify their identity with BlastN (Altschul et al. 1997). Plasmid was transferred 6 

into the strain CFBP4834-R by triparental mating (Arlat et al. 1992; Glazebrook and Walker 7 

1991) using the mobilizing E. coli K12 (pRK600) (Finan et al. 1986). Disruption of each 8 

target gene was verified by (i) PCR using one primer in the plasmid (proR or proF) and a 9 

second primer in the genome outside the recombinant region (Table 2), (ii) Southern blotting 10 

using the recombinant fragment as a specific probe and a vector-specific probe (Table 2) to 11 

confirm single insertion and (iii) RT-PCR to confirm that no mRNA were transcribed from 12 

the mutated gene using specifically designed primers (Table 2). Primers (HrpG-F and HrpX-13 

R2, Darsonval et al. 2008) designed in two contiguous genes with opposite orientations hrpG 14 

and hrpX were used to show the absence of contaminant DNA in each sample. Primers (Table 15 

2) designed in orf3 of the pig locus of X. oryzae pv. oryzae strain BX01 (Goel et al. 2002) 16 

were used as positive control for each sample as this gene is transcribed in our conditions.  17 

The stability of the constructions was verified in vitro by testing the kanamycin 18 

resistance of the insertion mutants. Liquid cultures at initial concentration of 1×106 CFU/ml 19 

of each strain were cultured in 10% TSB without antibiotic selection pressure at 28°C under 20 

constant agitation (120 rpm), 24h later they were 10 times-diluted and grown up again, this 21 

step was repeated during four days. Finally bacterial populations were plated on selective and 22 

non-selective media (10% TSA) and population sizes were compared. Three independent 23 

cultures of every strain were analyzed and the experiment was repeated three times. The 24 

stability of the mutation was also verified in planta by comparison of the bacterial population 25 

Page 19 of 50 Molecular Plant-Microbe Interactions

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

Darsonval, 20, MPMI 

sizes on selective and non-selective media the day of inoculation and at the last sampling 1 

date. To confirm stability of the construction vs. antibiotic resistance acquisition and to check 2 

for cross-contamination among treatments the identity of ten colonies per plant that developed 3 

on the non-selective medium was verified by PCR using specific primers (Table 1). 4 

To assess that mutations had no impact on in vitro growth, growth curves were 5 

established for each mutant and the wild type strain CFBP4834-R by growing strains at an 6 

initial concentration of 1×107 CFU/ml in 100-well honeycomb microtiter plates (Thermo 7 

Electron, France) in 10% TSB. Plates were incubated at 28°C with continuous shaking over a 8 

period of 30 hours. Growth measurements were monitored automatically every 2 h by optical 9 

density measurements at 600 nm using the Bioscreen C instrument (Labsystems, Helsinki, 10 

Finland). Non-inoculated wells were used as aseptic controls. The experiment was repeated 11 

three times for each strain. 12 

 In vitro and in planta adhesion assays. Bacterial adhesion under static conditions was 13 

quantified by a crystal violet incorporation assay with 96-well polypropylene microtiter plates 14 

(Microwell, Nunc, Denmark) using a modification of a previously reported protocol (O'Toole 15 

and Kolter 1998). Every well was fulfilled with 200 µl MME minimal medium per well. 16 

Three wells per strain containing each 200 µl MME minimal medium were inoculated with 17 

1:20 dilutions of an inoculum calibrated at 1x107 CFU ml-1 and incubated at 28°C for 3 days. 18 

Then supernatants containing planktonic bacteria were transferred into a 96-well plate 19 

(Nunclon, Nunc, Denmark) to determine their OD600 using the µQuant™ platewell reader 20 

(Bio-Tek Instruments, Inc., USA) as an indication of bacterial growth. To quantify surface-21 

attached bacteria, the 96-well PP microtiter plates were rinsed twice with distilled water, and 22 

surface-attached cells were stained for 15 min at room temperature with 200 µl per well of a 23 

1% (wt:vol) crystal violet (CV) solution. Then supernatants were discarded, the wells were 24 

washed thoroughly and repeatedly with distilled water, and finally the dye incorporated in 25 
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attached cells was solubilized in 200 µl of 95% ethanol per well and the OD600 were 1 

determined in the microplate reader. These tests were repeated at least three times for every 2 

bacterial strain.  3 

Bacterial adhesion to bean seeds was tested as previously described (DeFlaun et al. 4 

1994) with some modifications. To evaluate the adhesion ability of the wild type and mutant 5 

strains, series of three independent columns were filled with 12 g of bean seeds and fully 6 

saturated with 6 ml of inoculum at 1×105 CFU/ml. The contact time between the culture and 7 

the seeds was 25 min and 2 hours. After removal of the inoculum, columns were washed 8 

twice with 6 ml of distilled water. To quantify bacterial cells adherent to seeds, seeds of each 9 

column were soaked overnight at 4°C in 24 ml of sterile distilled water. Every sample was 10 

then vigorously shaken, and appropriate dilutions were spiral plated (Spiral Biotech, 11 

Bethesda, MD) on selective medium to enumerate bacterial population sizes. These tests were 12 

repeated at least three times for every bacterial strain. 13 

Biofilm and pellicle assay. The method developed by Yap et al. (2005) was used and 14 

completed with a crystal violet coloration step. Bacterial cultures were suspended in SOBG to 15 

approximately 1×107 CFU/ml. Cultures were incubated at 28°C in stationary 13 mm glass 16 

tubes for 7 days. Pellicle and biofilm formation were evaluated by visual examination of the 17 

culture surface and of the size of the ring deposited on the glass. Then liquid cultures were 18 

eliminated from tubes and remaining biofilms adherent to the glass were stained with 5 ml of 19 

a 1% (wt:vol) CV solution. After 15 min incubation CV solution was discarded and tubes 20 

were gently rinsed by adding 5 ml of sterile water three times. Biofilm formation was 21 

observed visually.  22 

 Pathogenicity tests. Tests were performed by immersing whole trifoliate leaf of bean 23 

at the V3 stage (Michael 1994) into bacterial suspensions calibrated at 1×107 and 1×106 24 

CFU/ml. One leaf per plant and three plants per strain were inoculated. Symptoms were 25 

Page 21 of 50 Molecular Plant-Microbe Interactions

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

Darsonval, 22, MPMI 

recorded on the 11th day following inoculation. Symptom development on each inoculated 1 

leaflet was individually scored using the following scale: 1: no symptom; 3: 1 to 20 spots; 6: 2 

21 to 40 spots; 9: > 41 spots, and 11: leaf death.  3 

Sterilization of the leaf surface and dynamics of bacterial population sizes in bean 4 

phyllosphere. Plants at the first trifoliate stage (Michael 1994) were spray-inoculated until 5 

runoff with bacterial suspensions at 1×106 CFU/ml. The first trifoliate leaf of five plants was 6 

sampled 3 hours, and 1, 4 and 11 days after inoculation. To remove planktonic cells and have 7 

access to the adherent and aggregated phyllospheric bacterial populations, a surface 8 

sterilization assay was used. One leaflet of each leaf was placed during 3 min in a saturated 9 

chloroform vapor box (1 ml of chloroform in 0.37 dm3 closed box) and then its bacterial 10 

content was analyzed. The two other leaflets were directly analyzed for their bacterial content. 11 

Total bacterial population sizes were quantified by adding 10 ml of distilled water to the 12 

leaflets and ground (Stomacher 80; Seward, London, United Kingdom) for 2 min at maximum 13 

power. Every sample and appropriate dilutions were spiral plated (Spiral Biotech, Bethesda, 14 

MD) on appropriate media to enumerate inoculated strain.  15 

 We analyzed the behavior of aggregated cells and planktonic cells faced to chloroform 16 

vapors. Six independent cultures of CFBP4834-R biofilms were produced as described above 17 

in SOBG medium in glass tubes during 11 days. Cultures were then filtered on Isopore 18 

polycarbonate filters (pore diameter: 5 µm) to retain aggregated cells. Tubes were rinsed 19 

twice with sterile distilled water to remove adherent biofilms and finally filters were rinsed 20 

once more with sterile distilled water. The filtered suspensions were filtered on polycarbonate 21 

filters (pore diameter: 0.22 µm) to retain planktonic cells. Three filters of planktonic cells and 22 

three filters of biofilm cells were faced to chloroform vapors as described above. All 12 filters 23 

were sonicated for 2 min in 20 ml of sterile distilled water at 70% sonicator amplitude with 24 

pulsations (1s off and 2 s on), namely an energy of sonication of 0.45W/ml. Cell counts of 25 
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every suspension were determined by dilution plating.  1 

Frequencies of transmission to seeds and associated bacterial population sizes. 2 

Beans at the flower bud stage (Michael 1994) were spray-inoculated until runoff with 3 

bacterial suspensions at 1×105 CFU/ml. Bacterial population sizes were quantified in flower 4 

buds from five plants 3 hours after spray-inoculation and in seeds from 50 plants six weeks 5 

after inoculation. Samples (flower buds or seeds) were bulked per plant. Bulks of flower buds 6 

were weighed and ground (Stomacher 80; Seward, London, United Kingdom) for 2 min at 7 

maximum power in 5 ml of distilled water. Seeds were carefully extracted from asymptomatic 8 

pods without any exogenous contamination. For that, in a sterile environment using gloves, 9 

every pod was dissected with a sterile scalpel taking care not to touch the seeds. Once the pod 10 

was opened, seeds were detached one by one from the pod using sterile forceps. By this 11 

method, seeds never enter in contact with the external surface of the pod nor with any 12 

contaminated material. Seeds were soaked overnight at 4°C in 2 ml of sterile distilled water 13 

per g of seeds (5.56 seeds/g). Samples were then weighed and vigorously shaken. To quantify 14 

population sizes of mutants and to look for reversion events aliquots of 500 µl of samples and 15 

appropriate dilutions were plated on 10% TSA-R or 10% TSA-R-Km medium. For every 16 

sample, the identity of ten colonies grown on 10% TSA-R was confirmed by PCR with 17 

appropriate primers (Table 1). 18 

 To compare the occurrence of the floral and the vascular pathways in bacterial 19 

transmission to seeds two different inoculation methods were used. On a first set of plants 20 

direct flower bud inoculation was performed by depositing 20 µl of a 1×106 CFU/ml 21 

inoculum per flower bud on three groups of flower buds per plant taking every possible 22 

precaution to avoid dispersion of the inoculum on leaves. After inoculum drying, inoculated 23 

flower buds were enclosed in transparent cellophane bags to avoid any subsequent 24 

contamination of leaf by contact with inoculated flowers. On a second set of plants, three 25 
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groups of flower buds per plant were protected with transparent cellophane bags before plants 1 

were inoculated by spraying the phyllosphere with a 1×105 CFU/ml inoculum. Three hours 2 

after inoculations bacterial population sizes were quantified on leaves bulked per plant when 3 

flower buds were inoculated by depositing drops of inoculum, and on the third trifoliate leaf 4 

for spray inoculated plants. Bacterial population sizes were also quantified in inoculated and 5 

protected flower buds. At harvest (six weeks after inoculation) bacterial population sizes were 6 

quantified in seeds extracted from pods as described above. Three plants per strain and per 7 

treatment were analyzed the day of inoculation and 10 plants per strain and per treatment at 8 

harvest. Sample analyses were performed as described above. 9 

Statistical analyses. Statistical analyses were performed using Statbox Pro software 10 

(Grimmer Logiciels, Optima France). Log-transformed data were analyzed with Kruskal-11 

Wallis and Mann-Whitney tests. Comparisons of transmission frequencies were based on a 12 

Pearson's χ² test. To compare paired population sizes quantified on selective and non selective 13 

media Wilcoxon’s signed-ranks test for two groups was used (Sokal and Rohlf 1969).  14 
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Author-Recommended Internet Resources 1 

 2 

NCBI BLAST webpage:  3 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).  4 

EMBL-European Bioinformatics Institute, InterProScan sequence search webpage:  5 

http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/. 6 

EMBL-European Bioinformatics Institute, ClustalW2 webpage:  7 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/.8 
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Table 1. PCR primers used in this study to construct and validate mutations in pilA, fhaB, xadA1, xadA2, yapH of X. fuscans subsp. fuscans 1 

CFBP4834-R. 2 

Target gene 

(gene name) a 

PCR primer 

code 
Nucleotide sequenceb Relevant characteristic 

PCR 

fragment size 

PilA1-F CCGAATTCTCGATGGACCGGTGCGTATCTAT EcoRI site 

PilA1-R CTGCGCGCGGCCGCCGGCGCGATGGACGGAT NotI site 
604 bp 

PilA2-F CGCGGGCCCGGCCTATAACGATTAACTAAGCCGC ApaI site 

PilA2-R GTGGAGCTCCACCCACTGCGCCAGACCTT SacI site 
543 bp 

pilA 

(XAC3805) 

Pil-ext-R GGAAAGCGGGTCGTTGTTGG To be used with PilA1-F 1080 bp 

FhaB-F CGGACTAGTTGTCGCAGGCGACGCATTG SpeI site 

FhaB-R CTGGCTCGAGAGCGATCACCTTTGCGCTGTTA XhoI site 
563 bp 

fhaB 

(XAC1815) 

FhaB-ext-R c, d AGCTGGCCATTACTGACAATGCTG 
To be used with ProF c 

To be used with FhaB-F d 

2430 bp c 

2397 bp d 

XadA1-F GGGACTAGTCCATCGGCGCCAATAGCCA SpeI site 

XadA1-R CACCTCGAGCAACTGCGCAACGTTGAC XhoI site 
377 bp 

XadA1-ext-F c AATGCGCAATCGGTCGAAGT To be used with ProR 459 bp 

xadA1 

(XCV3670) 

XadA1-ext-R d CGCTGTCGCCTTCGACATA To be used with XadA1-F 462 bp 
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XadA2-F CTCACTAGTTGGGAAATACGCAGGGGAGA SpeI site 

XadA2-R GGCTCGAGCCGTTGGCATCGTAATCAAACAC XhoI site 
474 bp 

XadA2-ext-F c ATTTATCTGGAGGCTGGTCG To be used with ProR 607 bp 

XadA2-ext-F2 d ACCGGGCCCATCCAGGGCGCCAGCTACAACAACGTC To be used with XadA2-ext-R2 

xadA2 

(XCV3672) 

XadA2-ext-R2 d CTGGAGCTCGCGGTGTCGTTGGGGCCATGCGCATACGC To be used with XadA2-ext-F2 
425 bp 

YapH-F TGGACTAGTACGCAGCCATTGGCAATTGGG SpeI site 

YapH-R CCGCTCGAGTTGAGTGTGGAATTGGTACCGC XhoI site 
326 bp 

yapH 

(XAC2151) 

YapH-ext-R c, d AAACGCGGCCGCTGATGGTGCCTGAG 
To be used with ProF c 

To be used with YapH-F d 

860 bp c 

738 bp d 

ProR TTCACGGGTTGGGGTTTCTACA pVO155 primer  

ProF GAGATCCCCAGCCCGCCTAATG pVO155 primer 

 

 

4203-F CGGACTAGTCACCATCAATGCCGTCAA SpeI site XCV4203 

 4203-R CTGCCTCGAGACCGGCGAGCGTGATG  XhoI site 
482 bp 

4444-F CTAACTAGTGCACCAATATGGCTGCAGGCG SpeI site XCV4444 

 4444-R CCACTCGAGTCTTCCAGCGGAAACGTGT XhoI site 
355 bp 

Orf3-F TGATACTAGTCCAGGGCAGCATGTGCC  orf3 

(AAG38836) e Orf3-R AGATAGAGCTCGTGCACCTCCACGC  

262 bp 
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a NCBI gene name, XAC- indicates a gene in X. axonopodis pv. citri ATCC33913 genome and XCV- in X. axonopodis pv. vesicatoria 85-10 1 

genome. 2 

b underlined sequences indicates the relevant restriction site  and bold sequences indicates stop codon added to the primer. 3 

c primers used to identify mutants in in planta tests. 4 

d primers used to confirm that no mRNA were transcribed from the mutated gene. 5 

e NCBI locus AAG38836 corresponds to the orf3 in a cluster of genes implied in xanthomonadin biosynthesis in X. oryzae pv. oryzae BXO1.6 
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Table 2. Transmission rates of X. fucans subsp. fuscans strain CFBP4834-R and of mutants 4834PILA, 4834FHAB, 4834XADA1, 4834XADA2 

and 4834YAPH to bean seeds after spray inoculation (1×105 CFU/ml) of plants at the flower bud stage. The rates of plants producing 

contaminated seeds out of 50 inoculated plants for each strain are indicated followed by the mean bacterial population sizes per g of seeds (and 

SEM) for plants with contaminated seeds. 

Strain Transmission rate  

Bacterial population size 

(Log CFU/g Fr. wt.) (SEM) 

CFBP4834-R 0.68 3.77 (0.45) 

4834PILA 0.40* 3.06 (0.48) 

4834FHAB 0.58 4.43 (0.51) 

4834XADA1 0.70 3.77 (0.40) 

4834XADA2 0.72 4.29 (0.39) 

4834YAPH 0.75 3.77 (0.42) 

* indicate significant (p<0.05) different values from the wild type CFBP4834-R, according to a χ² test 
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Table 3. Transmission rates to bean seeds and associated mean population sizes of the wild type CFBP4834-R and 4834PILA, 4834FHAB, 

4834XADA2 and 4834YAPH strains through the floral and the vascular pathways. Transmission to seeds through the floral pathway was 

determined following inoculations of flower buds by depositing 20 µl of a 1×106 CFU/ml inoculum per flower bud on three groups of flower 

buds per plant. Transmission to seeds through the vascular pathway was obtained by spraying the phyllosphere of plants with a 1×105 CFU/ml 

suspension; flower buds were protected with transparent cellophane bags before plants were inoculated. Six weeks after inoculation bacterial 

population sizes were quantified in seeds from ten plants per strain and per treatment. 

  Floral pathway Vascular pathway 

Strains 

Transmission 

rate 

Bacterial population sizes  

(Log CFU/g Fr. wt.) (SEM) 

Transmission 

rate 

Bacterial population sizes 

(Log CFU/g Fr. wt.) (SEM) 

CFBP4834-R 0.8 6.06 (0.75) 0.6 1,80 (0.40) 

4834PILA 0.9 4.81 (0.83) 0.1 1.34 (nd) 

4834FHAB 0.9 6.79 (0.41) 0.2 0.96 (0.18) 

4834XADA2 1 7.06 (0.21) 0.1 0.78 (nd) 

4834YAPH 0.9 6.87 (0.67) 0.5 3.91 (1.15) 

nd : not determined 
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Table 4. Strains and plasmids used in this study. 

Strain or plasmid Relevant genotype or characteristics Source or reference 

Plasmids     

pVO155 Derivative plasmid of pUC19 containing the promoterless gus (uidA) gene; 

KmR, AmpR, BleoR
 

(Oke and Long 1999) 

pRK600 CmR, traRK2, oriColE1 (Finan et al. 1986) 

pCM184 Broad-host-range allelic exchange vector (Marx and Lidstrom 2002) 

pCM157 Broad-host-range cre expression vector (Marx and Lidstrom 2002) 

Strains     

CFBP4834-R X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R wild-type; RifR
 (Jacques et al. 2005) 

K12 Escherichia coli wild type strain (Devoret and Blanco 1970) 

DH5α E. coli F,Φ980dlacZ:M15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(rK−, mK+), 

supE44,relA1, deoR,:(lacZYA–argF)U169 

(Hanahan 1983) 

Mutants   

4834FHAB CFBP4834-R fhaB(592)*::pVO155; RifR, KmR
 This study 

4834XADA1 CFBP4834-R xadA1(618)*::pVO155; RifR, KmR
 This study 
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4834XADA2 CFBP4834-R xadA2(538)*::pVO155; RifR, KmR
 This study 

4834YAPH CFBP4834-R yapH(356)*::pVO155; RifR, KmR
 This study 

4834PILA CFBP4834-R ∆pilA This study 

*numbers indicate the position from start codon of pVO155 insertion in the target gene in X. citri subsp. citri str. 306. 

 

Page 41 of 50 Molecular Plant-Microbe Interactions

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

Darsonval, 42, MPMI 

FIG. 1. Verification of the absence of transcription of the mutated genes in 4834FHAB, 

4834XADA1, 4834XADA2 and 4834YAPH strains by RT–PCR on mRNAs. PCR 

amplifications using specific primer sets (Table 1) were run on cDNAs synthesized on 

extracted mRNAs from cultures of the different strains (lanes 6, 8, 10 and 12) and on DNAs 

as positive control (lanes 5, 7, 9 and 11). HrpG-F and HrpX-R2 primers (Darsonval et al. 

2008) designed in two contiguous genes with opposite orientations hrpG and hrpX were used 

to show the absence of contaminant DNA in each sample; one example is given in lanes 2 

(control on DNA) and 3 (no amplification from cDNA). Primers (Table 2) designed in orf3 of 

the pig locus of X. oryzae pv. oryzae strain BX01 (Goel et al. 2002) were used as positive 

control for each sample as this gene is transcribed in our conditions, one example is given in 

lanes 4 (amplification from DNA) and 5 (amplification from cDNA); lane 1: 1kb ladder 

(Invitrogen). 

 

FIG. 2. Quantification of adhesion of X. fuscans subsp. fuscans strain CFB4834-R and 

4834PILA, 4834FHAB, 4834XADA1, 4834XADA2 and 4834YAPH mutants on 

polypropylene microtiter plates. Crystal violet-stained, surface-attached cells were quantified 

by solubilizing the dye in ethanol and determination of the absorbance at 600 nm. Error bars 

represent the SD. Different letters refers to significantly different values based on a Mann-

Whitney test. Three repetitions were monitored with similar results. 

 

FIG. 3. Observation of in vitro biofilm formation by X. fuscans subsp. fuscans strain 

CFB4834-R and 4834PILA, 4834FHAB, 4834XADA1, 4834XADA2 and 4834YAPH 

mutants. Biofilms adherent to the glass tubes were stained with crystal violet after seven days 

of stationary culture at 28°C in SOBG. 
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FIG. 4. Quantification of adhesion of X. fuscans subsp. fuscans strain CFB4834-R and 

4834PILA, 4834FHAB, 4834XADA1, 4834XADA2 and 4834YAPH mutants to bean seeds.  

Bars represent the ratio of the number of attached cells on seeds after 25 min (white) or 2 h 

(black) incubation in inoculum suspensions (#Ac) versus the total number of inoculated cells 

(#Ic). Error bars represent the SEM. Inoculum was calibrated at 1×105 CFU ml-1. For a given 

time of contact, different letters refer to significantly different values based on a Mann-

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

 

FIG. 5. Severity on bean of wild-type CFBP4834-R, and mutants 4834PILA, 4834FHAB, 

4834XADA1, 4834XADA2 and 4834YAPH after bathing the first trifoliate leaf in 1×105 

CFU/ml and 1×106 CFU/ml inocula. Disease symptoms were scored 11 days after inoculation 

by quantification of symptoms on the three leaflets of each inoculated leave according to the 

following scale: no symptoms = 1; 1 to 20 spots = 3; 21 to 40 spots = 6; > 41 spots = 9; leaf 

death = 11. Mean disease severity indexes and SEM were calculated from the values of five 

plants per strain. For each inoculum concentration different letters refer to significantly 

different values based on a Mann-Whitney test. Three repetitions of the assay were done with 

similar results. 

 

FIG. 6. Colonization of the bean phyllosphere by X. fuscans subsp. fuscans wild type 

CFBP4834-R and selected mutants 4834PILA, 4834FHAB, 4834XADA2 and 4834YAPH. 

Leaves were spray-inoculated (1×106 CFU/ml). Five leaves were analyzed by stomaching on 

the day of inoculation, after 3 hours drying, and one, four and eleven days later. A, Mean 

bacterial population sizes. B, Mean bacterial population sizes determined after disinfection of 

the leaf surface with chloroform vapor on each sampling date. Error bars represent the 
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standard error of the mean. Mean population sizes followed by different letters are 

significantly (p<0.05) different on the basis of the Mann-Whitney test.  
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INTERACTION ENTRE DES MUTANTS HRP D’ERWINIA AMYLOVORA, AGENT DU FEU BACTERIEN, LE PARENT 
PATHOGENE ET LA PLANTE HOTE : RECHERCHE DE MECANISMES MODULANT LA COMPATIBILITE 

 
Le feu bactérien des Maloideae est provoqué par Erwinia amylovora, gamma-protéobactérie dont le 

pouvoir pathogène repose un système de sécrétion de type trois (T3SS). Des travaux antérieurs ont révélés 
que des mutants hrp de régulation de ce système (hrpL, hrpS), avirulents, sont capables de protéger la 
plante d’une infection par la souche sauvage. Nous avons d’abord voulu savoir si la protection est due à une 
induction de défenses chez la plante. L’étude de  l’expression de gènes de défense dépendants des voies de 
l’acide salicylique, de l’acide jasmonique, de l’éthylène et des phénylpropanoïdes montre qu’aucune de ces 
voies n’est particulièrement induite par les mutants de régulation. Puis après avoir écarté l’hypothèse d’un 
effet direct des mutants sur la souche sauvage, nous avons recherché des différences au niveau protéique et 
surtout transcriptomique entre ces bactéries par des démarches avec et sans a priori (gènes-cibles vs cDNA-
AFLP). Les résultats montrent que HrpS et HrpL sont capables de réguler différentiellement d’autres gènes 
que les gènes hrp : HrpL régule négativement les gènes flagellaires, le chimiotactisme et un gène du GSP, 
et positivement un gène du T1SS et une OMP ; HrpS régule négativement le quorum sensing et 
positivement un gène potentiellement impliqué dans la synthèse de l’éthylène. Nous avons particulièrement 
approfondi le système flagellaire d’E. amylovora. Une analyse bioinformatique a révélé que cette bactérie 
possède deux systèmes flagellaires, secrétant deux flagellines distinctes (32 vs 50 KDa). La flagelline de 32 
KDa, réprimée par HrpL, ne joue pas de rôle majeur dans la protection et ne possède pas l’épitope flg22 
impliqué dans l’immunité des plantes. Si notre travail n’élucide pas complètement l’origine de la protection 
conférée par les mutants de régulation, il apporte des informations nouvelles sur E. amylovora et sur la 
régulation de certains de ses gènes au cours de l’interaction avec son hôte. 

 
 
INTERACTION OF ERWINIA AMYLOVORA HRP MUTANTS WITH THE PATHOGENIC PARENT AND THE HOST 
PLANT LEADING TO CONTROL OF FIRE BLIGHT DISEASE OF APPLE : RESEARCH FOR THE MECHANISMS 
WHICH MODULATE COMPATIBILITY 

 
Erwinia amylovora is the causal agent of fire blight, a disease that affects Maloideae. This gamma-

proteobacteria requires a type three secretion system (T3SS) for its pathogenicity. Previous work has shown 
that avirulent hrp mutant strains of E. amylovora affected in regulatory functions (hrpL and hrpS) protect 
apple seedlings from developping fire blight symptoms. We investigated molecular mechanisms leading to 
this protection. In a first part of our work, we studied molecular responses of the protected plant, according 
to major defense pathways (salicylic acid, jasmonic acid, ethylene) and in the phenylpropanoid pathway. 
Results show that none of these pathways is particularly induced by Ea hrpL or Ea hrpS mutants. Then, the 
hypothesis of a direct effect of mutants on the wild type strain has been denied. We tried to trace 
differential transcripts and proteins between these bacteria through targeted and global approaches (targeted 
genes vs cDNA-AFLP). Results show that HrpL and HrpS are able to differentially regulate other genes 
that hrp genes : HrpL negatively regulates flagellar system, chemotaxis and genes related to GSP, and 
positively regulates one gene of T1SS and one OMP ; HrpS negatively regulates quorum sensing and 
positively regulates one gene implicated in the synthesis of ethylene. We were particularly interested in 
flagellar system of E. amylovora. An in silico analysis of flagellar genes led to the discovery that E. 
amylovora possesses two flagellar systems with distincts flagellins (32 vs 50KDa). The 32KDa flagellin, 
overexpressed in hrpL mutant, does not display the flg22 peptide classically implicated in elicitation and is 
not necessary for protection. On the whole, our work does not entirely explain the origin of the plant 
protection, induced by regulatory hrp mutants, nevertheless it provides new key information on E. 
amylovora and on the regulation of several genes during the interaction with the host plant. 
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