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Liste des abréviations

°C : degré Celcius

0% : facteur Sigma 32

o’® : facteur Sigma 70

5’UTR : 5" UnTranslated Region

A : Adénosine

Aa : acide aminé

ADN : Acide DésoxyriboNucléique
ADNCc : ADN complémentaire

ADN-T : ADN de transfert

AlA : Acide Indole 3-Acétique

ARN : Acide RiboNucléique

ARNnc : ARN non codant

ARNr : ARN ribosomial

ARNt : ARN de transfert

C: Cytosin

CDS : CoDing Sequence

Cm? : centimétre carré

dRNAseq : differential RNA sequencing
EDTA : Ethylene Diamine Tétra Acétique
G : Guanine

GABA : Gamma Aminobutyric Acid
GBL : Gamma-ButyrolLactone

GFP : Green Fluorescent Protein

Hfqg : Host Factor Qf

HSL : HomoSérine Lactone

IGR : InterGenic Sequence

ILA : Indole 3-Lactate

Kb : Kilobase

LB : Luria Bertani

LPG : Levure Peptone Glucose (YPG : Yeast Peptone Glucose)

Mb : Mégabase
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MLSA : MultiLocus Sequence Analysis

Mn?* : Manganése

ncRNA : non-coding RNA

NLS : Nuclear Localisation Site

Nt : nucléotide

OC8HSL : Ox0-C8-HomoSérine Lactone

PAP : Poly(A)-polymérase

Pb : paire de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction

PNP : PolyNucléotide Phosphorylase

pTiC58 : plasmide Ti de la souche C58

Pu : Purine

Py : Pyrimidine

RACE-PCR : Rapid Amplification of cDNA ends PCR
RBS : Ribosome Binding Site

RFLP : Restriction Lenght Polymorphysm

Rfam : RNA family

RNAP : RNA Polymerase

RNAseq : RNA sequencing

RPKM : Reads Per Kilobase of transcript per Million reads mapped
ROSE : Repression Of heat Shock expression
RT-gPCR : Reverse Transcription quantitative PCR
SD : Shine Dalgarno

SELEX : Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment
SRNA : small RNA

sRNA-seq : small RNA sequencing

T: Thymine

TA : Toxine-Antitoxine

Ti : Tumor inducing

UFC : Unité Formant Colonies

Xcc : Xanthomonas campestris pathovar campestris

Xcv : Xanthomonas campestris pathovar vesicatoria
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Avant-propos

L'une des caractéristiques majeures des micro-organismes et donc des bactéries, est qu’ils sont en
contact direct avec leur environnement. Or cet environnement est sujet a de constantes variations —
physiques, chimiques ou biotiques. Le changement d’un parameétre peut étre rapide et pour faire
face, la bactérie doit étre capable de percevoir les modifications de I’environnement et de mettre en
place rapidement une réponse qui permettra a la cellule de survivre et de se multiplier dans le
nouvel environnement. Pour cela, elle doit contréler I'ensemble de ses composants cellulaires et

moduler efficacement leurs productions.

Plusieurs niveaux de contrble existent pour permettre un ajustement constant des composants
cellulaires : la régulation transcriptionnelle, la régulation post-transcriptionnelle et les régulations
traductionnelle ou post-traductionnelle. La régulation transcriptionnelle a, jusqu’a présent, été la
plus largement étudiée. Parmi les différents mécanismes existants, se trouvent les systéemes a deux
composants qui permettent la détection des changements environnementaux par des systémes de
perception et la transmission du signal dans la cellule suivie d’une réponse via une régulation ajustée

de I'expression des génes.

De plus en plus, il semble que des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle soient aussi
particulierement bien adaptés pour la réponse bactérienne aux changements environnementaux. lls
constitueraient ainsi un degré supplémentaire de contréle de I'expression des genes puisqu’ils
exercent une action sur les protéines ou sur leur traduction. Parmi les mécanismes existe la
régulation par les ARN non codant ou riborégulateurs. Ne nécessitant pas le recrutement de la
machinerie de traduction cellulaire et étant de petite taille, leur production par la cellule est
économique et rapide, de méme que leur dégradation. Ainsi, des modélisations suggerent une
implication majeure de ces riborégulateurs dans la régulation cellulaire face a un changement de
I’environnement. Les résultats prédictifs sont soutenus par des exemples de réles physiologiques de

certains riborégulateurs dans I'acclimatation des bactéries a un nouvel environnement

Agrobacterium est une bactérie commune des sols, pouvant interagir avec les plantes au travers
d’interactions commensale ou pathogene. Elle est responsable de la maladie dite de la galle du collet
qui se traduit par la formation de tumeurs chez les plantes. Tout au long du mécanisme infectieux,
depuis la perception de la blessure d’une plante jusqu’a la dissémination du plasmide Ti, cette
bactérie est exposée a de nombreux signaux physico-chimiques qui vont diriger la mise en place des

différentes étapes de la virulence.

Un systeme a deux composants VirA/VirG a depuis longtemps été identifié comme le régulateur

principal de la virulence et aucun riborégulateur n’avait jusqu’a présent été impliqué dans la mise en
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place de la virulence par Agrobacterium. Ainsi, nous nous sommes demandés quels sont les
riborégulateurs présents chez Agrobacterium ? Parmi ceux-ci certains sont-ils impliqués dans la mise
en place de la virulence ? Quels sont les mécanismes en jeu de cette potentielle modulation de la

virulence?

Mon travail de these s’est attaché a répondre a ces questionnements avec l'identification et I'étude
des riborégulateurs d’Agrobacterium fabrum C58 (anciennement A. tumefaciens C58), la recherche
de leur implication dans la virulence et I’'étude des mécanismes au travers desquels ils modulent la

virulence.

Ainsi, la premiére partie de ce manuscrit correspond a une étude bibliographique détaillant les
connaissances actuelles i) sur la virulence d’Agrobacterium et son agent majeur le plasmide Ti, sur ii)
le fonctionnement et le réle des riborégulateurs dans la physiologie bactérienne, et iii) et plus

précisément dans celle d’Agrobacterium.

Dans une seconde partie sont présentés les résultats obtenus au cours de cette these, répartis en
deux chapitres. Le premier s’intéresse a l'identification globale de I'ensemble des riborégulateurs
potentiels exprimés chez A. fabrum C58, ceci ayant été réalisé par séquencage des transcrits de
petite taille et par prédiction bioinformatique. La caractérisation de candidats modulant
potentiellement la virulence est également étudiée. Le second chapitre est consacré a I'étude du role
de deux riborégulateurs dans le maintien du plasmide Ti dans la cellule, par un mécanisme de
contréle de la réplication, et par un mécanisme impliquant potentiellement un systéeme toxine-

antitoxine.

Enfin, dans une derniére partie, nous discutons de I'apport et de la portée de nos travaux.
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I. Mécanismes de virulence et régulation chez Agrobacterium

1.1 Généralités sur Agrobacterium

1.1.1 Ecologie

Agrobacterium est une bactérie commune du sol et de la rhizosphére qui peut également étre
phytopathogene. Elle est retrouvée quasiment systématiquement dans chaque sol étudié a une
densité de 10 & 10’ UFC (Unité Formant Colonie) par gramme de sol (Bouzar et al., 1993; Mougel et
al., 2001; New and Kerr, 1972; Puftawska and Sobiczewski, 2005; Schroth et al.,, 1971). Bien
qu’Agrobacterium soit capable de vivre dans le sol nu, milieu oligotrophe, elle est préférentiellement
retrouvée au contact des racines, milieu copiotrophe. Mougel et al ont ainsi montré que la densité
d’agrobactéries était 100 fois plus importante dans la rhizosphére du mais et du lotier par rapport a
un sol nu (Mougel, 2000). Cette bactérie est cependant plus connue comme agent pathogene des
dicotylédones et de quelques monocotylédones, chez qui elle est responsable de la maladie dite de

la galle du collet dont les symptémes se traduisent par la formation de tumeurs.

1.1.2 Taxonomie

Chez cette a-protéobactérie de la famille des Rhizobiaceae, les premiéres classifications se sont
appuyées sur le caractere de virulence. Trois groupes étaient alors décrits: Agrobacterium
tumefaciens, responsable de la galle du collet ; Agrobacterium rhizogenes, responsable du chevelu
racinaire se traduisant par une importante augmentation de la taille des racines secondaires, et enfin
Agrobacterium radiobacter, avirulent (Conn, 1942; Smith and Townsend, 1907). Cependant, cette
classification s’est révélée erronée, puisque nous savons aujourd’hui que le pouvoir pathogéne des
agrobactéries réside en la présence d’un plasmide de virulence qui est un réplicon accessoire : le
plasmide Ti (pour Tumor inducing) pour A. tumefaciens, et le plasmide Ri (pour Root inducing) pour
A. rhizogenes. La taxonomie s’est alors basée sur des caracteres biochimiques dépendant des genes
chromosomiques uniquement (Sneath and Sokal, 1962), et a permis de regrouper les agrobactéries
en trois groupes : les biovars 1, 2 et 3 (Keane et al., 1970; Kersters et al., 1973; Panagopoulos and
Psallidas, 1973; Popoff et al., 1984). Finalement, la taxonomie moléculaire, fondée sur la similarité
des génomes (hybridation ADN/ADN, RFLP, MLSA), a permis de valider et d’affiner cette taxonomie

biochimique (Figure 1).
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Figure 1: Arbre phylogénétique du genre Agrobacterium. (D’apres Costechareyre et al, 2010)

L’arbre phylogénétique a été déterminé par la méthode de neighbor-joining et est basé sur la séquence du géne recA (969
paires de bases). L'unité de longueur des branches correspond au nombre de substitutions par site nucléotidique. Les
nombres G1 a G9 correspondent aux génomovars du complexe d’espéces Agrobacterium tumefaciens. La souche de

référence C58 est annotée par une étoile rouge.

Le biovar 1 correspond au complexe d’especes A. tumefaciens, et les biovars 2 et 3 correspondent
respectivement aux especes Rhizobium rhizogenes et Agrobacterium vitis (Costechareyre et al., 2010;
Lindstrém and Young, 2011). Pour le biovar 1, on parle de complexe d’espéces car ce groupe est
constitué en réalité de 11 espeéces potentielles appelées génomovars. Chaque génomovar (G1-G9,
G13 et G14) possede des caracteéres spécifiques qui font d’eux des espéces a part entiére, et certains
génomovars ont récemment été élevés au rang d’espece : la dénomination A. pusense a été
attribuée au génomovar G2 (Panday et al., 2011), le génomovar G4 a été renommé A. radiobacter
(Costechareyre et al., 2010), et enfin le génomovar G8 s’appelle maintenant A. fabrum (Lassalle et
al.,, 2011). Campillo et al, ont ainsi montré que le génome d’A. fabrum contenait des génes
permettant la détoxication et I'assimilation de l'acide férulique, un composé phénolique libéré a
partir de la paroi végétale suite a une blessure de la plante (Campillo et al., 2014). Ces genes et cette
fonction ne sont retrouvés que chez cette espece, ce qui pourrait leur conférer un avantage sélectif

important par rapport aux autres bactéries présentes avec elles. Des méthodes rapides et efficaces,
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basées sur des caractéristiques génétiques (PCR avec des amorces spécifiques) et enzymatiques
(coloration du milieu lorsque I'acide caféique est dégradé), permettent la détection et I'identification
d’especes d’Agrobacterium a partir de cultures pures ou d’échantillons complexes de

I’environnement (Shams et al., 2013).

1.1.3 Particularités de la souche C58

La premiere séquence génomique d’Agrobacterium a été obtenue en 2001 par deux groupes
simultanément et correspond a la souche de référence C58 appartenant a I'espece d’A. fabrum,
(Goodner et al., 2001; Wood et al., 2001). Son génome est composé de 4 réplicons. Le premier est un
chromosome circulaire de 2,84 Mb composé de 2930 genes, et le second est un chromosome linéaire
de 2,08 Mb portant 1954 génes. Ce second chromosome linéaire est spécifique des agrobactéries
(Jumas-Bilak et al., 1998; Slater et al., 2009; Ramirez-Bahena et al., 2014). Les deux autres réplicons
sont quant a eux des plasmides accessoires : le plasmide At mesure 543 kb et porte 620 génes, et le
plasmide Ti (pour Tumor inducing) mesure 214 kb et porte 234 genes. Le plasmide Ti est I'agent
majeur responsable de la virulence d’A. tumefaciens, puisqu’il porte tous les déterminants de la

virulence (Figure 5 page 33).

1.2 Mécanismes moléculaires du cycle infectieux

Suite a la blessure d’une plante par un facteur environnemental (vent, animaux) ou une action
humaine (bouturage, récolte), Agrobacterium met en place des mécanismes conduisant a
I’expression du pouvoir pathogéne. Celui-ci se caractérise par une capacité unique de transfert de
I'information génétique bactérienne directement dans le génome végétal, conduisant a la formation
de tumeurs. Cette capacité a former des tumeurs est employée pour déterminer le potentiel
. . ’ er oy s 7 PR T4 7 Y . oy 7

infectieux d’une souche. Dans un 17 temps, la capacité de tumorégénicité, c’est-a-dire la capacité de
former des tumeurs était utilisée (Vogel and Das, 1992). Aujourd’hui, on s’intéresse a I'aggressivité

d’une souche, défini par le nombre moyen de tumeurs observé par plante (Planamente et al., 2012).

1.2.1 Les étapes du cycle infectieux

1.2.1.1 De la perception de la blessure a I'attachement aux cellules végétales

La plante blessée libére des signaux chimiques dans la rhizosphére qui attirent les agrobactéries
(Baron and Zambryski, 1995). Une libération de composés issus de la paroi végétale tels que des

composés phénoliques comme I'acétosyringone, ou encore des monosaccharides, est
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Figure 2 : Etapes de la virulence chez A. fabrum C58.

Les composés émis de la blessure de la plante sont pergus par la bactérie (1) qui migre par chimiotactisme vers la blessure
(2), puis adhere aux cellules végétales (3). Les génes de virulence sont ensuite activés et permettent I'excision (4) et le
transfert (5) de ’ADN-T directement dans la cellule végétale. L'ADN-T est intégré dans le génome de la plante et ses génes
sont exprimés (6). lls permettent la production de phytohormones (7) responsables de la formation de tumeurs ; ainsi que
la synthése des opines (8). Ces composés sont assimilés par Agrobacterium (9). Les opines de type agrocinopine induisent
également I'expression des génes de conjugaison tra/trb et le transfert conjugatif du plasmide Ti (10).
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observée (Figure 2 étape 1). De méme, des composés pariétaux qui sont pour la plupart des
composés acides, vont également entrainer une diminution du pH au niveau de la blessure. Ces
différents signaux sont pergus par les agrobactéries qui migrent jusqu’a la zone de blessure par
chimiotactisme. Plusieurs génes sont impliqués : les génes che (pour Chromosome Encoded) (cheY]1,
cheY2, cheA, cheB, cheR) et mcp (pour Methyl-accepting Chemotaxis Protein) pour Ile
chimiotactisme ; les genes fla, fli, flh et flg pour la biosynthése des flagelles; et les génes mot
permettant la rotation des flagelles (Chesnokova et al., 1997; Deakin, 1994; Deakin et al., 1999,
1997a, 1997b) (Figure 2 étape 2). Des études ont montré que le chimiotactisme n’était pas
nécessaire pour la virulence lorsque les bactéries étaient inoculées directement sur la blessure, mais
gu’ils le devenaient lorsque la bactérie était inoculée dans certains sols. Agrobacterium adhere
ensuite aux cellules végétales, tout d’abord de maniere réversible grace a la synthése de
polysaccharides acétylés, puis de maniere spécifique et durable a l'aide de fibres de cellulose
(Matthysse et al, 2014) (Figure 2 étape 3). L'interaction spécifique a lieu grace a I'expression des
génes chvA, chvB, pscA et exo (Cangelosi et al., 1989; de lannino and Ugalde, 1989; Thomashow et
al., 1987; Uttaro et al., 1990) dont les produits sont impliqués dans la biosynthese et la localisation
périplasmique du B 1-2 glucane et dans la biosynthese d’exopolysaccharides. Par ailleurs, les genes
cel, impliqués dans la biosynthése de cellulose, semblent importants pour |’attachement des

bactéries a la plante (Matthysse, 2014).

1.2.1.2 Le transfert de ’ADN-T et son intégration dans le génome végétal

Une partie du plasmide Ti, appelée ADN-T (pour ADN de transfert) est transféré et intégré dans le
génome végétal a I'aide des produits d’un groupe de 25 génes, les genes vir, dont I'expression est
activée suite a la blessure de la plante (figure 2 étape 4). Ces génes se regroupent en 6 opérons : VirA,
virB, virC, virD, virE et virG. Les protéines VirCl, VirC2, VirD1 et VirD2 sont responsables de la
maturation de ’ADN-T. VirC1 et VirC2 favorisent la formation du relaxosome (Atmakuri et al., 2007)
tandis que les protéines VirD1 et VirD2 se fixent au niveau de séquences répétées de 25 nucléotides
présentes de part et d’autre de I’ADN-T (appelées left et right border). Elles clivent et libérent un
ADN simple brin correspondant au brin-T (Padavannil et al., 2014). A I'issue du clivage, VirD2 reste
liée de maniere covalente au brin-T, formant le complexe-T. Plusieurs unités de VirE2 recouvrent le
brin-T, lui assurant une protection (Grange et al., 2008). Ce complexe-T est amené, grace a la
protéine VirC1, vers les poles de la cellule, puis est transféré dans la cellule végétale. Pour cela, un
complexe de transfert, nommé VirB, est mis en place et permettre également le transfert de
nombreux effecteurs au travers des membranes et des parois bactériennes et végétales (Figure 2
étape 5). VirB est un systeme de sécrétion de type IV composé des 12 protéines VirB1-11 et VirD4

(Christie, 2004; Christie et al., 2014). Les protéines VirD4, VirB3, VirB4 et ViB11 sont des ATPases
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situées dans la membrane interne de la cellule. Elles fournissent I’énergie nécessaire au transfert du
conplexe-T. Les protéines VirB6 a VirB10 s’assemblent dans I'espace périplasmique pour former le
cceur du systeme de sécrétion. Le pilus extracellulaire permettant le passage dans la cellule hote est

constituée des protéines VirB1, VirB2, VirB5 et VirB7 (Subramoni et al., 2014).

De part la présence d’un signal de localisation nucléaire (NLS) dans leurs séquences protéiques,
VirE2 et VirD2, associées aux protéines végétales VIP1 et VIP2 (pour VirE2-Interacting Protein),
interagissent avec des importines a et des cyclophilines qui permettent I'adressage du complexe-T
jusqu’au noyau (Figure 2 étape 6). Dans le noyau, le brin-T est relaché du complexe-T. Les protéines
VirF et VirD5 vont stimuler la dégradation des protéines le recouvrant par le protéasome (Magori and
Citovsky, 2011). Le brin-T est ensuite intégré dans le génome végétal, a priori a I'aide de VirE3
(Garcia-Rodriguez et al., 2006) ; de maniere aléatoire par recombinaison non homologue. Quelques
rares cas d’'intégration ciblée par recombinaison homologue ont été observés et deux mécanismes
d’intégration ont été proposés. Le premier modele, basé sur l'intégration du brin-T par micro-
homologie, suggére que le brin-T serait hybridé au niveau du site de préintégration, I’ADN cible serait
clivé, et I'extrémité 5’ du brin-T serait ligaturé a I’ADN cible. Le second modéle propose que le brin-T
serait converti en une molécule double brin intégrée dans le génome apres cassure double brin

( Tzfira et al., 2004; Liang and Tzfira, 2013).

1.2.1.3 Expression des génes du brin-T dans la plante et formation de tumeurs

Dans les cellules végétales transformées, les génes présents sur le brin-T sont exprimés. lls possédent
tous les éléments nécessaires a leur expression chez une cellule eucaryote (boite TATA, boite CAAT,
signal de polyadénylation). L'expression de 5 génes, appelé oncogenes, perturbe les concentrations
d’auxines et de cytokinines au sein des cellules végétales transformées ainsi que la sensibilité de ces
cellules a ces hormones. Ceci conduit a une dé-différenciation des cellules végétales, a la
prolifération cellulaire et a la formation de tumeurs (Veselov et al., 2003) (Figure 2 étape 7). Le géne
iaaM (ou tms1) code une tryptophane mono-oxygénase qui permet la conversion du tryptophane en
indole-3-acétamide. Ce dernier composé est converti en acide indole 3-acétique (AIA) par une
indoleacétamide hydrolase, codée par le géne iaaH (ou tms2). L’AlA est I'une des phytohormones de
type auxine la plus répandue chez les plantes. Elle joue un réle essentiel dans de nombreux
processus du développement de la plante, tels que I'organogenése, la dominance apicale, la
croissance des graines ou le développement des fruits et des fleurs (Zhao, 2010). Le géne ipt code
une isopentényltransférase qui catalyse la condensation d’adénosine-5'-monophosphate et
isopenténylpyrophosphate en isopentényle-adésonine-5’-monophosphate (Akiyoshi et al., 1984).

Cette étape controle la vitesse de production des cytokines, qui participent, comme les auxines, a de
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nombreux processus de développement de la plante (Werner and Schmiilling, 2009). Le produit du
géne 6b semble avoir un réle important et complexe dans le développement des tumeurs. Bien qu’il
ne soit pas indispensable a la virulence, son expression seule est suffisante pour produire des
tumeurs chez un certain nombre de plantes telles que le tabac ou le kalanchoé (Hooykaas et al.,
1988). Il posséde de multiples fonctions et actions dans la cellule végétale : i) perturbations du
transport polaire de I'auxine dans des feuilles de tabac (Kakiuchi et al., 2006), ii) accumulation de
sucres et de composés phénoliques (Clément et al.,, 2007), iii) interaction avec des protéines
nucléaires et modification de I'expression de certains genes (Kitakura et al., 2002; Terakura et al.,
2007) et iv) perturbation de la voie des microARN (Wang et al., 2011). Enfin, le gene 5 code une
enzyme catalysant la conversion du tryptophane en indole-3-lactate (ILA) qui pourrait entrer en
compétition avec I'AlA (Korber et al., 1991). Ceci diminuerait la sensibilité a I'auxine et permettrait
d’augmenter le ratio cytokonine/auxine et donc d’augmenter la croissance des tiges infectées

(Britton et al., 2008).

1.2.1.4 Création d’une niche écologique particuliére pour Agrobacterium

Une deuxieme catégorie de genes portés par le brin-T est impliquée dans la synthése de molécules
spécifiquement produites a partir des tumeurs, appelées opines (Figure 2 étape 8). Il s’agit de
molécules de faible poids moléculaire issues le plus souvent de la condensation d’acides aminés et
de sucres. Ces composés vont étre produits de maniere intensive au sein des cellules transformées,
et peuvent atteindre 7 % du poids sec des tumeurs (Kim et al.,, 2001). Plusieurs types d’opines
peuvent étre produits. Les genes responsables de la production de ces composés sont : le géne ocs
pour la synthese d’octopine, de lysopine, d’histopine, d’acide octopinique et de sulfopine (Dessaux et
al.,, 1998; Flores-Mireles et al., 2012) ; les génes mas pour la synthése de mannopine et d’acide
mannopinique ; le gene ags pour I'agropine ; le géne nos pour la synthese de nopaline et d’acide
nopalinique ; et enfin le géne acs pour la synthese d’agrocinopines A et B. Les opines ne sont pas
toutes produites a partir d’'un méme plasmide Ti. A partir d’'un méme plasmide ne vont étre produits
que quelques types d’opines. Les plasmides Ti ont d’ailleurs été classés en fonction des opines qu’ils
produisent, les principaux étant les plasmides a nopaline et les plasmides a octopines. Les plasmides
Ti portent également les génes responsables du transport dans la cellule bactérienne et du
catabolisme de leurs opines spécifiques (Figure 2 étape 9). Il s’agit des génes occ responsables du
transport et du catabolisme de I'octopine, de I'acide octopinique et de la lysopine ; des génes noc
permettent d’utiliser la nopaline ; et enfin des genes acc nécessaires a I'import et a la dégradation

des agrocinopines.
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1.2.1.5 Transfert conjugatif du plasmide Ti

Les opines stimulent également le transfert conjugatif du pTi d’une cellule bactérienne donneuse a
une cellule bactérienne receveuse (Figure 2 étape 10). Les produits des geénes tra et trb sont
nécessaires et suffisants pour le transfert (Cook et al., 1997). A partir de I'origine de transfert oriT, le
pTi est clivé, dupliqué, puis transféré dans la cellule receveuse grace a un systeme de sécrétion de
type IV. L'excision au niveau de I'oriT se fait via la protéine TraA qui posséde une activité hélicase et
clive I’ADN. Son réle est équivalent a celui de VirD2. Elle est accompagnée des protéines TraC et TraD
qui possedent entre autre une activité de fomation du relaxosome (Cho and Winans, 2007). Les
protéines TraG et TraF sont similaires aux protéines du méme nom du plasmide RP4. TraG forme un
pont entre le relaxosome et le pore dans la membrane (Hamilton et al., 2000). TraF permet la
maturation de la sous-unité du pore de conjugaison, la piline, grace a une activité protéase et
protéine cyclase (Eisenbrandt et al., 1999). TraB semble nécessaire pour un transfert conjugatif
maximal mais n’est pas indispensable au procédé (Farrand et al., 1996). Les protéines Trb forment le
pore de conjugaison du systeme de sécrétion de type IV (Li et al., 1999). Ce systéeme de sécrétion est
similaire a celui utilisé pour le transfert de ’ADN-T. La question s’est longtemps posée de savoir si les
transferts du complexe-T et du plasmide Ti utilisaient un systeme commun. Il a cependant été
montré que des souches déficientes dans le systéme tra étaient capables de transférer ’ADN-T, et a
I'inverse des souches déficientes dans le systéme vir pouvaient disséminer le plasmide Ti par

transfert conjugatif (Alt-Morbe et al., 1996; Cook et al., 1997; von Bodman et al., 1989).
1.2.2 Mécanismes de régulation

L’'ensemble des mécanismes décrits précédemment est sujet a une régulation complexe. De
nombreux systémes de régulation sont mis en place et permettent une expression optimale des

génes de virulence, d’assimilation des opines et de la conjugaison.

1.2.2.1 Activation de la virulence

Les signaux issus de blessures des plantes sont percgus via la protéine fixatrice de sucre ChvE (Hu et
al., 2013), le régulateur ExoR et les systéemes a 2 composants VirA/VirG et ChvG/Chuvl. Certains de ces
systemes régulateurs sont exprimés a un niveau basal et leurs expressions peuvent étre stimulées

par ces signaux.

Le systéme a deux composants VirA/VirG est composé du senseur VirA (S. Jin et al., 1990; Lin et al.,
2014) et du régulateur de réponse VirG (S. G. Jin et al., 1990) (Figure 3). La perception des composés
phénoliques comme I'acétorisyngone et le pH acide conduit a I'autophosphorylation de VirA puis au

transfert de son phosphate a VirG. Celui-ci peut alors se fixer en amont de promoteurs au niveau de
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séquences particuliéres appelées « boites vir ». Ces séquences correspondent aux bases consensus
suivantes : 5'dPu(T/A)TDCAATTGHAAPY (H = A,Cou T, D = A,G, ou T, Pu = purine ; Py = pyrimidine)
(Pazour and Das, 1990). Ces « boites vir » sont présentes notamment en amont des génes de
virulence vir. Ainsi, la fixation de VirG active |'expression des genes de virulence. De plus, la
transcription de virG peut étre auto-induite par des composés phénoliques via son promoteur P1, et
par un pH acide via son promoteur P2 indépendamment de I'activation par VirA/VirG (Mantis and

Winans, 1992).

La protéine ChvE pergoit les sucres libérés de la blessure et collabore avec la sous-unité
périplasmique de VirA pour transmettre I'information (He et al., 2009; McCullen and Binns 2006;
Shimoda et al., 1993). Le régulateur ExoR, en collaboration avec le systeme a deux composantes
ChvG/Chvl régule I'expression de génes impliqués dans la mobilité, le chimiotactisme, la synthése
d’exopolysaccharide, la mise en place d’un systeme de sécrétion de type VI ainsi que dans la
virulence (Heckel et al., 2014; Wu et al., 2012). En condition neutre, ExoR interagit avec ChvG et le
sequestre, empéchant son action sur Chvl. En condition acide, ExoR est hydrolysé et libére ChvG qui
peut alors agir sur Chvl et ainsi permettre I'expression de nombreux génes. Tomlinsson et al ont aussi

montré que ExoR pourrait inhiber I'expression des génes indépendamment de ChvG/Chvl (Tomlinson

et al., 2010).
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1.2.2.2 Assimilation des opines

Les génes d’assimilation des opines noc (pour la nopaline) et occ (pour I'octopine) sont régulés
respectivement par les régulateurs positifs NocR et OccR qui appartiennent la famille des régulateurs
de type LysR (Kreusch et al., 1995; von Lintig et al., 1991). lIs se fixent sur les promoteurs de leurs
geénes cibles. En présence de nopaline ou d’octopine, un changement dans la conformation du
complexe NocR-ADN, ou OccR-ADN, se produit et permet I'expression des génes (Marincs and White,
1993). L’assimilation des agrocinopines A et B est controlée négativement par le régulateur AccR de
type LacR. En absence de ces opines, ce répresseur empéche I'expression des genes de I'opéron acc
en se fixant au niveau de I'opérateur (séquence répétée inversée CGCTCATAGTATGAGCG). La fixation
des agrocinopines a AccR empéche son appariement avec les promoteurs, et permet la levée de la

répression et I'assimilation des agrocinopines (Kim et al., 2008).

1.2.2.3 Conjugaison du plasmide Ti

Enfin, la régulation de la conjugaison du plasmide Ti est contr6lée par la présence de certaines

opines et par le quorum sensing (Figure 4).

Régulation par le quorum sensing
Le quorum sensing permet un dialogue entre les bactéries et est dépendant de la densité cellulaire
(Fuqua et al., 1994). Chez Agrobacterium, les protéines Tral et TraR sont impliquées dans ce
mécanisme et sont similaires aux protéines de référence Luxl et LuxR. Tral est responsable de la
synthese de la molécule signal auto-inductrice : la 3-oxo-C8-homosérine lactone (OC8HSL). A forte
densité bactérienne, 'OC8HSL est percue par la protéine régulatrice TraR et interagit avec celle-ci. La
présence d’OC8HSL permet notamment la stabilisation de la protéine TraR et diminue sa sensibilité
aux protéases (Zhu and Winans, 2001, 1999). Le complexe TraR-OC8HSL se fixe spécifiquement sur
I’ADN au niveau de « boites tra » (ATGTGCAGATCTGCACGT) et induit I'expression de nombreux
génes : les génes tra et trb impliqués dans la conjugaison du plasmide Ti et dans sa régulation, et les
génes rep responsables de la réplication et de la répartition du plasmide Ti. Ce systéme est lui-méme
régulé par de nombreux facteurs dont la lactonase AiiB (Haudecoeur et al., 2009) et les produits de
geénes bIcABC qui seraient impliqués dans la dégradation des auto-inducteurs OC8HSL. BlcC est en
effet une lactonase capable de cliver le noyau gamma-butyrolactones (GBL) des homosérines
lactones (Carlier et al., 2004; Chevrot et al., 2006a). Lorsque I'expression de I'opéron bIcABC est
induite par des composés végétaux, tels que la molécule de défense végétale GABA, Agrobacterium
n’accumule pas les OC8HSL, suggérant ainsi une régulation négative de la conjugaison du plasmide
Ti. Cependant, Farrand et al ont montré que la production de BlcC in situ et in planta diminuait la

concentration extracellulaire des homosérines lactones mais pas leur concentration intracellulaire ni
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le transfert conjugatif du plasmide Ti (Khan and Farrand, 2009). Le réle de I'opéron bIcABC dans

I'inhibition du quorum sensing et du transfert conjugatif du plasmide Ti reste donc encore mal connu.

\N !
/
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}

Réplication et transfert conjugatif du plasmide Ti

Figure 4 : Régulation du transfert conjugatif du plasmide Ti par le quorum sensing chez la souche A.
fabrum C58. (D’aprés Lang et al, 2014).

L’expression des genes du brin-T au sein des cellules végétales permet la production des agrocinopines A et B Q)
(1) qui bloquent alors I'action du répresseur AccR et induisent alors la production de TraR (2). TraR accroit la
production de Tral, permettant un rétro-controle positif de la production des molécules signal OC8HSL ({ /) (3),
qui sont relachées dans le milieu extérieur (4). Plusieurs mécanismes contrecarrent le quorum sensing : tout
d’abord la répression de TraR par TraM (5), puis la dégradation des OC8HSL ( ) par les lactonases BlcC et AiiB
(6), dont la production est modulée respectivement par la production de GABA (< ») et d’agrocinopines. Les étoiles
jaunes en amont de chaque opéron correspondent au site de fixation de TraR, appelé «boite tra»
(ATGTGCAGATCTGCACGT). GABA : y-amino butyric acid; OC8HSL : 3-oxo-octanoylhomosérine lactone.

Régulation par les opines
L’expression du régulateur transcriptionnel TraR est également contr6lée par la présence des opines
dites de conjugaison. En absence d’agrocinopine (ou d’octopine), le régulateur AccR (et OccR) inhibe
I’expression de I'opéron au sein duquel traR se situe. En présence d’agrocinopine (ou d’octopine),
I'inhibition par AccR (et OccR) est levée, permettant I'expression de I'opéron et la production de

TraR. La présence d’opines permet aussi 'induction de I'expression du géne traM qui code un
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inhibiteur du quorum sensing. TraM interagit avec le complexe TraR-OC8HSL, empéchant I'activation
de I'expression des genes sous sa dépendance. Il a été montré que des mutations délétaires de traM
conduisaient a une réponse a de plus faibles concentrations de HSL et a un phénotype
hyperconjugatif des souches, tandis que la surexpression de traM provoquait un phénotype opposé
(Fuqua et al, 1995 ; Hwang et al, 1995). Chez les plasmides a octopine, la protéine TrIR permet
également une inhibition de I'activité de TraR lorsque la mannopine est présente dans le milieu. Il a
été montré que la conjugaison du pTi était diminuée en présence de cette opine, mais que des
souches inactivées pour trIR n’en étaient pas affectées (Oger et al, 1998 ; Winans et al, 1998). A
I'inverse, I'expression constitutive de ce géne provoque une diminution du transfert conjugatif du

plasmide Ti (Chai et al, 2001).

Enfin, la protéine chaperon GroESL, exprimée a partir du chromosome circulaire, stabilise TraR en
augmentant sa solubilité et I'activité transcriptionnelle des promoteurs sous sa dépendance (Chai

and Winans, 2009).

1.2.3 Organisation génétique des genes de virulence et d’utilisation des opines

La totalité des génes nécessaires a la virulence d’Agrobacterium est portée par le plasmide Ti, ce qui
fait de lui I'acteur principal de la virulence. Cependant, les protéines impliquées dans les étapes
précoces de la virulence permettant la migration et I'attachement des bactéries aux cellules
végétales sont codées par le chromosome circulaire, de méme que les régulateurs ChvE et

ChvG/Chvl.

1.2.3.1 Description du plasmide Ti

En fonction des plasmides, différentes opines sont produites et assimilées. Les plasmides a octopine
possedent ainsi des genes occ pour le catabolisme des octopines, a la place des genes noc. De plus
chez les plasmides a octopine, les génes acc ne sont pas présents. Une méme cellule ne peut porter
les deux plasmides. Les plasmides Ti appartiennent au méme groupe d’incompatibilité, qui
correspond a un ensemble de plasmides possédant le méme systeme de réplication, et donc
incapable de coexister dans une méme cellule. Hooykas et al, (1980) ont en effet montré que les
plasmides a octopine et a nopaline ne pouvaient pas persister dans la méme cellule, ou bien que leur

cohabitation nécessitait une cointegration.

Sur les plasmides a nopaline, dont le pTiC58, ces génes de virulence représentent prés de 54 % de la
séquence et sont regroupés en régions en fonction de leur réle (figure 5). On distingue sept

régions : I’ADN-T de 2,2240 kb ; les genes noc du catabolisme de la nopaline répartis sur 17,979 kb ;
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une premiere région impliquée dans le transfert conjugatif du plasmide Ti de 10,299 kb codant les
protéines Trb et le régulateur Tral; la région de réplication contenant I'origine de réplication et
I'opéron repABC mesurant 3,991 kb; la seconde région de conjugaison de 12,294 kb, exprimant les
génes tra et contenant l'origine de transfertoriT; les génes acc pour le catabolisme des
agrocinopines de 7,817 kb ; et enfin la région vir de 42,164 kb comprenant les génes de virulence.
Ces régions sont séparées les unes des autres par des régions plus ou moins grandes décrites comme
non impliquées dans la virulence. Les génes présents dans ces régions codent des ABC transporteurs,

des monooxygénases, et majoritairement des protéines hypothétiques de fonction inconnue.

ADN-T (22,2 kb)

Virulence
vir (42,2 kb)

Catabolisme de la nopaline
(18 kb)

Plasmide Ti

Catabolisme des agrocinopines (214,2 kb)

(7,8 kb)

Figure 5 : Représentation schématique a I’échelle du plasmide TiC58.

Les régions colorées correspondent aux génes impliqués dans la virulence ou l'interaction avec la plante. Les régions en gris
n‘ont pas été démontrées comme impliquées dans la virulence. Elles portent des génes codant des protéines
hypothétiques, des protéines de fonctions diverses, ou ne sont pas codantes. oriT : origine de transfert ; oriV : origine de
réplication. Le cercle intérieur (en bleu clair) correspond a la position des séquences codantes tout au long de plasmide Ti.

1.2.3.2 Réle accessoire du plasmide At dans la virulence d’Agrobacterium

I semble que le plasmide At accentuerait la virulence d’Agrobacterium. Des souches d’A. fabrum C58
dépourvues de plasmide At sont capables de former des tumeurs sur plantes mais les tumeurs
induites par ces souches sont plus petites que celles obtenues suite a I'inoculation de souches
portant le plasmide At (Figure 6) (Hooykaas et al., 1977; Hynes et al., 1985; Nair et al., 2003; Ogawa
et al., 2000; Ogawa and Mii, 2001; Rosenberg and Huguet, 1984).
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Figure 6 : Impact du plasmide At dans la
formation de tumeurs chez d’A. tumefaciens.
(D’apres Nair et al, 2003)

Concentrations

1.108 bactéries.mL?
Des souches avec ou sans plasmides (At et Ti) ont
été testées pour leur capacité a induire la
formation de tumeurs. Des inocula a différentes
concentrations ont été déposés sur des feuilles de
Kalanchoe diagremontiana blessées. Les tumeurs
ont été dénombrées 3 semaines aprés infection.

1.10° bactéries.mL?

1.10'° bactéries.mL?

Plasmide Ti - - + + + +

Plasmide At - + - - + +

Ce plasmide ne porte pas de genes essentiels a la virulence. Cependant les génes attA2ABCDEFGH
pourraient conférer a la bactérie une meilleure adhérence sur la plante, facilitant I'infection
(Matthysse et al., 2000; Nair et al., 2003). Nair et al ont aussi montré qu’en présence du plasmide At
et en conditions d’induction, les genes vir étaient exprimés de maniére plus importante qu’en
absence de plasmide At chez les souches AB150-AB153. De plus, les génes bIcABC, potentiellement
impliqués dans la régulation du quorum sensing, sont portés pas le plasmide At. Outre la régulation
de la conjugaison du plasmide Ti, les HSL pourraient étre percues par la plante et stimuler ses
défenses (Chevrot et al., 2006b). De méme, |'activation de BlcC par le GABA, suivie de la diminution
de la concentration extracellulaire des HSL suggere que cette lactonase empéche la stimulation des
réactions de défense de la plante, notamment dans les étapes précoces et délicates de I'infection
telles que le transfert de ’ADN-T. Par ailleurs, BlcC est capable de dégrader une large gamme de HSL,
et pas uniquement celles produites par Agrobacterium. Elle pourrait donc dégrader les molécules
signal d’autres bactéries, perturbant ainsi leur quorum sensing (on parle alors de quorum quenching),
et limiter la compétition au niveau de la zone de blessure. Enfin, les genes bicA, blcB et blcC codent
des enzymes de dégradation du GBL produit par la plante. Ce composé peut alors étre assimilé par

Agrobacterium, lui fournissant une source de carbone supplémentaire (Carlier et Faure, 2004).

1.3 Le plasmide Ti : entre avantages sélectifs et fardeau génétique

Comme la majorité des plasmides, le plasmide Ti confere un avantage a la bactérie dans certaines
conditions. Cependant, sa grande taille et les fonctions qu’ils codent peuvent représenter un fardeau

pour la bactérie. Plusieurs mécanismes lui permettent alors de diminuer son co(t.
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1.3.1 Avantages sélectifs du plasmide Ti

1.3.1.1 Utilisation des opines

L'utilisation des opines par les agrobactéries portant un plasmide Ti particulier définit la tumeur
comme une véritable niche écologique pour ces souches. Les opines constituent un élément nutritif
presque exclusivement pour les bactéries hébergeant le plasmide Ti correspondant. De plus, la
stimulation du transfert conjugatif du plasmide Ti par les opines permet la dissémination de ce
plasmide, et donc de la virulence au sein des populations d’agrobactéries présentes dans les
tumeurs. C’est ce qu’on appelle le concept d’opine, qui a défini les opines comme « des molécules de
petite taille dont la présence dans les tumeurs de la galle du collet est déclenchée par A. tumefaciens
et qui facilitent sa multiplication et la dissémination des déterminants de sa virulence » (Guyon et al.,
1980; Petit et al., 1983). Plusieurs groupes ont montré que la présence d’opines apportait un
avantage trophique aux bactéries portant un plasmide Ti. Lors d’essai in planta, Guyon et al ont
observé que des plantes produisant des opines stimulaient la croissance d’agrobacteries capables
d’assimiler ces molécules (Guyon et al., 1993). Savka et Farrand ont réalisé des tests de compétitions
entre des bactéries utilisatrices ou non utilisatrices des opines sur des plants produisant ou non des
opines (Savka and Farrand, 1997). Sur les plants ne produisant par d’opine, la distribution des deux
types de souches restait constante. Sur les plants produisant les opines, les bactéries utilisatrices de
ces composés devenaient vite majoritaires dans la population inoculée. Ces expériences montrent un
avantage compétitif des souches capables d’assimiler les opines en leur présence. Cependant,
I"'avantage trophique conféré par les opines n’a été observé que dans des expériences in planta et le

concept d’opine devrait étre valider directement au sein des tumeurs.

1.3.1.2 Utilisation des composés phénoliques

Il semble qu’en plus de détecter la présence des composés phénoliques suite a la blessure de la
plante, le plasmide Ti soit capable de les dégrader. Il a depuis longtemps été montré que les
composés phénoliques sont toxiques pour une large gamme de bactéries, y compris les
agrobactéries, et que ces molécules sont produites par les plantes pour lutter contre les pathogenes
(Braun, 1962; Rohringer and Samborski, 1967; Sequeira, 1963). Le géne virH2 code une O-
déméthylase capable de déméthyler et de détoxiquer de nombreux composés phénoliques tels que
I'acide férulique (Kalogeraki et al., 1999), I’acide sinapinique, I’acide vanillique, I’alcool conyféryl.
(Brencic et al., 2004). Le plasmide Ti permet donc de résister a ce mécanisme de défense de la

plante.
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1.3.2 Fardeau génétique

1.3.2.1 Le maintien du plasmide Ti peut étre colteux selon I’environnement...

Cependant, le plasmide Ti ne parait pas toujours étre bénéfique pour Agrobacterium, et semble
méme représenter un co(t important. Guyon et al ont montré que des souches portant le plasmide
Ti (pTi*) étaient défavorisées lorsque les plantes ne produisaient pas d’opines, en comparaison avec
des souches ne portant pas le plasmide Ti (pTi) (Guyon et al., 1993). Des souches pTi* ont été co-
inoculées avec des souches pTi sur des plants de lotier sauvages ou transgéniques produisant des
opines. Quel que soit le ratio initial d’inoculation pTi":pTi" (50:50 ou 10:90), les souches pTi"
représentaient a peine 10% de la population 4 semaines aprés inoculation sur plants de lotier
sauvages, tandis qu’elles représentaient plus de 90% de la population aprés inoculation sur des
plants de lotier transgéniques produisant des opines. D’autres résultats ont mis en évidence qu’en
milieu riche, la présence du plasmide Ti ne perturbait pas la croissance des bactéries, mais qu’en
milieu carencé, la fitness des bactéries pTi" était plus faible, et ce aprés 35 générations (Platt et al.,

2012) (Figure 7A).
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Figure 7 : Le plasmide Ti comme fardeau génétique. (D’apres Platt et al, 2012)

A/ Impact du plasmide Ti sur la fitness d’A. tumefaciens 15955 cultivée en milieu riche et en milieu carencé en carbone ou
en azote. B/ Impact de I'expression des genes vir sur le temps de doublement d’A. tumefaciens 15955, cultivée en milieu
supplémenté (gris) ou non (blanc) en acétosyringone connue pour induire fortement I'expression des genes vir. Les
traitements marqués par des lettres différentes sont significativement différents (p-value < 0,05)

1.3.2.2 ... et les saisons

Des expériences ont montré que la présence du plasmide Ti représentait une charge importante en
hiver et en automne. Aprés dénombrement sur milieu sélectif de bactéries isolées de sols issus de
plusieurs sites en Algérie, ou par évaluation directe du plasmide Ti par PCR dans le sol, il est apparu
gue seules des souches dépourvues du plasmide Ti avaient été retrouvées au cours de ces saisons,

tandis que 40% des souches portaient ce plasmide au printemps et a I’été suivant (Krimi et al., 2002).
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1.3.2.3 Comment expliquer le colit du plasmide Ti ?

Le colt représenté par le plasmide Ti peut s’expliquer par I'importance de sa taille (5% du génome
d’Agrobacterium) (Goodner et al., 2001; Wood et al., 2001) (Dahlberg and Chao, 2003; Modi et al.,
1991). Pour perdurer dans les cellules, le plasmide doit utiliser des systéemes de réplication et de
répartition indépendants de ceux utilisés par le(s) chromosome(s) principal(aux). De plus, le plasmide
Ti porte des génes codant des protéines impliquées dans des fonctions et des structures lourdes et
encombrantes, tels que les systemes de sécrétion de type IV, le systeme de sécrétion de type VI, et
plusieurs ABC transporteur notamment. La mise en place de tous ces systemes est coliteuse. Platt et
al ont montré qu’en condition d’induction de la virulence (en présence d’acétosyringone dans le
milieu), les bactéries se développaient deux fois moins vite qu’en condition non inductrice (Platt et
al., 2012) (Figure 7B). On peut supposer que la mise en place de la virulence et I'expression des genes

vir nécessite une dépense d’énergie importante qui retarde la croissance de la bactérie.

1.3.2.4 Plasmide Ti et « tricherie »

L'apparition de souches « tricheuses » dans les tumeurs suggerent fortement que le plasmide Ti
représente un poids important pour la bactérie. Ces tricheurs correspondent a des agrobactéries
portant un plasmide Ti tronqué (Bélanger et al., 1995; Fortin et al., 1993). Malgré la réduction de la
taille du plasmide Ti et la perte de nombreuses autres fonctions, elles sont toujours capables de tirer
profit de la tumeur, puisqu’elle sont toujours capables d’assimiler les opines (Platt et al., 2012). Au
sein de la tumeur, elles semblent donc présenter une meilleure fitness. Parmi les tricheurs, on
retrouve également des souches avirulentes portant un ou des plasmides plus ou moins similaires au

plasmide Ti (Merlo and Nester, 1977).
1.3.3 Mécanismes de maintien

Ainsi, bien gqu’ils conférent un avantage a la bactérie, le maintien du plasmide Ti n’en présente pas
moins un co(t. Dés lors, plusieurs stratégies sont développées pour assurer le maintien de ce
plasmide. La réplication et la répartition des plasmides doivent d’abord étre assurées. Des systemes
d’addiction permettent également aux plasmides d’étre conservés dans les populations. De plus,
certains plasmides peuvent étre disséminés dans les populations par transfert conjugatif. Enfin, la

régulation fine de I’expression des génes des plasmides permet une réduction maximale du co(t.
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1.3.3.1 Maitien par la réplication

Mécanismes
Le plasmide Ti est un plasmide a faible nombre de copies (1 a 2 copies par cellule) de la famille des
réplicons repABC. Ce type de réplicon est commun aux Rhizobiaceae et c’est également le systéme
de réplication utilisé par le chromosome linéaire et le plasmide At (Cevallos et al., 2008). Ainsi,
plusieurs réplicons repABC peuvent co-habiter dans une méme cellule. La probabilité pour que ces
plasmides soient distribués systématiquement et aléatoirement dans chaque cellule fille est faible. La
réplication et la répartition du plasmide Ti doivent donc étre finement régulées pour assurer la
transmission a toutes les cellules filles. Ces types de réplicons se caractérisent par le regroupement
en un méme opéron des genes impliqués dans la répartition et la réplication. Les genes repA et repB
codent les protéines assurant la répartition ou ségrégation des plasmides dans les cellules filles.
RepA est une ATPase qui se polymérise en filament et permet la distribution des plasmides suite a la
division cellulaire. RepB intéragit avec RepA et se fixe sur ’ADN au niveau de sites parS (séquences
palindromiques de 16 bases) situés entre repA et repB. Le gene repC code la protéine initiatrice de
réplication. Cette protéine est essentielle et suffisante a la réplication du plasmide, la séquence
codante de son gene semblant porter I'origine de réplication oriV du plasmide Ti (Pinto et al., 2011).
Aucun effet de I'activité transcriptionnelle de repC sur la réplication n’a cependant été montré. De
plus, deux autres éléments sont présents dans la majorité des régulons repABC, le peptide RepD et le
riborégulateur RepE. Le gene repD se situe entre repA et repB et régule la répartition du pTi (Chai
and Winans, 2005a). Le géne repE est situé dans |'espace intergénique repB-repC sur le brin
complémentaire, et il a été suggéré qu’il régulait I'expression de repC, au niveau transcriptionnel et
traductionnel, pour moduler la réplication du plasmide Ti a octopine chez la souche R10 (Chai and
Winans, 2005b). La surexpresion de RepE entraine une diminution du nombre de copies d’un mini-
plasmide de type repABC. Chez la souche C58, le géne repE a aussi été retrouvé (voir chapitre 2 des

résultats).

Régulation
La réplication du plasmide Ti est sujette a une forte régulation (figure 8). En condition normale, les
protéines RepA et RepB exercent un rétro-controle négatif de I'expression de I'opéron repABC. La
fixation de RepA, a l'aide de RepB, au niveau du promoteur de l'opéron repABC empéche sa
transcription. En revanche, I'expression des génes repABC est stimulée par le systéeme VirA/VirG en
réponse a la libération d’acétosyringone lorsque la plante est blessée (Cho and Winans, 2005). Il a
été montré chez la souche C58 une augmentation d’un facteur 4 du nombre de copies du plasmide Ti
en présence d’acétosyringone par rapport a une condition standard. L'induction se fait a partir du

promoteur P4 de I'opéron, en amont duquel se trouve une « boite vir ». L’expression des genes rep
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est également induite par TraR suite a la détection des opines au niveau de la tumeur (Li and
Farrand, 2000; Pappas and Winans, 2003a, 2003b). Dans ce cas, I'expression se fait a partir des

promoteurs P1, P2 et P3, en amont desquels se trouvent deux « boites tra ».

Ainsi, le plasmide Ti est maintenu en faible nombre de copies, sauf lorsque sa présence confére un
avantage a la bactérie. L'augmentation du nombre de copies du plasmide Ti accroit par ailleurs le
nombre de copies de genes essentiels au cycle infectieux, et ainsi la quantité de chaque facteur de

virulence, sans nécessairement faire intervenir des mécanismes complexes de régulation.

RepB
A RepA

TraR | TraR " RepC
S\ \ -

% N - RepE
-~ 2 ke I repABC

P1 P2 P3 P4

- trb...tral l ‘ ~ _repE

VirG

—C

Figure 8 : Régulation de I’expression de I'opéron repABC. (D’aprés Cho et Winans, 2005).

L’expression de I'opéron repABC est fortement réprimée par les protéines RepA et RepB. Le riborégulateur RepE réprime la
synthése de la réplicase RepC (voir page 76) En présence de composés phénoliques, VirG phosphorylé induit I’expression de
I'opéron par fixation au niveau d’une « boite vir » (étoile orange) située en amont du promoteur P4. En présence
d’homosérine lactone (héxagones jaunes), TraR stimule également I'expression de I'opéron en se fixant au niveau de deux
« boites tra» (étoiles jaunes) positionnées au niveau des promoteurs P1, P2 et P3.

1.3.3.2 Maintien par des systémes d’addiction

Sur les plasmides TiC58 et Ti-SAKURA, Yamamoto et al ont identifié un mécanisme, codé par les
opérons jetAS et tiorf24-tiorf25 respectivement, qui facilite la conservation du plasmide Ti au sein
des cellules (Yamamoto et al., 2009). Les auteurs ont montré que I’entrée et le maintien forcé d’un
plasmide extérieur du méme groupe d’incompatibilité entrainent la perte du plasmide Ti résidant, et

conduit a la mort de la cellule.

Ce mécanisme résulte d’un systéme toxine-antitoxine (TA), également appelé systeme toxine-

antidote. Il s’agit d’un systéme d’addiction des cellules bactériennes aux plasmides, qui permet
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d’éliminer les cellules ayant perdu le plasmide (DeNap and Hergenrother, 2005; Hayes, 2003;
Schuster and Bertram, 2013) (figure 9). A partir d’un plasmide sont exprimés des genes codant une
toxine stable et une antitoxine labile. Tant que le plasmide est présent, les deux composants sont
produits, et I'antitoxine séquestre la toxine et 'empéche de jouer son role néfaste. Lors de la division
cellulaire, si la cellule fille conserve le plasmide, les deux éléments continuent a étre produits. En
revanche, si la cellule fille ne recoit pas le plasmide, I'antitoxine va rapidement étre dégradée, tandis
gue la toxine perdurera plus longtemps. Elle sera alors libérée et pourra agir, soit en tuant la cellule,
soit en ralentissant sa croissance. Ainsi, dans les populations, seules les bactéries ayant conservé le
plasmide survivront, assurant le maintien du plasmide. Les toxines peuvent s’attaquer a des
fonctions ou des composants majeurs chez les bactéries, comme I’ADN, la paroi, la transcription ou

encore la traduction. Cependant, ces toxines sont encore mal caractérisées.

‘ ‘ — Mort de la cellule
¢ ¢

O . . —p Survie de la cellule
O 1@

Figure 9 : Principe des systémes toxine-antitoxine. (D’apres DeNap and Hergenrother, 2005)

Division

cellulaire
‘ Antitoxine

La conservation du plasmide lors de la division cellulaire permet le maintien de la production de I'antitoxine et donc la
survie de la cellule. La perte du plasmide conduit a une perte de I'antitoxine. La toxine alors libérée agit au sein de la cellule
et conduit a sa mort.

1.3.3.3 Maintien par la conjugaison

Le plasmide Ti peut cependant étre récupéré par le transfert conjugatif d’'une cellule donneuse a une
cellule receveuse. Par les mécanismes de conjugaison mis en place (pages 28, 30-32), le plasmide Ti
peut étre disséminé et maintenu dans les populations. L’acquisition d’'un plasmide Ti pourrait
permettre a une bactérie de coloniser et d’infecter de nouveaux sites, et a nouveau permettre le
transfert et la dissémination du plasmide Ti (Lang and Faure, 2014). De plus, le plasmide Ti n’est pas
transférable qu’a Agrobacterium, puisque des espéces proches telles que Rhizobium ou
Sinorhizobium sont également capables de porter ce plasmide. Nous avons vu que des bactéries
tricheuses étaient présentes dans la tumeur. Ces bactéries tirant profit de la tumeur sans porter le
fardeau du plasmide Ti pourraient présenter un avantage compétitif vis-a-vis des bactéries portant le
plasmide Ti, ce qui conduirait a sa perte. Cependant, la dissémination du plasmide Ti par transfert
horizontal permet d’éviter que les bactéries « tricheuses » ne deviennent majoritaires au sein des

populations présentes au niveau des tumeurs.
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1.3.3.4 Régulation fine et ordonnée de I'expression des génes

Afin d’éviter une forte consommation d’énergie, I'expression des génes du plasmide Ti est finement

régulée.

Nous avons vu qu’en condition de non induction de la virulence, le plasmide Ti n’est que faiblement
répliqué, mais suffisamment pour assurer sa transmission dans les cellules filles. Au contact de
composés issus de la blessure d’une plante ou d’opines, le réle du plasmide Ti devient primordial.
L’augmentation de son nombre de copies lui permet alors d’assurer toutes ses fonctions, telles que
le transfert de ’ADN-T, la dégradation des opines et le transfert conjugatif (Cho and Winans, 2005).
La coordination entre la conjugaison et la réplication du plasmide Ti n’est d’ailleurs pas un
évenement isolé. C'est aussi le cas pour les plasmides IncP des Pseudomonas (Bingle and Thomas,

2001; Greated et al., 2000).

En absence de signaux, les genes vir ne sont pas exprimés. En revanche, lorsque la bactérie percoit
des composés issus de blessure de plantes, I'expression de ces genes va étre stimulée. Cette
régulation permet a Agrobacterium de n’activer et de ne mettre en place les mécanismes de sa
virulence que lorsqu’elle se trouve a proximité d’une plante et que celle-ci est en état d’étre infectée.
Liu et Nester ont montré que I'expression des genes vir était éteinte par la production d’AlA a partir
des cellules végétales, ce par compétition entre I’AlA et I'acétosyringone pour VirA (Liu and Nester,
2006). La forte synthese d’AlA a partir des cellules végétales transformées indiquerait ainsi a la
bactérie que le brin-T a déja été transféré, et ainsi que I'expression des genes n’est plus nécessaire,

permettant alors une économie d’énergie.

Le transfert conjugatif du plasmide Ti nécessite la présence de cellules receveuses. Ainsi, il n’est
activé qu’a partir d’une certaine densité cellulaire au travers du quorum sensing. D’autre part, Chai et
al ont montré qu’en milieu carencé, I'expression du géne tr/R, dont le produit de traduction est un
inhibiteur du quorum sensing, était induite (Chai et al., 2001). L’inhibition de la conjugaison en milieu

pauvre permettrait d’éviter de mettre en place un systéme de sécrétion colteux pour la cellule.

Enfin, la conjugaison du plasmide Ti et le transfert de ’ADN-T dans les cellules végétales font
intervenir des systemes de sécrétion. Ces deux systémes impliquent de nombreuses protéines et
occupent une place importante dans la membrane bactérienne. Afin d’éviter un encombrement de
cette derniere, les deux systémes ne devraient pas étre mis en place en méme temps. Il a été montré
gu’en présence de composés phénoliques, et donc suite a la blessure d’une plante, la protéine TraM,
inhibitrice du quorum sensing, était surproduite (Cho and Winans, 2005). D’autre part, il pourrait étre
envisagé que les genes bIcABC portés par le plasmide At, s’ils interviennent effectivement dans la

régulation du quorum sensing, pourraient également permettre de retarder le transfert conjugatif du

40



plasmide Ti. Cette hypothese est argumentée par le fait que I'expression des genes bIcABC n’est pas

induite par les HSL, mais plutot dans les phases précoces de la virulence par la libération de GABA.

Ainsi chez Agrobacterium, la mise en place de la virulence, ainsi que le maintien de son déterminant
majeur, le plasmide Ti, sont soumis a une importante régulation. Plusieurs mécanismes de contréle
sont mis en jeu et sont entre-croisés, tels que des systemes a deux composantes (dont le systéme
majeur VirA-VirG), des régulateurs transcriptionnels, ou encore le quorum sensing. Si la régulation
transcriptionnelle a été bien caractérisée chez cette bactérie, encore peu d’informations sont
disponibles sur les mécanismes de régulation post-transcriptionnelle, faisant intervenir notamment

les riborégulateurs.
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Il. Régulation par les riborégulateurs et physiologie bactérienne

Les ARN résultent de la transcription d’un gene. En fonction de leur réle dans la cellule, plusieurs
catégories d’ARN ont été définies. Les ARN messagers, comme leur nom l'indique, transmettent un
message. lls sont traduits en protéines. Les ARN issus des autres catégories ne sont pas traduits en
protéines et agissent directement en tant que transcrit. Les ARN ribosomaux (ARNr) et de transfert
(ARNt) sont impliqués dans la traduction des ARNm. Une derniére catégorie est actuellement tres
étudiée, il s’agit des ARN non codant (ARNnc), ou petits ARN (sRNA). Ils sont impliqués dans la
régulation post-transcriptionnelle de I'expression des genes. On les retrouve chez les Eucaryotes, les
Eubactéries, et chez les Archées (Babski et al., 2014). Nous nous intéresserons ici aux ARN

régulateurs bactériens, que nous appellerons riborégulateurs.

I1.1 Généralités

11.1.1 Structure et localisation

11.1.1.1 Plusieurs caractéristiques

Les riborégulateurs bactériens possédent généralement plusieurs caractéristiques :i) ils sont de
petite taille - quarante a cing cents bases- alors que les ARNm mesurent généralement plus de mille
bases ; ii) ils possédent une structure secondaire composée de plusieurs tiges-boucles impliquées
dans leur stabilité ou dans leur fonction ; iii) ils ne présentent pas de séquence codante et ne sont
pas traduits en protéines. Cependant certains riborégulateurs ne respectent pas ces caractéristiques.
En plus de leur réle de régulateurs, ils peuvent également coder de petits peptides : RNAIIl code une
0-hémolysine de 26 acides aminés chez Staphylococcus aureus (Balaban and Novick, 1995), SgrS est
traduit en un peptide de 43 acides aminés appelé SgrT qui appuie l'action régulatrice du
riborégulateur (Wadler and Vanderpool, 2007). Enfin, certains riborégulateurs mesurent plusieurs
kilobases (Sesto et al., 2013; Stazic et al., 2011; Toledo-Arana et al., 2009; Wehner et al., 2014). La
classification d’ARN « non codant » ou de « petits » ARN ne correspond donc pas a une régle absolue.
Ces cas étant cependant rares et ces termes sont toujours appliqués. Ici, nous préfererons les

appeler riborégulateurs.
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11.1.1.2 Différentes catégories de riborégulateurs

Les riborégulateurs peuvent interagir avec des protéines, avec des ARNm ou avec des métabolites.
Dans le cas de l'interaction avec des ARNm, deux classes de riborégulateurs peuvent étre définies
selon la localisation génomique a partir de laquelle ils sont exprimés (Figure 10). On distingue les
riborégulateurs antisens agissant en cis, dont les génes sont localisés sur le brin complémentaire de
la séquence codante qu’ils controlent ; et les riborégulateurs antisens agissant en trans, dont les
transcrits sont exprimés a partir de séquences intergéniques. Enfin, les riborégulateurs interagissant
avec des métabolites correspondent aux parties 5 non traduites des ARNm (5'UTR pour

UnTranslated Region). Ces régulateurs sont nommés riboswitch.

riborégulateur trans 5'UTR | I 3'UTR
S .
€ (— - (—— TS e —
riborégulateur cis riborégulateur trans

Figure 10 : Localisation génétique des différentes classes de riborégulateurs.

Trois classes de riborégulateurs sont définies : les riborégulateurs codés a partir du brin complémentaire d’une séquence
codante appelés ARNNc cis ; les riborégulateurs transcrits a partir de régions intergéniques nommés riborégulateur trans ;
et les éléments positionnés dans les régions 5’"UTR des ARNm, que I'on nomme riboswitch. CDS : CoDing Sequence ; UTR :
UnTranslated region (localisé en 5’ ou 3’ des CDS).

11.1.2 Mécanismes d’action

L'interaction des riborégulateurs avec leurs cibles entraine une régulation de la production de ces

cibles, qui peut se faire au travers de différents mécanismes.

11.1.2.1 Action sur des protéines

Les protéines cibles interagissent avec des molécules d’acides nucléiques. Le riborégulateur va
mimer, soit par sa structure soit par sa séquence, les acides nucléiques avec lesquels les protéines
agissent habituellement. lls vont alors séquestrer la protéine cible et bloquer son action dans la

cellule. Bien que ce mécanisme ne soit pas le plus décrit, trois principaux cas ont été étudiés.

La protéine CsrA (pour Carbon Storage Regulator) perturbe la stabilité et la traduction de nombreux
ARNmM en interagissant avec des motifs GGA situés dans leur région 5’UTR. Les riborégulateurs CrsB
et CrsC contiennent plusieurs de ces motifs au sein de leurs séquences. Lorsque leurs concentrations
atteignent un seuil, ils séquestrent la protéine CsrA et 'empéchent d’interagir avec ses ARNm cibles
(Liu et al., 1997; Weilbacher et al., 2003). Ce systeme, ainsi que son homologue Rsm (pour Repression

of Secondary Metabolism), ont été identifiés chez de nombreuses bactéries, dont de nombreux
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pathogenes humains (Yersinia pestis, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa...) ou des
bactéries interagissant avec les plantes (Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas fluorescens...)

(Cui et al., 2001; Heroven et al., 2012; Kay et al., 2005).

Le riborégulateur 6S est le premier riborégulateur a avoir été identifié (Brownlee et al, 1971), chez
Escherichia coli. Il est maintenant caractérisé chez de trés nombreuses bactéries a Gram négatif et a
Gram positif. Sa structure secondaire est constituée de deux tiges double brin entourant une large
boucle interne appelée « renflement central » (Steuten et al., 2014; Wassarman, 2007) (Figure 11).
Cette structure, caractéristique des promoteurs, lui permet d’interagir directement avec la sous-
unité ¢’° de ’ARN polymérase (RNAP). Au cours de la phase exponentielle, ’ARN 65 s’accumule dans
la cellule et atteint une concentration maximale en phase stationnaire. Dés lors, il séquestre la sous-

ey s 70 . N s . . \ s
unité o’ associée a I’ARN polymérase et bloque la transcription des genes sous sa dépendance.

ARN polymérase >
\ — > —> = Figure 11 : Interaction avec des protéines.

En prenant la conformation d’un promoteur
l + 6S ouvert, le riborégulateur 6S séquestre I’ARN

polymérase et bloque la transcription de
nombreux genes.

Enfin, chez E. coli, le riborégulateur GImZ régule la traduction de 'ARNm g/mS. Son action est
cependant contrecarrée par sa dégradation par I’endonucléase YhbJ. Pour pallier cette dégradation,
le riborégulateur GImY, dont la séquence est similaire a celle de GImZ, est produit. De part sa
séquence plus courte, GImY n’est pas capable de jouer le role régulateur de GImZ. A forte
concentration, il est en revanche la cible majoritaire de 'endonucléase YhbJ et la séquestre. GImZ est

protégé et peut jouer son réle de régulateur (Gopel et al., 2014; Reichenbach et al., 2008).

11.1.2.2 Cas des riboswitchs et des thermorégulateurs

Situés dans les régions 5" des ARNm, les riboswitchs présentent une structure secondaire forte. Leur
conformation est différente en fonction des conditions environnementales. Elle leur permet de
moduler la traduction et la stabilité des ARNm en cis. Lorsqu’ils interagissent avec des molécules
spécifiques (vitamines, ions) ou des signaux physico-chimiques (température, pH), leur structure est

modifiée, entrainant la modulation de la traduction des ARNm. L'ARNm prfA est un régulateur
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impliqué dans la virulence de pathogénes d’animaux (Johansson et al., 2002) (Figure 12). A 30°C ce
riboswitch, de type thermorégulateur, forme une structure séquestrant le site de fixation des
ribosomes (RBS pour Ribosome Binding Site) et bloquant la traduction. A 37°C, cette structure est
dénaturée, le RBS est relaché, permettant la traduction de ’'ARNm prfA. De méme, la traduction de
I’ARNm mntH, qui code un transporteur de Mn**, est régulée par la présence de Mn*" intracellulaire
chez Salmonella typhimurium (Shi et al., 2014). A forte concentration de Mn?*, cet ion se fixe au
niveau du riboswitch appelé UTR1 et induit la formation d’une structure de terminaison Rho-

indépendante stoppant la traduction.
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—_— A Figure 12 : Thermorégulation.
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11.1.2.3 Action des riborégulateurs cis et trans

Les riborégulateurs agissant en cis possedent une complémentarité de bases parfaite et sur toute
leur longueur avec leur ARNm cible. Pour les riborégulateurs agissant en trans, la complémentarité
de bases avec leur ARNm cible est imparfaite. Cette propriété leur permet d’interagir avec plusieurs
ARNm, et permet a un méme ARNm d’étre régulé par plusieurs riborégulateurs. Cette interaction
nécessite, dans la plupart des cas, I'intervention d’une protéine chaperonne appelée Hfg pour
faciliter et maintenir I'appariement entre les deux ARN. Ces riborégulateurs peuvent avoir un impact

positif ou négatif sur la traduction d’'un ARNm et/ou sur sa stabilité.

Inhibition de la traduction
L’inhibition de la traduction est le mécanisme le plus décrit. Le riborégulateur s’apparie avec ’ARNm
au niveau du RBS, empéchant ainsi la fixation des ribosomes et l'initiation de la traduction (Figure
13). D’autres mécanismes ont également été identifiés. Le riborégulateur peut entrer en compétition
avec les ribosomes au niveau d’une séquence appelé « ribosome standby site ». Cette séquence,

située en amont du site RBS, permet au ribosome de se fixer sur ’ARNm en attendant la libération de
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la séquence Shine Dalgarno (SD) séquestrée dans une structure secondaire. Ceci a été observé chez
E. coli pour le riborégulateur IstR-1 qui se fixe 100 pb en amont du site SD de ’ARNm tisB (Darfeuille
et al., 2007; Vogel et al., 2004). La fixation d’un riborégulateur dans la séquence codante peut
également entrainer un changement de conformation de la séquence d’initiation de la traduction et
ainsi empécher le recrutement des ribosomes. Ce mécanisme a été observé chez Bacillus subtilis
pour linteraction entre le riborégulateur SR1 et 'ARNm aghrC (Heidrich et al.,, 2007). Les
riborégulateurs peuvent enfin bloquer la traduction des ARNm en interagissant avec des sites
facilitateurs de la traduction présents dans leur séquence 5'UTR. Chez Salmonella enterica, le
riborégulateur GevB se fixe au niveau de sites riches en bases A/U de nombreux ARNm (Sharma et
al., 2011, 2007). Ainsi, les riborégulateurs bloquent généralement la traduction des ARNm tandis que
ceux-ci sont en cours de synthése, empéchant ainsi immédiatement leur traduction. Cependant,
I'action du riborégulateur SgrS nécessite que I’ARNm ptsG, codant un transporteur majeur du
glucose, soit déja en cours de traduction et que la protéine naissante soit intégrée dans la membrane

interne (Kawamoto et al., 2005).

—

RBS SopD
ARNm spoD P
Figure 13 : Inhibition de la traduction
+ Sg rS La fixation de I’ARNnc SgrS au niveau du
codon initiateur bloque la traduction de
I’ARNm sopD.
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Activation de la traduction
Les riborégulateurs peuvent également activer la traduction des ARNm. Le plus souvent, le
riborégulateur interagit avec un ARNm dont le RBS est séquestré dans une structure secondaire et
n’est pas accessible aux ribosomes. La fixation du riborégulateur dans la région 5’UTR défait cette
structure secondaire, libére le RBS et permet la traduction de ’ARNm. Ce mécanisme a notamment
été observé pour les couples riborégulateur/ARNm DsrA/rpoS, RprA/rpoS, Qrrl-4/vca0939, RNAIIl/a-
hla, RyhB/shiA (Repoila and Darfeuille, 2009). Le produit de traduction de shiA est impliqué dans

I'import de shikimate. En absence du riborégulateur RyhB, les 51 premiers nucléotides de la partie
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5’UTR de I'ARNm shiA s’apparient avec la séquence contenant le RBS et le codon initiateur. Ceci
empéche l'initation de la traduction de shiA et entraine la dégradation rapide de ’ARNm (Prévost et
al., 2007). Les auteurs ont montré que RyhB se fixait au niveau de ces 51 bases et empéchait la
formation de la structure secondaire, permettant ainsi la traduction de '’ARNm et sa stabilisation

chez E. coli (Figure 14).

ARNmM Figure 14 : Activation de la traduction
shiA L’interaction de RyhB avec I’ARNm shiA
+ RyhB libére le RBS d’une structure secondaire

et permet sa traduction.

Dégradation des ARNm cibles
Les riborégulateurs peuvent également faciliter la dégradation de leurs ARNm cibles. Cette
dégradation peut étre directe, I'interaction entre ARNm et riborégulateur recrutant des RNases
(Bandyra et al., 2012), comme chez S. typhimurium, ou le riborégulateur MicC recrute directement la
RNase E lors de son interaction avec ’ARNm ompD (Pfeiffer et al., 2009) (Figure 15). La formation
d’une molécule double brin d’ARN issue de l'interaction entre un riborégulateur et un ARNm peut
également recruter la RNAse Ill, comme c’est le cas avec le riborégulateur RNA |IIl chez
Staphylococcus aureus (Huntzinger et al.,, 2005). La dégradation peut également dériver de
I'interaction entre le riborégulateur et son ARNm cible suite a I'inhibition de la traduction. En effet,
lors de la traduction d’'un ARNm, les ribosomes y sont fixés et le recouvrent, ce qui le protege des
RNases. En revanche, si la traduction est bloquée par un riborégulateur, ’TARNm est nu et susceptible
aux RNases. Ce mécanisme permet de rendre irréversible I'inhibition de la traduction (Morita et al.,
2006). La capacité a induire la dégradation des ARNm n’est pas intrinseque aux riborégulateurs
puisque certains riborégulateurs entrainent la dégradation de certains de leurs ARNm cibles mais pas
d’autres. C’est le cas du riborégulateur RyhB qui stimule la dégradation de I’ARNm sdhCDAB mais pas
celle de I’ARNm cysE, ou encore du riborégulateur Spot42 qui facilite la dégradation des ARNm gltA,

maeA et sthA mais pas de I'opéron sdCDAB (Desnoyers et al., 2013).
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Modulation des opérons
Un riborégulateur peut entrainer une expression différentielle des genes présents au sein d’un
méme opéron. Le riborégulateur Spot42 régule I'opéron galETKM, dont les produits de traduction
sont impliqués dans le catabolisme du galactose (Mgller et al., 2002). Spot42 se fixe au niveau du RBS
de galK et bloque sa traduction. Cependant, puisqu’il ne modifie pas la stabilité de I’ARNm galETKM,
il ne perturbe pas la traduction des autres cistrons (Figure 16). L’activité de GalE, GalT et GalM est
nécessaire en permanence dans la cellule, tandis que celle de GalK ne I'est qu’en présence de
galactose. Ce mécanisme permettrait d’éviter la production inutile d’'une protéine et d’économiser
de I’énergie. De méme, le riborégulateur GImZ favorise la traduction de ’ARNm g/mS, qui est issu du
clivage par la RNase E de I’ARNm bicistronique gImUS impliqué dans le métabolisme des acides
aminés. En se fixant entre gimU et gImS, GImZ va faciliter le clivage, la stabilisation et la traduction

de g/mS (Kalamorz et al., 2007).

GalE
Gal T
e e T
ARNm galETKM & GalM Figure 16 : Modulation des opérons

L’interaction de Spot42 au niveau du
RBS de galK uniqguement empéche sa
traduction sans perturber la traduction
de galE, galT et galM présents sur le
méme ARNm polycistronique.

+ Spot42

GalE
Q GalT

- 0 ey m—

GalM
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11.1.3 La protéine Hfq

La protéine Hfq (pour Host factor Q) a été découverte en 1968 chez E. coli, et était considérée
comme un facteur essentiel pour la réplication du bactériophage Qf (Franze de Fernandez et al.,
1968). Elle est aujourd’hui connue pour étre une protéine chaperon importante dans la régulation
par les riborégulateurs. Elle appartient a la famille des « LSm protein » (Like Sm proteins), qui sont
aussi présentes chez les Eucaryotes et les Archées et qui sont impliquées dans I'épissage et la

dégradation des ARNm. Elle est conservée et répandue chez les bactéries (Wassarman, 2002).

11.1.3.1 Mécanismes d’action

Plusieurs roles ont été identifiés pour cette protéine. En facilitant I'appariement entre un
riborégulateur et son ARNm cible, elle participe a la régulation de la traduction de ce dernier (Figure
17A). Chez les riborégulateurs trans, la complémentarité de bases étant imparfaite et incompléte,
I'intervention de Hfq aide a initier et maintenir l'interaction. Elle augmente leur probabilité
d’interaction en rapprochant les deux molécules et aide a remodeler les riborégulateurs, tres
structurés, pour permettre leur interaction avec leurs cibles. Elle peut aussi perturber directement la
traduction des ARNm en provoquant un encombrement stérique au niveau des RBS et des
« ribosomes standby sites ». Elle est aussi capable de protéger les riborégulateurs, qui possedent des
structures double brin, de I'attaque par des RNases (Moll et al., 2003) (Figure 17B). A l'inverse, elle
peut faciliter la dégradation de certains ARNm en rendant accessible leur extrémité 3’ (Figure 17C).
Celle-ci va alors étre rapidement polyadénylée par une poly(A)-polymérase (PAP) puis dégradée par
des polynucléotides phosphorylases (PNP) telles que RNase E et RNase Il (Mohanty et al., 2004). Des
expériences de co-purification ont identifié une interaction directe entre Hfg et les PAP et PNP.
Morita et al ont montré que Hfq était capable de recruter la RNase E spécifiquement, sans aucun
autre composant du dégradosome, pour faciliter la dégradation de SgrS et RyhB chez E. coli (Morita
et al., 2005). Enfin, des études ont mis en évidence qu’elle pouvait réguler la traduction et la stabilité
d’ARNm directement et en absence de riborégulateurs associés (Salvail et al., 2013; Vytvytska et al.,

2000).

11.1.3.2 Hfq est-elle indispensable ?

Cette protéine Hfg semble indispensable a la riborégulation. Cependant, dans plusieurs cas, la
régulation par les riborégulateurs semble se faire indépendamment de cette protéine chaperon.
C’est le cas pour l'interaction entre un riborégulateur agissant en cis et son ARNm cible. Par ailleurs,
il est apparu que I'importance de Hfqg était variable en fonction des souches d’'une méme espéce. En

effet Bohn et al ont montré que Hfg ne jouait pas de réle majeur chez les souches RN6390, COL et
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Newman de Staphylococcus aureus (Bohn et al.,, 2007), tandis que Liu et al ont montré qu’elle
impactait fortement la virulence de la souche 8325-4 (Liu et al.,, 2010). Bien qu’elle posséde de
nombreux homologues, cette protéine n’a pas été identifiée dans toutes les espéces bactériennes
étudiées, comme Helicobacter pylori ou Enterococus faecalis. D’autres protéines pourraient jouer un
role similaire, comme cela a été montré pour Sinorhizobium meliloti, chez qui ont été identifiées des
protéines affectant la voie de régulation des riborégulateurs de fagon similaire a Hfg (Pandey et al.,
2011). Une hypotheése alternative serait que chez les souches dépourvues de Hfg, I'association entre
les riborégulateurs et leurs cibles soit plus rapide et plus stable, comme c’est le cas pour les

riborégulateurs cis et leur cible.
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Figure 17 : Modes d’action de la protéine Hfq. (D’aprés Vogel et al, 2011)

A/ Hfq peut faciliter I'interaction entre un ARNnc et son ARNm cible, et engendre donc I'inhibition ou I'activation de la
traduction, ou encore la dégradation de I’ARNm selon la localisation de la zone d’interaction. B/ La présence de la protéine
Hfq protége les ARNnc contre la dégradation par la RNAse E en s’appariant au niveau des sites de clivage. C/ Hfq peut enfin
interagir directement, en absence d’ARNnc, et induire la dégradation des ARNm par le dégradosome. PAP : Poly-A-
Polymérase ; Exo : Exonucléases.

1.1.3.3 Quantité de Hfq dans la cellule

Lorsque I'on additionne I'’ensemble des riborégulateurs requérant le chaperon, ce nombre est
supérieur au nombre de Hfq par cellule et il semble qu’elle soit limitante pour I'activité des ARNnc

(Hussein and Lim, 2011). Ainsi, il a été mis en évidence une compétition entre les ARNnc vis-a-vis de
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Hfq. In vitro, la demi-vie du complexe ARN/Hfq est souvent supérieure a 150 min, alors que lors d’un
stress, la réponse par les riborégulateurs est beaucoup plus rapide (1 a 2 minutes). Ceci suggére un
échange rapide des riborégulateurs liés a Hfqg, qui pourrait s’expliquer par un mécanisme actif de
circulation des riborégulateurs au niveau de Hfg. La production d’un nouveau riborégulateur, suite a
un stress, provoquerait le départ d’un riborégulateur résidant (Fender et al., 2010). Wagner a ainsi
proposé que l'augmentation de la concentration globale en ARN augmenterait la fréquence de
dissociation du complexe Hfg-ARN (Wagner, 2013). Ce mécanisme favoriserait la régulation par les
riborégulateurs nouvellement produits, et bloquerait la régulation par les riborégulateurs résidents

dont la nécessité n’est plus requise.

11.2 Identification des riborégulateurs et de leur cibles

Depuis leur découverte par hasard en 1981 (Stougaard et al., 1981; Tomizawa et al., 1981), de
nouveaux riborégulateurs ne cessent d’étre identifiés et caractérisés. L’ensemble des riborégulateurs
identifiés jusqu’a présent est regroupé dans la base de données Rfam (http://rfam.xfam.org/) (Burge
et al., 2013). Cependant, leur analyse est toujours difficile au vu de leurs caractéristiques. En effet, ils
ne sont pas pris en compte lors des annotations des génomes puisqu’ils ne possédent pas les
caractéristiques d’un gene classique. Sauf quelques exceptions, ils ne possedent pas de séquence
codante et ne sont donc pas sélectionnés par les logiciels d’annotation. De plus, ils sont de taille en
moyenne dix fois plus petite que celle d’un gene classique. A part leur structure secondaire et leur
petite taille, rien ne permet de les différencier du reste du génome. Il est donc plus difficile de
prédire leur présence et leur fonction. Ainsi, afin mesurer I'importance et le role des riborégulateurs
dans la régulation post-transcriptionnelle chez les bactéries, des nombreuses méthodes

d’identification ont été employées et ont du étre mises au point.

11.2.1 Identification des riborégulateurs

11.2.1.1 Identification des riborégulateurs par prédiction bioinformatique

Des méthodes d’identification des riborégulateurs reposent sur des prédictions bioinformatiques.
Plusieurs modeles de prédiction ont été développés, et se basent sur : i) la prédiction des structures
secondaires des riborégulateurs, ii) la similarité de séquences avec d’autres riborégulateurs déja
identifiés, ou iii) la présence de motifs de transcription dans les séquences (site d’initation et de
terminaison de la transcription). Cependant, le taux de recouvrement entre les logiciels est

extrémement bas (moins de 10%) (Hershberg et al., 2003). |l a donc été entrepris des le début des
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années 2000 de combiner plusieurs méthodes afin d’améliorer les prédictions (Carter et al., 2001).
Deux méthodes majeures ont alors été définies: des modeles de prédiction basés sur de la
génomique comparative, et des modeéles basés sur des logiciels d’apprentissage (Backofen et al.,

2014; Liet al., 2012) (Tableau 1).

Tableau 1 : Exemples de logiciels de prédiction des ARNnc (D’aprés Li et al, 2012)

Type de logiciel Logiciels Types de données analysées Références
Basé sur de la génomique QRNA Séquence et structure secondaire Rivas et al, 2001
comparative Comparaison de deux séquences

RNAz Séquence et structure secondaire Washietl et al, 2001

Comparaison de plusieurs séquences

EvoFold Séquence, structure secondaire et évolution Pedersen et al, 2006
Comparaison de plusieurs séquences

sRNAPredict Séquence et terminateur Rho-indépendant Livny et al, 2005
SIPHT Séquence et terminateur Rho-indépendant Livny et al, 2008
NAPP Conservation de séquences; Marchais et al, 2009
Ne prend pas en compte la structure secondaire
Basé sur des méthodes Carter el al Composition en bases et structure secondaire Carter et al, 2001
d’apprentissage Apprentissage par réseau de neurones.
Saestom et al Découverte automatique de profil de séquence pour prédire  Saestrom et al, 2005

des génes d’ARNNc
PSoL Séquence et structure secondaire Wang et al, 2006

Apprentissage automatique avec des bases de données

Tran et al Séquence et structure secondaire Tran et al, 2009
Apprentissage par réseau de neurones

Le premier mode de prédiction est actuellement le plus utilisé. Ces logiciels se basent sur la
présomption qu’un riborégulateur doit présenter une certaine conservation de séquence et de
structure secondaire au sein d’espéces phylogénétiquement proches. Dans un premier temps, la
séquence primaire est étudiée. Des motifs caractéristiques de la transcription, tels que des
promoteurs ou des sites de terminaison de la transcription indépendants du facteur Rho (ou
terminateur Rho-indépendant), sont recherchés. Les terminateurs Rho-indépendants se caractérisent
par une structure tige-boucle suivie d’'une séquence poly-T en 3’ de I’ARN. Cette structure est
suffisante pour déstabiliser ’ARN polymérase lors de la transcription et ne nécessite pas
I'intervention de la protéine Rho. Cette structure est souvent retrouvée chez les riborégulateurs. La
fréquence de mono ou de bi-nucléotides, traduisant la formation de structures double-brin
caractéristiques de la structure secondaire des riborégulateurs, est aussi analysée. Le pourcentage
GC de la séquence d’intérét est comparé au reste du génome, et son environnement génomique a

celui de la séquence similaire dans d’autres génomes. La structure secondaire du transcrit potentiel
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est également prise en compte, et doit étre stable et de faible énergie. Enfin, les logiciels recherchent
une homologie de structure secondaire et de séquence entre les transcrits potentiels et les transcrits
déja identifiés. Le fait est que les séquences peuvent étre différentes mais conduire a une méme
structure si des mutations compensatrices permettent de contre-balancer une premiere mutation.
Les logiciels QRNA, RNAz, sRNApredict et NAPP (Gruber et al., 2007; Livny et al., 2005; Ott et al.,
2012; Rivas and Eddy, 2001), basés sur ces critéeres, sont fréquemment utilisés. Une étude a comparé
ces 4 logiciels et a montré que sRNApredict3 était le plus performant : il engendre le moins de faux
positifs, il est le plus rapide et est capable d’identifier le brin d’ADN transcrivant le riborégulateur (Lu
et al., 2011). Cependant, ces logiciels présentent plusieurs limites. Ils sont en effet basés sur des
comparaisons de séquences de génomes et le probléme se pose donc de trouver des génomes
suffisamment proches. Chez la souche 1021 de Sinorhizobium meliloti, les auteurs n’ont pu détecter
que deux riborégulateurs en comparant avec E.coli a partir des données de Rfam, et aucun en
commun avec Bacillus ou Pseudomonas (UIvé et al., 2007). Enfin, puisque ces logiciels ne prennent
en compte que les régions intergéniques, seuls les riborégulateurs trans peuvent étre identifiés,

ignorant donc les riboswitchs et les riborégulateurs cis.

Pour pallier ces problemes, une seconde approche peut étre utilisée : la technique d’apprentissage
automatique (Machine learning method). Ces modéles nécessitent le développement, |'analyse et
I'implémentation de méthodes automatisables permettant a un logiciel d’évoluer grace a un
processus d’apprentissage, en se fondant sur l'analyse de données empiriques issues de nos
connaissances. Les logiciels développés prennent en compte toutes les séquences génomiques
(codantes et intergéniques) et permettent d’identifier des riborégulateurs cis, des riboswitch, ainsi
que des riborégulateurs orphelins présents chez une espece particuliere et absent ches les autres (Li

et al., 2012).

Ces logiciels de prédiction sont cependant limités, puisqu’ils sont basés sur nos connaissances des
propriétés des riborégulateurs, qui sont elles-mémes restreintes. Il est donc nécessaire d’analyser
plus de données. Pour découvrir de nouvelles caractéristiques, I'utilisation des approches

expérimentales d’identification des riborégulateurs est indispensable.

11.2.1.2 Identification des riborégulateurs par des méthodes expérimentales

Plusieurs techniques permettent I'identification expérimentale des riborégulateurs. La méthode de
puces a ADN consiste a hybrider sur des lames de verre ou de silice des ADN complémentaires
(ADNc) synthétisés a partir d’ARN extraits. Sur ces lames de verre ou de silice ont été fixées au
préalable des collections de séquences d’ADN correpondant aux génes connus ou prédits dans le cas

des puces a ADN ou a I'ensemble du génome pour le tilling array. Les puces a ADN permettent de
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valider la présence de riborégulateurs déja connus et de définir leurs conditions d’expression, par
exemple pour I'étude des riborégulateurs impliqués dans la sporulation de Bacillus subtilis (Silvaggi et
al.,, 2006). Le tilling array permet une analyse globale et I'identification de nouveaux candidats,
comme chez Listeria monocytogenes (Toledo-Arana et al., 2009) ou chez Mycobacterium leprae
(Akama et al.,, 2009). Cette méthode est également a l'origine de l'identification des longs
riborégulateurs (Toledo-Arana et al., 2009). Cette méthode présente cependant plusieurs
inconvénients, dont un trés grand bruit de fond et des hybridations croisées possibles. De plus, les
caractéristiques des riborégulateurs (petite taille et forte structure secondaire) limitent leur
marquage et leur hybridation avec les sondes. Des améliorations sont constamment apportées pour

augmenter la sensibilité de cette technique.

Les nouvelles techniques de séquencage d’ARN - appelées RNAseq - ont permis d’approfondir nos
connaissances sur les riborégulateurs. Apres rétrotranscription des ARN en ADN complémentaires
(ADNCc), ceux-ci peuvent étre directement séquencés sans étape de clonage longue et fastidieuse, par
les méthodes de pyroséquencage 454, SOLID ou lllumina. Pour cette derniére, les ADNc sont
amplifiés en groupe aprés fixation aléatoire sur une lame de verre. Les groupes de séquence sont
ensuite séquencés en utilisant une polymérase et I'ajout de nucléotides marqués a terminaisons
réversibles. Ces méthodes sont beaucoup plus rapides, moins cheres, et permettent d’étudier des
millions de séquences d’ADNc en méme temps. De plus, les techniques de séquencage récentes sont
brin-spécifiques. Elles permettent de définir le brin d’ADN a partir duquel I’ARN est transcrit, et donc
d’identifier les riborégulateurs cis. Des étapes précédant la rétrotranscription sont tout de méme
nécessaires. En effet, apres extraction des ARN, plus de 90% des transcrits correspondent aux ARN
ribosomaux (ARNr) et aux ARN de transfert (ARNt). De maniére générale, il est donc fortement
recommandé d’éliminer ces ARN abondants pour augmenter la profondeur de lecture (Sorek and
Cossart, 2010). Pour cela, les ARN abondants peuvent étre i) capturés a I'aide de billes magnétiques
sur lesquelles sont fixées des amorces complémentaires aux ARN a éliminer, ou ii) dégradés par la
RNase H aprés synthése d’un ADN complémentaire a partir d’'amorces complémentaires aux ARN a
dégrader (figure 18A.1). Une autre technique, appelée séquencage différentiel (ARNA-seq), permet
I’élimination enzymatique des ARN dégradés, c’est-a-dire possedant une extrémité 5’
monophosphate (Figure 18A.2). De plus, il peut étre intéressant d’éliminer les ARNm afin d’enrichir
I’échantillon en riborégulateurs. Une sélection par la taille peut étre effectuée, les ARNm faisant
généralement plus de 1 kb (Figure 18B.1). L’inconvénient de cette technique est que les
riborégulateurs de longue taille, récemment mis en évidence, ne sont pas retenus pour le
séquencage. Récemment, Lybecker et al ont développé une stratégie pour identifier les

riborégulateurs cis et trans chez E. coli (Lybecker et al., 2014). Les riborégulateurs interagissant avec
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les ARNm, les auteurs ont sélectionné les ARN double brin par immunoprécipitation, a partir d’'une
souche dépourvue de I’endonucléase RNase Il (Figure 18B.2). Trois cents seize riborégulateurs
potentiels ont été prédits par cette méthode, dont 21 ont été validés par Northern blot. En revanche
la plupart de ces candidats n‘ont pas été détectés ou tres faiblement chez une souche sauvage
exprimant la RNase Ill, suggérant que ces riborégulateurs sont rapidement dégradés lorsqu’ils
interagissent avec un ARNm. Ces résultats montrent que les techniques d’identification peuvent étre
améliorées et que nos connaissances sur les riborégulateurs ne sont pas exhaustives. Néamoins,
I'utilisation de ces méthodes a permis l'identification de plusieurs riborégulateurs chez différentes

bactéries, dont voici quelques exemples.

A/ Méthodes générales d’élimination des ARN abondants
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Figure 18 : Enrichissement en ARNm et en riborégulateurs. (D’aprés Sorek et Cossart, 2009)

A/ Elimination des ARN abondants (en noir): 1. Les ARNr et les ARNt sont retenus sur des billes magnétiques auxquelles
sont greffées des amorces spécifiques, ou sont dégradés aprés synthése d’un ADNc avec des amorces spécifiques. 2. Les
ARNr, maturés en 5’, sont dégradés par des exonucléases spécifiques d’extrémités 5° monophosphates. B/ Enrichissement
en riborégulateurs : 3. L’extrait est enrichi en riborégulateurs en sélectionnant les transcrits de petites tailles par extraction
apres migration sur gel. 4. Les riborégulateurs s’appariant avec des ARNm dans les cellules, les molécules d’ARN double brin
sont isolées par immunoprécipitation a I'aide d’anticorps spécifiques.

11.2.1.3 Combinaisons des deux approches
Riborégulateurs chez Pseudomonas aeruginosa

Chez Pseudomonas aeruginosa, des analyses antérieures avaient permis d’identifier 44

riborégulateurs, par prédiction bioinformatique, par hybridation sur puces a ADN et co-
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immuniprécipitation avec Hfg. (Sonnleitner and Haas, 2011). Gomez-lazano et al ont identifié de
nouveaux riborégulateurs par analyses de dRNAseq réalisées a partir de plusieurs conditions de
croissance (Gomez-Lozano et al., 2012). Trois sélections d’ARN ont été effectuées: la premiere
sélection (collection LIB>100), comprend tous les transcrits supérieurs a 100 bases, dont les ARNm.
Les deux autres correspondent a des transcrits de moins de 500 bases (collection LIB<500) ou moins
de 200 bases (collection LIB<200). lls ont ainsi découvert plus de 500 riborégulateurs, dont les 44
déja identifiés, et dont certains étaient présents dans les 3 sélections. 36% ne sont retrouvés que
dans une seule collection, ce qui montre la nécessité de diversifier les étapes antérieures au
séquencage pour augmenter le nombre de riborégulateurs identifiés. La premiere collection a permis
d’observer environ 8 fois moins de nouveaux candidats que les deux autres. Cette faible proportion
de nouveaux candidats est probablement due a I'abondance des ARNm qui masquent les
riborégulateurs faiblement produits. Par ailleurs, les collections LIB<500 et LIB<200 permettent de

détecter les riborégulateurs cis car un séquencage brin spécifique a été entrepris.
Riborégulateurs chez Clostrium difficile

Chez Clostridium difficile, les auteurs ont cherché a identifier les riborégulateurs en mettant au point
une analyse in silico de recherche des terminateurs Rho indépendants (Soutourina et al., 2013). Ils
ont prédits 511 candidats, dont 95 ont été identifiés en commun avec une précédente analyse (Chen
et al., 2011). La différence du nombre de riborégulateurs potentiels entre les deux analyses
s’explique notamment par I'absence d’identification des riborégulateurs cis dans I'analyse de Chen et
al. En paralléle, les auteurs ont déterminé expérimentallement les riborégulateurs par dRNAseq a
partir de 3 conditions de croissance différentes. 251 riborégulateurs (riboswitchs compris) ont été
identifiés, parmi lesquels 126 avaient été prédits, et 71 candidats ont été retrouvés dans la base de
données Rfam. 28 riborégulateurs prédits sur les 30 testés ont été validés par qRT-PCR et parmi les

40 candidats identifiés par RNAseq, 35 ont été validés par Northern blot.
Riborégulateurs chez Erwinia amylovora

Zeng et Sundin se sont intéressés aux riborégulateurs dépendants de Hfg chez Erwinia amylovora
(Zeng and Sundin, 2014a). lls ont combiné une analyse de RNAseq a une prédiction bioinformatique
basée sur la recherche de terminateurs Rho-indépendants. Les ARN ont été extraits en condition
d’induction de la virulence a partir d’'une souche sauvage et d’une souche inactivée dans la
production de Hfq. Les transcrits de petite taille et dont I'expression était réduite chez la souche
mutante ont été sélectionnés. Trente-huit candidats Hfg-dépendants ont été identifiés, parmi
lesquels: i) 8 avaient déja été prédits précédemment par analyse bioinformatique et par

comparaison avec E. coli, ii) 4 donnent une correspondance avec Rfam, iii) et 26 candidats n’avaient
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jamais été observés. La comparaison des prédictions bioinformatiques et des données des RNA-seq
des transcrits de petite taille a mis en évidence que sur 23 candidats prédits, 21 ont également été
identifiés par séquencage. De plus, sur 13 candidats, I'expression de 12 a été validée par Northern

blot, et le site d’initiation de la transcription de 7 candidats sur 8 a été validé par 5 RACE-PCR.

Ainsi, il semble important de combiner des approches bioinformatiques et de séquencer des
transcrits issus de différentes conditions de culture afin d’optimiser I'identification de nouveaux
riborégulateurs. En effet, il existe un faible taux de recouvrement entre les approches. Les
prédictions bioinformatiques engendrent un trés grand nombre de faux positifs, et ne permettent
pas d’identifier des riborégulateurs exotiques ne possédant pas les caractéristiques recherchées par
les logiciels. D’un autre coté, I'identification par les approches expérimentales comme le RNAseq
peut étre biaisée en fonction des conditions environnementales testées. Un riborégulateur ne pourra
pas étre identifié s’il n’est pas exprimé. Les différentes méthodes ainsi que leurs caractéristiques sont

résumées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Caractéristiques des différentes méthodes d’identification des ARNnc (D’aprés Altuvia, 2007 ; Vogel et al,

2007)

Méthode Co-immuno
d’analyse/Parametres Bioinformatiques Puces a ADN Séquencage haut débit Précipitation avec
pris en compte des protéines
Conservation de Oui Non Non Non
séquence
Localisation du géne IGR Selon les sondes Non biaisé Non biaisé

Longueur

Conditions
d’expression
Ne prend pas en
compte

Remarques

Exemples

50-400 bases

Non biaisé

ARNnNc orphelin

ARNNC cis
< 50; > 400 bases

Méthode globale

E.coli
(Argaman et al, 2001)
S. meliloti
(Valverde et al 2008)

> 50 bases

Selon le protocole

ARNnNc fortement
structurés ou
modifiés
< 50 bases

Méthode globale

S. meliloti
(Ulvé et al, 2008)
Listeria
monocytogenes
(Toledo-Arana et al,
2009 ; Camejo et
al,2009)

Selon le protocole

Selon le protocole

ARNnNc fortement
structurés ou modifiés

Méthode globale

Pseudomonas
aeruginosa
(Gomez-lazano et al,
2012)
Clostridium difficile
(Soutourina et al, 2013)
E. coli (Lybecker
etal, 2014)

Toutes les longueurs

In vitro

ARNnNc
n’interagissant pas
avec des protéines

Nombre limité de
candidats

Vibrio cholerae
(Liu et al, 2009)
CsrB chez E. coli
(Liu et al, 1997)
RsmZ chez
Pseudomonas
fluorescens
(Heeb et al, 2002)
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11.2.2 Identification des cibles des riborégulateurs

Lorsque le riborégulateur agit en cis, I'identification de la cible est rapide, puisqu’elle est codée par le
gene situé sur le brin opposé de ’ADN. En revanche, pour les autres catégories de riborégulateurs,

d’autres méthodes, a priori ou sans a priori, doivent étre employées.

1.2.2.1 Identification des cibles sans a priori
Par prédiction bioinformatique

Lorsque la cible du riborégulateur est un ARNm, une approche bioinformatique, basée sur la
recherche de complémentarité imparfaite de bases, peut étre utilisée. Plusieurs algorithmes ont été
créés et sont constamment améliorés pour rechercher les ARNm cibles au sein des séquences
génomiques totales. Cinqg logiciels principaux ont été développés. TargetRNA se base sur le potentiel
d’appariement entre un riborégulateur et sa (ses) cible(s), mais ne prend pas en compte les
structures secondaires (Tjaden, 2008). sRNAtarget est basé sur des méthodes bayésiennes naives et
considere le profil de structure secondaire du complexe riborégulateur/ARNmMm comme une
caractéristique (Cao et al., 2009). De plus, il ne prédit que les cibles qui sont négativement régulées
par le riborégulateur. IntaRNA recherche l'interaction optimale avec une énergie d’hybridation
étendue minimale (Busch et al., 2008). Trois facteurs sont considérés : la structure optimale avec
I’énergie libre minimale, la somme des énergies nécessaires a I'ouverture des structures initiales des
sites de liaison, et enfin I'énergie libre minimale des régions d’initiation de I'interaction. StarPicker
recherche tous les duplex pouvant se former entre un riborégulateur et ses cibles potentielles, et
sélectionne les duplex les plus stables (Ying et al., 2011). L’énergie d’hybridation est ensuite calculée
et étendue a tout le site d’interaction. Il a été montré que StarPicker était plus performant dans la
prédiction des cibles et dans la précision des sites d’interaction par rapport a IntaRNA. RNApredator
est basé sur I'algorithme de RNAplex, qui mime la compétition entre les interactions intra et inter-
moléculaires (Eggenhofer et al., 2011). Il considére en plus I'accessibilité de la cible. Cette méthode
lui permet d’étre plus rapide que des logiciels tels que IntaRNA basés sur la méme approche. De plus,
il donne des informations sur le rdle physiologique de la cible, grace a I'annotation GO (gene
Ontology), et renseigne sur I'accessibilité du site de fixation des ribosomes suite a linteraction,
permettant ainsi de prédire si le riborégulateur stimule ou prévient la traduction de ’ARNm (Tableau

3).
Par validation expérimentale

Des approches de génétique classique utilisant des souches modifiées dans la production d’un

riborégulateur permettent d’évaluer les modifications phénotypiques potentielles — comme la
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Tableau 3 : Exemples de logiciels de prédiction des cibles des ARNnc (D’apres Li et al, 2012, Backofen 2014)

Type de logiciel Logiciel Propriétés analysées Références
Analyse IntaRNA Accessibilité des sites de liaison, utilisation de régions (Busch et al., 2008)
sans a priori d’initiation (seed region)
StarPicker Stabilité thermodynamique, accessibilité des sites de (Ying et al., 2011)
I’ARNNC et de la cible ; méthodes Bayesiennes
RNApredator Accessibilité de la cible ; basé sur RNAplex (Eggenhofer et al., 2011)
Target RNA Hybridation, ne prend pas en compte la structure (Tjaden, 2008)
secondaire initiale de ’ARNNc et de la cible
sRNAtarget Séquence et structure secondaire ; méthodes Bayesiennes  (Cao et al., 2009)
Analyse RNAcofold Energie de conformation minimale étendue de deux
a priori séquences
RNAhybrid Energie de conformation minimale étendue de deux (KrGiger and Rehmsmeier,
séquences, néglige les appariements intra-moléculaires et 2006)
les boucles multiples
RNAplex Energie de conformation minimale étendue de deux (Tafer and Hofacker, 2008)
séquences, rapidité de calcul
RNAup Prise en compte de I'accessibilité des sites de liaison (Muckstein et al., 2006)
inteRNA Recherche de la structure du complexe ARN/ARN avec (Alkan et al., 2006)
I’énergie libre totale minimale
Ripalign Analyse de la structure du complexe ARN/ARN en (Li etal., 2011)
considérant la stabilité thermodynamique et la covariation
entre la séquence et la structure
PETcofold Prédiction des interactions et des structures secondaires de  (Seemann et al., 2011)

deux alignements multiples de séquences d’ARN

virulence, la mobilité ou encore la croissance de la bactérie. De plus, par insertion aléatoire du gene
rapporteur lacZ dépourvu de promoteur, les cibles peuvent étre identifiées. Ainsi, chez des souches
mutantes, une modification dans la production de 3-galactosidase laissera supposer que le géne lacZ
s’est intégré dans un gene dont le transcrit est régulé par le riborégulateur étudié. Ce géne peut
ensuite facilement étre identifié par clonage et séquencage. Cette méthode a permis de déterminer
les cibles du riborégulateur OxyS chez E. coli (Altuvia et al., 1997). Des analyses de puces a ADN, de
RNAseq ou de protéomique peuvent également étre entreprises. C'est ainsi que Kim et Kwon ont
montré que RyhB-2 régulait I'expression de genes impliqués dans la mobilité, et que les cibles du
riborégulateur FnrS ont été identifiées chez E. coli (Boysen et al., 2010; Kim and Kwon, 2013). La
protéomique permet d’observer I'impact de la modification des quantités de riborégulateurs sur le
taux d’accumulation des cibles, sans tenir compte de la dégradation de 'ARNm qui n’est pas
systématique. Par ces méthodes, un trés grand nombre de cibles peut étre identifié. Cependant, ces
trois méthodes d’analyse ne permettent pas de différencier les cibles directes, qui interagissent
physiqguement avec le riborégulateur, des cibles indirectes dont I'expression est perturbée suite a
I'interaction du riborégulateur avec les cibles directes. Ainsi, I'interaction du riborégulateur 6S avec la

sous-unité o’® de I’ARN polymérase, conduit a un effet pléiotropique.
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Une méthode de piégeage des cibles peut étre mis en place. Le riborégulateur d’intérét est
synthétisé in vitro, fixé sur des billes magnétiques et est mis en contact avec des extraits d’ARNm. Les
ARNmM retenus sont récupérés, rétrotranscrits puis identifiés par hybridation sur puce a ADN ou par
RNAseq. Deux cibles du riborégulateur RseX ont été ainsi déterminées (Douchin et al., 2006). Cette
méthode permet également d’identifier les cibles protéiques des riborégulateurs. Un extrait
protéique est alors incubé avec le riborégulateur synthétisé et fixé, puis les protéines retenues sont
séquencées par spectrométrie de masse. Des cibles du riborégulateur 6S ont ainsi été identifiées

(Wassarman and Storz, 2000).

11.2.2.2 Identification des cibles a priori

Lorsqu’une cible est pressentie, sa validation fait appel a des approches bioinformatiques et

expérimentales in vivo et in vitro.
Par prédictions bioinformatiques

Plusieurs logiciels de prédiction permettent de définir la zone d’interaction entre un riborégulateur
et sa cible prédite. Les logiciels RNAcofold, RNAhybrid, RNAplex prennent seulement en compte la
structure des ARNm et riborégulateur au sein de l'interaction. D’autres logiciels considérent en plus
la structure de chacune des deux molécules indépendamment, en dehors de leur interaction. Ces
derniers permettent la détection d’interaction boucle-boucle (ou kissing complex) entre les deux
molécules, et qui correspond a linteraction entre les nucléotides situés dans les boucles des
structures en épingles a cheveux du riborégulateur et de ’'ARNm. C’est le cas des logiciels InteRNA,
piRNA, RactIP ou encore PETcofold. L'identification précise des zones d’interaction permet de cibler

les validations expérimentales.
Par validation expérimentale

Pour valider les régions d’interaction, des approches in vivo et in vitro sont utilisées. Le
riborégulateur est cloné sous contréle d’un promoteur inductible, et la région d’interaction supposée
de 'ARNm cible est fusionnée a un géne rapporteur. L'expression du gene rapporteur peut étre
suivie selon I'expression du riborégulateur. La modification de I'expression du géne rapporteur, suite
a des mutations introduites dans les régions putatives d’appariement, suggére que la zone
d’interaction considérée est exacte. Des mutations compensatrices dans la région complémentaire
devraient rétablir un phénotype sauvage. Cette approche a permis la validation chez E. coli des cibles

de nombreux riborégulateurs tels que DsrA, RyhB, Spot42 ou encore SgrS (Urban and Vogel, 2007). In

60



vitro, les zones d’interaction peuvent étre validées par retard sur gel. La fixation du riborégulateur

sur I’ARNm cible retarde sa migration sur gel d’agarose ou d’acrylamide.

11.2.3 Réle de Hfq dans I'identification des riborégulateurs et de leurs cibles

Hfq se fixant aux riborégulateurs et aux ARNm cibles, il est possible de les isoler par des expériences
de co-immunoprécipiation a I'aide d’anticorps dirigés contre la protéine chaperon. Les ARN associés
sont ensuite extraits et identifiés comme précédemment (page 61). La méthode SELEX (pour
Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) peut tout d’abord étre utilisée (Lorenz et
al., 2006). Des ARN sont synthétisés in vitro par la T7 RNA polymérase a partir d’une collection de
séquences de 50 a 500 bases correspondant au génome étudié, puis sont incubés avec Hfq, co-
immunoprécipités, et identifiés comme précedemment. Cette méthode présente I'avantage de ne
pas tenir compte des conditions dans lesquelles les riborégulateurs sont produits, et donc d’identifier
un maximum de candidats. Il est cependant nécessaire de vérifier que les riborégulateurs prédits par
cette méthode sont réellement produits dans la cellule. Il est également possible d’incuber Hfq
directement avec des extraits d’ARN, ce qui permet d’identifier a la fois les riborégulateurs et leurs
cibles. Cette méthode a permis d’identifier de nouveaux riborégulateurs et leurs cibles chez
plusieures bactéries dont S. meliloti (Christiansen et al., 2006; Sittka et al., 2008; Sonnleitner et al.,

2008; Torres-Quesada et al., 2014).

D’autre part, des séquences consensus (AAYAAYAA) de sites de liaison de Hfg aux ARNm ont été
établies (Link et al., 2009; Lorenz et al., 2010). La recherche de ces séquences sur les ARNm semble

également étre un moyen d’identifier les cibles potentielles.

La caractérisation des riborégulateurs, ainsi que l'identification de leurs conditions d’expression et de

leurs cibles, renseignent sur les fonctions cellulaires et physiologiques qu’ils pourraient moduler.

1.3 Fonctions cellulaires et physiologiques des riborégulateurs

Les riborégulateurs ont été impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques, telles que le
maintien des plasmides, I'acclimatation a un facteur de stress environnemental, ou encore

I'interaction avec un hoéte qui peut étre végétal.
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11.3.1 Réle dans le maintien des plasmides

Le 1% réle attribué aux riborégulateurs concerne le maintien des plasmides (Tomizawa et al., 1981).
Depuis, ils ont été impligués dans de nombreux mécanismes assurant la conservation de ces

réplicons.

11.3.1.1 Réle des riborégulateurs cis dans la réplication des plasmides

Chez le plasmide ColE1, I'initiation de la réplication ne dépend pas d’une protéine de réplication,
mais d’'une amorce ARN, RNAII. Celui-ci s’apparie au niveau de l'origine de réplication, et permet
I’ancrage de I’ADN polymérase | et la réplication. La synthése du riborégulateur RNAI prévient la
formation du complexe RNAII-ADN en intéragissant directement avec RNAIl et en empéchant sa
maturation nécessaire a linitiation de la réplication (Tomizawa et al., 1981) (Figure 19A). La
réplication des plasmides Inclo. dépend de la production d’une réplicase, RepZ, dont la production
nécessite la formation d’une pseudo-boucle en amont du RBS permettant la fixation des ribosomes
(Figure 19B). La production d’un riborégulateur nommé RNAI va empécher la formation de cette
boucle en s’appariant au niveau de la séquence la constituant, bloquant ainsi la synthese de la
réplicase et donc la réplication. Enfin, la réplication des plasmides de type Inc18 est contr6lée par un
mécanisme d’atténuation transcriptionnelle dépendant du riborégulateur RNAIIIl (Brantl et al., 1993)
(Figure 19C). Celui-ci s’apparie avec 'ARNm de la réplicase RepR, conduisant a la formation d’un site
de terminaison de la transcription Rho-indépendant, a I'arrét de la transcription de repR, et au

blocage de la réplication.

11.3.1.2 Réle dans la résolution des multimeéres

Chez les plasmides a haut nombre de copies tels que les plasmides ColEl, la résolution des
multiméres en monomeéres est indispensable pour augmenter le nombre de plasmides dans les
cellules, et ainsi assurer leur maintien lors des divisions cellulaires. Patient et Summers ont montré
que la synthése du riborégulateur Rcd conduisait a un ralentissement de croissance chez les
bactéries, laissant ainsi du temps pour la résolution des multimeres, et facilitant la transmission des

plasmides aux cellules filles (Patient and Summers, 1993).
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Figure 19 : Exemples de mécanismes de la régulation de la réplication des plasmides par des riborégulateurs

A/ Chez les plasmide ColE1, le riborégulateur RNAIIl s’hybride avec 'amorce RNAI et empéche sa maturation, nécessaire a
I'initiation de la réplication. B/ Chez le plasmide Inca, le riborégulateur RNAI s’apparie avec '’ARNm de la réplicase RepZ et
bloque sa traduction, empéchant la réplication. C/ Chez le plasmide Inc18, I"appariement du riborégulateur RNAIIl sur
I’ARNm naissant de la réplicase RepR induit la formation d’un site TIR qui arréte la transcription de repR, et empéche ainsi la
réplication.

11.3.1.3 Réle dans les systéemes toxine-antitoxine

Nous avons vu précédement que les systemes Toxine-Antitoxine assuraient la conservation des
plasmides dans les cellules. Dans le systeme décrit pour le plasmide Ti d’A. fabrum, I'antitoxine est
une AAA-ATPase et agit donc sous la forme d’une protéine (pages 39-40). Ce systéeme appartient au
systeme TA de type Il (figure 20B). D’autres types existent et font intervenir des antitoxines sous
forme de riborégulateurs. Dans le systeme de type |, le riborégulateur antitoxine est transcrit a partir
du brin complémentaire du gene codant la toxine. Le riborégulateur s’apparie avec I’ARNm de la
toxine, empéche sa traduction et/ou provoque sa dégradation (figure 20A). C’est par exemple le cas
du systéeme Hok/Sok (Suppressor Of Killing) décrit pour le plasmide R1 (Gerdes et al., 1986). Dans le
systeme de type lll, I'antitoxine correspond a plusieurs sous unités de riborégulateurs qui
séquestrent la toxine en prenant la conformation des séquences d’acides nucléiques avec lesquelles

s’apparie la toxine (figure 20C). Jusqu’a présent, les systémes TA de type Il ont été montrés comme
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impliqués dans la résistance aux phages, mais pas dans le maintien des plasmides (Fineran et al.,

2009).

a) b) c)
| |
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Figure 20 : Mécanismes du systéme toxine-antitoxine.

Trois mécanismes ont été recensés jusqu’a présent : a) I'antitoxine agit sous forme d’un riborégulateur antisens dont
I'interaction avec 'ARNm de la toxine bloque sa traduction et induit sa dégradation ; b) I’antitoxine est sous forme
protéique et bloque I'action de la toxine en bloquant son site actif ; c) I'antitoxine correspond a plusieurs unités de
riborégulateurs qui séquestrent la toxine.

11.3.1.4 Réle dans la conjugaison

Enfin, les riborégulateurs interviennent dans la conjugaison des plasmides, mécanisme permettant le
transfert horizontal d’un plasmide entre cellules. Chez le plasmide R1, le riborégulateur FinP
s’apparie avec ’ARNm traJ, qui code |'activateur de la conjugaison, inhibant ainsi sa traduction et le

transfert conjugatif du plasmide (Koraimann et al., 1991).

11.3.2 Réle dans la transition entre deux conditions environnementales

Plusieurs études ont mis en évidence le role des riborégulateurs dans la réponse bactérienne aux
changements environnementaux, tels que la température, la concentration en fer, la carence en
nutriments. Ces modifications peuvent correspondre a l'interaction de la bactérie avec un hote
eucaryote, suggérant le rdle des riborégulateurs dans ces interactions, et principalement lors
d’interactions pathogenes. Ainsi, certains riborégulateurs sont identifiés chez des souches
pathogenes, comme les riborégulateurs RIiA, RIiC, RIiF, RIiG et RIiB qui sont retrouvés chez I'espece
pathogene Listeria monocytogenes et non chez des souches non pathogénes Listeria innocua ni
Listeria ivanovii (Mandin et al., 2007). Ceci suggére fortement leur réle dans la virulence des

bactéries. Quelques exemples sont présentés ci-dessous.
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11.3.2.1 Changement de température

Les riborégulateurs peuvent étre impliqués dans I'acclimatation des bactéries a des changements de
température. Les riborégulateurs de type thermorégulateur sont particulierement impliqués. Chez E.
coli, la régulation des génes en condition de haute température dépend de la sous-unité o> (ou
RpoH) de I’ARN polymérase. Morita et al ont montré que la région 5" UTR de '’ARNm rpoH formait
une structure secondaire masquant le site de fixation des ribosomes et empéchant sa traduction a
basse température (M. Morita et al.,, 1999; M. T. Morita et al.,, 1999). Une augmentation de la
température permet la dénaturation de la structure secondaire, la fixation des ribosomes et la
traduction de I'ARNm. L’augmentation de la quantité de protéines RpoH va alors favoriser
I’expression des genes de réponse a un choc thermique de haute témpérature. Le riborégulateur
trans DsrA, lui, favorise la croissance de la bactérie a basse température. Sa synthese, qui se fait
uniqguement a basse température (<30°C), permet I'expression de RpoS en phase exponentielle de
croissance (Sledjeski et al., 1996). RpoS stimule alors I'expression des génes otsA et otsB, qui
permettent la production de tréhalose. Cette molécule osmoprotectrice protége la cellule a basse

température (Kandror et al., 2002).

Chez les pathogenes de mammiféres, 'augmentation de la température (37°C) traduit généralement
la présence de I'hote. Chez L. monocytogenes, les génes de virulence sont sous la dépendance du
régulateur PrfA (Johansson et al., 2002). Sa traduction est dépendante de la température (page 46).
A basse température, le régulateur n’est pas produit et les genes de virulence ne sont pas transcrits.
En revanche, 'augmentation de la température va permettre I'expression des genes de virulence tels

que le gene codant la Listériolysine O indispensable a I’échappement des phagosomes (Figure 21).

< 37°C : milieu extérieur 2 37°C : hote mammifére

ARNm pfrA
Figure 21: Régulation par
PfrA

La présence d'un élément
thermorégulateur dans la
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PfrA er'_npéche s,a traduction a
faible température et permet
I’activation de la virulence de
1 1 L. monocytogenes seulement
a37°C.

L L]

Facteurs de virulence
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11.3.2.2 Homéostasie du fer

Le fer est un élément indispensable a la croissance bactérienne puisqu’il est un cofacteur de
nombreuses protéines impliquées dans la respiration, la photosynthése ou la synthese d’ADN.
Cependant, a forte quantité, il devient toxique en présence d’oxygene car il engendre la production
de radicaux superoxyde. La régulation de la concentration intracellulaire du fer est sous la
dépendance du régulateur Fur (pour Ferric Uptake Regulator). A faible concentration de fer, le
régulateur Fur n’est pas actif et le riborégulateur RyhB empéche la traduction de certains ARNm et
favorise leur dégradation (Jacques et al., 2006). Ces ARNm codent des protéines non essentielles de
stockage du fer ou des protéines fixant le fer. RyhB stimule également |’expression du gene shiA dont
le produit de traduction permet I'import en grande quantité de shikimate, composé indispensable
pour la biosynthese de sidérophores (Prévost et al., 2007). RyhB augmente ainsi la concentration de
fer libre dans les cellules, d’'une part en le rendant plus disponible, et d’autre part en favorisant sa
capture et son import. A forte concentration, la production de RyhB est inhibée par Fur. Les
protéines capables de stocker le fer intracellulaire sont alors fortement produites, ce qui rend le fer
moins accessible et donc moins toxique. De plus, RyhB exerce un contrdle négatif sur la synthese de

Fur, permettant ainsi de I'inactiver quand elle n’est pas nécessaire (Vecerek et al., 2007).

Il a été montré que RyhB était capable de moduler I'expression de génes de virulence. Lors de
I'internalisation dans une cellule eucaryote, la bactérie est en carence de fer. L’'activation de
I’expression de shiA par RyhB et la synthése de sidérophores vont alors permettre a la bactérie de
résister a cette carence. Chez Shigella dysenteriae, RyhB réprime VirB qui est un activateur
transcriptionnel de nombreux genes de virulence (Murphy et Payne, 2007). Cette répression de la
virulence a l'intérieur des cellules eucaryotes empéche la lyse prématurée des cellules hobtes
permettant ainsi la survie de la bactérie. Dans I’environnement extracellulaire riche en fer, comme
dans l'intestin, les génes de virulence sont activés, permettant ainsi a S. dysenteriae d’infecter son

hote (Figure 22).
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11.3.2.3 Milieux carencés en nutriments

Les régulateurs CsrB et CrsC séquestrent la protéine régulatrice CsrA et empéche son action (pages
44-45). Cette protéine active I'expression des genes de la phase exponentielle de croissance (comme
les génes de mobilité, de chimiotactisme ou de glycolyse), et inhibe I'expression des genes relatifs a
la phase stationnaire (les génes impliqués dans la néoglucogenése ou dans la synthése et le
catabolisme du glycogéne) (Romeo, 1996; Timmermans and Van Melderen, 2010). Elle est donc
nécessaire lorsque les nutriments sont abondants, et lorsqu’ils deviennent rares, elle est inactivée
par CsrB et CsrC, ce qui permet a la bactérie d’utiliser ses réserves (Jonas and Melefors, 2009). De
méme, le riborégulateur 6S favorise la transition entre la phase exponentielle et la phase
stationnaire, qui se caractérise par une carence en nutriments. || empéche la transcription de la
plupart des génes sous la dépendance du facteur ¢’°, qui est le régulateur majeur de la phase
exponentielle (page 45). 6S permet donc d’inhiber les fonctions majeures de la phase exponentielle

et donc d’économiser de I'énergie lors d’une carence en nutriments.

Chez Legionella pneumophila, la virulence se décompose en une phase réplicative non virulente a
I'intérieur de macrophages ou d’amibes, et une phase transmissive virulente permettant I'évasion de
la bactérie et I'infection de nouvelles cellules. Sahr et al ont montré que deux riborégulateurs, RsmY
et RsmZ étaient impliqués dans la transition entre ces deux phases (Sahr et al., 2009). Brievement,
suite a une carence en acides aminés et en acides gras a l'intérieur de la cellule eucaryote, ils sont
activés par le systéeme a deux composantes LetS/LetA. Ils vont alors séquestrer la protéine CsrA
(comme les riborégulateurs CsrB et CsrC chez E. coli), ce qui permet i) la répression des genes
correspondant a la phase réplicative et ii) la stimulation de I'expression des génes de virulence

(Figure 23).
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11.3.2.4 Densité bactérienne

Chez S. aureus, RNAIIl active la traduction de 'ARNm hla qui code une a-hémolysine, et inhibe la
traduction de I’ARNm du facteur de transcription Rot et de ’ARNm de la protéine A (Geisinger et al.,
2006; Novick et al., 1993). Dans les étapes précoces de l'infection, ces bactéries adherent aux cellules
hotes, via des adhésines telles que la protéine A. Lorsque la densité bactérienne atteint un certain
seuil, les bactéries sont a méme de pouvoir attaquer leur hote, ce qui constitue la phase tardive de
I'infection. Le riborégulateur RNAIIl, accumulé tout au long de la croissance bactérienne, va alors
inhiber la synthése des adhésines, et a l'inverse stimuler la production d’a-hémolysine et du
régulateur Rot, permettant I'activation d’autres facteurs de virulence. Une nouvelle cible de RNAIII,
Shi, est indispensable a I’évasion immunitaire. L'expression de son géne est régulée tout au long de la
phase exponentielle par le riborégulateur SprD, ce qui permet un niveau d’expression basal du gene
et I'’évasion immunitaire. En revanche, en phase stationnaire, RNAIIl réprime fortement la synthése

de Sbi lorsque I’évasion immunitaire n’est plus requise (Chabelskaya et al., 2014).

Chez Vibrio cholerae les riborégulateurs Qrrl-4 (pour Quorum Regulating RNA) sont impliqués dans
la régulation par le quorum sensing. A faible densité cellulaire, leur activation permet la traduction
du régulateur AphA et inhibe celle du régulateur HapR (Lenz et al., 2005, 2004). AphA permet
I'expression de genes codant des facteurs de virulence tels que la toxine cholérique, ou des genes
impliqués dans la synthése de biofilms qui vont permettre a la bactérie d’adhérer a I'épithélium

intestinal. A forte densité cellulaire, HapR inhibe I'expression de ces genes et active au contraire la
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syntheése de protéases et du systeme de sécretion de type VI. L’arrét de la production de biofilms et
la synthése des protéases et du systeme de sécrétion favorisent le détachement de la bactérie de

I’épithélium intestinal et son relachement dans I’environnement (Shao and Bassler, 2014) (Figure 24).
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11.3.3 Réle dans I'interaction avec un héte végétal

Le role des riborégulateurs a aussi été démontré dans l'interaction de bactéries avec les plantes, qu’il
s’agisse d’interactions bénéfiques ou déléteres. Cependant, peu de caractérisations fonctionnelles
permettant de décrire la mécanistique moléculaire sont disponibles. Quelques exemples chez

Sinorhizobium, Erwinia et Xanthomonas sont présentés ici et sont résumés Tableau 4.

11.3.3.1 Riborégulateurs et symbiose chez Sinorhizobium meliloti

Chez S. meliloti, plusieurs études ont montré que I'expression de riborégulateurs était induite dans
des conditions suggérant l'interaction symbiotique avec la plante, comme en présence de lutéoline,
connue pour activer les genes nod indispensables a la nodulation, ou lors de carence en phosphate et
ou en stress acide (del Val et al., 2007; Valverde et al., 2008). L'impact de Hfq sur la symbiose avec la
luzerne a aussi été étudié et vérifié in planta (Barra-Bily et al., 2010a, 2010b). Des mutants hfqg se
sont révélés incapables de fixer 'azote chez les plantes, et les plantes inoculées sont apparues quatre
fois plus petites que celles inoculées avec la souche sauvage. Ceci peut étre du a la dérégulation de la
production de protéines importantes pour la résistance aux stress et pour la symbiose, puisque lors

de la colonisation des plantes et de la mise en place de la nodulation, S. meliloti doit faire face a de
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nombreux stress, oxydatifs principalement. Si la bactérie n’est pas capable de résister a ces stress,
elle ne sera pas capable de développer la nodulation avec son hote. De plus, Hfg semble nécessaire a
la colonisation et a I'invasion des cellules végétales, la plupart des mutants n’étant pas capables de
pénétrer les cellules hotes. Chez la souche mutante, le géne nifA, dont le produit permet la fixation
de I'azote, et le geéne nfeB (pour Nodule Formation Efficiency), dont I’expression n’est normalement
activée que dans la zone de nodulation, ne sont pas exprimés ou bien de facon abérrante. La
majorité des nodules obtenus ne présentaient pas non plus la couleur rose caractéristique de la

synthese de leghémoglobine dans des nodules fonctionnels.

11.3.3.2 Riborégulateurs et virulence chez Erwinia amylovora

La recherche globale de riborégulateurs chez Erwinia amylovora a permis d’identifier quatre
riborégulateurs impliqués dans la virulence de cette bactérie : les riborégulateurs ArcZ, Hr6, OmrAB,
Hsr21 (Zeng and Sundin, 2014a). En milieu Hrp, qui mime l'interaction avec la plante et stimule la
production du systéme de sécrétion de type Ill, les quatre génes présentent un profil d’expression
différent par rapport a une condition contréle. Les genes arcZ et hsr21 sont surexprimés, tandis que
les génes omrAB et hsr6 sont sousexprimés. Le mutant hsr21 est sensiblement moins virulent que la
souche sauvage, et le mutant arcZ présente un fort défaut de virulence, similaire a un mutant hfq.
Les auteurs ont par ailleurs montré que ArcZ stimule le systéme de sécrétion de type lll, la mobilité et
la formation de biofilm via la synthese d’amylovorane, mais inhibe I'attachement des bactéries. Tous
ces procédés sont des déterminants importants de la virulence. Les riborégulateurs OmrAB et Hsr6
guant a eux régulent positivement la mobilité et négativement la synthése d’amylovoranes et donc la
formation de biofilm. Combinés avec leurs profils d’expression, ces résultats suggérent qu’ils
permettent une régulation temporelle de la virulence. Dans les phases précoces de I'interaction, leur
production est activée et permet la mobilité de la bactérie, nécessaire pour la migration de la zone
de blessure de la feuille ou de la fleur jusqu’a I'intérieur de la plante. Dans les phases plus tardives de
I'infection, ils sont inhibés, ce qui stimule la formation de biofilm, nécessaires pour que la bactérie

puisse coloniser toute la plante au travers du xyleme et pour causer une infection systémique.

11.3.3.3 Riborégulateurs et virulence chez Xanthomonas

Plusieurs études ont suggéré l'implication des riborégulateurs dans la virulence de Xanthomonas.
Certains riborégulateurs sont en effet exprimés a partir du brin complémentaire de genes codant des
composants ou des substrats du systeme de sécrétion de type Il ; ou encore voient leur production

modulée par les régulateurs majeurs de la virulence. L'expression de huit riborégulateurs est
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modulée par les régulateurs clé du systeme de sécrétion de type lll, HrpG et HrpX chez Xanthomonas

campestris pv vesicatoria (Xcv) (Schmidtke et al., 2012) ; et celle de trois candidats est modulée par

Rpf (pour Regulation of Pathogenicity Factors) chez Xanthomonas campestris pv campestris (Xcc) (An

et al., 2013). Une souche inactivée dans la production de ces trois candidats présente un défaut de

virulence, tandis que la virulence d’un simple mutant n’est pas affectée. Un riborégulateur

particulier, sX13, a été identifié chez Xcc et Xcv et son role dans la virulence a été démontré chez Xcv

(Schmidtke et al.,, 2013). L'absence de production de sX13 induit un fort retard dans le

développement des symptomes de la maladie. Il a par ailleurs été montré que sX13 facilitait

I’expression des génes du régulon hrp, en modulant positivement la production du régulateur HrpX.

Tableau 4 : Exemples de riborégulateurs impliqués dans I'interaction avec un hote végétale

Espéce bactérienne

Type d’étude

Conclusions

Références

Erwinia amylovora

Pectobacterium
carotovorum

Xanthomonas campestris
pv vesicatoria et pv
camprestris

Rhizobium etli

Sinorhizobium meliloti

Bradyrhizobium
japonicum

Pseudomonas
brassicacearum
Pseudomonas fluorescens
CHAO

Séquencage global, approche de génétique
classique, analyse phénotypique, condition
d’expression

Conditions d’expression, génétique
classique

Séquencage global, génétique classique,
conditions d’expression

Séquengage global, recherche in silico,
conditions d’expression

Séquencage global, génétique classique,
analyse phénotypique, conditions
d’expression

Comparaison de génomes, séquengage,
conditions d’expression

Génétique classique, analyse
phénotypique, conditions d’expression

Impact de ArcZ, Hr6, OmrAB et Hsr21 sur la
virulence : mobilité, formation de biofilm,
synthése SST3

Impact de RsmB sur la virulence : synthese
d’enzymes extracellulaires

Role de sX13 dans la virulence

Réle dans la symbiose suggéré °

Impact de Hfq sur la nodulation

Role de plusieurs candidats dans la symbiose
suggéré ™°

Roéle de plusieurs candidats dans la symbiose
suggéré *

Role RsmX, Y, Z dans la symbiose : synthese
d’antifongique, d’auxine, formation de
biofilm...

Zeng et Sudin,
2014

Liu et al, 1998

Cui et al, 2001

Chatterjee et
al , 2009

Abendroth et
al, 2014

Schmidtke et
al, 2012, 2013

Vercruysse et
al, 2010

Valverde et al,
2007, 2008 ;

Ulvé et al,
2007 ;
Barra-Billy et
al,2010;

Madhurigi et
al, 2012

Lalaouna et al,
2012
Kay et al, 2005

®: Candidats présentant des profils d’expression différents dans des conditions d’interaction avec la plante

b Expression des candidats a partir d’ilots génomiques, souvent impliqué dans I'interaction avec la plante
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Ainsi, les riborégulateurs modulent le changement d’état physiologique de la bactérie (transitions
entre phase exponentielle/stationnaire, entre état avirulent/virulent...). Leur action est

complémentaire d’autres régulateurs protéiques (notamment des sytémes a deux composants).

La régulation par les riborégulateurs présente plusieurs avantages. De petites tailles et non traduits
en protéines, leur production est rapide et peu colteuse en comparaison avec la synthése d’un
régulateur protéique dont les transcrits sont généralement plus grands et requierent une étape de
traduction. L’action des riborégulateurs est rapide puisqu’ils agissent au niveau post-transcriptionnel,
voir directement sur la protéine. Ainsi, si I'action d’une protéine doit étre stoppée, elle le sera
beaucoup plus rapidement que s’il fallait faire intervenir un facteur de transcription. De méme,
lorsqu’il s’agit d’un riborégulateur de type riboswitch, le contréle est immédiat, le régulateur étant
situé directement sur '’ARNm. Par ailleurs, puisqu’ils n’agissent pas forcément au niveau de la
transcription d’un géne, et que parfois ils ne font que séquestrer une protéine, I'action des
riborégulateurs peut rapidement étre inversée des que le signal environnemental disparait. De plus,
lorsqu’ils entrainent la dégradation de leurs ARNm cibles, ils sont souvent eux-mémes clivés. Ainsi,
des modélisations bioinformatiques prédisent une régulation plus rapide par les riborégulateurs
(Shimoni et al.,, 2007). Leur action semble ainsi particulierement adaptée dans l'acclimation des

bactéries a un nouvel environnement.
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Ill. Role des riborégulateurs chez Agrobacterium.

llIl.1 Analyses globales

Deux analyses ont permis I'identification globale des riborégulateurs chez A. fabrum C58 (Lee et al.,
2013a; Wilms et al., 2012b). Les ARN ont été extraits a partir de quatre conditions différentes, dont
une correspond a une condition d’induction de la virulence (avec acétosyringone dans le milieu) (Lee
et al., 2013a). lls ont ensuite réalisé un séquencage différentiel par la technique Illlumina a partir des
ADNCc produits. Cette analyse a permis d’identifier 475 riborégulateurs répartis sur les 4 réplicons.
Une comparaison avec la base de données Rfam a montré que 91 des transcrits identifiés étaient
déja répertoriés. La stratégie employée lors de cette analyse a permis d’identifier beaucoup plus de
riborégulateurs que I'analyse précédente, puisque que Wilms et al n’avaient identifié que 228
candidats, dont 81 transcrits en commun. Les différences observées peuvent s’expliquer par
plusieurs facteurs. Tout d’abord, deux conditions de culture supplémentaires ont été utilisées dans
I’analyse de Lee et al. De plus, chez Lee et al, les ARNr abondants ont été éliminés et un traitement
par I'exonucléase TEX a été utilisé pour éliminer les ARN maturés ou dégradés. A l'inverse, Wilms et
al n’ont pas éliminé les ARNr. La technique de séquencage différe également entre les deux études,
Lee et al ayant employé un séquencage lllumina, tandis que Wilms et al ont utilisé la technique de
pyroséquencage 454. Enfin, les algorithmes de recherche des riborégulateurs par prédiction
bioinformatique étaient également différents. Au total, ces deux analyses ont permis d’identifier 621
riborégulateurs. Par ailleurs, plusieurs résultats ont suggéré le role des riborégulateurs dans la
virulence d’A. fabrum. Il est apparu que 15 riborégulateurs sont induits en conditions d’induction de
la virulence (en présence d’acétosyringone) et 7 sont réprimés. De plus, sur les 15 riborégulateurs
induits, 14 possedent une « boite vir » putative, ce qui suppose qu’ils pourraient étre régulés par le
systéme a deux composants VirA/VirG. Les auteurs ont également identifié plusieurs riborégulateurs
localisés sur le brin complémentaire de genes ou d’opérons de virulence tels que les génes vir. Cette

découverte suggere fortement que ces antisens régulent les ARNm vir.

I11.2 Etudes fonctionnelles

I11.2.1 Thermorégulateurs

Balsiger et al ont mis en évidence la présence de thermorégulateurs sur deux genes exprimés a partir
du plasmide At et codant des protéines de choc thermique Hsp (pour Heat Shock Protein) (Balsiger et

al.,, 2004). En effet, les séquences et les structures de I'extrémité 5 des ARNm hspAtl et hspAt2
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correspondent aux éléments ROSE identifiés chez les Rhizobiaceae (Nocker et al., 2001). A basse
température, le site Shine Dalgarno (SD) et le codon initiateur sont masqués dans la structure
secondaire, empéchant la traduction des ARNm. L'absence de détection de ces transcrits a 30°C
suggere qu’ils sont rapidement dégradés. L'augmentation de la température dénature la structure

secondaire, ce qui permet la traduction et la stabilisation des ARNm.

111.2.2 Hfgq

L’analyse d’un mutant hfg a montré qu’une absence de production de cette protéine induisait des
défauts de croissance, de division cellulaire (pour 10% des cellules), de mobilité et de virulence
(Wilms et al., 2012a). On peut imaginer que le défaut de virulence soit en partie di a un défaut de
mobilité. Cependant, les bactéries ayant été ici directement inoculées sur la feuille, la mobilité n’est
pas indispensable a la virulence. D’autre part, I'inoculation d’une quantité de bactéries 100 fois
supérieure a celle de la souche sauvage n’a pas permis la restauration de la virulence. Ainsi les
auteurs proposent que le défaut de virulence ne résulte pas du défaut de croissance. Une réduction
d’un facteur 2 a 3 du transfert du brin-T a par ailleurs été observée. Ce défaut ne semble pas du a
une déficience dans la mise en place du systeme de sécrétion de type IV, celui-ci étant intact chez la
souche mutante. Les auteurs ont donc suggéré que 'action de Hfq pourrait se faire dans des étapes

plus précoces de la virulence.

Récemment, Moller et al ont entrepris d’identifier les ARNm et les riborégulateurs interagissant avec
Hfq par co-immunoprécipitation (Moller et al., 2014a). Ils ont montré que de nombreux ARNm
codant des protéines de virulence interagissaient avec Hfq, tels que les protéines VirB, C, D et VirE.
Les ARNm flaF, flgL, mcpA et cheD interagissent également avec Hfq, suggérant que la mobilité et le
chimitactisme d’Agrobacterium sont régulés par les riborégulateurs, comme laissaient supposer les

résultats de Wilms et al (Wilms et al., 2012a).

111.2.3 AbcR1

Par ailleurs, deux riborégulateurs, AbcR1 et AbcR2 ont été identifiés chez A. fabrum C58 (Overloper
et al., 2014; Wilms et al., 2011). AbcR1 bloque la traduction des trois ARNm atu2422, atul879 et
frcC, codant tous les trois des ABC transporteurs. Plus particulierement, atu2422 code un
transporteur de la proline et du GABA, qui est un composé de défense produit par la plante suite a la
perception d’'un pathogéne. La synthése de AbcR1 empéche ainsi I'import de GABA, et donc son
effet toxique. Chez Brucella abortus, AbcR1 et AbcR2 ont également été identifiés, et il a été montré
que la virulence d’un double mutant était atténuée lors de I'infection de macrophages ou de souris

(Caswell et al., 2012). Cependant, aucun rdle direct dans la virulence n’a été observé pour ces deux
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riborégulateurs chez A. fabrum, mais il est suggéré qu’ils permettent a la bactérie de résister aux

défenses de la plante.

111.2.4 RepE

Enfin, chez la souche R10 d’A. tumefaciens, le riborégulateur RepE a été identifié et son réle dans la
régulation de la réplication du plasmide Ti a été étudié (Chai and Winans, 2005c). Les auteurs ont
montré qu’une faible production de RepE conduisait a une augmentation du nombre de copies du
plasmide Ti, et inversement. Des prédictions bioinformatiques, validées par des approches
expérimentales, ont proposé que la fixation de RepE sur ’ARNm repC induisait un changement de
conformation au niveau du site d’initiation de la traduction de repC. Le codon initiateur et le RBS
seraient alors masqués, et un site putatif de terminaison de la transcription serait formé, bloquant
ainsi la traduction de repC. La diminution de la quantité de protéines initiatrices RepC suite a la

surproduction de RepE limiterait ainsi la réplication du plasmide Ti.

Tableau 5 : Etude des ARNnc chez A. tumefaciens

Etude Méthodes Souche utilisée Conclusions Références
HspAt1 et HspAt2 Génétique classique C58 Présence de 2 thermorégulateurs Balsiger et al, 2004
modulant des protéines de choc
thermiques
RepE Génétique classique R10 Régule la réplication du plasmide Ti Chai et Winans, 2005
AbcR1 Génétique classique C58 Régule des ABC transporteurs, notamment Wilms et al, 2011
transporteur du GABA Overloper et al, 2014
Hfq Génétique classique + RIP- C58 Réle dans la division cellulaire, la Wilms et al,2012
RNAseq croissance, la mobilité, la virulence
Etude globale RNA-seq + bioinformatique C58 Identification de 228 ARNNc potentiels Wilms et al, 2012
Etude globale RNA-seq + bioinformatique C58 Identification de 475 ARNnc potentiels Lee et al,
2013

Ainsi chez Agrobacterium, plusieurs études ont permis d’identifier des riborégulateurs, et le role de
certains candidats et de la protéine chaperon Hfg dans l'interaction avec la plante ou dans la
virulence a été suggéré (Tableau 5). Cependant, aucun riborégulateur n’a été directement impliqué
dans la mise en place de la virulence de la bactérie. Notre étude s’est alors attachée a découvrir si
des riborégulateurs pouvaient constituer de nouveaux régulateurs ou acteurs de la virulence chez A.

tumefaciens.
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IV. Identification des riborégulateurs et role dans le cycle infectieux

chez A. fabrum C58

IV.1 Etude globale des riborégulateurs chez A. fabrum C58

La combinaison d’analyses bioinformatiques et expérimentales est de plus en plus utilisée afin
d’optimiser I'identification des riborégulateurs. Une telle approche a été utilisée dans notre étude. A
I'aide du logiciel sRNApredict, qui se base sur la recherche de structures secondaires et d’éléments
de transcription ainsi que sur des comparaisons de séquences avec des génomes proches, 805
candidats potentiels d’A. fabrum C58 ont été prédits. Mille cent huit petits transcrits ont été
identifiés expérimentalement par séquencage a haut débit des ARN de petite taille par la technique
llumina. Plusieurs conditions ont été analysées: milieu riche/milieu pauvre, phase
exponentielle/phase stationnaire. La répartition des transcrits identifiés s’est montrée homogéne
tout au long des 4 réplicons. Nous les avons également classés en 4 catégories selon leur localisation
vis-a-vis des séquences codantes annotées du génome : en antisens de séquences codantes (AS),
dans des régions intergéniques (IGR) ou dans les régions 5 et 3’ non traduites (UTR pour
UnTranslated Region). Une sur-représentation des riborégulateurs AS sur le pTi a été observée. Ces
résultats expérimentaux ont été comparés i) a la base de données Rfam regroupant I'ensemble des
riborégulateurs identifiés a ce jour (Sarah W. Burge et al., 2013) ii) aux 805 riborégulateurs prédits et
iii) aux données obtenues précédemment lors de deux analyses d’identification des riborégulateurs
chez A. fabrum C58 par RNAseq (Lee et al., 2013a; Wilms et al., 2012b). Ainsi, parmi les 1108
identifiés par notre séquencage, 31 candidats ont trouvé une correspondance avec les
riborégulateurs de Rfam; 163 ont aussi été prédits par I'analyse bioinformatique ; et 196 avaient
déja été identifiés par les séquencages précédents. De plus, nous avons validé une vingtaine de
nouveaux candidats parmi les 830 identifiés uniquement par notre analyse de transcriptomique.
Pour cela, nous avons identifié leurs extrémités 5" et 3’ et mesurer leur longueur par RACE-PCR, puis
nous avons prédit leur structure avec le logiciel RNAfold, et ainsi nous avons montré que nos

candidats étaient fortement structurés.

Pour caractériser le role physiologique d’'un des nouveaux candidats, RNA1111, des souches
modifiées dans sa production (ne le produisant pas ou le surproduisant) ont été construites.
L'agressivité sur plantes de ces souches a été déterminée au travers de la mesure du nombre de
tumeurs produites suite a I'interaction des souches bactériennes avec une blessure de plants de
tomate, de kalanchoé et de tabac. Les cibles potentielles de RNA1111 ont aussi été prédites a I'aide
de 3 logiciels et la quantification de leurs transcrits dans les souches mutantes a été entreprise par

RT-gPCR. Nous avons montré que I'absence de RNA1111 réduisait la virulence d’A. fabrum C58. Six
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ARNm cibles ont été prédits en commun par les trois logiciels. Leurs produits de traduction sont
impliqués dans la virulence (la protéine 6b, VirC2, VirD3) ou le transfert conjugatif du plasmide Ti
(TraA et TrbD), et atu6072 code une protéine de fonction inconnue. L’absence de RNA1111 induit
une diminution de la quantité des ARNm 6b, traA et atu6072, confirmant un impact direct ou indirect

de RNA1111 sur ces trois cibles.

Les résultats de cette analyse sont présentés dans une publication sous presse dans le journal MPMI.
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Abstract

Novel ways of regulating Ti plasmid functions were investigated by the study of small RNAs (sRNAs)
that are known to act as post-transcriptional regulators in plant pathogenic bacteria. sSRNA-seq
analyses of Agrobacterium fabrum strain C58 allowed us to identify 1108 small transcripts expressed
in several growth conditions, which could be sRNAs. A quarter of them were confirmed by
bioinformatics or by biological experiments. Antisense RNAs represent 24 % of the candidates and
they are over-represented on the pTi (with 62 % of pTi sRNAs), suggesting differences in the
regulatory mechanisms between the essential and accessory replicons. Moreover, a large number of
these pTi antisense RNAs are transcribed opposite to those genes involved in virulence. Others are 5°-
and 3’-UTR RNAs and trans-encoded RNAs. We have validated, by RACE-PCR, the transcription of
fourteen trans-encoded RNAs, among which, RNA1111 is expressed from the pTiC58. Its deletion
decreased the aggressiveness of A. fabrum C58 on tomatoes, tobaccos and kalanchoe suggesting that
this SRNA activates the virulence. The identification of its putative target mRNAs (6b gene, virC2,
virD3 and traA) suggests that this SRNA may coordinate two of the major pTi functions: the infection

of plants and its dissemination among bacteria.
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Introductory statements

Whilst regulation by transcription factors is widespread in plant-bacteria interactions, there is growing
evidence that riboregulators (sSRNAs) could act as activators or repressors at a post-transcriptional
level. The untranslated 5’-ends of genes (5’UTR RNA), acting as riboswitches or RNA thermometers,
are known to be involved in post-transcriptional regulation (Bastet et al., 2011). sSRNAs usually range
from 50 to 500 nucleotides (nt) in length and they mainly act by regulating mRNA translation or
stability through base-pairing (Storz et al., 2011). Antisense RNAs (asRNAs) are encoded in the
opposite strand of their target and trans-encoded RNAs are present in intergenic regions, showing
limited complementarity with their multiple targets localized elsewhere in the genome.
Biocomputational predictions and experimental approaches, including high throughput sequencing of
cDNA (RNA-seq), have led to the discovery of many sRNAs, and hundreds have been shown to be
transcribed in different bacteria (Storz et al., 2011). However, overlaps between data are restricted,
probably because of differences between the methods or the growth conditions used, and work is
needed to improve our knowledge of the SRNA content in bacterial species. Furthermore, attempts to
functionally characterize putative SRNAs have been restricted to a small number. The characterization
of trans-encoded RNA targets is intricate since the post-transcriptional control by SRNA needs only a
limited complementary sequence (around only 10 bases), which is difficult to predict (Li et al., 2012;

Backofen et al., 2014).

Using a combination of SRNA prediction and deep-sequencing analyses, the SRNA content of several
plant-interacting bacteria has been studied (del Val et al., 2007; Schmidtke et al., 2012; Wilms et al.,
2012a; Lee et al., 2013; Schliiter et al., 2013; Zeng and Sundin, 2014) and several of these SRNAs are
thought to be involved in plant-bacteria interactions. Indeed, various RNA-seq studies of
Sinorhizobium meliloti revealed a plethora of small untranslated transcripts, suggesting major roles for
riboregulators in the adaptive flexibility required for the complex lifestyle of Rhizobiaceae (del Val et

al., 2007; Schliiter et al., 2010; Schliiter et al., 2013; Becker et al., 2014).

Agrobacterium is a bacterial genus commonly found in rhizospheres, where its members exercise
generally benign commensalism with plants. However, when harboring a virulence plasmid called Ti
plasmid (pTi), agrobacteria behave as plant pathogens able to induce the formation of tumors (crown
galls) in almost all wounded dicots and gymnosperms, and in some monocots. The strain 4. fabrum
C58 is widely used to study the pathogenicity of agrobacteria. C58 was named in former papers as A.
tumefaciens but this terminology is considered irrelevant because it has been given to several species.
It was recently renamed A4. fabrum (Lassalle et al., 2011; Mousavi et al., 2014). The A. fabrum C58
genome is composed of four replicons: two chromosomes and two accessory plasmids, called pAtC58
and pTiC58, the latter encoding major virulence factors (Pitzschke and Hirt, 2010). Pathogenic
agrobacteria affect the host plant by exporting T-DNA, a DNA segment of the pTi, through a typical
type IV secretion system (encoded by the vir region). The T-DNA is integrated into the nuclear plant
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genome and expression of its genes, by transformed cells, results in (i) the over-production of
phytohormones responsible for the tumor formation and (ii) the synthesis of opines. These compounds
are amino-sugars used as nutrient sources by pTi-harboring agrobacteria. Opines also induce the
conjugative transfer and dissemination of pTis. To induce virulence, agrobacteria must (i) perceive
wound-released chemical signals from plants, (ii) move to the wound site in the plant, (iii) attach

themselves to the plant cells and, (iv) transform them through a cascade of events.

Recently, two deep-sequencing studies revealed hundreds of sSRNAs in 4. fabrum C58 (Wilms et al.,
2012a; Lee et al., 2013). Some of them were differentially expressed in the presence of acetosyringone
and some others were characterized, namely the asRNA RepE, involved in the control of pTiR10
replication (Chai and Winans, 2005); and the sSRNA AbcR1, involved in the regulation of the GABA
transporter in A. fabrum C58 (Wilms et al., 2011; Overloper et al., 2014). Furthermore, the absence of
the RNA chaperone Hfq reduced 4. fabrum C58 virulence (Wilms et al., 2012b), suggesting an
important role for SRNAs during the interaction of agrobacteria with plants. Here, using the A. fabrum
strain C58 sRNA-seq analyses that specifically target small transcripts, we detected a plethora of
putative small RNAs and confirmed more than a quarter of them by bioinformatics predictions or with
transcriptomic assays. Several SRNAs were identified and one of them, expressed from pTiC58, was

functionally characterized, showing its involvement in the control of virulence.
Results
Identification of small transcripts

Size-selected SRNAs were isolated from A. fabrum C58 cells cultivated in various growth conditions,
using different media (rich and minimal) and growth phases (exponential and stationary). They were
strand-specific sequenced on an Illumina GAIIl (Perkins et al., 2009) and coverage depths of the
unrepeated genome sequences were calculated for each nucleotide position in the forward and the
reverse strands. The resulting coverage plots were visualized on the Artemis genome browser
(Rutherford et al., 2000) and genome portions with contiguous sequencing coverage were analyzed
manually. Resulting regions, with an average depth at least ten times higher than the background,
(estimated by the average depth of the adjacent regions) were considered as transcribed. Finally,
signals detected from each library were compared and those transcripts found in all the libraries were
considered as putative SRNA candidates. These results were compared to novel small RNAs identified
with the Rockhopper software system. 1108 putative SRNAs were selected and were named according
to their position on the genome. Small transcripts ranged from 18 nt to 576 nt in length (median=117
nt), in accordance with the size-selection performed. Among the 1108 small transcripts, 602 were
found on the circular chromosome, 291 on the linear one, 140 on pAtC58, and 75 on pTiC58, with
respect to the size of replicons (Figure 1). With the exception of the repeated regions, small transcripts

were homogeneously distributed along genome sequences at a density of about one sSRNA candidate
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per 5 kb (one sSRNA for every 5 proteins) (Figure S1).

Putative sSRNAs were also classified according to four categories: (i) 407 putative SRNAs were
localized in intergenic regions (IGR) and correspond to putative trans-encoded RNAs, (ii) 402 were
localized near, or overlapped the translation start of the coding sequence (5’UTR), (iii) 37 were
localized near, or overlapped the termination of the coding sequence (3’UTR) and, (iv) 262 were
localized in the opposite strand of the coding sequence, corresponding to the antisense sRNA

candidates (asRNAs) (Figure 1).
In silico prediction of small RNA candidates in A. fabrum strain C58

Sequences of SRNA candidates were compared to the Rfam database and significant similarities were
found for 31 candidates (Table S1). As only a few sRNAs are in the Rfam database, we performed an
in silico prediction of SRNAs present in the 4. fabrum C58 genome using the sSRNApredict algorithm.
Comparative genomics were performed between (i) the A. fabrum C58 genome, (ii) the genomes of
seventeen Agrobacterium strains belonging to different genomospecies (Agrobacterscope database)
and (iii) the genomes of A. vitis S4, A. radiobacter K84 and S. meliloti 1021 strains. Using such an
approach, 805 regions (from 60 to 550 nt) were predicted to encode putative small RNAs. 469 were
localized on the circular chromosome, 214 on the linear one, 91 on pAtC58, and 31 on pTiC58. A
comparison with the expressed small transcripts identified above showed that there were 129 features

in common (Figure 2). Thus, about 15 % of the transcribed sSRNAs were correctly predicted.
Validation of small RNA candidates using comparative transcriptomics

Putative SRNAs were also compared to those identified by previous RNA-seq analyses performed in
A. fabrum C58 (Wilms et al., 2012a; Lee et al., 2013). 102 had been also identified by Wilms et al.
and 148 by Lee et al. Of these, 45 % of the sSRNAs identified by Wilms et al. and 31 % of the sSRNAs
identified by Lee ef al. were recovered in our analysis (Figure 2). Combining these three RNA-seq
analyses, 1560 small transcripts could be identified in A. fabrum C58 and, amongst these, 54 were
detected in all three of the RNA-seq analyses. They correspond to (i) the sSRNAs largely conserved
among bacteria phyla and already referred to the Rfam database, such as RNaseP, tmRNA, ssrS,
(RNA454, RNA441 and RNA734 respectively); (ii) sRNAs already characterized in various
agrobacteria such as AbcR1 (RNA479) (Chai and Winans, 2005; Wilms et al., 2011) or (iii) unknown
sRNAs whose presence had been previously validated by northern blot analyses or by 5’ and 3’-ends
RACE-PCR. Moreover, twelve candidates were similar to the SRNAs previously identified in S.
meliloti or Rhizobium (Ulvé et al., 2007; Valverde et al., 2008; Schliiter et al., 2010) (Table S1).
Finally, combining all these RNA-seq analyses, 196 of our 1108 candidates (17.7 %) had been found
previously and 828 were identified here for the first time (Figure 2), among those are the 21 shortest

transcripts (length < 30 nt) (Liu et al., 2009; Behrens et al., 2014).

Characterization of new putative SRNAs
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Among the novel small transcripts, 17 were arbitrarily chosen for validation. RACE-PCRs were
performed on total RNAs. For every candidate, the 5°- and 3’-ends could be easily identified
suggesting that the regions of interest were actually expressed. Evaluation of the 5’- and 3’-ends, and
of the length of each transcript, highlighted (i) differences in 3’-end determination (median of
difference = 36 bases), likely due to the instability of RNA 3’-end because of the 3’-ribonuclease
degradation (Behrens et al., 2014; Hui et al., 2014), (ii) a very good correlation between 5’-end
identification (differences < 3 bases) and (iii) the small lengths of the resulting transcripts (< 270

bases) (Table 1). Thus, the 17 candidates seem to be small transcripts and could be sRNAs.

To gain further insights into the characterization, a search for the presence of coding sequences (CDS)
and putative RBSs (Ribosome Binding Site) was performed using ORFfinder. For eleven transcripts,
no coding sequence could be identified, indicating that they are untranslated small RNAs. Partial open
reading frames (without initiation or stop codons) could be identified for RNAS535, RNAS&34,
RNAB846, RNA869 and a putative RBS could be predicted upstream RNA846 and RNAS869.
Nevertheless, no significant similarities could be identified, except for long hypothetical proteins that
showed significant similarities with both RNA869 (5’UTR of atu4669) and atu4669, suggesting a
mistake in the annotation of translation initiation. For the last two transcripts, RNA868 and RNA960,
a putative RBS and complete CDSs were identified, suggesting that these two genes could encode
peptides specific to 4. fabrum C58 as no significant similarities were found in other bacterial

sequences.

Secondary structures of these small transcripts were predicted using the RNAfold algorithm with the
calculation of Minimal Free Energy (MFE). Base pair probabilities were analyzed as sRNAs are
generally described as strongly structured. For at least 10 structures, base pair probabilities were close
to one, suggesting the presence of strong hairpins in most of the transcripts analyzed (Table 1). For the
seven other structures, the average of the base pair probabilities was below 0.5; four of them had been
previously classified as 5’UTR RNAs and the three others were localized in the intergenic region (IGR
sRNA). Sequence conservations of these putative SRNAs were then evaluated and the results showed
that their presence is restricted to Rhizobiaceae: two of them are largely conserved (RNA&34 and
RNAB46), six seem to be restricted to Agrobacteria (RNA115, RNA141, RNA154, RNA275,
RNA387 and RNAS869), and the others are occasionally present in some Rhizobiaceae and some

Agrobacteria.
Differential expression of SRNAs

We identified the differentially expressed sRNAs using the Rockhopper software system (g-value <
0.01) (McClure et al., 2013). We centered our analysis on the 297 sRNAs also predicted by
bioinformatics, detected in other transcriptomic experiments or validated here by RACE-PCR. We

compared their expression levels in the stationary phase versus exponential phase and their growth in
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rich medium versus minimal medium. Of the total, 58 sRNAs were shown to be differentially
expressed between growth-phases: 6 were down-regulated in the exponential phase and 52 were up-
regulated. In addition, 56 sSRNAs were differentially regulated between growth-media: one was down-
regulated in minimal medium and 55 were up-regulated (Table S2). Finally, about 20 % of the
analyzed sRNAs were differentially expressed, either according to the growth-phase or the growth-
media, and only 5 sRNAs (RNA1066, RNA1077, RNA1094, RNA1096 and RNA1113) were
transcribed from pTiC58.

RNAI111, a small transcript expressed from the Ti plasmid, involved in virulence

The RNAT1111 is transcribed from the minus strand of the pTiC58, between nucleotide 205,448 and
205,620 (RACE-PCR data) and, consequently, its genomic localization is between gene atu6186
(virk3) and atu6188 (virEQ) (Figure S2). A conservation-search showed significant conservation of
this SRNA. Nine out of the 15 Ti plasmids presented rnal 11 homologous genes completely identical
to the C58 rnallll gene, the synteny was also conserved. All of the nine Ti plasmids are nopaline-
type. An additional Ti plasmid presented a rnall/1 homolog. It displays 71% identity and was found
in the CFBP5473 strain, which harbors a chrysopine-type Ti plasmid (Figure S3). Since this gene is
localized inside the vir region, its expression level was measured in virulence mimicking conditions
but no significant changes were observed (data not shown). Its impact on bacterial virulence was also
tested. Bacterial aggressiveness was evaluated on tomato plants for mutants deleted for, or over-
expressing the genomic region expressing RNA1111. qRT-PCR were performed to measured rnallll
expression level in the different mutant strains, RNA1111 could not be detected in this deleted strain
and when compared to the wild-type strain harboring the empty vector, an increase of 6.5 fold was
evaluated in the strain harboring rnallll cloned into the pBBRIMCS-5. A similar level of
aggressiveness was observed both for the mutant over-expressing rnal 111 (AT199) and the wild-type
strains (C58 and AT200 the C58 with the empty pBBRIMCS-5). Remarkably, the strain deleted for
rnallll (AT192) showed a drastic decrease in aggressiveness on plants, with an average of two
tumors per plant whereas the wild-type presented more than 20 tumors per plant (Figure 3). A
significant increase in virulence symptoms was observed when the rnallll deleted strain was
compared with the deleted strain complemented with rnallll carried alone in the plasmid
pBBRIMCS-5 (9.5 tumors vs 2 tumors on average, for complemented and deleted strains,
respectively; p-value < 0,003). Thus, RNA1111 alone is able to restore at least partially virulence.
Similar results were also obtained on tobacco and Kalanchoe daigremontiana plants (data not shown).
Taken together, these findings indicate the involvement of RNA1111 in A. fabrum C58 virulence on
plants.

mRNA targets of RNA1111

RNAT1111 belongs to the trans-encoded RNA class. To further investigate its function, its putative
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mRNA targets were predicted using a combination of small RNA target prediction algorithms
(RNApredator, sTarPicker and IntaRNA). Annotated CDSs and regions upstream of the translation
start of CDSs were analyzed. To reduce the number of false positives, we selected only the target
genes found by every algorithm. This procedure led to the selection of eight target candidates, only the
six localized on pTiC58 were selected for further investigations (Table S3). Putative regions of
interaction are located: 91 bases upstream the start codon for atu6014 (the 6b gene), 32 bases upstream
the start codon for atu6179 (virC2), 31 bases upstream of the start codon for atu6039 (trbD), 88 bases
downstream of the start codon for the gene atu6072 (encoding an hypothetical protein), 64 bases
downstream of the start codon for atu6127 (trad) and, 40 bases downstream of the start codon for
atu6183 (virD3) (Figure 4). Hence, three candidates (the 6b gene, virC2 and virD3) are related to
virulence functions and two other ones are related to the bacterial conjugative transfer of pTiC58 (trad
and #bD). To validate these putative interactions, conservation searches were performed in strains
harboring rnallll homolog genes (Table S4). In addition, we performed qRT-PCR from bacteria
cultivated in rich medium and in medium mimicking virulence using primers localized downstream of
predicted region of interaction. In the tested conditions, trbD was not significantly expressed. No
significant variation in expression was observed for the atu6183 (virD3) and atu6179 (virC2) genes
whatever the strain analyzed, whereas a decrease in expression of 12, 6 and 3.5 fold were observed for
atu6127 (traA), atu6072 (hypothetical protein) and atu6014 (the 6b gene), respectively, when we
compared the strain deleted for rnallll with the wild-type strain (Figure 4). Moreover, their
expression levels were completely restored in the rnal 111 deleted strain complemented with rnallll
carried alone in a plasmid (Figure 4). Conversely, strain over-expressing rnallll (AT199) showed
similar expression levels of target genes when compared to expression levels obtained with the wild-
type strain harboring the empty vector (AT200) (data not shown). Taken together, these results
suggest that the absence of RNA1111 destabilized, directly or indirectly, the mRNAs of these three

genes.
Discussion

Regulation by sRNAs is now widely recognized in bacteria but only a few examples concern
pathogenic bacteria interacting with plants. Hence, attempts had been made to increase our knowledge
on the Agrobacterium RNAomes (Wilms et al., 2011; Lee et al., 2013; Moller et al., 2014). Here, we
undertook an exhaustive analysis of small transcripts in the model strain A. fabrum C58. Our approach
led us to discover numerous small transcripts, including those expressed at low levels, among those
are Ti plasmids sSRNA candidates. In agreement with previous data (Wilms et al., 2012a), the latter are
shown here to be 6 times lower than those of the chromosomes in A. fabrum C58. These pTi
characteristics could significantly impede an automatic detection of transcripts and consequently
necessitate manual detection and validation of the 5°- and 3’-ends of new transcripts. In addition, our

data were found to be quantitative as differential growth phase expression analyses were in accordance
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with previous quantifications (Wilms et al., 2012a; Lee et al., 2013) and relative quantifications agreed

with those performed by northern blot analyses on total RNA (Figures S4 and S5).

The 1108 small transcripts identified might be sSRNAs but they could also be processed or degraded
RNAs (even if small transcripts from internal mRNA were not taken into account by our procedure).
Hence, their validation by other approaches was essential. We compared our sRNA-seq data with
sRNApredict data and with previous RNA-seq data. These comparisons allowed the confirmation of a
quarter of SRNA candidates. However, small overlaps between results were observed (Figure 2). The
small overlap with predicted data likely reflects limitations of RNA prediction algorithms which
generally fail to predict a large portion of SRNAs and can also present false positives (Soutourina et
al., 2013). Hence, novel small transcripts identified could, therefore, be useful for improving
prediction algorithms. Furthermore, the different RNAseq analyses were performed from agrobacteria
cultivated in different growth conditions and with different sequencing approaches (Wilms et al.,
2011; Lee et al., 2013) and unrecovered sRNAs could be due to their absence of expression in the
some of growth conditions tested. Despite these features, a large proportion of previous identified

sRNAs (>31 %) could be validated by our analysis, illustrating the quality of our approach.

One third of putative sSRNAs are localized upstream of a CDS (5’UTR) and most of them correspond
to 5’UTR longer than 100 nt (Table S1). The presence of these small transcripts has been previously
described in other bacteria (Kawano et al., 2005; Gémez-Lozano et al., 2012). Long 5’UTR are not
unusual in Rhizobiaceae (Schliiter et al., 2013). These long mRNA leader sequences may correspond
to (i) processed-cis-regulatory elements of longer mRNAs, such as metabolite-controlled riboswitches
and RNA thermometers (Bastet et al., 2011) or high-affinity protein binding sites that protect the
transcripts from exoribonucleolytic degradation (for example Hfq), (ii) trans-encoded sRNAs resulting
from parallel transcriptional output (Loh et al., 2009), or (iii) artifacts in the sequencing procedures.
RACE-PCR experiments on total RNAs showed that at least RNA275, RNA387 and RNA868 are not
small transcript artifacts (Table 1) and could encode short peptides (Table S1), known to be a
characteristic feature in a mechanism called transcriptional attenuation (Mentz et al., 2013). Generally,
small ORFs are found upstream of the CDS of metabolic proteins and 20 % of CDS with a long
5’UTR are actually involved in metabolism, five harbored a putative ORF and three present an ORF
on the opposite strand, suggesting that putative SRNAs could also be the asRNAs of those peptide-
encoding transcripts (RNA111, RNA573 and RNAS575) (Table S1).

The cis-encoded RNAs, asRNAs, represented a quarter of the small transcripts (Figure 1). They were
found on the opposite strand of ca. 5 % of the CDSs. Surprisingly, the expression of repE antisense
RNA (Chai and Winans, 2005) was not detected because it was below the threshold in the growth
conditions tested, suggesting cis-acting RNAs are underestimated. As already observed (Wilms et al.,
2011; Schliiter et al., 2013), asRNAs are over-represented in pTiC58 (Figure 1) and 44 % were found

to be opposite to genes involved in virulence (Table S1). Hence, the asRNA regulatory mechanisms
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might be preferred for these functional categories.

A ratio of 13.8 CDSs per trans-encoded RNA candidate was obtained in 4. fabrum C58 in agreement
with the previous data (Mitschke et al., 2011; Schliiter et al., 2013). Sixteen could encoded peptides,
since they presented a putative ORF with significant similarities to the already predicted proteins in
Rhizobiaceae (Table S1). In addition, the conservation of sSRNAs seems to be restricted to related
alpha-proteobacterial species, as previously observed in S. meliloti. However, the primary nucleotide
sequence analyses are probably not sufficient for performing an accurate conservation-search and the
use of sSRNA classification, according to the secondary structure domains, might be more relevant.
Among the novel and unpredicted trans-encoded sSRNA candidates, the transcription, as trans-encoded
RNAs of fourteen of them, was nevertheless validated by RACE-PCR (Table 1) and, for at least nine
of them (> 64 %), the absence of CDSs and their very probable strong secondary structures suggest

that they are true trans-encoded RNAs.

Interestingly, one trams-encoded RNA, RNA1111, was validated by RACE-PCR and further
characterized for its involvement in virulence. A longer transcript named pTi 205576R and
corresponding to rnallll, has been previously identified, and, in agreement with our data, its
expression has previously been shown not modulated in condition mimicking virulence (Lee et al.,
2013). Nevertheless, we showed a drastic decrease in virulence symptoms on several plants using the
strain deleted for rnallll, and the complemented strain restored the virulence. This suggested the
involvement of RNA1111 in the virulence. However, as the vir box of virE( is inside rnallll gene
(Steck et al., 1988), the deletion also removed this vir box, and the virulence decrease could have been
due to a polar effect on virE(. Nonetheless, the in frans complementation with the sole rnallll gene
is enough to restore -at least partially- the virulence (Figure 3). This establishes the actual involvement
of RNA1111 in the virulence phenotype. Moreover, the in frans complementation with the sole
rnallll gene led to recover an expression level of the putative target genes similar to those of the
wild-type (Figure 4C). We could also noticed that in addition to the absence of modification in
virulence phenotype for the strain over-expressing RNA1111, any significant increase of mRNA target
expression levels could be observed in this strain when compared to the wild-type strain. This suggests
that in the wild-type strain the RNA1111 copy number could be already sufficient to regulate mRNA
targets. Recently, Moller P. et al. showed an enrichment of several mRNAs by Hfg3xFlag, including
virC2, virD3 and tra4 mRNAs (Mdller et al., 2014). Interestingly, we presently suspect these mRNAs
to be putative RNA1111 targets (Figure 4), strongly suggesting their interactions with the Hfq protein
and their putative regulations by sSRNA, and potentially by RNA1111. Among the predicted RNA1111
mRNA targets, three candidates are connected with virulence but are not essential for tumorigenicity:
two vir genes and the 6b gene (aru6014). VirD3 (Atu6183) was not tested for the modulation of
aggressiveness (Vogel and Das, 1992). VirC2 stimulates the translocation of T-DNA into plant cells,

and its DNA binding function has been shown to be important for bacterial aggressiveness in different

88



plants (Lu et al., 2009). The 6b protein is involved in tumor development, with the accumulation of
sugars and phenolic compounds (Clément et al., 2007), and the interaction with nuclear proteins
(Kitakura et al., 2002; Terakura et al., 2007). It also modulates auxin transport (Kakiuchi et al., 2006)
and the microRNA pathway in plants (Wang et al., 2011). The 6b protein is produced from
transformed plant cells and its regulation, in the bacterial background, by RNAI1111 is surprising.
However, the translocation of sSRNAs into infected plant cells has been suggested previously and we
might speculate that this is the case for RNA1111. Although we cannot rule out that RNA1111
controls other virulence factors, we can assume that the regulation of all these targets together by
RNAT1111 could have a synergic impact on virulence. The regions of interaction with RNA1111 are
localized upstream or downstream of their putative RBSs and could facilitate the binding of ribosomes
by modifying mRNA secondary structures and thus, facilitating the translation. Modifying the
interaction between one sSRNA and its mRNA target could lead to the degradation, or the absence of
degradation, of mRNA (Desnoyers et al., 2013). Based on qRT-PCR data, we suspect that RNA1111
could bind to virD3 and virC2 mRNA and thus could stimulate their translation without affecting their
stability, whereas the putative binding of RNA1111 on aru6014 mRNA stabilizes this transcript.
However, to definitively validate a direct regulation of RNA1111 on mRNA targets, RNA-RNA
interaction experiments are still required. ra4 mRNA has also been shown to be down-regulated in
the absence of RNA1111. This gene is part of the tra operon encoding the type IV secretion system for
the conjugative transfer of pTiC58, suggesting that RNAI1111 also regulates the conjugation.
Noticeably, the virulence and the conjugation of Ti plasmid were actually shown to be regulated, in a
coordinated way, by TraM (Cho and Winans, 2005). Our work highlights a potential new level of
coordinated regulation of the essential pTi functions by a small trans-encoded RNA that is,
furthermore, largely conserved among Ti plasmids. Thus, this suggests that RNA1111, and possibly
small RNAs in general, play a major role in the infection of plants and in the dissemination of Ti

plasmids.
Materials and methods
Bacterial strains and growth conditions

Bacterial strains used in this study are the A. fabrum C58 wild type strain and its derivatives listed in
Table S5. Bacteria were grown with shaking (150 rpm) at 28°C in YPG rich media (5 g/L yeast
extract; 5 g/L peptone; 10 g/L. glucose; pH 7.2) or in AT minimal media (80 mM KH,PO,; 0.65 mM
MgSO,, 7H,0; 18 uM FeSO,, 7H,0; 70 uM CaCl,, 2H,0; MnCl,, 10 uM 4H,O; pH 7.2)
supplemented with 10 mM succinate as the carbon source and 10 mM ammonium sulfate as the
nitrogen source (Petit et al., 1978). Conditions mimicking virulence are those previously described by
(Lee et al., 2013). Media were supplemented, when needed, with appropriate antibiotics (25 ug/mL
gentamicin, 25 pg/mL neomycin, and 25 pg/mL kanamycin). Escherichia coli DH5 « strain was used

for cloning experiments in classical growth conditions.

89



Vector constructions

The Ti plasmid DNA fragment, from 205,367 bp to 205,626 bp (corresponding to rnallll), was
amplified by PCR using primers 186 and 187 (Table S6). Fragments were purified and digested using
Sall and BamHI enzymes, and then cloned into a pPBBRIMCS-5 plasmid giving rise to pARA00S
(Table S5).

Construction of mutant strain deleted for rnallll

The A. fabrum C58 strain was used to construct a mutant, as previously described (Lassalle et al.,
2011). The genomic region corresponding to transcript RNA1111 was deleted and replaced by the
Neo-Kan resistance gene nptll (Table S6), resulting in the strain AT192 (Table S5).

Small RNA selection and abundant sSRNA depletions

Total RNAs were extracted as previously described (Hommais et al., 2008), and DNA contamination
was eliminated with a DNase I treatment (Roche). 100 ug of total RNAs were separated on a 15 %
denaturing polyacrylamide gel (7M urea, 1X TBE) and RNAs, with a size ranging from 25 to 500 nt,
were extracted (representing 1.4 % of total RNAs). Briefly, a piece of gel containing RNAs was
broken mechanically and incubated, for 4 h, in 500 uL of 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 300 mM
NaCl buffer with soft shaking at 15°C. Size-selected RNAs were washed twice and ethanol
precipitated. 5S RNA and tRNAs depletions were performed from 2.5 ug of size-selected RNAs by
reverse transcription treatment using the First strand cDNA synthesis kit (Life biosciences), with 100
ng of primer 5S and 50 ng of each of the other primers representing the tRNAs (Table S6). An RNAse
H treatment was then performed and newly synthesized DNAs were eliminated with a DNAse |
treatment (DNA-free kit, Ambion). Between each step, RNA quantities and qualities were checked
using a Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific) and a 2100 bioanalyzer with a, RNA
6000 Nano kit (Agilent). RNAs were stored at — 80°C until further uses.

Library preparation and sequencing

The library preparation was an adaptation of the Illumina directional mRNA-Seq protocol, using the
DGE-Small RNA sample preparation kit. 200 ng of selected small RNAs were treated with Antarctic
Phosphatase (NEB, cat.#M0289S) and T4 PolyNucleotide Kinase (NEB, cat.#M0201S) and purified
on an RNeasy MinElute spin column (Qiagen, cat.#74204). Ligations with Illumina v1.5 sRNA 3'
adapter and sRNA 5' adapter, reverse transcription, PCR amplification and purification with
Agencourt AMPure beads (Beckman, A63880) were carried out as described in the Illumina
directional mRNA-Seq protocol (Illumina). One sequence run per library was performed using the
[llumina Genome Analyzer II (Perkins et al., 2009). An average of 24,137,549 reads of 36 bases per

run were obtained, corresponding to a total of 193.100 million reads (Table S7).
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Data analyses

Raw sequence files were first converted to standard fastq format with Sanger quality encoding and
then summary statistics of read quality were generated for each sequencing lane using random samples
of 500,000 reads. Read quality of all experiments were found to be sufficiently high for the sequence
reads to be directly processed by the mapping software. Reads were mapped on the A. fabrum C58
genome (RefSeq Acc: NC 003062, NC 003063, NC 003064 and NC 003065) using SSAHA2
software, with the ‘-diff” parameter set to 0 to ensure that only reads mapping to a single location in
the genome were retained (Uniquely Mapped Reads, UMR) (Ning et al., 2001). Depending on the
sequencing run, 95.24 % to 99.2 % of reads were mapped at least once on the genome. The coverage
of UMR (14.71 %) along the genome and the number of UMR located in each genomic object
(encompassing CDS, rRNA, tRNA, and predicted sSRNA) were then computed using R/Bioconductor
packages Rsamtools and GenomicRanges (Gentleman et al., 2004) and visualized in the
Agrobacterscope database (Vallenet et al, 2013). Replicon repartition showed that 72.5 % of UMRs
mapped on the circular chromosome, 25 % on the linear one, 1.6 % on the pAt and 0.9 % on the pTi.
Rockhopper software was used for the detection of novel small transcripts and the differential
expression analyses (McClure et al., 2013). The data followed MIAME guidelines and were registered
at ArrayExpress under the accession number: E-MTAB-2947.

Determination of 5 - and 3’-ends by RACE-PCR

A phenol/chloroform extraction followed by an ethanol precipitation was performed between each
step of the following protocol and enzymatic reactions were performed according to the
manufacturer's recommendations. Cleaved mono-phosphate RNAs — isolated from bacteria grown in
rich medium - were eliminated from 12 ug of total DNA-free RNAs using the XRN-I exoribonuclease
(Biolabs). The resulting tri-phosphate RNAs were treated with Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP)
(Epicentre) and ligated using the T4 RNA ligase (Biolabs). Circular RNAs were reverse transcribed
using the SuperScript III reverse transcriptase (First strand cDNA synthesis, Life Technologies) and
primers specific to the gene of interest. Then, the 5°- and the 3’-end junction was specifically
amplified by PCR (Table S6). The resulting RACE-PCR products were cloned into the pPGEMT-Easy
(Promega) and sequenced using M13fwd primer (Beckman Coulter Genomics). An average of five

independent clones per RNA was analyzed.

qRT-PCR analysis

SuperScript III (Life Technologies) was used with random hexamer primers to reverse transcribed 2.5
ug of the total RNAs, according to the manufacturer's protocol (First strand cDNA synthesis). The
DyNAmo Flash SYBR Green qPCR kit (Thermo scientific) was used with 0.1 uL of the cDNA
reaction mixture and gene-specific primers (Table S6). The thermal cycling reactions were performed

using the LC480 Lightcycler from Roche according to the following conditions: an initial step at 95°C
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for 7 min, followed by 45 cycles at 95°C for 10 s, 58°C for 15 s and 72°C for 20 s. Normalization of
data was performed using pAW and genes atu(0231 and atul 924 as their expressions are constant in the
growth conditions tested. The specificity of the PCR primers was verified with a melting curve

analysis.
Virulence assays on plants

The plants inoculated with A. fabrum C58 were three week old tomatoes (Marmande) grown in
controlled environment chambers with 70 % hygrometry and a 16 h photoperiod, at 25°C, followed by
8 h at 22°C. Virulence assays were performed as previously described (Haudecoeur et al., 2009).
Briefly, plants were wounded at the top of the stem just under the second leaves, and infected with
around 10° bacterial cells. Tumors were observed and counted 3 weeks post-infection. Ten plants were
used for each strain and each plant was classified according to severity symptom categories. Each
virulence assay was performed in three independent experiments. Kruskal-Wallis statistic tests were
applied to determine significant differences between the virulence assays. These assays were also
performed on 6-8 week old Nicotiana tabacum burley and 2 month old Kalanchoe daigemontiana and

symptoms were evaluated 5 weeks and 3-4 weeks post-infection, respectively.
Prediction of bacterial small RNA targets

mRNA target genes of sSRNAs were predicted from the A. fabrum C58 genome (accession number
NC 003062, NC 003063, NC 003064 and NC _003065) using IntaRNA (Busch et al., 2008),
sTarPicker (Ying et al., 2011) and RNApredator (Eggenhofer et al., 2011) algorithms. We arbitrarily
selected the 350 most significant mRNA targets provided by each algorithm. The mRNA targets,

found by the three algorithms, were chosen for further analyses.
Secondary structure predictions and similarity searches

RNA secondary structures were predicted using the RNAfold algorithm. Basic options were chosen
for folding. Sequence similarity searches were performed with the BLAST algorithm on the MAGE
database (Vallenet et al., 2013).
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Tables:

Table 1: Validation of novel SRNAs by RACE-PCR

. .. Size Size
ANA g POTSNA PSS RACE L ac. Sedn e
4 seq PCR P
Circular chromosome
RNAI115 - 534338-534448 534375-534449 110 74
RNA141 + 693246-693312 693248-693381 66 133
RNA154 + 762537-762638 762538-762623 101 85
RNA275 + 1279489-1279713  1279489-1279716 224 227
RNA387 - 1757820-1757974 1757829-1757973 154 144
RNAS535 + 2409060-2409165 2409062-2409193 105 131 Wﬁ%}mw
3
RNA576 - 2659267-2659331 2659260-2659323 64 63
Linear chromosome
RNA779 - 1168075-1168226 1168156-1168227 141 71
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RNAS07 + 1310255-1310367 1310256-1310349 112 93
RNAS834 + 1583219-1583390 1583222-1583346 171 124
«-5?% .
RNAS46 + 1647094-1647233  1647102-1647289 139 187
RNAg47 - 1648470-1648623 1648521-1648622 153 101
RNAS68 + 1824963-1825233  1824964-1825182 270 218
RNAS69 + 1830152-1830293 1830152-1830354 141 202
At plasmid
RNA960 + 214071-214308 214074-214288 237 214 ?
gf
RNA1028 - 492222-492349 492186-492346 127 160
I .
Ti plasmid
RNATI111 - 205455-205545 205448-205620 90 173

* secondary structure with base pair probabilities close to one
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Figure 1: Distribution of the 1108 small transcripts among the A fabrum C58 genome according to
sRNA categories. Histograms represent the percentage of each sSRNA category per replicon (circular
and linear chromosomes, and pAtC58 and pTiC58). Numbers correspond to the number of sSRNAs
found in each category: 5’UTR-RNA, UTR3’-RNA (UnTranslated Regions), asRNA (antisense RNA)
and trans-encoded RNA.

Our experimental data (1108) Wilms et al. data (227)
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Figure 2: Comparison between the different RNA-seq identifications of sSRNAs and sSRNAs prediction
in A. fabrum C58. The Venn diagram represents SRNAs identified in common between the prediction
data and the sRNA-seq data performed in this study and the RNA-seq data obtained previously
(Wilms et al., 2012a; Lee et al., 2013).
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Strains

cs8
wwn AT192
##¢ AT203
AT200
AT199
0%

Number of tumors (0-5)
per plant

Percent of plants according to the aggressiveness degree

—
Arnallll
_ Arnallll/ pBBRIMCS-5::rnal111
B T/empty pBERIMCS-S
I . /pceR1MCS-5imalll]

20% 40% 60% B0% 100%

(5-10) W {10-15) ¥ (15-20) m=30

Figure 3: Tests of virulence on tomatoes for rna /111 mutants. Wild-type strain (WT), wild type strain
containing empty cloning vector pP BBR1IMCS-5 (AT200), strains deleted for rnall1l (AT192), strain
overexpressing rnallll (AT199) and deleted strain complemented with the pPBBRIMCS-5 carrying

rnallll alone (AT203) were all tested for their ability to induce tumors on 3 week old tomato stems.
Bacterial genotypes showing statistical differences (Kruskal-Wallis test) in their aggressiveness are

noted with three stars (comparison to wild-type strain) or three hashtags (comparison to deleted

strain), corresponding to a p-value < 0.003.
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- Start codon

o Coding region

A atu6014 [6b]

..]TTTTCACA(GGCATCAAA(GGT(A(|CAATGGCGTCAATG&4.GCTCAGATTTACCAGCGGCEA:G:G:ﬁATTTTGTAGTA(ATCCAAAACTGCGMA(GGTAGCI’A... 71 Ribosome binding site (RBS)
4 9 0 = Predicted interaction from sTarPicker
atu6039 [trbD] ~—~  Predicted interaction from IntaRNA
AAC(G&CCﬁGACT(ATCGAACC@TAATGCTTCGCGCG(AAG(’&:G:A:G:({GGGCCWCI’GAGCCGG... """""""" Riedictedinteractioniiion RNARIedaty
-30 0
atu6072
4..CAAATTGTAAGTGAACGC((ma(CCAT(ATCCKATMUGG((GA(MKGMA(A...(GGCCGGTGH(G{CW
0 88
atu6127 traA]
...AAAccGaa}\jdcmTAcccczmr.(mcacmmcmccuﬁuTchmaGcwmmcmGﬁma
0
atu6179 [virC2)
4..ATG(G((TCClT(GAACGGAAT(T(AGAATGC(ATGGAG (r\AAnGGITAGCGAAGccﬁ({dt{i@cmAAﬁMﬁﬁAAﬂ(ﬁmn
<19 -32 0
atu6183 [virD3)
CTTCGAAT
giiel 2 atu6014 atus127 atus179 atu6184
[vi " 1 [6b] atu6072 [traA] [virC2] [virD3]

atu6072
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[6b]

atu6039
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&
*

N

S
atu6127 9

atu6179 liraAl
[virD3]

Figure 4: Regions of interaction between predicted target mRNAs and RNA1111. A. Sequences
around the start codon of predicted target genes are presented with the localization of the region of
interaction with RNA1111. Fold changes, measured by RT-qPCR in the strain deleted for rnallll
versus the wild-type strain, are indicated in brackets (culture in rich medium and in virulence
induction medium). B. The predicted secondary of RNA1111 is presented with the localization of the
predicted regions of interaction for each putative target mRNA. ND Not determined. C. Measurement
of differential expression level by quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR) for
atu6014, atu6072, atu6127, atu6179 and atu6184 compared with the wild-type strain (C58 or AT200,
respectively). In grey were fold changes between the deleted strain Arnallll (AT192) and the wild-
type strain C58 and in black were fold changes between the complemented strain
Arnallll/pBBRIMCSS::rnallll (AT203) and the wild-type strain (AT200). Fold change was
calculated with the 27**“" method. Shown here are the mean values and standard error of at least two
biological replicates. * p<0.01.

Supplementary data:

Table S1: Lists of SRNA candidates identified from bacteria grown in rich and minimal media in

exponential and stationary phases

In a separate file: annexes pages 197-219)
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Table S2: List of putative sSRNAs differentially expressed

Stationary vs Exponential

ncRNA ID RPKM phases AT vs. YPG media
YPG _ YPG _ AT AT Fold Fold
Exponential  Stationary Exponential  Stationary Change q Value Change q Value
Circular
RNA35 151 21 576 2738 130.38 0 4.75 9.15E-108
RNA68 170 756 200 871 1.15 NS 4.36 1.28E-08
RNA79 504 548 353 1669 3.05 NS 4.73 6.28E-03
RNAS84 258 442 173 1567 3.55 7.30E-07 9.06 1.62E-13
RNAS86 1489 2858 2074 22432 7.85 3.19E-23 10.82 7.21E-28
RNA9S 728 2266 451 2807 1.24 NS 6.22 1.25E-03
RNAI118 142 380 452 13 -33.33 9.04E-07 -33.33 3.93E-10
RNA133 305 1034 560 125 -8.33 3.88E-04 -4.54 NS
RNA136 188 904 131 990 1.10 NS 7.56 5.99E-13
RNA169 6187 17698 6690 181634 10.26 1.11E-40 27.15 8.86E-64
RNA198* 83 103 443 3432 33.32 0 7.75 NS
RNA212 77 275 49 2653 9.65 0 54.14 0
RNA216 1401 2645 1902 10733 4.06 4.09E-07 5.64 3.15E-09
RNA248 762 1079 542 5946 5.51 3.01E-15 10.97 3.30E-23
RNA265 212 317 222 1473 4.65 3.58E-13 6.64 4.25E-17
RNA273* 6755 12560 9348 126341 10.06 1.57E-35 13.54 2.77E-41
RNA275 334 248 387 1878 7.57 2.61E-08 4.85 3.34E-06
RNA277® 2511 5064 3800 32962 6.51 1.80E-21 8.67 1.23E-25
RNA294 515 1213 504 2692 2.22 NS 5.34 1.07E-05
RNA297 64 116 103 1994 17.19 0 19.36 0
RNA313 572 815 444 5731 7.03 6.51E-38 12.91 1.90E-53
RNA324 2203 5594 2162 12566 2.25 NS 5.81 2.07E-05
RNA349 101 446 160 2002 4.49 3.73E-119  12.51 1.06E-231
RNA365% 416 1111 435 104 -11.11 6.64E-03 -4.17 NS
RNA406 300 284 169 3987 14.04 2.94E-104  23.59 2.26E-131
RNA415 123 351 139 573 1.63 NS 4.12 5.69E-07
RNA436 198 332 180 1072 3.23 1.67E-07 5.96 1.12E-12
RNA456 % 1232 1905 1861 60461 31.74 0 32.49 0
RNA472 529 594 695 2070 3.48 1.82E-03 2.98 5.56E-03
RNAS523 136 607 433 3923 6.46 0 9.06 0
RNAS541 221 438 691 2088 4.77 2.66E-26 3.02 6.49E-17
RNAS543 631 1866 760 4928 2.64 1.32E-07 6.48 1.88E-17
RNAS552 91 132 115 810 6.14 1.25E-28 7.04 1.79E-31
RNAS578 719 1313 835 8138 6.20 1.29E-25 9.75 6.05E-34
RNAS587 314 1325 394 405 -3.23 3.50E-03 1.03 NS
RNAS599 289 75 563 1660 22.13 6.96E-25 2.95 1.03E-06
Linear
RNA623 540 1029 357 3176 3.09 5.29E-05 8.90 4.40E-11
RNA626 284 567 266 1915 3.38 5.87E-12 7.20 7.68E-22
RNA639 279 623 692 4814 7.73 3.95E-78 6.96 2.38E-73
RNA645 427 1546 288 348 -4.35 1.20E-03 1.21 NS
RNAG653 663 701 745 2645 3.77 8.68E-03 3.55 NS
RNA660 1051 1998 288 44683 22.36 0 155.15 0
RNA670 456 804 434 3116 3.88 1.05E-07 7.18 4.15E-12
RNA675 31 53 17 1188 22.42 0 69.88 0
RNA723 331 170 1525 2228 13.11 4.19E-23 1.46 NS
RNA766 134 114 178 6279 55.08 0 35.28 NS
RNA769 44 60 81 1542 25.70 0 19.04 0
RNA770 55 21 84 449 21.38 7.39E-41 5.35 1.53E-19
RNAS810 477 639 401 2430 3.80 1.30E-06 6.06 1.94E-09
RNA842 329 1025 524 2126 2.07 2.95E-05 4.06 3.28E-12
RNAS857 320 583 315 1510 2.59 NS 4.79 1.45E-04
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RNAB64
RNASB79
RNAB84

329
141
136

622
336
426

492
314
403

3830
2746
1888

6.16
8.17
4.43

1.48E-41
1.07E-153
5.85E-66

7.78
8.75
4.68

1.95E-48
5.25E-160
4.50E-69

At plasmid
RNA909
RNA912* 358
RNA917 250
RNA932 30
RNA933 72
RNA9S3 215
RNA9SS 120

108

127
514
855
19

134
469
82

140
727
189
18

229
582
98

475
9921
176
302
2337
1219
763

3.74
19.30
-4.76
15.89
17.44
2.60
9.30

3.02E-03
0

9.09E-03
4.19E-39
0

1.62E-03
1.29E-10

3.39
13.65
-1.07
16.78
10.21
2.09
7.79

5.85E-03
0

NS
1.91E-39
0

NS
1.51E-09

Ti plasmid
RNA1066 80
RNA1077 245
RNA1094 122
RNA1096 82
RNAI1113 271

218
350
200
218
582

136
322
160
135
412

799
1698
633
699
1762

3.67
4.85
3.17
3.21
3.03

4.64E-16
9.52E-10
2.11E-03
3.16E-10
1.61E-05

5.88
5.27
3.96
5.18
4.28

5.64E-24
1.86E-10
2.55E-04
4.33E-16
6.66E-08

NS non significant

" also previously shown to be differentially expressed in stationary phase medium

® also previously shown to be differentially expressed in minimal medium

Table S3: Predictions of RNA1111 targets common in the three algorithms IntaRNA, Starpicker and

RNApredator (cutoff: 350 first predicted targets)

Replicon  IntaRNA Start

Region of interaction with StarPicker

Region of interaction with RNApredator

localization & Stop (+300)*
pTi 1

Aw6188
Aws127 PTi 12 17 178 207 SRNA 48 GGACGCCGGA 39 SRNA 104 aAGGCCGCAGY 114 SRNA: 114 GGACGCCGGA 105
ST LT LT
TRNA 364 UCUGCGGCCU 373 TRNA 74 aUCCGGCGUCH 64 mRNA: 63 UCUGCGGCCU 72
Aws179 PTi 5 162 40 207 SRNA 160 13 RNA 112 aGGAGAUAGUGAucgaguaaccggugccgug-ugaa 146 SRNA: 133 CCAAUGAGCUAGUGAUAGA 113
L e U LA AN AN [ H HH H 1 LT
TRNA 222 268 TRNA -32 aCCUCUAUCACU-geucaa-gga---gguacegeu: TRNA: -50 GGA-ACUCG-UCACUAUCU -32
A6039 PTi 19 k2] 280 2 swa 35 cucccucccmc 2 SRNA 23 CCGAGCCUCCGUCa 36 SRNA: 35 CUGCCUCCGAGC 2
L1l LT LT
TRNA 233 GAUGGAGGCUCG 244 TRNA -56 aGCUCGGAGGUAGR -69 TRNA: -67 GAUGGAGGCUCG -56
At6014 pTi 25 157 142 324 SRNA 146 AAGUGUGCCGUGGCCAAUGAGCUAGUG 120 SRNA 119 agugaucgaguaaccGGUGCCGUGUGARu 147 SRNA: 146 AAGUGUGCCGUGGCCAAUGAGCU 120
I 2] [1:1111 IHHI LT I HI
MRNA 187 UUCACACGGCAUCAAA----CGGUCAC 209 TRNA -91 ccacuggcaaa----CUACGGCACACUU -115 TRNA:-113 UUCACACGGCAUCAAA----CGG -91
At0666 g 219 21 114 354 SRNA 139 CCGUGGCCAAUGAGCU---AGUGAUAGAGGACG 9 SRNA 109 CGCAGGAGAUAGUGAu 124 SRNA: 123 AGUGAUAGAGGACG 110
Ilal= 0] 11:] I IEy| LT LU
MRNA 299 GGUAUCGCUUGCGCARACCUCGCUAUCUCUUGE 331 TRNA 14 uCGUUCUCUAUCGCUG -29 ERNA: -28 UCGCUAUCUCUUGC -15
Aus072 i 29 ” 260 366  SRNA 14 AGUGGCUUCCGAG 2 SRNA 1 -gAGCCUUCGGUGAa 14 SRNA: 13 AGUGGCUUCCGAG 1
[T LT HIII]HHIH
ERNA 389 UCGCCGAAGGCUC 401 TRNA 102 goUCGGAAGCCGCUa 88 TRNA: 89 UCGCCGAAGGCUC 101
Aw6183 i n 40 321 394 SRNA 116 GAGGACGCCGGAAUAAGCUAUUUC 93 SRNA 87 geacg aAGGCCGCAGGAG 116 SRNA: 116 GAGGACGCCGGAAUAAGCUAUUUCA-GCA 88
L] sl s HII IH-HI- |- L1111 LU L
TRNA 341 UUCCUGUGGCUUCGARUGAUGAAG 364 TRNA 71 ggugegggaaguaguaagcUUCGGUGUCCUn 41 TRNA: 69 UUCCUGUGGCUUCGAAUGAUGAAGGGCGU 40
Awdl74 o 31s 61 201 577 SRNA 160 118 119 161 SRNA: 143 UGUGCCGUGGCCAAUGAGCU 120
JLRIER T IO LT T B R e TLEEre 11
ZRNA 374 CCGRA-GAGC GAUCAC 405 ca g gocg -128 TRNA:-115 -96

StarPicker* _ RNAPredator® _Sum of order Region of interaction with IntaRNA
1 3

*number indicated is the order in the Tist of putative targets
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Table S4: Conservation of RNA1111 putative targets among genome sequences:

Tiplasmid Presence of Presence of Presence of Presence

Strain opine-type rnallll 6b gene atu6072 of traA trbD

Presence of Presence of Presence of

virC2 virD3

C58 Nopaline 100% ID 100% ID 100% ID 100% ID 100% ID  100% ID 100% ID

C58-Chbika  Nopaline 100% ID 100% ID 100% ID 100% ID 100% ID  100% ID 99% ID

MAFF 301001 Nopaline 100% ID 99.5%ID  NF 71.8%ID  100% ID  100% ID 98.4% ID
CFBP5473 Chrysopine 71% ID 63% ID NF 82% ID 77% 1D 75% ID NF
CFBP5480 Nopaline 100% ID 100% ID NF 75% ID 100% ID  100% ID 100% ID
CFBP5476 Nopaline 100% ID 100% ID NF 75% ID 100% ID  100% ID 99% ID
LMG29%4 Nopaline 100% ID 94% ID NF 84% ID 99% ID  100% ID 99% ID

LMG17935 Nopaline  100% ID 68% ID 99% ID 81% ID 80% ID

NCPPB1650  Nopaline  100% ID 94% 1D NF 82% ID 99% ID
S56 Nopaline  100% ID 68% ID 99% ID 75% 1D 86% ID
Zutra3-1 Nopaline  100% ID 68% ID 99% ID 75% 1D 86% ID

99% ID 99% ID

100% ID 99% ID

99% ID 99% ID

99% ID 99% ID

ID identities

ND Not determined

NF No found (No significant Blast results)

Table S5: Strains and plasmids used in this study

Strains and
plasmids

Genotypes

References

A. fabrum strains

(Goodner et al., 2001,

C58 Wild type strain from the G8 genomic species of A. tumefaciens Wood et al., 2001
ATI192 A. fabrum C58Arnallll NeoKm® This study

ATI199 A. fabrum C58 containing pARA005, Gm® This study

AT200 A. fabrum C58 containing pBBRIMCS-5, Gm" This study

AT203 A. fabrum C58Arnallll containing pARA005, NeoKm" Gm® This study

Plasmids

pBBRIMCS-5  Host range cloning vector, Gm" (Kovach et al., 1995)
pARA005 pBBRIMCS-5::/nallll Gm® This study
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Table S6: Primers used in this study

Primers for

Forward (5°-3”)

Reverse (5°-37)

rRNA and tRNA depletion

Atu0059 AGACCTGGCAGCGACCTAC

Atu2540

Atu3943

Atu0054 TGGTGGGCCCGGGTAGAC

Atu2546

Atu3938

Atu4181

Atu0055 TGGTGGAGCTGAGCGGGA

Atu2545

Atu3939

Atu4182

Atu4102

Atu0060 TGGTTGCGGGGGCAGGAT

Atu2539

Atu3944

Atu4187

Atu0123

Atu3859

Atul017

Atul231

Atul502

Atu0227 TGGTGCCCAGAAGAGGAC

Atu0389

Atul809 TGGCGCACCCGAAGAGAT

Atu0414 TGGTGCCGCTTACGTGAC

Atu2009 TGGTGCCGCTTACGTGAC

Atu0435

Atul991 TGGAGCGGGTGAAGGGAA

Atu0505 TGGTGCCCGGAGGCGGAT

Atu3702 TGGAGCGGGTAGCGGGAA

Atu0541 TGGTGCTGCTAGAGAGAT

Atu0616 TGGTACGGTTGAGTGGGG

Atu0808 TGGCTGGGGCGCCAGGAT

Atu0814 TGGTCGGAGTGAGAGGAT

Atul193 TGGTGCCCGCAGCCGGA

Atul224 TGGCTCCCCGGGCCGGA

Atul265 TGGTGGGCGATGAGAGAC

Atul266

Atul267 TGGCGCGAGTGACGGGGC

Atul555 TGGTGCGGTCGAGAAGAC

Atul583-

Atul585 TGGCACGCCCTAGGGGAG

qPCR :

Al121-A122 TCTTGCCAAGTCACGGAGT GCATTCCGAAAGAATTACATTCAC
(rnallll)

A167-A168 GCGAACAGAATGCGGTAGAT AAGATCGGGAAGTTCTGCTG
(atu0231)

A191-A192 CGACCTTCAACAACACGATG CGTGTTCCTGAGCCTTCTTC
(atul924)

A239-A240 TCCATCCTTCTTTGCCTGTT CTGTCGTCGAACTCAAAGCA
(atu6179)

A241-A242 GAAGCCGCTTACGTCGATAG GCCTCCTGCACAACTCTCTT
(atu6188)

A243-A244 CTGAGGCCTTCTGGAACAAG CCCTTCCCCAGGATATGTTT
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(atu6127)
A245-A246
(atu6014)
A286-A287
(atu6072)
A288-A289
(atu6183)
A290-A291
(atu6039)

TTTAGCGATCATGCCAAGC

AGTCTCTGTCCGAAACCGTT

AACAAGACAGGGAAGCCAGT

CAAGCCCGGTGAGCAATAC

TCCGCCAGTCTCGTCTTC

GGCTTGAACAATGCTGACGA

CTTGCATTGCCGGGATACTC

TTCCAACCTTGCGCGTTC

Cloning:
186-187
(rnallll)

ACGCGTCGACGCAGTCACTCTTCGGACACA

CGCGGATCCTCGACAAGCGAAGAGTCTGA

Inactivation:
188-175
(upstream
rnallll)
176-177
(downstream
rnallll)
095-096 (nptil)

CACACTAGTCTTGAGCGCTGCTAGAAACA

TAAGGAGGATATTCATATGGCAGCAAATCCC

TCATCATCC

TGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

GAAGCAGCTCCAGCCTACACATTCACCGAAGGCT

CAATTCT

CACCTCGAGCAACTTGGTGTACGGCAGAA

CATATGAATATCCTCCTTAG

Reverse transcription for RACE-PCR

A251 (rnallll)
A301 (rna275)
A302 (rna535)
A303 (rnall))
A304 (rplL)
A305 (rna387)
A306 (rna834)
A307 (rna847)
A308 (rna779)
A309 (rna960)
A310 (rnal028)
A312 (rna576)
A313 (rnal4l)
A314 (rnal54)
A316 (rna846)
A317 (rna807)
A318 (rna868)
A319 (rna869)

GTTACTCGATCACTATCTCC
TCAATGTCCACCAGTTTGCG
ACAGATACACGGGGCTCCA
AATCTGCGTTCGGTCAGCC
GGTCAGGGTGGAGAGGTCTT
TCCGTCTCCTGAATGTCTGC
AGAGAACCCTGTCAGCCCAA
CGGTCGAGAATGAGGTGACA
AATCTGCCTTCTCACCCCTG
CCAAGTTGTTCCCGATCGTT
CGCAGTCCAGTCGGTCGA
CACGTTCAGGTGCGGATC
TTCTCGCTCCGTTATTCCC
CTAGATCAATCACAGACGCAG
ACTAGCACAGGAATGACGG
AAGCTCTGCCTTAAACGACG
GCCAGACCAATGAGCAAGCC
CTACTCCTGAACAAAGCCC

Amplification of junction of RACE-PCR

A252-A253
(rnallll)
275-276
(rna275)
277-278
(rnas35)
279-280
(rnalls)
281-282 (rplL)
283-284
(rna387)
285-286
(rna834)
287-288
(rna847)
289-290
(rna779)
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CATAAGCTTCACTATCTCCTGCGGCCTTA

CGGCGTCCATACAGTCTTCT

CAGATACACGGGGCTCCAG

AATCTGCGTTCGGTCAGCC

GTCAGGGTGGAGAGGTCTTC
TGCCAGAACAGAACCCTTCA

AGAACCCTGTCAGCCCAAG

CGGTCGAGAATGAGGTGACA

CTGCCTTCTCACCCCTGTAT

CGCGGATCCCGGTGCCGTGTGAATGTA

GGAAATCGGAAAATCGCCCC

CACGAAACATGCTGTAGAACTT

GGGATAGAAAGCATAAAGGTCCG

CTTGAAGAAAAGTGGGGCGT
AAGGCAAACACATTCACCCG

CTGGATTCCGGCTCAGGG

TCGAGAGTTGCGAAACCTC

TGAAATTTGCGCGCGGAC



291-292
(rna960)
293-294
(rnal028)
297-298
(rna576)
299-300
(rnal4l)
301-302
(rnal54)
305-306
(rna846)
307-308
(rna807)
309-310
(rna868)
311-312
(rna869)

CCAAGTTGTTCCCGATCGTT

CAGTCCAGTCGGTCGAAGG

TCAGGTGCGGATCGTCTTTT

TTCTCGCTCCGTTATTCCCG

CTAGATCAATCACAGACGCAGA

GTGTCCGCGATGCCAC

AGCTCTGCCTTAAACGACGA

CAGACCAATGAGCAAGCCTT

ACTCCTGAACAAAGCCCTCT

GCTACCATTGAACGAACGACT

TAAGGCGGCTGATGTGAGAT

CAGAATCTGGGCTCGCC

GTGATCGCGCTTTCATTTGC

GCGTGAGGGAGAGGGTAC

CTGCGCGACGGGAAAAG

TGAAATGGCGTACAAAATCATG

ATTGCTGCCTATTTCGCCTG

CGGCCATGATCGCACTG

Table S7: Summary of RNA sequencing and alignment onto 4. fabrum C58 reference genome

Rich media Minimal media
Exponential Stationary Exponential Stationary
Replicates A B A B A B A B Total
Number of reads
(x1000) 24,728 23215 23241 24,814 23,799 24,925 24,636 23,740 193,100
Total read aligned
(x1000) 24728 22,889  23.055 24607 22.668 24253 24051 23313 189,117
UMR reads (x1000)
3960 4,301 3,693 2,663 1918 3170 5,116 3,563  28.386
% UMR reads
16.0% 18.52% 15.89% 10.73% 8.06% 12.72% 20.77% 15.0% 14.71 %
% UMR per replicon
Circular  71.7%  74.6% 713%  67.6%  69.8%  72.7%  753% 72.6%  72.5%
Linear 25.5%  232%  263%  29.8%  27.7%  24.5%  22.6% 24.5%  25.0%
pAt  1.6%  13%  15%  1.6%  15%  17%  1.5% 2.15% 1.6 %
pTi  12%  09%  09%  1.0% 1.0%  11%  0.6% 0,75% 0.9 %
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Repartition of small transcripts along chromosomes and plasmids
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Figure S1: Localization of putative small RNAs along chromosomes and plasmids of 4 fabrum C58.
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Figure S2: Genetic organization of rnallll locus from the pTi and display of sSRNA-seq data. Data
from A. fabrum sRNA-seq displayed using Artemis. Strand-specific coverages are shown displayed as
two plots, as raw reads aligned against the reference strain: in red, coverage displayed from plus strand
and in green coverage from minus strand. The genome annotation is displayed underneath. The
genomic environment of rnallll locus is presented. Grey arrows correspond to genes. 5’-end and 3°-
end of rnallll gene were determined from RACE-PCR results. Sequences in grey boxes correspond
to putative promoter region of rnallll the -10 box (TAATAG, with consensus TATNNT), and -35
box (CTTCGG with consensus CTTGN). +1 represents +1 transcription site of rnallll. (RPKM:
Reads Per Kilobase of transcript per Million reads mapped). Red framed box corresponds to the region
deleted in the strain AT194 (inactivation for rnallll).
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Alignment of rnallll genes

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

RNA1111l C58
RNA1111l CFBP5473

RNA1111 C58
RNA1111 CFBP5473

RNA1111 C58

TCTACCATCCGAGCCTCCGTCATTAAACGAATATCGCGTTTCATAT
CTTATCATCTGGGCCCCCGTCACTAAACGAATATCGCGTTTCATCT

*kkkk*k * k**k*%k*%k *%k *kkk Kk khkhk k(kkhkhkkkh kkhkhkkkhkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkkik %

GTAATTCTTGCCAAGTCACGGAGTTAGCACGACTTTATCGAATAAGGCCGCAGGAGATAG

GTAACTCCTGCTAAGTCGCAGAGATAGCGTGACTTTGTCAAAGAAGGTCGCAGAAAACAG
kkkk Kk kkk kkkkk Kk kkk kkkk  kkkkkk kk Kkk kkkk Kkkkkk Kk Kk k%

TGA TGTAATTCTTTCGGAATGCCACAATGA

RNA1111l CFBP5473 GCA TGCAATT T —— —— —— e

kK, khkhkkkk ) kk kkk * **k **kk *kk*%

In green, the region of interaction with atu6072

In blue, the region of interaction with virC2

In red, the region of interaction with virD3

In yellow, the region of interaction with the 65 gene

In Underlined sequence, the region of interaction with tra4

RNAI1111_CS58, sequence of the rnall11 in the strain C58. Sequence is 100% identical to the ones of C58-Chbika, MAFF
301001, CFBP5480, CFBP5476, LMG294, LMG17935, NCPPB1650, S56 and Zutra3-1 that all harbor a nopaline-type Ti

plasmid.
RNA1111 _CFBP5473, sequence of the rnall11 in the strain CFBP5473 that harbors a chrysopine-type Ti.

Figure S3: Conservation of rnal111 and its putative targets among Ti plasmids.
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Figure S4: Signal quantifications in sRNA deep-sequencing experiments and Northern blot
experiments. SRNA deep-sequencing were performed on size-selected and 5S rRNA/tRNA depleted
RNA extracts (after the small RNA separation process). Northern blots were performed on total RNA
extracts. Signals were quantified for six different small RNAs: AbcR1, SsrA, RnpB,
Atumisc_RNA 13, SsrS and ctRNA p42d. As illustrated, the quantities of all small RNAs are
conserved as compared to data from total RNA extracts (Northern blot analyses) and small RNA
separations (RNA deep-sequencing). Data represent the means of four experiments in different growth
conditions (rich and minimum media, in exponential and stationary phases).
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Figure S5 : Northern blot experiments performed on total RNA extracts for AbcR1, SsrA, RnpB, Atumisc_RNA_13, SsrS and ctRNA_p42d
in two different growth conditions: rich and minimum media (A and B).

Figure S5: sRNAs validation by northern blot experiments.
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Conclusion : notre approche a permis, a partir d’'une analyse globale, de caractériser un
nouveau riborégulateur sur le plasmide TiC58, et d’identifier son role dans la modulation
du cycle infectieux. RNA1111 est un activateur de la virulence, et pourrait controler le
transfert de I’ADN-T via VirC2 et VirD3, la production de phytohormones via le produit du

gene 6b et le transfert conjugatif du plasmide Ti via TraA et TrbD.
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IV.2 Riborégulateurs et rdle dans le cycle infectieux

L’analyse fonctionnelle des riborégulateurs nécessite I'identification de leur(s) cible(s). Dans le cas
des ARN antisens, la cible attendue est la séquence codante codée sur le brin opposé. Pour les ARN
5’UTR ou 3’UTR, il est probable qu’il s’agisse de la séquence codante située directement en aval ou
en amont respectivement. On parle alors de régulation en cis. Nous avons recherché la présence de
petits transcrits localisés en antisens ou dans les régions UTR de genes codants des protéines
impliquées dans le cycle infectieux d’A. fabrum C58, allant de la perception de la blessure jusqu’au
transfert conjugatif du plasmide Ti. Parmi les 477 riborégulateurs UTR et les 263 riborégulateurs
antisens identifié chez A. fabrum C58, 45 pourraient, de par leur localisation, étre impliqués dans la
régulation des différentes étapes du cycle infectieux. En revanche pour les riborégulateurs agissant
en trans, l'identification des cibles est plus complexe du fait que I'on ne connait pas les propriétés

exactes de l'interaction.
IV.2.1 Riborégulateurs chromosomiques

Les étapes précoces de |'interaction, correspondant a la migration jusqu’a la blessure et a I'adhésion
des bactéries sur les cellules végétales, dépendent des genes portés par les chromosomes circulaire
et linéaire. Bien que non indispensables, ces étapes sont importantes pour la colonisation de la
plante et pour un pouvoir pathogéne optimal. Nous nous sommes donc intéressés aux
riborégulateurs produits a partir de ces régions. Trois riborégulateurs potentiels ont été identifiés au
niveau de genes impliqués dans le chimiotactisme (RNA106 en 5'UTR de cheA, RNA569 et RNA570
respectivement en 5’UTR et 3'UTR de cheW), 6 au niveau de la synthése des flagelles (RNA107 en
5’UTR de fliF, RNA117 et RNA122 en 5’UTR de flgB et flgE respectivement, RNA119 en 5’UTR de fIhB,
RNA113 et RNA114 en 5'UTR et en antisens de fla), et 3 dans I'adhésion aux cellules végétales
(RNA588 en antisens de chvB, RNA650 en 5'UTR de celA, RNA655 5’UTR de exoY). On peut supposer
que ces 12 riborégulateurs pourraient moduler I'expression des génes impliqués dans les étapes
précoces nécessaires a la mise en place de la virulence. Pour tester cette hypothése, il faudrait dans
un 1° temps valider la présence de ces petits transcrits par Northern Blot et par RACE-PCR.
L’'expression des cibles pourrait aussi étre suivie par RT-qgPCR dans des souches modifiées dans la

production des candidats.
IV.2.2 Riborégulateurs du plasmide Ti

Le plasmide Ti étant le déterminant majeur de la virulence, nous nous sommes focalisés sur les

riborégulateurs produits a partir de ce réplicon (Figure 25).
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Figure 25 : Localisation des génes codant les riborégulateurs identifiés par notre analyse sur le plasmide TiC58

De I'extérieur vers l'intérieur: le cercle gris représente la position sur le plasmide Ti ; les boites bleues claires représentent
les séquences codantes ; les barres verticales correspondent aux genes codant les riborégulateurs : dans des IGR pour les
barres bleues foncés, en antisens de séquences codantes pour les barres vertes, en ou 5UTR ou 3’UTR des séquences
codantes pour les barres roses (les étoiles correspondent aux riborégulateurs qui ont été sélectionnés pour une
caractérisation fonctionnelle dans I'ordre, depuis la position 0 : RNA1044, RNA1046, RNA1051, RepE, RNA1059, RNA1083,
RNA1111); I'anneau central représente le plasmide Ti avec la localisation des différentes régions impliquées dans la
virulence en couleur.

IV.2.2.1 Riborégulateurs antisens et UTR

Nous avons observé une surreprésentation des riborégulateurs antisens sur le plasmide Ti, puisqu’ils
correspondent a 63% des petits transcrits identifiés sur ce réplicon, contre 20% environ sur les
chromosomes. Parmi les 57 riborégulateurs du plasmide Ti localisés en UTR ou en AS, 32 sont
produits a partir de régions impliquées dans le cycle infectieux (Table S1 pages 197-219). Ces
candidats sont transcrits a proximité des génes : des régulateurs du systéeme a deux composantes
VirA/VirG (RNA1099-RNA1100, RNA1104), des protéines Vir (RNA1101-RNA1103, RNA1105-
RNA1110, RNA1112- RNA1113), de ’ADN-T (RNA1039, RNA1041-RNA1042, RNA1044-RNA1046), des
protéines du catabolisme des opines (RNA1048, RNA1050, RNA1053-RNA1054, RNA1091-RNA1093),
des protéines Tra du transfert conjugatif du plasmide Ti (RNA1084, RNA1086, RNA1089) et des

protéines Rep de la réplication du plasmide Ti(RNA1056-RNA1057). De plus, certains facteurs en lien
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avec le cycle infectieux sont codés en dehors de ces ilots de génes. C’est le cas du gene aiiB, codant
une homosérine lactonase impliquée dans la perturbation du quorum sensing, et en antisens duquel

a été identifié le gene codant le candidat RNA1068.

IV.2.2.2 Caractérisation phénotypique de deux candidats antisens

Nous avons entrepris I'étude de deux candidats antisens exprimés a partir de 'ADN-T : RNA1044
localisé en antisens du gene tms2 permettant la synthese de I’AIA; et RNA1046, localisé en antisens

du gene atu6013 codant la protéine 6a qui est une cytokinine glycosidase.

L'impact de ces candidats sur la virulence d’A. fabrum C58 a été étudié a I'aide de souches modifiées
dans leurs productions. La surexpression des génes a été obtenue en les clonant dans le vecteur
pBBR1MCS-5 et en transformant les plasmides résultants (pARA007 et pARA008 respectivement)
dans la souche sauvage C58 (souche AT209 et souche AT201 respectivement). En revanche, pour la
construction de la souche déficiente dans la production de ce candidat, nous n’avons pas remplacé
les genes d’intérét par un géne de résistance aux antibiotiques, comme nous I'avons fait pour I'étude
de RNA1111. En effet, les génes rnal044 et rnal1046 étant en antisens d’autres génes, leur délétion
induirait une inactivation des genes situés sur le brin complémentaire. Nous avons développé une
méthode similaire a I'interférence a ARN. Cette méthode consiste a séquestrer et a inactiver ’ARN
d’intérét a l'aide d’un transcrit parfaitement complémentaire exprimé a partir d’'un plasmide

introduit dans la cellule (figure 26).
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- Plus d'impact sur la cible
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Figure 26 : Principe de I’ARN a interférence

A/ En absence d’ARN interférent, le riborégulateur (rose) interagit avec I’ARNm cible (vert foncé) et module sa traduction
et/ou sa stabilité. B/ En présence d’ARN interférent RNAI (vert clair), le riborégulateur est séquestré et ne peut plus
s’apparier avec son ARNm cible.
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Nous avons ici amplifié et cloné dans le pPBBR1IMCS-5 les fragments complémentaires aux genes
rnal044 et rnal1046 et avons introduit les plasmides résultants pARAOO9 et pARA010 chez la souche

sauvage (souches AT210 et AT202 respectivement).

Aprés avoir vérifié que les souches mutantes présentaient une croissance identique a la souche
controle AT200, des tests de virulence ont été effectués en serre par infection au niveau d’incisions
réalisées sur la tige des plants de tomate. L'inoculation de la souche contréle AT200 induit la
formation d’une moyenne de 44 tumeurs (figure 27). La modification de la production de rna1046 ne
modifie pas de fagon significative I'agressivité d’A. fabrum, puisque les souches AT201 et AT202
provoquent la formation de 37 et 41 tumeurs respectivement. De méme, les plants infectés par la
souche AT210 inactivée pour rnal044 ne montrent pas de différence significative (48 tumeurs en
moyenne). Cependant, la souche AT209 surexprimant rnal044 semble étre plus agressive,

puisqu’elle induit la formation en moyenne de 57 tumeurs par plant (p-value £ 0,04).
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Figure 27 : Impact de RNA1044 et RNA1046 sur la virulence d’A. fabrum C58

Les souches surproduisant RNA1044 et RNA1046 (AT209 et AT201) ainsi que les souches inactivées dans leur production
(AT210 et AT202) ont été testées pour leur capacité a induire la maladie de la galle du colle. Pour cela, les différentes
souches ont été inoculées sur des plants de tomate agés de 3 semaines et les tumeurs ont été dénombrées 3 semaines
apres infection. La virulence des différentes souches a été comparée a celle de la souche contréle (AT200). Les souches
présentant un phénotype significativement différent sont annotées par une étoile (p-value > 0,05) (test de Kruskal-Wallis)

IV.2.2.3 Riborégulateurs trans

De nombreux riborégulateurs trans identifiés par notre étude sont transcrits a partir des régions
relatives au cycle infectieux du plasmide Ti (Figure 25 page 115). Deux sont localisés dans I’ADN-T
(RNA1040, RNA1043), 3 dans la région de catabolisme des opines (RNA1049, RNA1051, RNA1052), 2
dans la région de réplication du plasmide Ti, (RNA1058 et RNA1059), 1 dans la région du transfert

conjugatif (RNA1085), et 4 dans la région des genes vir (RNA1096-RNA1098, RNA1111). L’analyse
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d’un 1% candidat, RNA1111 produit a partir de la région vir, a montré son rdle dans la modulation de
la virulence (Article 1 pages 81-113). Afin de découvrir si d’autres riborégulateurs trans participaient
a la régulation de la virulence d’A. fabrum C58, 4 autres candidats ont été sélectionnés : RNA1051
produit a partir de la région codant le catabolisme des opines ; RNA1059 et RepE dont les génes sont
localisés dans la zone de réplication du plasmide Ti; et enfin RNA1083 transcrit en amont de la

région codant le transfert conjugatif (Figure 25 page 113).

IV.2.2.4 Caractérisation de RNA1083 et impact sur la virulence
Validation de la présence de RNA1083 chez A. fabrum C58

Le géne du petit transcrit RNA1083 a été identifié en amont de la région de conjugaison du plasmide
Ti entre les bases 139 073 et 139 263 sur le brin négatif, entre les genes atu6119 et atu6120 (Table
S1 pages 197-219 ; Figure 25 page 115). Nous avons validé la transcription, la taille et les extrémités

de ce candidat par la technique de RACE-PCR, a I'aide des amorces A311, 295 et 296 (tableau 6).

Ainsi, I'’ARN RNA1083 est long de 187 bases et est produit entre les nucléotides 139075 et 139262 a

partir du brin négatif du pTi. Ces résultats sont en accord avec les données obtenues par RNA-seq.

Un promoteur potentiel a été identifié en amont du site d’initiation de la transcription. Le site -35 est
défini par les bases CTTCGC (consensus : CTTGNN), et le site -10 par les bases AGAAAT (consensus :
TATNNT) (Wilms et al., 2012b) (Figure 28A). Aucune ORF n’a pu étre identifiée au sein de la séquence
de rnal1053.

La structure secondaire basée sur le calcul de I'énergie libre minimale de RNA1083 a été prédite a
I'aide du logiciel RNAfold (http://rna/tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi) en utilisant les paramétres
par défaut (Figure 28.B1 et B2). Celle-ci est composée de 2 longues structures en épingles a cheveux,
I'une de 33 paires de bases entrecoupée de deux « régions simple brin » de 15 et 6 bases, et I'autre
de 17 paires de bases entrecoupée de 2 «régions simple brin» de 14 bases; ainsi que de deux
épingles a cheveux centrales de 5 paires de bases chacune. Les bases présentes au sein de ces 4
épingles a cheveux s’apparient totalement avec leurs bases complémentaires respectives (probabilité
d’appariement de 1). Par ailleurs, I’entropie ponctuelle/positionnelle est faible (proche de 0), ce qui
signifie que I’énergie nécessaire au maintien de cette structure est faible. Ces deux résultats

suggerent donc une grande stabilité de la structure secondaire de RNA1083.

RNA1083 semble donc étre un ARN codé en trans, fortement structuré, et qui pourrait avoir un role
régulateur. Sa caractérisation fonctionnelle a été entreprise en utilisant une stratégie similaire a

I’étude de RNA1111.
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Figure 28 : Caractérisation de RNA1083

A/ Visualisation des données de RNAseq d’A. fabrum C58 a partir du logiciel Artemis. La couverture brin spécifique est
monté sur deux graphiques séparés, représentants les lectures brutes alignées sur le génome de la souche de référence : en
rouge, la couverture sur le brin positif, en vert, la couverture sur le brin négatif. L’environnement génomique de rna1083
est représenté en dessous. Les fleches grises correspondent aux séquences codantes des genes. Les extrémités 5’ et 3’ de
rnal083 ont été déterminées par RACE-PCR. Les séquences comprises dans les boites grises correspondent aux séquences
promotrices putatives -10 (AGAAAT avec le consensus TATNNT) et -35 (CTTCGC avec le consensus CTTGNN). +1 représente
le site d’initiation de la transcription de rna1083. RPKM = Reads Per Kilobase of transcript per Million reads mapped. B/
Structure secondaire de RNA1083. La structure secondaire la plus probable de RNA1083 a été prédite par le logiciel
RNAfold. 1. Appariement de bases. La couleur des bases correspond a la probabilité d’appariement (bleu : probabilité =0 ;
rouge : probabilité = 1). Pour les régions non appariées, les couleurs représentent la probabilité d’étre non appariée. 2.
Entropie de la structure secondaire. La couleur des bases correspond a I’entropie positionnelle de la structure secondaire
(rouge : entropie = 0, violet : entropie = 1).

Prédiction des ARNm cibles de RNA1083

Les cibles de RNA1083 ont été prédites a I'aide des 3 logiciels IntaRNA (Busch, Richter, Backofen
2008), sTarPicker (Ying et al., 2011) et RNApredator (Eggenhofer et al., 2011). Les régions de 300
paires de bases en amont et en aval du site d’initiation de la traduction de I'’ensemble des séquences
codantes du génome d’A. fabrum C58 ont été analysées. RNA1083 étant situé sur le plasmide, nous
nous sommes focalisés sur les cibles préférentiellement localisées sur le plasmide Ti ou annotés

comme reliés a la virulence. Les cibles identifiées par la majorité des algorithmes ont été considérées
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Tableau 6 : Souches, plasmides et amorces utilisés pour I’étude de RNA1083

Souches/plasmides/ amorces Génotypes Références

Souches

DH5a Souche d’Escherichia coli (utilisée pour les clonages d’ADN) Stratagene
Wood et al, 2000

C58 Souche sauvage de référence d’Agrobacterium fabrum ; Goodner et al,
2000

AT200 A. fabrum C58 contenant le vecteur pPBBRIMCS-5 Cette étude

AT196 A. fabrum C58 contenant le vecteur pARA0O6 Cette étude

A. fabrum C58 inactivée par délétion du géne rnal1083 et remplacement par le

AT193 N Cette étude
gene nptll

Plasmides

. A R Kovach et al,

pBBR1MCS-5 Vecteur de clonage a large gamme d’héte, Gm 1994

pWSK29 Vecteur de clonagea faible nombre de copies, AmpR Wang et al, 1991

PARAOOG GénRe rnal083 cloné dans le vecteur pPBBR1IMCS-5entre les sites Sall et BamHI, Cette étude
Gm

Amorces

182-183 (rnal1083) ACGCGTCGACAAATCGTCATCGTCGTCTCC Cette étude
CGCGGATCCGGTGCCATACGAGGAGTTGT

167-168 (inactivation de rna1083) CACACTAGTATAGAGCCATGCGTTGAAGC Cette étude
GAAGCAGCTCCAGCCTACACAGGAGCTGGAGATGGTACAGG

169-170 (inactivation de rna1083) TAAGGAGGATATTCATATGGCCTCGCGACACGAAAAGAG Cette étude
CACCTCGAGCCGAGTTCGTACAGCGACAG

95-96 (gene de résistance nptll) TGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC Cette étude
CATATGAATATCCTCCTTAG

Asll GCAAATCGGTTCCTCCCCT Cette étude

295-296 CATAAGCTTAAATCGGTTCCTCCCCTCG Cette étude
CGCGGATCCCGGAAGGAGCAAATTGGAGG

M13fwd-M13rev GTAAAACGACGGCCAG Cette étude

TTCAACGATCAATTCGTCCA

. . . . P ez R ;. N .
Les séquences soulignées correspondent aux sites de restriction utilisés pour le clonage. Gm™ : résistant a a gentamycine ;

R . N T
Amp : résistant a I'ampicilline.

(figure 29). De maniére intéressante, 3 cibles du plasmide Ti ont été prédites en commun par les 3
logiciels : trbG (atu6033), trbL (atu6035) et trbK (atu6036). Ces génes font partie d’un opéron de 11
génes codant des protéines impliquées dans le transfert conjugatif du plasmide Ti. Les zones
d’interaction se situent : 162 et 83 bases en aval du site d’initiation de la traduction pour trbK et trbG
(interaction de 42 et de 16 bases environ); 182 bases en amont du codon initiateur pour trbL
(interaction de 14 bases environ). Nos analyses ont également prédit plusieurs cibles transcrites a
partir du chromosome circulaire et impliquées dans la mobilité bactérienne ou dans le contréle de la
virulence. Ainsi, quatre cibles correspondent a des génes de structure des flagelles et les régions
d’interaction sont localisées : 74 bases en amont du site initiateur de flgF (atu0558, interaction de 17

bases environ) et 26 bases en amont du site initiateur de fliE (atu0553, interaction de 13 bases) ; ou
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dans la séquence codante de flgl (atu0550, interaction de 17 bases) et de fliL (atu0547, interaction
sur 10 bases). De méme, 'ARNm chvl (atu0034) qui code le régulateur du systeme a deux
composants Chvl/ChvG impliqué dans la régulation de chvE, interagit potentiellement avec RNA1083,
environ 136 bases en amont du site d’initiation de sa traduction. Ainsi, les cibles prédites suggerent
gue RNA1083 participerait a la modulation de plusieurs fonctions cellulaires, telles que la virulence

(chvl), la mobilité (flgF, flgl, fliE, fliL), et le transfert conjugatif du plasmide Ti (trbG, trbK et trbl).

trbK (atus036) GACGATGGAGCCGCGCTGATGGTAGCA...GGCGCTAGCGCTGLTCCGGCOGATGCCGTTCCCGCTACTCCTACGCGCCCGAGTGGTCG
trbL (atus035) CGCATCCTCATCGCCCTTGOCETAGCOGE. . CAGGAGATGAAGCCACGATE GTAGTCETTCGTCCCTCTCGLOGOCTG
1rbG (atu033) CCCAACATGAACATTCAACTCAG. . TTTCGGCTTCTCTTTCCTCCCRCGCGCTCGCGGCCGATGECGTCACAGCCA

flgF (atu0558) ACGATCCCCTGGCCG CGGCTCCTDCAGCGGCTACG...OIGGAAGQICAMTGAIQTGCMT

flEfatu0553) TCCGCCAGACACGCGACCTCGTCGCCTCCACAATCGACCTTICTGAAGGCATCGCAATE ATCGACG
s .
flgl{atu0550) ATTOAGGQTGATGGCGAAATEAGAGTGCTTCGTATCATAGCCGCGGCTTTGGTCTTTTCGGCCCTGCCCTTCCTCTCCACGCCGCCCG
T
e T = Starpicker
fliL (@tu0547) GﬁdaGG.%ACTGACGGATGGAAAAOGAACAGGCTGAGGGCMMAAAAATCCTCCOCTCTG =+++ RNApredator

m——= In@RNA
RBS potentiel

BT ) P L = = (Ribosome Binding Site)
chvl {atud034) ACGAAATCCTCTCGCCGCACCCCCGCGATI’I’CAGGGCG,..GATCGAGhCCAhCTAC ATECAG
. Codon d'initiation

Figure 29 : région d’interaction de RNA1083 sur les ARNm prédits comme ses cibles

Les séquences autour des sites d’initiation de la traduction des cibles qui ont été prédites pour RNA1083 sont présentées.

Les régions d’interaction avec RNA1083 sont surlignées. Les génes trbK, trblL, trbG et fliE ne présentent pas de RBS car ils ne

sont pas les 1 génes de I'opéron.

Réles physiologiques de RNA1083

Des analyses ont été entreprises dans le but de confirmer le role de RNA1083 dans ces différentes
fonctions cellulaires, et ce a I'aide de souches modifiées dans sa production (Tableau 6). Pour toutes
les analyses, la souche AT193 inactivée pour rna1083 a été comparée a la souche sauvage C58, et la

souche AT196 surexprimant rna1083 a la souche controle AT200 portant un vecteur vide.
Role de RNA1083 dans la virulence d’A. fabrum C58

L'impact de RNA1083 sur la virulence de la bactérie a tout d’abord été analysé selon un protocole
similaire a celui de I'article 1 (Figure 30). La souche AT193 inactivée dans la production de RNA1083
présente une agressivité similaire a celle de la souche sauvage (le pourcentage de plantes
développant plus de 15 tumeurs est de 50% pour la souche AT193, et de 65 % pour la souche
sauvage). En revanche, il apparait que la souche AT196 surproduisant RNA1083 est significativement
moins virulente que la souche contréle AT200, puisqu’elle induit le développement de plus de 15

tumeurs chez 22% de plantes, tandis que la souche AT200 produit ce méme nombre de tumeurs sur
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plus de 58% des plants inoculés. Il semble ainsi que I'augmentation de la production de RNA1083
diminue la virulence d’A. fabrum C58. L’interaction prédite entre RNA1083 et chv/ pourrait expliquer

I'impact sur la virulence.

Pourcentage de plants en fonction du degré d’'agressivité

|
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Figure 30 : Impact de RNA1083 sur la virulence d’A. fabrum C58

Les souches AT193 (inactivée dans la production de RNA1083) et AT196 (surproduisant RNA1083) ont été testées pour leur
agressivité sur plants de tomate. Les résultats ont été comparés a ceux de la souche sauvage (WT) et de la souche sauvage
portant un vecteur pPBBR1IMCS-5 vide (AT200). Les bactéries ont été inoculées sur des tiges blessées de tomate agées de 3
semaines. Les tumeurs ont été dénombrées 3 semaines post-infection. Les souches présentant des différences significatives
(test de Kruskal-Wallis) dans leur agressivité sont annotées avec deux étoiles (p-value < 0,01).

Role de RNA1083 dans la mobilité d’A. fabrum C58

Nous nous sommes également intéressés au rble potentiel de RNA1083 dans la mobilité de la
bactérie (Figure 31). Pour cela, 5 pL de cultures liquides (DOggonm = 1) de chacune des différentes
souches ont été déposés sur des géloses (0,7% d’agar) composées d’un milieu AB supplémenté de 2
% de mannitol. Les souches ont été incubées a 28°C pendant 48 heures. Les résultats, obtenus a
partir de deux réplicas indépendants, sont présentés dans la figure 30 ci-dessous. La mobilité de la
souche AT193 n’est pas significativement différente de celle de la souche sauvage (surface des
colonies de 48,7 cm? et 453 cm? respectivement). En revanche, la souche AT196 est
significativement moins mobile que la souche AT200 (p-value £ 0,04), puisque les colonies issues de
la surexpression présentent une surface de 43,5 cm?® tandis que les colonies correspondant a la

A 2
souche contréle mesurent 50,1 cm” en moyenne.
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Figure 31 : Impact de RNA1083 sur la mobilité d’A. fabrum C58

Les souches AT193 (inactivée dans la production de RNA1083) et AT196 (surproduisant RNA1083) ont été testées pour leur
mobilité. Les résultats ont été comparés a ceux de la souche sauvage (WT) de la souche sauvage portant un vecteur
pPBBR1MCS-5 vide (AT200). . La mobilité a été déterminée en mesurant la surface de dépdts de suspensions bactériennes

sur milieu AB 0,7% agar a 48 h. les souches présentant des différences significatives (test de Student) ont été annotées par
une étoile (p-value < 0,05).

Ainsi, l'interaction prédite entre RNA1083 et les génes de flagelles pourrait avoir un impact post-
transcriptionnel négatif sur la production des flagelles, ce qui pourrait expliquer le défaut de
mobilité.

Afin de déterminer le role potentiel de RNA1083 dans le transfert conjugatif du plasmide Ti, des tests

de conjugaison in planta ont été initiés. Aucun résultat probant n’a pour le moment été obtenu.

En conclusion, 57 riborégulateurs potentiels sont transcrits a partir de régions génomiques
codant des génes impliqués dans le cycle infectieux. RNA1044, produit a partir de ’ADN-T,
semble favoriser I'agressivité de la souche C58. A I'inverse, RNA1083, produit en amont du
groupe de genes impliqués dans lze transfert conjugatif, parait étre un répresseur de la
virulence, sa surexepression dans la cellule induisant une diminution de I’agressivité de
C58. Il régulerait la mobilité de la bactérie via flgF, flgl, fliE et fliL, 'induction de la

virulence via chvl et la conjugaison du plasmide Ti via trbG, trbK et trbL.
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V. Role de deux riborégulateurs dans le maintien du plasmide Ti.

Les plasmides sont des réplicons accessoires portés par les bactéries. Bien que non indispensables, ils
permettent aux bactéries qui les portent des adaptations particuliéres a un environnement donné. lls
sont connus pour porter, entre autres, des génes de résistance aux antibiotiques, ou des génes
permettant l'interaction (bénéfique ou pathogene) avec un hoéte. Lorsqu’ils n’apportent pas un
avantage sélectif a la bactérie, ils sont considérés comme un fardeau génétique. Afin de perdurer
dans les cellules bactériennes, ils doivent assurer leur maintien. Pour cela, des mécanismes
prévenant la perte des plasmides et des mécanismes limitant la propagation des bactéries ayant
perdu les plasmides peuvent étre mis en place. Les mécanismes « préventifs » assurent efficacement
la réplication et la répartition des plasmides dans les cellules filles suite a la division cellulaire. Malgré
un controle drastique de ces systemes, le plasmide peut étre perdu. Deux mécanismes « curatifs »
peuvent alors intervenir pour limiter la propagation dans les populations de cellules dépourvues de
plasmide. Certains plasmides peuvent d’une part étre transmis horizontalement par conjugaison, ce
qui permet a une bactérie I'ayant perdu de le récupérer. D’autre part, des systémes toxine-antitoxine
(TA), également appelés systéme d’addiction, peuvent provoquer la mort (ou empécher la division
cellulaire) des cellules ayant perdu le plasmide, et ainsi favoriser les bactéries porteuses du plasmide.
Nous avons vu dans le chapitre précédent que RNA1111 et RNA1083 pourraient jouer un role dans

la mise en place des mécanismes de conjugaison.

Au cours de notre étude, nous avons aussi identifié deux candidats qui pourraient jouer un role dans
les mécanismes de maintien des plasmides via la réplication et un systéeme toxine-antitoxine. A partir
de nos analyses de RNA-seq, nous nous sommes intéressés aux candidats exprimés a partir de la
région repABC de réplication du plasmide Ti. De fagon surprenante, nous n’avons pas détecté de
production du riborégulateur RepE connu pour contrdler la réplication du plasmide Ti de la souche
R10 (Chai and Winans, 2005c) (pages 38, 76). En revanche, nous avons identifié et caractérisé un
nouveau riborégulateur, nommé RNA1059, dont le gene est situé sur le brin complémentaire au gene
repE et qui chevauche la région promotrice de repE et les 12 premiéres bases. Nous avons montré
que le clonage en trans des deux génes (repE et rna1059) entrainait une perte totale de la virulence
pour les souches C58 et R10, et que ceci était du a une perte du plasmide Ti. Ainsi, la sur-
représentation des deux génes rnal059 et repE sont nécessaires et suffisants pour induire un

phénomene d’'incompatibilité avec le plasmide Ti entier.

Nous avons également identifié et caractérisé un 5°™ candidat, RNA1051, produit a partir de la
région du catabolisme de la nopaline. Nous avons montré que la production de ce candidat était

nécessaire a la croissance, des souches C58 portant un plasmide Ti ceci en milieu liquide. En effet, la
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délétion du gene rnal051 entraine un important retard de croissance de la souche, tandis qu’une
souche dépourvue de plasmide Ti présente une croissance similaire a celle de la souche sauvage
portant le plasmide Ti. Nous proposons que RNA1051 soit I’antitoxine d’un nouveau systeme TA du
plasmide Ti, assurant la persistance de ce plasmide chez la souche C58 d’A. fabrum. Nous avons

ensuite tenté d’identifier la toxine de ce nouveau systeme.

Les résultats de ces travaux sont présentés dans deux versions provisoires de publications.
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V.1 RNA1059 et RepE et la réplication du plasmide Ti.

RepE requires the presence of a new non coding RNA gene to control the Ti plasmid

replication in Agrobacterium fabrum C58 and A. tumefaciens R10.
Dequivre, Magali1'2’3, Villard Camille®*® and Hommais, Florence*?
'Université de Lyon, F-69622, Lyon, France

“Université Lyon 1, F-69622 Villeurbanne, France
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Abstract

repABC replicons are widespread among alpha-proteobacteria and their replication are tighly
controlled. In Agrobacterium, the non-coding RNA RepE had been implicated in the control of Ti
plasmid replication by regulating both transcription and translation of repC encoding the replication
protein. Through a deep sequencing analysis of small transcripts, we identified another non coding
RNA, named RNA1059, produced from the intergenic region repB-repC. The gene of this transcript is
expressed in the opposite strand of repE, and overlaps with it over 12 bases. We showed that those
two genes were highly co-conserved among Ti/Ri plasmids. Moreover, we showed that
overexpression of repE alone or of rnal059 alone was not sufficient to induce the incompatibility
phenotype on the complete Ti plasmid but the overexpression of both rnal059 and repE is
necessary. We demonstrated that the plasmid incompatibility is really effective on the complete Ti

plasmid and we showed it drastic impacts the pathogenic ability of both the R10 and C58 strains.

Introduction

To sustain in bacteria, plasmids required to be replicated and segregated strictly into each daughter
cell. This is particularly critical for plasmids present at low copy number in cells. Among those are
replicons from the repABC system family (Cevallos, Cervantes-Rivera, and Gutiérrez-Rios 2008; Pinto,
Pappas, and Winans 2012). They are extremely widespread among alpha-proteobacteria, where
several of them could even cohabitate in the same cell and thus can belong to different

incompatibility group (Inc). In Agrobacterium tumefaciens, the linear chromosome and both Ti and At
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plasmids indeed belong to different incompatibility group of the repABC system (Goodner et al.
2001; Wood et al. 2001).

In Agrobacterium, genes involved in plasmid replication and partitioning are transcribed all together
in the same operon repABC and this organization is unusual (Cevallos, Cervantes-Rivera, and
Gutiérrez-Rios 2008; Pinto, Pappas, and Winans 2012). The two proteins RepA and RepB are involved
in the replicon partitioning. RepA, an ATPase, is able to polymerase, and RepB binds to parS sites
localized between repA and repB genes. These two proteins work together for the correct
partitioning of plasmids they belong to. However, they are not essential for replication whereas repC
is. This gene codes for the replication protein. Furthermore, the origin of replication (oriV) is present

in its coding sequence between nucleotides 733 and 754 for the TiR10 plasmid (Pinto et al. 2011).

Transmission of these replicons is strictly controlled. Both proteins RepA and RepB have been
involved in a negative feedback regulation with the formation of a complex with the parS sites and
the repABC promoter (Pérez-Oseguera and Cevallos 2013). The TraR/OOHL quorum-sensing system
and the master regulator of virulence VirA-VirG can activate the replication (Cevallos et al., 2008).
Furthermore, an antisense RNA (around 55 to 59 nt in length) is transcribed from the opposite strand
of the repB-repC intergenic region. It has been named RepE for the pTiR10 of A. tumefaciens, ctRNA
for the pSym of Sinorhizobium meliloti and for the p42d of Rhizobium etli (Venkova-Canova et al.
2004; Chai and Winans 2005; lzquierdo et al. 2005). This ncRNA has been shown to be involved in the
regulation of the replication since an increased expression of the region encoding repE blocked the
plasmid replication of a repABC-dependent mini-plasmid, and mutations abolishing repE promoter
activity cancelled this incompatibility. Furthermore, RepE has been implicated in the control of a Ti
mini-plasmid replication by regulating both transcription and translation of repC (Chai and Winans
2005). It has been proposed that, in the absence of RepE, RNA from the intergenic region repB-repC
folded into a large stem-loop, releasing the RBS and the start codon of repC whereas, in its presence,
RepE bound to this intergenic region preventing the RepC translation. Surprisingly, mini-plasmids
harboring repABC operon without repE were not able to replicate and the overexpression of RepC
has been shown not lethal, suggesting that a runaway phenotype could not explain this phenotype. It
has been thus proposed that RepE could also play a role in the replication initiation complex by an

unknown mechanism (Pinto et al. 2011).

Using strand specific small RNA-deep-sequencing analyses, we have previously identified small
transcripts present in A. fabrum C58 strain (Dequivre et al. 2015). Surprisingly, the RepE antisense
was expressed at very low level (below the threshold) whereas a short transcript was expressed at
high level from the opposite strand of the repE genomic environment. It has been named RNA1059.

The involvement of this transcript on the repABC regulation in C58 is unknown. Here, we
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characterized this small transcript, measured its role in the control of the Ti plasmid replication and

its impact on the ability of the strain to produce tumors.
Results
Two small RNAs are present in the Ti plasmid replication region of the A. fabrum C58 strain

Our previous sRNA-seq data have identified a very low level of expression of repE in the growth
conditions tested (rich and minimum media) whereas a small transcript, named RNA1059, has been
detected highly produced (Dequivre et al. 2015). This RNA1059 is transcribed from the opposite
strand of the putative promoter of repE between base 54,790 and 54,967 (corresponding to the
intergenic region of repB-repC) (Figure 1A). An overlap of 12 bases between sequences of repE and
rnal059 also exists (Figure 1A). To confirm the presence of both small transcripts and to determine
their 5’- and 3’-ends in the A. fabrum C58 strain, we performed RACE-PCR experiments (Rapid
Amplification of cDNA End-PCR). For RepE, the 5’-end, corresponding to the transcription start, was
identified at the base 54,801 on the negative strand of the Ti plasmid. Putative repE promoter was
then localized with a -10 sequence (GATTCT) and a -35 sequence (CTTGAC) (with consensus TATNNT
and CTTGNN respectively) (Wilms et al. 2012). The 5’-end of RNA1059 was localized at the position
54,790 from the positive strand of the Ti plasmid and its 3’-end was localised between bases 54,914
and 54,953 allowing a short transcript of around 160 bases. Search for open reading frame failed to
identify a coding sequence and a RBS site, suggesting that this transcript is not translated. Secondary
structure predictions using the RNAfold web server suggest the presence of 4 hairpins structures
with a high probability of presence (Figure 1B). The RNA1059 transcript is small, probably strongly
structured and not translated, suggesting that RNA1059 could be a new small ncRNA produced from

the replication region of the Ti plasmid in A. fabrum C58.
MRNA targets amounts are not altered by RNA1059 or RepE alone

RepE has been previously shown to modulate the expression level of repC and mRNA target
prediction identified the gene ace (atu6143), localized on the Ti plasmid, as a putative mRNA target
of RNA1059. We thus evaluated the involvement of RepE and RNA1059 amounts on the expression
level of these Ti plasmid genes by qRT-PCR. Strains overexpressing (i) repE alone (strain AT234), (ii)
rnal059 alone (strain AT208), or (iii) both repE and rnal059 (strain AT195) were constructed.
Attempts to obtain strain deleted for this region were unsuccessful. When cloned alone into the
pBBR1MCS-5, the expression level of repE or rnal059 respectively was increased by four-fold. No
significant differences could be highlighted when compared the expression level of repC in the wild-
type strain and in strains overexpressing repE or rna1059 alone. Similar expression stability was also

observed for the accE gene. However, when compared to the control strain (AT200), decreases of
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around 10 Ct were evaluated, for bothgene (accE and repC), in the strain harboring both repE and

rnal059 together (Table 3).
Both RepE and RNA1059 are involved in the replication of Ti plasmid

The involvement of RNA1059 in the replication efficiency of the Ti plasmid was then evaluated in the
C58 strain and copy number of each replicon were quantified by gPCR using the amplification of
sequences specific to each replicon and unique in the genome. An average of one copy per cell was
measured for the circular and the linear chromosomes as well as for the At plasmid whatever the
overexpression of repE or rna1059 (Table 4). Surprisingly, strain overexpressing repE alone showed a
Ti plasmid copy number similar to those of the respective control strains. The same observation was
made for strain overexpressing rnal059 alone. On the contrary, when both sRNAs were cloned
together in the plasmid pBBR1MCS-5, only one cell over 10,000 still harbored a Ti plasmid, showing a
drastic decrease of Ti plasmid amount (Table 4). Similar results were also obtained with the
measurement of copy numbers of the circular chromosome and of the pTiR10 in the R10 strains
overexpressing repE or rnal059 or overexpressing both genes. Thus, overexpression of both repE and
rnal059 seems to be necessary to prevent the Ti plasmid replication. This suggests that the decrease
in expression level observed for repC and accE genes could be due to the loss of the Ti plasmid since
both genes were localized in the Ti plasmid. To test this hypothesis, three genes localized in the Ti
plasmid were chosen arbitrary and their expression levels were measured in the different genetic
contexts. As expected, decreases of 10 Ct were evaluated for virEO (atu6188), virC2 (atu6179) and
traA (atu6127) when their mRNA amounts were measured in the strain overexpressing both repE

and rna0159, supporting the hypothesis (Table 3).
RepE and RNA1059 are co-conserved among Rhizobiaceae.

Conservation of repE and rnal1059 genes was evaluated among bacteria. Similarity searches showed
a lack of conservation for both genes in genomic sequences outside the Rhizobiceae family whereas
twenty-six replicons belonging to the Rhizobiaceae family harbored significant similarities with both
repE and rna1059 sequence (A. tumefaciens species complex and other strains from the Rhizobiaceae
family available on the Agrobacterscope database -
https://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/about/collabprojects.php?- were analyzed) (Figure
2). Sequence environment analyses showed that every repE and rnal059 homolog genes are
localized between the coding sequences of repB and repC. In particular, the poly-A sequence
characteristic to repE is highly conserved and a region recovering promoters of repE-like genes is
completely conserved (31 bp between repE and repC, from base 54,808 to base 54,838). This region

corresponds to the overlap of 12 bases between repE and rnal059. The rnal059 gene is also
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conserved except the short region between nucleotide 54,845 and 54,852 that are only present in Ti-

like plasmid and in Sinorhizobium meliloti M270 and M22 (genome project in progress).

To enlarge this conservation analysis, the presence of both repE and rna1059 sequences was verified
in a collection of 33 Agrobacterium strains isolated from different pathogenic environments and
previously tested for their aggressiveness on tomato plants and for the presence of Ti-like plasmids
(Ludovic Vial personal communication). Amplification analyses were performed by PCR using primers
A269 and A270 for repE and A115 and A116 for rna1059. Among the 33 strains tested, 81.8 % (27
strains) presented an amplification for both repE and rnal059 sequences. For four strains, the
sequence of rnal1059 gene was present but no amplification of repE could be detected, and for the
two other strains, repE was amplified but no amplification was observed for rna1059. Finally, these

results showed a high co-conservation of both repE and rnal1059 genes.
Overexpressions of repE and rnal059 in trans drastically decrease the virulence of Agrobacterium

We then measured the involvement of both RepE and RNA1059 on the Agrobacterium tumefaciens
virulence on tomato plants (figure 3A and 3B). We used the C58 and the R10 strains and their
derivates. Infection assays were performed by the measurement of the aggressiveness degree of the
tested strains (number of tumors per plant). We compared the control strains owning an empty
vector (AT287 for R10 and AT200 for C58) to strains overexpressing repE alone, rna1059 alone or
both repE and rnal1059 genes. The wild type R10 strain led to the formation of an average of 10.4
tumors whereas the C58 strain led to an average of 28.7 tumors. Moreover, the presence of the
empty vector had no significant impact on the tumor formation (data not shown). Compared to the
control strains, the overexpression of repE or rna1059 alone had no significant impact on the pattern
of aggressiveness degree whatever the strain analyzed. Averages of 10.9 and 13 tumors per plants
were measured for the overexpression of repE in R10 and C58 strains, respectively, and averages of
7.2 and 15 tumors per plants were measured for the overexpression of rna1059 in R10 and C58
strains, respectively. On the contrary, when both repE and rna1059 genes are cloned together in the
pBBR1MSC-5, the number of tumors drastically decreased for both R10 and C58 strains. Indeed, no
plant developed more than 5 tumors when infected by strain AT289 or by AT195. Thus, the over-
expression of both repE and rnal059 acted in synergy to induce a drastic decrease of the

aggressiveness of Agrobacterium on plants.
Discussion

In this study, we identified a new small non-coding RNA, named RNA1059, approximately 160 nt in
length. When it was cloned together with the repE gene in a plasmid and transformed into an A.

fabrum strain harboring a Ti plasmid, it allowed an incompatibility phenotype leading to the loss of
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the Ti plasmid and thus the loss of the aggressiveness on plants, giving rise to an avirulent
phenotype. Surprisingly, the over-expression of repE alone - or rnal1059 alone - was not sufficient to
inhibit the Ti plasmid replication. These results were observed either in the C58 and the R10 strains
harboring different types of Ti plasmid. Indeed, the C58 strain harbors a nopaline-type Ti plasmid and
the R10 strain an octopine-type Ti plasmid. This reinforces the functional importance of the co-

conservation of rna1059 and repE observed in the collection of Ti/Ri plasmids.

Taken together, these results suggest that the sole over-expression of repE is not able to negatively
regulate replication but needs also the presence of the DNA fragment containing rna1059. Thus, the
increase of both repE and rnal1059 levels could allow a runaway phenotype that leads to the
incompatibility phenotype between Ti plasmid and plasmid harboring repE and rnal1059 genes. If the
expression of the repB-repC intergenic, including repE and rnal1059 genes, or the sole presence of
this DNA sequence is responsive for the incompatibility phenotype is still unknown. It has been
previously noticed that transcription of RepE is essential for its function in the plasmid replication
(Chai and Winans 2005), thus it remains to demonstrate if rna1059 function on replication depends
on its DNA sequence or via the expression of this DNA sequence. Whatever the molecular
mechanism involved, functions of both elements seem to be essential. Thereby, it would be
interesting to determine the minimal sequence required for the incompatibility phenotype remains

also to be determined.

Our results seem unexpected since previous data have demonstrated that increasing the expression
of repE blocks plasmid replication of a repABC-dependent miniplasmid (Chai and Winans 2005), and
RepE has been described to promote termination of the repABC transcript by its binding to mRNA.
However, our results demonstrate that RepE alone has no involvement. Furthermore, that
incompatibility phenotype has been observed in the presence of plasmid harboring both repE and
rnal059 genes. Indeed, previous studies were performed with a fragment containing the repE gene
but also the previously unknown gene, rna1059 as rnal059 gene is transcribed upstream the repE
gene from the opposite strand upstream the repE gene and it also overlaps the 5’-end and the
promoter of repE. The repE promoter has been showed highly conserved among bacteria and the
introduction of mutations in its promoter sequence increased plasmid copy number. In the light of
the identification of rna1059, this proved that the mutations introduced in the repE promoter also
modified the 5’-end of rna1059 and we cannot rule out that these mutations also modified the
function of RNA1059. Thereby, the apparently different results obtained here and previously were

finally not antagonist.

The repABC plasmids are generally present at very low copy number in cell and their replication

systems should be thus reliable to allow the appropriate plasmid repartition. In R. etli, the S-element
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- proposed to be a transcriptional terminator site - worked together with the ctRNA (RepE homolog),
for the replication by a cis-regulatory mechanism (Venkova-Canova et al. 2004). Comparison of
rnal059 and the S-element demonstrates their differences since the impact of the S-element and the
ctRNA have been shown not additional whereas both rna1059 and repE were shown here necessary
for the replication control. Moreover, the over-expression of the S-element alone or ctRNA alone
decreased the repC expression level whereas neither the over-expression of repE alone nor of
rnal059 alone modified the expression level of repC. The drastic decrease in repC expression level
observed in the strain over-expressing both repE and rna1059 seems to be due to the loss of the Ti
plasmid. Furthermore, and in accordance with these latter data, it has been previously proposed
that, in A. tumefaciens, the repE promoter has a negative impact on the repC promoter via a cis-

regulatory impact because of a transcription convergence (Chai and Winans 2005).

The smallest region allowing the replication is the repC gene with a fragment containing repE (and
also rna1059). repABC-mini-replicons without repE but with repC was indeed unable to replicate. It
was proposed that repE is also involved in the replication initiation complex, because (i) the increase
in the expression level of RepC does not lead to a lethal runaway phenotype and (ii) the oriV is not
localized in repE but in the coding sequence of repC (Pinto et al. 2011). For the oriC of the R6K
plasmid in Escherichia coli, DNA sequences acting in cis could optimize the oriC by the sequestration
and the translocation of replication initiation protein (Rakowski and Filutowicz 2013). We thus
proposed that the incompatibility phenotype could be explained by a titration of replication initiation
protein in the sequences of repE and rnal1059. According to this hypothesis, the replication induction
and repression phenotypes observed according to the amount of repE could be explained. Moreover,
transcriptional activities were also described to induce the ori activity potentially by a modification in
the plasmid DNA supercoiling that facilitates the replication (Pinto, Pappas, and Winans 2012). A high
transcriptional activity was described for RNA1059 and this could have a positive impact on the RepC
replication activities. However, the simple transcriptional activities could not explain the
incompatibility phenotype. Such as ColE1l, RepE might thus be involved in the maturation of a primer

leader that initiated the replication (Tomizawa et al. 1981).

Finally, one of the interesting results obtained here is the impact of the increase of both repE and
rnal059 on the complete Ti plasmid. Indeed, all previous analyses were performed on a repABC-
dependent mini-plasmid. Here, we demonstrated that the plasmid incompatibility is really effective
on the complete Ti plasmid and we demonstrated its impact on the pathogenic ability of strains since
the loss of the Ti plasmid correlated with the loss of virulence. Thus, in complement to temperature
(Rogler 1980), this incompatibility-plasmid could easily be useful to efficiently cure Ti plasmid from

every Agrobacterium strain. Indeed, similar plasmid-cure was obtained with an octopine (pTiR10)
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and a nopaline plasmid (pTiC58). In soil and rhizophere, many A. tumefaciens cells were Ti-plasmid
less. Thus one could speculate a function of both repE and rna1059 for the cure of Ti plasmid in the
ecological environment, when the presence of Ti plasmid in cells is deleterious for the bacterial

fitness.

Experimental procedures

Bacterial strains and growth conditions

Bacterial strains used are listed in Table 1. Escherichia coli strains were grown with shaking (160 rpm)
at 37°C in Luria-Bertani medium, and Agrobacterium at 28°C in YPG-rich medium (5 g.L™" yeast
exctact; 5 g.L™ peptone; 10 g.L™ glucose; pH 7.2). Antobiotics were supplemented when necessary at
the following concentratations: for E.coli: 100 ptg.mL'1 ampicillin and 5 pLg.mL':l gentamicin, and for A.

fabrum 25 ug.mL™ gentamicin.
Vector constructions

PCR amplified fragments of the intergenic region between repB and repC and of the repE gene were
cloned into the pPBBR1IMCS-5 Sall and BamHI| sites, and the rna1059 gene into the Sall and Clal sites
of the plasmid pBBR1MCS-5 (Kovach et al. 1994), giving rise to plasmids pARA001, pARA002 and
pPARAOQO3, respectively (Table 1). PCR amplifications were performed using primers 178 and 179 for
the repB and repC intergenic region, primers 197 and 198 for the repE gene and 207 and 208 for the
rnal059 gene (Table 2).

RNA extractions

Bacteria were grown in YPG medium until exponential or stationnary phases and RNA were extracted
as previously described (Dequivre et al. 2015). Absence of DNA was checked by PCR with primers A58
and A59 (Table 2). RNA purities and quantities were controlled by separating a sample on an agarose

gel and by measuring A,gg, Azso and A,3o with a nanodrop spectrometer. RNAs were stored at -80°C.
Determination of RNA 5’- and 3’-ends by RACE-PCR

RNA1059 and RepE 5’- and 3’- ends were determined by RACE-PCR as previously described (Dequivre
et al. 2015). Gene specific primers A254 for RepE and A257 for RNA1059 were used for reverse
transcription. Junctions between the 5 and the 3’-ends of the RNA were amplified by PCR using
primers A255 and A256 for repE and A258 and A259 for rna1059 (Table 2). The resulting RACE-PCR
products were cloned into the Hindlll and BamHI sites of the pWSK29 (Wang et al, 1991). DNA
fragments from five independent clones were then sequenced using M13fwd and M13rev primers

(Invitrogen).
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Genomic DNA extraction

4.10° cells in stationnary phase were centrifuged at 7000 rpm for 10 min at 4°C, resuspended in 500
uL of 50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA pH 8 and then incubated for 15 min at room temperature with 2
mg of lysozyme. A gently shaken incubation was performed for 1 h 30 at 37°C with 1 mg of
proteinase K and 1 mL of 10 % SDS. Genomic DNA was phenol/chloroform extracted and was then
propanol-2 precipitated and resuspended in 500 uL of 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.6 with 1 mg
of RNase. DNA purities and quantities were controlled by separating a sample on an agarose gel and

by measuring A,go, Azzo and A3 with a nanodrop spectrometer.
Quantitative DNA amplification by PCR (qPCR)

The DyNAmo Flash SYBR Green gPCR kit (Thermo scientific) was used with gene-specific primers
(Table 2) to quantify the corresponding gene from 1 ng of genomic DNA. Only circular chromosome
was quantified for R10 strain, as no primer was available for the two other replicons. Single copy
genes were selected to represent each replicon. For R10, genes atulCv2-110001 (recQ) represented
the circular chromosome, and atulCv2-pll0012 (ophA) the Ti plasmid. For C58, genes atu0043 and
atul823, atu3327 and atu3916, atu5311 and atu5449, atu6143 and atu6151 were selected to
represent respectively circular chromosome, linear chromosome, At plasmid and Ti plasmid. The
thermal cycling reactions were performed using the LC480 Lightcycler from Roche according to the
following conditions: an initial step at 95°C for 7 min, followed by 45 cycles at 95°C for 10 s, 58°C for

15 s and 72°C for 20 s. Specificities of the PCR primers were verified with melting curve analyses.
Reverse transcription and quantitative PCR (RT-qPCR)

Reverse transcription and quantitative PCR were performed as previously described (Dequivre et al.
2015) using gene-specific primers (Table 2). Genes atu0231 and atul924 were chosen for
normalization as their expressions are constant in the growth conditions tested. Specificities of the

PCR primers were verified with melting curve analyses.
Plants assays

Virulence assays were performed as previously described (Dequivre et al. 2015). Tumors were
observed and counted 3 weeks post infection for C58 strains, and 4 weeks post infection for R10
strains. Ten plants were used for each strain and each plant was classified according to following
severity symptom categories: 0-4; 5-9; 10-14; 15-19; 220 tumors per plant for C58, and 0-1; 2-3; 4-5;
6-7; 28. Each virulence assay was performed in three independent experiments. Kruskal-Wallis

statistic tests were applied to determine significant differences between virulence assays.

Target predictions
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Target genes of small RNAs were predicted from A. fabrum genome as previously described
(Dequivre et al., 2015), (accession number NC_003062, NC_003063, NC_003064 and NC_003065)
using IntaRNA (Busch, Richter, and Backofen 2008), sTarPicker (Ying et al. 2011) and RNApredator
(Eggenhofer et al. 2011) algorithms. For RNApredator the first 300 targets were selected for further

analysis.
Sequence aligment and secondary structure prediction

Sequence similarity searches were performed with the BLAST program on the MAGE database
(http://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/about/collabprojects.ph) and multiple aligments for
nucleotide  sequences were performed using the Mafft program version 7
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). RNA secondary structures were predicted using the
RNAfold algorithm (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi).
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Figure 1: Characterization of RNA1059 and RepE

A. Data from A. fabrum sRNA-seq displayed using Artemis. Strand-specific coverages are shown displayed as two plots, as
raw reads aligned against the reference strain: in red, coverage displayed from plus strand and in green coverage from
minus strand. The genome annotation is displayed underneath. The genomic environment of rna1059 and repE locus is
presented. Grey arrows correspond to genes. 5’-end and 3’-end of rna1059 and repE gene was determined from RACE-PCR
results. Narrows represent transcription start of rna1059 and repE. (RPKM: Reads Per Kilobase of transcript per Million
reads mapped). B. The most probable secondary structrure of RNA1059 (B.1) and RepE (B.2) were predicted using RNAfold.
Colors of bases correspond to the probability of base pairing (violet: probability=0; red: probability=1). For unpaired
regions, colors represent the probabolity of being unpaired.
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pTiC58 gtttcatccaatttaaagctcoccgectcgactg-agatggactggectctecaccyg aa ttctectgtagtctegecage
pAtkB84b gtttcatccaattcaaagettegetecgattg-agatggactggeteteaceg aa ttcteotgtagtetegeage
prizZutra3-1 gtttcatccaattcaaagettegoetcgattg-agatggactggecteteacey aa ttetetgtagtetegcage
pTisS5é gtttecateccaattcaaagettegetcgattg-agatggactggetcteaceg aa ttectetgtagtetegecage
PTiNCPPBI25 gtttcatccaattcaaagetttgettgatta-agatggattggetcteacag aa cqttccaqtaqaccttctctgtagtcth:aqc
pTiTTI111 aacccaatttcecategatccgaggttecacte-agatgagatgaaatgaaccg aa cgtteeg ttectetatagtetegecage
pTiB6 aacccaatttccatcgatccgaggttcactc-agatgagatgaaatgaacceg aacgg---cgttee ttctctatagtetegecage
F2 gtgac--atttgcatcaattccga tcggtag-agat acgaaccyg accgaaa ttco ttctctgtagtgteogcaac
SM270 gagcg--tttgtacgaggagtttcaaaagacggagcag-atgt aaaccg accgaaa tteco ttctec--aagtctecgcage
SM22 tctatcaagagttccagaagacggagecagat-gtaagaaaagtacgaaaccgcaaaagaaaaaggccaccgaaacga-——-atteccggaagececttetetgtagtgtegeage
pdza gatgagecgatgaactaagec-tgtgataggt-ggctagacegecactecacacgge cccogaaac tecee ccttetecaattagttegecace
PALCS8 aaccgaagctgagtagcaggcttegaagtga-ttttac tgcy aacgttgccgtcatggaagecectteteg-ttgtgtgagaac
ATCC31749 actta--aaccgaagctgagtagcaagcttegaagtga-ttttacggaaggaaagtycy g aacgttgccgtcatggaageectteteg-ttgtgtgagaac
PALI-07 actta--aaccgaagctgagtagcaagecttegaagtga-ttttacggaaggaaagtgeg aacgttgecgtcatggaagcectteteg-ttgtgtgagaac
PAtB6 -ctta--aatcgaagctgactagcaggcttegaaataatttttac tgeg aacgttgeccgtcatggaageectteteg-ttgtgtgagaac
PALNCPPB925 aagaactaatcgaagccaa--agcggacttcgaaacga-tttt, t aacgttgccgtcatggaagceccttecteg-tegtgtgagage
PAtSS56 atttg--aactgaagctgagaaacagacttcggaacca-ttttaagt aacgttgccgtcatggaageectteteg-tegtgtgagage
H13-3 atttg--aactgaagctgagaaacagacttcggaacca-ttttaagt aacgttgccgtcatggaagceccttecteg-tegtgtgagage
PALTT111 atttg--aactgaagccgagaaacagacttecggaacca-tttaaagt gtge. cccogaaacgttgecgtecatggaageectteteg-tegtgtgagage
Gl foundi atttg--aactgaagccgagaaagagactteggaacca-ttttaagt aacgttgeccgtcatggaagcectteteg-tegtgtgagage
5A atttg--aactgaagccgagaaacagacttcggaacca-ttttaagtaagy. g aacgttgccgtcatggaageectteteg-tegtgtgagage
PAtCFBP5771 atttg--aactgaagctgagaaacagacttcggaacca-ctttaagt gcge. cccogaaacgttgecgtecatggaageectteteg-tegtgtgagage
PALCFBP5494 aagaactgatcgaagccgg-aagtggatttegatacga--actaaggaag aacgttgecgtcatggaagcectteteg-ttgtgtgagage
PALRV3 ggtta--ggacgaagccaaaggacaagcttegecagecat-ttge. gagc. cccctagacgttgecgtecatggaageectteteg-atgtgtgacaac
pKerrld tcgat--cctacatgaatgeccgcaac-ggcaccaacg-g aactgag: tccgaaacag---cgttecgaaaggec-totet-cagtttggteac
pAtSdc tcgat--cctacgtgaat at-ggcaccaacg-g: aactgag tccgaaacag---cgttccgaaaggecc-tectect-cagtttggtege
pRLS tcgtt--caagaagtcgaagcaataga-tgagtegtaa- tgccgatagegs tccgaaacgg---tgttecagaaggee-tetet- cagtttqqthc
. L. KERAKRAKRE KK KE KKK R L R .
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RepE

pTiC58 taagagaatcgcatttccaggaat:gtagtcaagggtc:cgtaagggaaagcgtcatttcgacgggcggatttcaattgcctaacaaaaggta—aaaggaaatgcaga:g:atat:t:aa
pAtk84b taagagaatcgcatttccagaaatcgtagtcaagggteccegtaagggaaagegtecatttegacgggeggatttetattgectaa gacgcatatctcaa
pTiZutra3-1 taagagaatcgcatttccagaaatcgtagtcaagggtccocgtaagggaaagcgtcatttecgacgggeggatttctattgectaa t gacgcatatctcaa
pTisS56 taagagaatcgcatttecagaaatcgtagtcaagggteccgtaagggaaagegtcatttegacgggcggatttctattgectaa t gacgcatatctcaa
pTiNCPPB925 taagagaatcgcatttecaggaatcgtagtcaagggaccegtaagggaaagegtcatttegacgggeggatttetattgectage. t agacgcatatctcaa
pTiTT111 taagagaatcgcattttcaggaatcccagtcaagagteccgtgagggaaagtatogtttegacgagetgatttettttgectaac ggta-c gacgcatttatcaa
pTiB6 taagagaatcgcattttcaggaatceccagtcaagagtecegtgagggaaagtategtttegacgagetgatttettttgectaac— aaaqgta caagqaaatgcagacqcatttatcaa
F2 taagagaatcgcatttccgagaatcaccgtcaagagtcottotgaggctcaacgeocttteggegggeagatttettttgectaa gacgcatatctcga
SM270 —-aagagaatcgcattteocgagaatcacegtcaagagtettectgaggetcaacgecg-tteggegggecagatttettttgectag ,t g gacgcatatctcga
sM22 tgagagaatcgcattteocecgggaatcaccgtcaaggg-ctgattaag a ttttggcga gattttttttgectgaacacaggt-— catttttcaa
pd2a taagagaatcgcattteccggaatccacgtcaagagtott— -tggcatcgttttggtgggeogtttttotgttgectt t gactgaacatatag
PALCSB t-tgagaatcgcatttecatgaatcttagtcaagagtott— tggcatogttttggtgagegtgaatcttttgectttttgaaagy ggaaggtyggacaagtga
ATCC31749 t-tgagaatcgcatttecatgaatcttagtcaagagtett- -tggcatcgttttggtgagegtgaatecttttgeocttttt tggacaagtga
PALI-07 t-tgagaatcgcatttccatgaatcttagtcaagagtctt- -tggcatcgttttggtgagecgtgaatcttttgocttttt tggacaagtga
PAtB6 t-tgagaatcgcatttccatgaatcotagtcaagagteott— tggcatcogttttggtgagegtggatcttttgecttttt tgagga tggacaagtga
PAtNCPPB925 t-agagaatcgcatttecatgaatcectagtcaagagtett- -tggcaccattteggtgagegttgatettttgectttttgagagg--cgaagacatggaaggtggacaagtga
PALS56 t-agagaatcgcatttecatgaatcctagtcaagagtott— -tggcaccgttttggtgagegtaaatcttttgectttt g tggacaagtga
H13-3 t-agagaatcgcatttecatgaatcetagtcaagagtett- -tggcaccgttttggtgagegtaaatettttgecttttt tggacaagtga
PAETT111 t-agagaatcgcatttecatgaatcctagtcaagagtott— -tggcaccgttttggtgagegtaaatcttttgectttttgaagaggcgagggacatggaaggtggacaagtga
G1 foundi t-agagaatcgcatttecatgaatcectagtcaagagtett- tggcaccgttttggtgagegtgaatettttgectttt gcgagg ggtggacaagtga
5A t-agagaatcgcatttecatgaatcctagtcaagagtott— tggcaccgttttggtgagegtaattottttgectttt tggacaagtga
PAtCFBP5771 t-agagaatcgcatttccatgaatcotagtcaagagtott— tggcaccgttttggtgageogtaattottttgectttt tggacaagtga
PALCFBP5494 t-tgagaatcgcatttecatgaatcctagtcaagagtott— -tggcaccgttttggtgagegttgttottttgectttt-gagagg--cgaggacatggatggtgcacaagtaa
PAtRV3 t-tgagaatcgcattteccatgaatcctagtcaagagtgtt tggcas ttteggtgagegttttecttttgectttt agga tggacaggtaa
pKerrld taagagaatcgcatttcccggaatcgcagtcaaga--cat- -aactgtcgcttcgacaggcgcttttgctttgccttttgaaaggt-—gaagacaatgactgctgtaaacgtaa
pAtS4c taagagaatcgcatttcceggaatcgecagtcaaga—--cat— -aactgtcgtttogacaggegettttgotttgectttt tgctataaatgtaa
PRL8 ttagagaatcgcattteccggaatcacagtcaagagte gccaca gegta- gccttttctttgccttgcgaaaggt-—gaaggacatggaaa:gggttatatca

KEEHRRKRRRARR K KRR KR ERR R e R W R . e ..

RNA1059
pAtk84b cgacgtcotttgggeggeggoogatgacacteggccatettge
pTiZutra3-1 cgacgtecctttgggeggeggcecgatgacacteggecatettge
pTisS56 cgacgtcctttgggcggcggeccgatgacactcggeccatcecttge
pTiNCPPB925 cgacgccctttgggeggeggcogatgacgeteggccatettge
pTiTT111 cgacgccctttgggcggcggeccgatgactectcggeccagatttce
pTiB6 cgacgecctttgggeggeggcegatgacteteggecagattte
F2 cgacgeccttegggeggegggegatgacgeteggecatatege
SM270 cgacgccctttgggeggeggcegatgacacteggececatatege
SM22 cgacgcccttegggeggeggcecgatgacgettggecatgatete
pd2a cgacgccctttgggeggeggcegatgacgettgecttggtgaa
pAtC58 cgacgccctttgggeggecggcctgtgaccettgegettgtgaa
ATCC31749 cgacgccctttgggcggecggecctgtgaccottgegettgtgaa
pALI-07 cgacgecctttgggeggeggcctgtgaccettgegettgtgaa
pAtBé6 cgacgccctttgggeggeggeceggtgaccettgegettgtgaa
PAtNCPPB925 ga tttgggeg aggttacgettgegettgtgaa
pPAtS56 cgacgecgtttgggeggeggteggtaacgettgegettgtgaa
H13-3 cgacgecgtttgggeggegtteggtaacgettgegettgtgaa
PALTTI11 cgacgccgtttgggcggcggtcggtaacgettgecgettgtgaa
Gl foundi cgacgeccgtttgggeggeggteggtaacgettgegettgtgaa
SA cgacgecgtttgggeggeggteggtaacgettgegettgtgaa
PAtCFBP5771 cgacgecgtttgggeggeggteggtaacgettgegettgtgaa
PAtCFBP5494 ga tttgggeg aggttaccettgegettgtgag
PAtRV3 cgacgecctttgggeggeggoeggtgacgettgegetggtgag
pKerrld cgacgeccttttgggeggeggcegatgacacttggecatatege
pAtS4c cgacgccctttygggcggcggoogatgacgcteggccatattge
PRL8 cgacgccctttngcgchg:cqatqacgcttqctctgqtqaa
LI L L L] Lx ek ww %

Figure 2: DNA alignment of repB-repC intergenic sequences belonging to members of the repABC plasmid family.

Replicon and strains names are indicated on the left part of the figure. pTiC58 and pAtC58 correspond to Ti and At plasmids
of the C58 strain, pAtk84b corresponds to pAt plasmid of A. radiobacter k84. pTiZutra3-1, pTiS56, pTiNCPPB925, pTiTT111,
pTiB6 correspond to Ti plasmids of the strains Zutra3-1, S56, NCPPB925, TT111, B6 respectively; F2, M270 and S22 to
sequences of draft genome of A. tumefaciens F2 and Sinorhizobium meliloti strains M270 and M22, respectively. Sequence
p42a corresponds to the Rhizobium plasmid; pAt)-07, pAtB6, pAtNCPPB925, pAtS56, pAtTT111, pAtCFBP5771,
pAtCFBP5494, pAtRV3, pKerrl4d and pAtS4c to At plasmid from strains J-07, B6, NCPPB925, S56, TT111, CFBP5771,
CFBP5494, RV3, Kerrl4 and A. vitis S4. Finally, pRL8 corresponds to the eighth plasmid of R. leguminosarum bv viciae 3841.
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Figure 3: impact of repB-repC intergenique region on pathogenicity of C58 strains

The repE and/or rnal1059 genes were cloned into pPBBR1IMCS-5 plasmid. The ability to induce tumoregenicity on 3 weeks-
old tomato stems is evaluated in the wild type strain C58 (3.A) and R10 (3.B) and strains overexpressing repE
(AT234/AT288), rnal059 (AT208/AT290) or both (AT195/AT289). Bacterial genotypes showing statistical differences
(Kruskall Wallis test) in their aggresiveness are noted by three stars corresponding to a p-value < 0.001.

136



Tables

Table 1 : Strains and plasmids used in this study

Strains or plasmids Genotypes References
Strains
DH5« E. coli strain (using for DNA cloning) Stratagene

A. fabrum C58

A. tumefaciens R10
AT200
AT195
AT208
AT234
AT287
AT288
AT289
AT290

Plasmids
pBBR1IMCS-5
pWSK29
pPARA001
pPARA002
PARA003

Wild type strain from the G8 genomic species of A. tumefaciens

Wild type strain from the G1 genomic species of A. tumefaciens
A. fabrum C58 containing pBBRIMCS-5

A. fabrum C58 containing pARA001

A. fabrum C58 containing pARA003

A. fabrum C58 containing pARA002

A. tumefaciens R10 containing pBBR1IMCS-5

A tumefaciens R10 containing pARA002

A tumefaciens R10 containing pARA001

A tumefaciens R10 containing pARA0O3

Host range cloning vector, Gm*
. R
Host range cloning vector, Amp

repB-repC intergenic region cloned into the pBBR1IMCS-5 Sall and BamHI sites, Gm"

repE gene cloned into the pBBR1MCS-5 Sall and BamH] sites, Gm"

rnal059 gene cloned into the pBBR1IMCS-5 Sall and BamHl| sites, Gm*

Wood et al (2001),
Goodner et al (2001)
Dessaux et al (1989)
This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Kovach et al (1994)
Wang et al, 1991
This study

This study

This study

Gm" represents a resistance of the strains to gentamycin, AmpR represents a resistance of the strains to ampicillin.

Table 2 : Primers used in this study

Names

Forward (5’-3’)

Reverse (5’-3")

Cloning primers
178-179 (repB-repC)
197-198 (repkE)
207-208 (rna1059)

A255-A256 (repE RACE-PCR product)
A258-A259 (rnal1059 RACE-PCR product)

qPCR primers

A58-A59 (atu1420)
A115-A116 (rna1059)
A127-A128 (atu6177)
A157-A158 (atu0043)
A167-A168 (atu0231)
A191-A192 (atu1924)
A207-A208 (atu3327)
A213-A214 (atu3916)
A231-A232 (atu6151)
A235-A236 (atu1823)
A247-A248 (atu6143)
A267-A268 (atu6045)
A269-A270 (repE)
A293-A294 (recQ)
A299-A300 (ophA)

ACGCGTCGACCTCACCGCAAAAGAAAAAGG
ACGCGTCGACGCGAGACTACAGAGAAGGTC
ACGCGTCGACAGCTAAGAGAATCGCATTTCCA
CATAAGCTTCGTTCCGGAAGACCTTCTCT
CATAAGCTTCCTGGAAATGCGATTCTCTTA

TTCCAGTCTGACCGAGGTTT
TCTCGCAGCTAAGAGAATCG
GAACGTGTTTCAACGGTTCA
GCATATCGATGACCACCACA
GCGAACAGAATGCGGTAGAT
CGACCTTCAACAACACGATG
TCGGCTGAACAGACACTCAG
ACTGGTCGCTTTCGCATACT
CAGTGATGCGAACGTTTCTG
CAAGTCGACGCTGTCCTACA
TTGTCGTCTTCGTGGACATC
GAGAGCGTTCCTGGAAACTG
GCGAGACTACAGAGAAGGTCT
CTGGATGCGCTTCAACCTAT
GGCTCGATCCAGCATTCTAC

Reverse transcription primers for RACE

experiments:
A254 (repE)
A257 (rna1059)

AAACGGCGTTCCGGAAGACC
CCTGGAAATGCGATTCTCT

CGCGGATCCCTGGAAGACCTGCCATTTGT
CGCGGATCCCTGAGATGGACTGGCTCTCA
CGCGGATCCGCAATATGGCCGAGTGTCAT
CGCGGATCCCGGGGGCCTTTTTCTTTT

CGCGGATCCTCGTAGTCAAGGGTCCCGTA

TTCAACGATCAATTCGTCCA
CCTTTTGTTAGGCAATTGAAATC
GCTAGCTTGGAAGATCGCAC
TTGACGTTCCACACAAGGAA
AAGATCGGGAAGTTCTGCTG
CGTGTTCCTGAGCCTTCTTC
TCGGAGAGTTTCACCAGGAC
CGAGAACGGTGTTACGGATT
TTAGCCATGGCCATTCTTTC
AACCTTCAGGAACTGCATGG
CGACAAGAGCGATCATCAAA
GCTCTTGCCCAATACTCTCG
CTGAGATGGACTGGCTCTC
GTGTCTAGCTGGCGGTAAGG
AGCACGGAGAGTGCCATC

Underlined sequences correspond to enzymatic restriction sites
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Table 3: Impact of rna109 and/or repE on the amount of mRNA

Expression factor of genes expression compared to the control strain Expression of :
accE repC Vire0 virC2 traA repE  rnal059
0.89 0.94 0.94 0.48 0.65 + +++
1.041 1.022 0.94 0.95 1.12 +++ +
110° 9.510" 2.66 10" 1.910" 4.810° - +E

Expression fold change in strain overexpressing rnal1059 and/or repE vs. wild type strain for 5 genes expressed from the Ti plasmid.

Table 4 : Impact of the expression levels of repE and rna1059 on the copy number of the Ti plasmid measured by qPCR.

Amount per cell of : Overexpression of :
Ti Cc Lc At repE rnal059
C58 strain*
0.68 2.48 0.42 0.16 + +
0.4 1.34 0.26 0.09 + +++
0.63 1.79 0.29 0.14 +++ +
9.0210° 1.49 0.27 0.1 +++ +++

Ti: correspond to the Ti plasmid; Cc: Circular chromosome; Lc: Linear chromosome; At : At plamid. repE and rna1059 (alone
or together) were cloned into the pBBR1MCS-5 leading to their overexpression. Similar results were obtained with the R10

strain.

En conclusion, en plus de RepE, un second riborégulateur, RNA1059, a été identifié dans la
région portant les génes impliqués dans la réplication du plasmide Ti, entre les génes repB
et repC. Ces deux candidats semblent nécessaires a la régulation de la réplication du
plasmide Ti, et semblent fonctionner en synergie. Leur co-surexpression en trans entraine
la perte du plasmide Ti résidant. Les mécanismes exacts n’ont pas été élucidés.
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V.2 Role potentiel de RNA1051 en tant qu’antitoxine d’un nouveau systeme

toxine-antitoxine du plasmide Ti

Identification of a new small non-coding RNA involved in a potential toxin-antitoxin

system in the Ti plasmid in the C58 Agrobacterium fabrum strain.

Dequivre, Magali*?, Villard, Camille®** and Hommais Florence®™*”.

'Université de Lyon, F-69622, Lyon, France

*Université Lyon 1, F-69622 Villeurbanne, France

>CNRS, UMR 5240 Microbiologie Adaptation et Pathogénie, F-69622 Villeurbanne, France
Running title : New toxin-antitoxin system in A. fabrum

Keyword : Agrobacterium tumefaciens, sRNA, toxin-antitoxin, RNA1051

Abstract

Plasmids are facultative autonomous-replication DNA molecules carried by bacteria of which
persistence required several regulatory mechanisms. In the plant pathogen Agrobacterium fabrum
C58 strain (anciently called Agrobacterium tumefaciens C58), the virulence and the opine catabolism
only depend on the presence of the Ti plasmid. We characterized here a new small non-coding RNA
(ncRNA) encoded on the Ti plasmid from the region encoding genes implicated in the nopaline
catabolism. It was named RNA1051. Surprisingly, we demonstrated that RNA1051 is essential to the
growth of bacteria harboring Ti plasmids since growth delays were observed with strains deleted for
rnal051 whereas wild type strains deprived for or harboring pTi grew similarly. We proposed
RNA1051 as a ncRNA antitoxin of a new Toxin-Antitoxin (TA) system of the Ti plasmid. To identify the
toxin associated with RNA1051, we analyzed the rna1051 genomic environment, predicted its mRNA
targets and identified mutations responsible for the suppression of the growth-delayed phenotype.
The most convincing toxin candidate was NoxB of which gene was localized close to rna1051 and of
which mRNA could interact with RNA1051. Thus, we identified here a new toxin-antitoxin system
encoded in the nopaline catabolism cluster of genes and conserved among nopaline-type Ti

plasmids.
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Introduction

Non-coding RNAs (ncRNA) are small, highly structured and non-translated transcripts that function as
post-transcriptional regulatory molecules. They can act by base-pairing with mRNA, modulating their
stability and/or their translation; or by sequestering DNA/RNA-binding proteins (Repoila and
Darfeuille, 2009). They have been implicated in the regulation of multiple physiological functions,
such as iron homeostasis (Massé et al., 2007), stress response (Hoe et al., 2013) or bacterial virulence
(zhou and Xie, 2011), and the earliest described examples of ncRNAs were antisense RNAs involved
in plasmid replication and persistence. The antisens RNAI has been shown to control the replication

of the ColE1 plasmid in Escherichia coli (Tomizawa et al., 1981).

Plasmids are autonomous-replication DNA molecules carried by bacteria. They generally do not code
for essential components in bacteria, but often allow the adaptation and the survival of bacteria to
variations of their environment. Some of them carry numerous genes involved in antibiotic
resistance (Carattoli, 2013; Saunders, 1984), symbiotic interaction with plant (Goldmann et al., 1991;
Holloway et al., 1996) or virulence toward mammal (Cornelis et al., 1998) or plant hosts (Goodner et
al., 2001; Wood et al., 2001). Nevertheless, their maintenances are cost-effective for the cell and
sthey could be sometimes easily lost. Several mechanisms ensure their persistence in bacteria. These
mechanisms are particularly important for low copy number plasmids. Active partitioning system
helps the plasmid distribution among each daughter cell after the cellular division (Gordon and
Wright, 2000; Nordstrom and Austin, 1989)." Furthermore, toxin-antitoxin (TA) systems (also called
addiction systems) act as post-segregation killing systems, which lead to the death of plasmid-less
daughter cells, ensuring the persistence of the sole bacteria harboring plasmids (Hayes, 2003).
Several ncRNAs have been demonstrated to regulate such mechanisms (Brantl, 2002). In type | TA
system, the antitoxin is a ncRNA preventing the translation of the toxin protein, while in type Ill, the

ncRNA antitoxin directly sequester the toxin protein.

In the plant pathogen Agrobacterium tumefaciens, the virulence strictly depends on the presence of
a low copy number plasmid named Ti plasmid (for Tumor inducing). This plasmid encodes all the
determinants necessary to infect plant hosts. Persistence of Ti plasmid in cells is ensured by the
replication and partitioning system repABC where RepA and RepB are partitioning proteins and RepC
is the replication protein. The letAS Toxin-Antitoxin (TA) system has been identified in the
Agrobacterium fabrum C58 strain (anciently called A. tumefaciens C58) strain. It is encoded by the Ti
plasmid and authors have shown that the absence of the antitoxin letA leads to a toxic expression of

ietS (atu6083). The toxin, letS, is a subtilisin-like serine protease and has been involved in the
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inability of cells to harbor two different Ti plasmids, also named the plasmid incompatibility

(Yamamoto et al., 2009).

Recently, small RNAs present in the A. fabrum C58 strain have been identified by several studies
(Dequivre et al., 2015; Lee et al., 2013a; Moller et al., 2014a; Wilms et al., 2012c), and one antisense
RNA, named RepE, has been showed to be involved the Ti plasmid replication (Chai and Winans,
2005c). Here, we attempted to characterize a new small RNA candidate, named RNA1051, and
showed that it could be part of a new TA system allowing the persistence of the Ti plasmid in the C58

strain.
Results
Identification of a small ncRNA in the Ti plasmid of the A. fabrum C58 strain.

A small transcript, named RNA1051, has been identified previously (Dequivre et al., 2015). This
transcript was of 183 bases in length and its gene was localized on the minus strand of the Ti plasmid
between nucleotides 31,156 and 31,339. The atu6021 (hyuA) gene was localized 461 bases upstream
the 5-end of rna0151 on the opposite strand, and the atu6022 (noxB) gene was localized 70
nucleotides downstream the 3’-end of rnal1051 on the same strand (Figure 1). A small transcript,
named RNA1052, has been also identified between hyuA and rnal1051 gene, in the same strand as
rnal051. RACE-PCR (Rapid Amplification of CONA End) analysis was performed, from total RNA of the
A. fabrum C58 strain cultivated in YPG medium, to validate the presence of RNA1051. Four of the six
independent sequences of the 5’-3’ junctions determined the transcription start site at the
nucleotide 31,343 on the negative strand of the Ti plasmid. Results of 3’ RACE mapping identified the
3’-end between nucleotide 31,236 and 31,165 and differences among 3’-ends suggest the instability
of this RNA (Behrens et al., 2014). When selecting the position giving the longest transcript
(nucleotide 31,165), the small RNA was of 178 bases in length. This confirms the transcription of
RNA1051 and results obtained for the 5’- and 3’ mappings with RACE-PCR matched to those obtained

previously from RNA-seq data (Dequivre et al. 2015).

In accordance with the consensus established previously (Wilms et al., 2012c) (TATNNT and
CTTGNN), a putative promoter was identified between the nucleotide 31,349 and 31,356 for the -10
box (TATCCC) and between nucleotide 31,374 and 31,379 for the -35 box (CTTGTA) (Figure 1). A
putative “vir box” (TNCAATTGAAPy), which corresponds to the fixation site of the virulence regulator
VirG, was predicted 52 nucleotides upstream the transcription start (TAACATTTGAAC) (Figure 1)
(Steck et al (1988).

Nucleotide sequence conservation of rnal051 gene was searched among genomic sequences

available on the NCBI database and on the Agrobacterscope database gathering several Rhizobiaceae
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genomes. Genes homologous to rna1051 were shown restricted to strains carrying Ti plasmid. A
specific search was then performed on a collection of 21 Ti/Ri plasmid sequences, and ten harbored
rnal051 homologous genes, showing with rna1051 C58 strain more than 97 % identities (Figure 2A).
Remarkably, all plasmids were nopaline-type. To get further inside into rna1051 conservation, the
presence of this gene was also verified on a collection of 18 nopaline-type plasmids (Ludovic Vial
personal communication). For that, PCR amplifications using rnal051 specific primers were

performed, and ten plasmids amplified a fragment corresponding to rna1051.

Secondary structure of RNA1051 was predicted using RNAalifold software from the aligned
sequences (Figure 2B). It was composed of three highly probable hairpins of 9, 11 and 20 base pairs,
suggesting that this small transcript is strongly structured. RNA1051 is an untranslated RNA since the
scanning of its nucleotide sequence to identify ORF and RBS sequence remained unsuccessful. Taken
together, these results showed RNA1051 as a small non-translated transcript strongly structured,

suggesting that RNA1051 is a new small ncRNA produced from the pTi of A. fabrum C58.
Inactivation of rnal051 leads to a growth decrease but this phenotype is unstable

To characterize RNA1051 cellular function, we constructed strains modified in its production by
overexpressing or deleting its gene (strains AT197 and AT194, respectively). First, kinetics and rates
growth were evaluated (Figure 3). Strain harboring the Ti plasmid (C58) or strain overexpressing
RNA1051 (AT197) grew similarly in rich medium. Surprisingly, a drastic delay of growth was observed
for the strain harboring the Ti plasmid without the rnal1051 gene (AT194). However, the strain
deleted for rna1051 gene recovered a growth rate similar to those of the wild type after at least 10
cellular division cycles in liquid medium, suggesting the instability of the phenotype. These
phenomena were observed for the four mutants constructed independently, which gave rise to four
reverting strains, named AT194, AT236, AT302 and AT303, respectively. The growth delay observed
was unanticipated since Ti plasmid less strain (ATO09) - and thus without rna1051 - grew similarly to
the strain harboring the Ti plasmid (C58) (figure 3). Specific amplification PCR allowed us to verify the

presence of the Ti plasmid in the reverting strains (data not shown).
RNA1051 could interact with several mRNA targets

We predicted putative mRNA targets of RNA1051 using three predictive algorithms as previously
described and we selected for further investigation several candidates encoded in the Ti plasmid
(Dequivre et al., 2015). Among those were atu6021 (noxB), atu6129 (traB) and atu6174 (virB8). For
atu6129 (traB), the predicted interaction region was 32 bases upstream the start codon; for atu6174
(virB8), it overlapped the RBS and the start codon (12 bases upstream and 14 bases downstream the

start codon); and for noxB the interaction was in the coding sequence, around 84 bases downstream
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the start codon (Figure 4). To evaluate the impact of RNA1051 on the expression levels of these
genes, RT-gPCR were performed on the four reverting strains (AT194, AT236, AT302 and AT303), on
the strain overexpressing rnal1051 (AT196), and on the wild-type strain (C58). Expression levels of
hyuA, which surrounds rnal1051, were also analyzed. The mRNA amounts of virB8, traB and hyuA
were similar in the reverting strains, in the overexpressing strain and in the wild type strains (C58 and
AT200 respectively), whereas the amount of noxB was increased significantly by a factor of 3.82 in

reverting strains when compared to the wild type strain.
Reverting strains presented several substitutions in their Ti plasmid and in their chromosomes

We sequenced the genomes of the four reverting strains (AT194, AT236, AT302 and AT303) and
compared them to the genomic sequences of the parental strain and of the A. fabrum C58 reference
strain available at the NCBI database (NC_003062, NC_003063, NC 003064 and NC_003065)
(Goodner et al., 2001; Wood et al., 2001). We observed that the parental strain carried nine
mutations compared to the wild type reference strain (Table S1). We also observed mutations only
present in the reverting strains (Table S1). Among those, three mutations were localized on the Ti
plasmid. Two mutations were localized in the coding sequence of the noxB gene (atu6021). The first
mutation was a silent substitution at the nucleotide 30,974 (A->G) and was common to the four
reverting strains. The second mutation was a substitution at the nucleotide 30,325 (C->T), leading to
the conversion of the glycine 257 into a serine and was present in reverting strains AT194, AT302 and
AT303. Finally, the third mutation was a substitution of a thymine into a cytosine at the nucleotide
31,512 (intergenic region in rnal1052) and was present in the reverting strains AT194, AT236 and
AT302. However, all these three mutations were also present in the fragment we constructed to
perform the homologous recombinations and to obtain the rna1051 deleted strains. They were thus
present before the reversion event. However, the second mutation (30,325) was not observed for
the reverting strain AT236, and the third mutation (31,512) was not observed for reverting strain
AT303. This suggests that supplementary mutations appeared at these positions in those reverting
strains (Table 3). No other mutation (deletion, insertion or substitution) was identified on the Ti

plasmid (Table S1).

For the reverting strain AT303, one substitution was also identified at nucleotide 2,790,917 of the
circular chromosome (G->C). It was localized in the coding sequence of the citE gene (atu2788),
coding for a citrate lyase, and led to the conversion of the arginine 66 into a glycine (Table 3). For the
reverting strain AT236, one substitution was identified at the nucleotide 1,954,816 on the linear
chromosome (A->C). It was localized in the coding sequence of the afuA2 gene (atu4783) coding for

an ABC transporter and led to the conversion of the tyrosine 251 into a cysteine (Table 3).

143



Reverting strains AT194, AT236 and AT302 presented a 30kb duplication of the circular chromosome

For the reverting strains AT194, AT236 and AT302, a two-fold increase in the number of sequence
reads was measured for the reads mapped in a region of 30 kb on the circular chromosome,
suggesting the duplication of this region. It was localized between nucleotides 430,476 and 460,950
which are surrounded by two inverted repeated sequences of 46 bases. 49 genes were annotated in
this region (from atu0435 to atu0471) and most were conserved uncharacterized proteins
(corresponding to 24 genes), 15 encoded phage related proteins, and several could be involved in
important cellular functions (Table S2). Indeed, Atu0436 harbors the superfamily | DNA and RNA
helicase the domain, Atu0446 a N-6 adenine-specific DNA methylase domain, and NusG (Atu0450)
encodes a transcription antitermination protein. However, no increase in their expression levels was
observed in the reverting strains (AT194, AT236, AT302) when compared to the parental strain or to
reverting strain AT303 that doesn’t present the duplication (data not shown). Finally, one gene
showed similarity to a GTPase (Atu0452) and three other genes showed similarity to genes related to
cell wall (AERS4k1_041 similar to the D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase DacA, Atu0453 similar to

yeast cell wall protein and Atu0462 similar to L-alanyl-D-glutamate peptidase).
Discussion

In this study, we attempted to functionally characterize a small transcript that is produced from the
Ti plasmid of the A. fabrum C58 strain. We characterized this short transcript as a small non-coding
RNA, highly structured, of which the encoded gene is conserved among nopaline-type Ti plasmids.
We proposed that this ncRNA, named RNA1051, could play an essential function in the maintenance

of the Ti plasmid among cells.

Using strains modified for the production of RNA1051 (strain deleted for or overexpressing rna1051
gene), we showed that the absence of rna1051 drastically decreased the growth kinetics and the
growth rate of bacteria. This phenotype was shown unstable since strain deleted for rnal1051
recovered growth kinetics and rate similar to those of the wild type after more than 10 cellular
divisions in liquid medium. This suggests an important role of RNA1051 for the bacterial survival. The
Ti plasmid does not carry any essential gene and is accessory to A. fabrum since several A. fabrum
strains are pTi-less. Furthermore, growth rates and growth kinetics of Ti plasmid-less cells (AB150)
were comparable to those of strains harboring the Ti plasmid (C58) in rich media (Platt et al., 2012b).
The growth decrease observed in the absence of RNA1051 was unanticipated since the rna1051 gene
is transcribed from the Ti plasmid and thus could not be essential for bacteria. Hence, RNA1051
production seems important for growth of strains carrying the Ti plasmid. This is a typical property of

an antitoxin molecule from a Toxin-Antitoxin system (TA system) (Hayes, 2003) and these prompted
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us to hypothesize that RNA1051 is the antitoxin of a new TA system. One TA system has already been
identified in A. fabrum C58 (Yamamoto et al., 2009), and it is not unusual for a big plasmid to carry
several TA system (Kopfmann and Hess, 2013; Milunovic et al., 2014). TA systems ensure plasmid
persistence in bacterial population. Upon cell division, when a daughter cell did not received the
plasmid, the labile antitoxin would be degraded, while the stable toxin would persist and would be
able to kill plasmid-less cells. Hence, a stabilisation of the toxin - in the absence of RNA1051- could
be responsible for the growth delay observed here with the rna1051 deleted mutants. Among TA
system types, the antitoxin molecules could be RNAs of which interaction with the toxin mRNA leads
to the degradation or the translation inhibition of the latter (type I) (Gerdes et al., 1986) or could be
RNAs of which interaction with the toxin protein sequesters and inhibits its activity (type Ill) (Fineran

et al., 2009).

We then attempted to identify the associated toxin gene. To achieve this, we selected toxin
candidates according to properties defined for TA system using a ncRNA as the antitoxin: (i) genes
encoding the antitoxin and the toxin are generally localized close to each other, sometimes they are
in the same operon or they overlap each other on different DNA strands (Hayes, 2003), (ii) mRNA
toxin and RNA antitoxin interaction occurs by base-pairing, and (iii) toxins are generally small protein
rather hydrophobic (Fozo et al., 2010). We predicted and selected sequences that could base-paired
with RNA1051 sequence, and genes surrounding rnal051 as rnal051 gene is expressed from an
intergenic region. Among selected candidates, we also analysed the hydrophobicity of the encoded
proteins. Four candidates (virB8, hyuA, traB and noxB) were highlighted, although none of the four-

selected candidates harbors all previously defined properties.

Since the identification of the toxin is not obvious, we took advantages of the instability of the
growth delay observed for the deleted strains. The phenotype reversion could be due to the
suppression of the harmful effect of the toxin on cells. The Ti plasmid was still present in the
reverting strains (data not shown), suggesting the suppression phenotype cannot be due to the loss
of the toxin following the loss of the Ti plasmid. Mutations in the toxin gene, in the toxin target gene
or in any genes of which products could indirectly counteract the toxic action of the toxin, could be
responsible for that phenotype suppression. To identify such mutations, we sequenced the genome
of the four reverting strains. Only a few mutations were identified, and three of the four genomes
showed a duplication of 30 kb between bases 430,476 and 460,950 on the circular chromosome. For
two of the reverting strains, it was the sole genomic modifications identified. Since these mutants
were constructed independently, the duplication events were also independent and this could have
been facilitated by the presence of the two inverted repeated sequences (of 47 bp) present at the

ends of the duplicated fragment. We hypothesized that there is at least one gene encoding the toxin-
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target on the duplicated fragment and that the duplication of this gene could increase quantities of
their products, disrupting the effect of the toxin. Among the 49 genes present, three were involved
in transcription and translation function, which could be disturbed by toxin. However, no
modification in their expression level was noticed. Three other genes could be interesting as they
were annotated as involved in the cell wall function and could thus be targets of the toxin. The
guantification of their expression levels in reverting strains could reinforce our hypothesis. Another
possibility is that an anti-addiction module could be encoded in this region. This system has been
described in Dickeya dadantii (Saavedra De Bast et al., 2008), where an homolog of a cdd; TA system
is encoded in the chromosome, and protects the cell from the post-segregation killing mediated by

the toxin.

The duplication was not found in the fourth reverting strain. A substitution, giving rise to the
modification of the CitE protein (citrate lyase), was nevertheless identified on the circular
chromosome. It has been demonstrated in Cryptococcus neoformans that inactivation of an ATP-
citrate lyase (acl1) led to a delay in the bacterial growth (Griffiths et al., 2012). CitE could be targeted
and sequestered by the toxin, and the loss of the antitoxin could bring to an inhibition of CitE. The
mutation obtained in the reverting strain could prevent the interaction with the toxin, and thus able
the reverting strain AT303 to recover the parental growth rate and growth kinetics. One mutation
was also localized inside the rna1052 gene, and we showed that RNA1051 and the mRNA of rna1052
could base pair over 11 nucleotides from nucleotide 55 to 66 for rna1052 mRNA, and 44 to 55 for
RNA1051 (data not shown). However, how this gene could encode a toxin is unknown and further

investigation is needed to decipher the putative mechanism of toxicity.

Among previous putative toxin candidates, no mutation could be observed in virB8, traB or hyuA.
Furthermore, none of these genes was differentially expressed in the wild type strain versus the
reverting strains. Of course, we could not rule out that the interaction between the mRNA toxin and
RNA1051 allowed the inhibition of translation without affecting the expression level (Desnoyers et
al., 2013), but it does not seem that any of these genes could encode a protein with toxin properties.
Interestingly, we identified mutations in the noxB gene. However, most of these mutations were also
present in the pARAO11 that allowed the construction of the deleted strain. The reverting strain
AT236 harbours a substitution that recovered the wild type sequence at position 30,325. One can
imagine that this mutation has a toxic impact on cell, but this hypothesis does not explain the
observation for the three others reverting strains that still harbored the mutation at position 30,325.
Furthermore, the increase in the expression levels of noxB observed in the four reverting strains was
probably due to the modification of the promoter because of the deletion of rna1051. Nevertheless,

NoxB harbors several interesting properties. Its gene is localized exactly downstream the rnal1051
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gene, its MRNA was predicted as a putative target of RNA1051, and rnal1051 was conserved among
nopaline-type plasmid (that could be due to genomic constraint or because of functional constraint
due to its interaction with noxB). Moreover, a portion of noxB was deleted with the deletion of
rnal051 (45 nucleotides of the 5’extremity of noxB). It has been shown in Sinorhizobium meliloti
(Milunovic et al., 2014) that the deletion of a complete toxin-antitoxin system led in a delay in the
growth of the bacteria. Deletion of the TA system results in the fast loss of the antitoxin, allowing the
liberation of the toxin. When the toxin has completely disappeared from the bacterial cell, growth
could be restored. Here, we could speculate that the modification of noxB (or rna1052) gene could
induce the formation of an altered and ineffective toxin, allowing the recovery of the growth after all
the native toxin has been eliminated from the cell, suggesting also that the toxin has a bacteriostatic
effect rather than a bactericide effect. NoxB codes for the D-nopaline dehydrogenase implicated in
the assimilation of nopaline (Zanker et al., 1994), and is not known to be toxic for the cell. Its role as
a toxin is thus surprising. One could speculate that, in the absence of nopaline, its enzymatic activity
could produce a compound toxic for the bacteria or that the accumulation of NoxB in the cell allowed
its translocation in the membrane leading to its destabilization (a trans- membrane helice was
predicted (amino-acid 7 to 24) by TMhmm algorithm (Krogh et al., 2001)). To test the putative toxic
effect of the toxin candidate, the impact of its overexpression have to be tested on the bacterial

survival.

The Ti plasmid is the main actor of the virulence and its persistence in Agrobacterium cells is
important when the bacteria is in interaction with a plant it can infect. The antitoxin function of
RNA1051 would be essential in the virulence context, as the aggressiveness of reverting strains was
shown comparable to those of the wild type (data not shown), suggesting the correct maintenance
of the plasmid. Nevertheless, this TA system might not be always functional. In the environment,
Agrobacteria are mainly found without the Ti plasmid in the soil, in the rhizosphere and in the tumor
environment, where strains harboring truncated Ti plasmids could be also identified. It is thus
interesting that the TA system is encoded from the nopaline catabolism cluster of genes essential for
the bacterial fitness in tumors, according to the opine concept (Dessaux et al, 1998). Thus this TA
system could have an important role in the maintenance of the nopaline catabolism function of the

Ti plasmid.

Experimental procedures

Bacterial strains and growth conditions

Bacterial strains used in this study were listed in Table 1. Escherichia coli strains were grown with

shaking (160 rpm) at 37°C in Luria-Bertani media (Miller, 1992) and A. fabrum at 28°C in YPG-rich
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media (yeast extract 5 g.L''; peptone 5 g.L'"; glucose 10 g.L'™'; pH=7.2). Media were supplemented
when necessary with antibiotics at the following concentrations: 100 ug.mL'1 ampicillin and 5 ug.mL’1
gentamicin, for E. coli and 25 ug.mL'1 gentamicin, 25 Mg.mL’1 neomycin and 25 pLg.mL'1 kanamycin for

A. fabrum.
Growth kinetics

C58 derivative strains were inoculated at ODgy 0.05 in YPG rich medium and growth kinetics were

followed by the measure of the ODgy every two hours post-inoculation.
Vector construction

DNA fragment between nucleotides 31,070 and 31,427 of the C58 Ti plasmid (corresponding to
rnal051 gene) was amplified by PCR using primers 184 and 185 (Table 2). Fragments were purified
and digested using Sall and BamHI enzymes, and cloned into pBBR1MCS-5, giving rise to pARA004
(Table 1).

Constructions of mutant strain deleted for rnal1051 gene

The A. fabrum C58 strain was used to construct a mutants deleted for rna1051 gene as previously
described (Lassalle et al., 2011). Genomic region between nucleotides 31,041 and 31,480 was
deleted and replaced by the neomycine-kanamycine resistance gene nptll, giving rise to strain AT194
(Table 1). For that, sequences adjacent to rnal1051 gene were amplified and cloned with the nptil

gene instead of rna1051 gene in the pJQ200sk, giving rise to pARAO011 (Table 1).
RNA extractions

RNA extractions were performed as as previously described (Dequivre et al., 2015) from bacteria
grown in YPG medium until exponential or stationary phases. Absence of DNA was checked by PCR
with primers A58 and A59 (Table 2). RNA purities and quantities were controlled by separating a

sample on an agarose gel and by measuring A260, A280 and A230 with a nanodrop spectrometer.
Determination of RNA 5’- and 3’-ends by RACE-PCR

RACE-PCRs were performed as previously described (Dequivre et al., 2015). Junctions between the
5’-end and the 3’-end of the RNA were then amplified by PCR using primers A261 and A262 (Table 2).
The resulting RACE-PCR products were cloned into the Hindlll and BamHI sites of the pWSK29. DNA

fragments were then sequenced using the M13fwd and the M13rev primers (Invitrogen).
Genomic DNA extraction

3.9 10° cells in stationary phase were centrifuged at 7000 rpm for 10 min at 4°C, resuspended in 500

uL of 50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA pH 8 and then incubated for 15 min at room temperature with 2
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mg of lysozymes. A gently shaken incubation was performed for 1 h 30 at 37°C with 1 mg of
proteinase K and 1 mL of 10 % SDS. Phenol/chloroform extracted DNA was then propanol-2
precipitated and resuspended in 500 uL of 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.6 with 100 ug.mL’1 of
RNase. DNA purities and quantities were controlled by separating a sample on an agarose gel and by

measuring A260, A280 and A230 with a nanodrop spectrometer.
Genome sequencing

Genomic DNA of wild-type C58 strain and its derivates were extracted and purified as described
above. The 300 to 400 bp paired-end libraries were constructed using the TruSeq DNA kit (lllumina)
from 1 pg of genomic DNA and sequenced on the lllumina MiSeq (ProfilExpert platform). Paired-end
sequencing of 151 bp was performed (kit v2) from the five genomic libraries on one run. Analyses
were performed using the Illumina pipeline. The resulting sequences were mapped on the published
genome of A. fabrum C58 (NC_003062, NC_003063, NC_003064 and NC_003065) with the bowtie
algorithm (Langmead et al., 2009). SNP and Indel searches were performed using the Integrated
Genome browser IGB (Nicol et al., 2009) and the MPpileup analyses (Li et al., 2009) on the galaxy
web-based Platform (Blankenberg et al., 2010).

Reverse transcription and quantitative PCR (RT-qPCR)

Reverse transcriptions and quantitative PCR were performed using primers listed in Table 2, as
previously described (Dequivre et al.,, 2015). Genes atu0231 and atul924 were chosen for
normalization as their expressions are constant in the growth conditions tested. The specificity of the

PCR primers was verified with a melting curve analysis.
Secondary structure predictions and similarity searches

RNA secondary structures were predicted using the RNAalifold algorithm
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAalifold.cgi). Basic options were chosen for folding. Sequence
similarity searches were performed using the BLAST algorithm (Altschul et al., 1990). Sequences
similar to the rna1051 gene were searched among Ti plasmid sequences available on the Genbank

database and among a collection of 21 Ti/Ri plasmids those sequences were available privately.
Bacterial small RNA target predictions

MRNA target genes of RNA1051 were selected as previously described (Dequivre et al., 2015). They
were predicted from A. fabrum C58 genome using IntaRNA (Busch et al., 2008), sTarPicker (Ying et
al., 2011) and RNApredator (Eggenhofer et al., 2011) algorithms. The first 300 targets were selected
for further analysis and predicted targets found by every algorithm and localized in the Ti plasmid

were chosen for further investigation.
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