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Avant-propos 

Le genre Agrobacterium est un complexe de bactéries vivant dans le sol et dans la rhizosphère 

de nombreuses plantes avec lesquelles il établit des interactions variées. Les agrobactéries ont 

développé plusieurs traits de caractère qui leur permettent d’exploiter les ressources du sol et 

de la rhizosphère, et de survivre à la compétition avec les autres microorganismes. 

Lorsqu’Agrobacterium est pathogène, elle possède un plasmide Ti (Tumor inducing) et est 

responsable de la maladie de la galle du collet, maladie qui affecte un large spectre de plantes 

d’intérêt agronomique et qui est caractérisée par la formation de tumeurs. La bactérie pathogène 

transfère et intègre une partie de son plasmide de virulence pTi dans le génome de la plante, afin 

de détourner les voies métaboliques de l’hôte à son avantage. Ce détournement aboutit à la 

formation d’une tumeur de plante qui sert de niche pour le pathogène et dans laquelle sont 

produites des molécules particulières, appelées opines, qui servent de nutriments spécifiques 

pour la bactérie. Il existe plus d’une vingtaine d’opines différentes, produites par la plante 

transformée puis transportées et catabolisées par la bactérie en fonction du type de pTi qu’elle 

possède. Pour importer les opines et les nombreuses molécules de plantes comme nutriments, 

les agrobactéries utilisent des protéines périplasmiques de liaison (Periplasmic Binding Protein 

ou PBP) associées à des transporteurs ABC membranaires.  

Mon projet de thèse s’inscrit dans le cadre d’une meilleure compréhension de la perception et 

du transport de deux types de molécules : les sucres de plantes de la famille du raffinose (RFO) 

chez la souche C58 et les mannityl-opines chez les souches B6/R10. L’objectif est de caractériser 

au niveau atomique et d’étudier par des mesures d’affinité la spécificité des systèmes de 

transport permettant à Agrobacterium d’acquérir un avantage sélectif lors de la colonisation de 

la rhizosphère grâce aux RFO et de la tumeur grâce aux mannityl-opines. L’étude porte sur la 

partie périplasmique de chaque transporteur, à savoir les PBP. 

Le premier chapitre de ce manuscrit présente le genre Agrobacterium, traite de la bactérie dans 

le cadre de la maladie de la galle du collet et dans la rhizosphère. Il détaille le mode d’infection 

de la bactérie chez la plante et aborde les molécules particulières que sont les opines, leur 

diversité, leur métabolisme, leur régulation et leur rôle. Cette introduction présente en détail le 

métabolisme des mannityl-opines et des RFO. Enfin, est développé l’état des connaissances 

structurales des complexes protéiques impliqués dans la perception et le transport de molécules 

chez les bactéries à coloration Gram négative. 

Les chapitres 2 et 3 décrivent les résultats obtenus respectivement dans l’étude structurale des 

PBP impliquées dans le transport des mannityl-opines chez A. tumefaciens B6/R10 et l’étude sur 

l’identification et la caractérisation d’une PBP MelB responsable de la perception des RFO et du 

galactinol chez A. fabrum C58. Ces deux chapitres sont présentés sous forme d’articles publiés. 

Dans le dernier chapitre, les résultats obtenus sont discutés et mis en perspective. 
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Chapitre 1 : Synthèse bibliographique 

1. Le genre Agrobacterium 

Les bactéries du genre Agrobacterium (Conn 1942) sont des alpha-protéobactéries 

appartenant à la famille des Rhizobiaceae. Certaines bactéries de la famille Rhizobiaceae comme 

les Rhizobium sont capables d’induire la formation de nodosités sur les plantes légumineuses, 

permettant la fixation de l’azote atmosphérique chez ces plantes. Les souches du genre 

Agrobacterium sont naturellement présentes dans les sols et sont plus particulièrement 

retrouvées dans les sols rhizosphériques (sol parcouru par des racines de plantes). Ces bactéries 

vivent en mode saprophytes, grâce à la décomposition de la matière organique. Certaines 

espèces d’Agrobacterium sont des phytopathogènes de la plante, lorsqu’elles possèdent des 

éléments génétiques déterminant la virulence.  

Les Agrobacterium sont des bacilles de coloration Gram négative d’une taille de l’ordre du 

micromètre (Figure 1). Elles sont pour la plupart des aérobies strictes et sont mobiles grâce à des 

flagelles. Leur température optimale de croissance est située entre 24 et 28°C.  

 

Figure 1 : Agrobacterium tumefaciens 

(a) Image de microscopie électronique à champ d’une cellule hôte attaquée par A. tumefaciens (Duarte 
et al. 2007).(b) Image d’une cellule d’A. tumefaciens avec pili obtenue par microscopie électronique à 

transmission (J. Marion, Plate-forme microscopie I2BC, Gif-sur-Yvette). 

 

1.1. Les données taxonomiques 

Une première classification du genre Agrobacterium a été réalisée en fonction de la 

pathogénicité des bactéries et des symptômes causés chez les plantes. Six espèces ont été 

définies : A. tumefaciens (Smith and Townsend 1907), responsable de la galle du collet ; A. 

rhizogenes (Riker et al. 1930), renommée Rhizobium rhizogenes, responsable du chevelu 

racinaire (prolifération incontrôlée des racines) ; A. vitis (Ophel and Kerr 1990), agent causal de 

la galle de la vigne ; A. rubi (Hildebrand 1940), à l’origine de tumeurs sur des tiges de plantes du 
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genre Rubus ; A. larrymorrei (Bouzar and Jones 2001), induisant des tumeurs chez le figuier; et la 

dernière A. radiobacter (Beijerinck and Delden 1902), une souche non pathogène. 

Une deuxième classification a été effectuée en fonction de leurs caractéristiques 

phénotypiques et biochimiques, les séparant en trois groupes taxonomiques (biovars) (Kesters 

and de Ley 1984). Le biovar 1 regroupe les souches d’A. tumefaciens (Figure 2), le biovar 2 les 

souches de R. rhizogenes et le biovar 3 les souches d’A. vitis.  

Plus récemment, avec des approches de taxonomie basées sur des expériences d’hybridation 

ADN-ADN et sur l’analyse du polymorphisme de longueur des fragments de gènes amplifiés 

(amplification du gène ubiquitaire recA par exemple), le genre Agrobacterium a été redistribué 

en dix espèces génomiques distinctes (G1 à G9 et G13) (Popoff et al. 1984; Mougel et al. 2002; 

Costechareyre et al. 2010). Les souches qui ont été mes modèles d’étude appartiennent au biovar 

1 mais sont dans des groupes génomiques différents. A. tumefaciens C58, renommée A. fabrum 

(Lassalle et al. 2011), appartient au groupe G8 tandis que les souches A. tumefaciens B6 et A. 

tumefaciens R10 appartiennent au groupe G4. 

 

1.2.  Le génome d’A. tumefaciens C58 

La souche d’A. fabrum C58 a été complètement séquencée en 2001 (Wood et al. 2001; 

Goodner et al. 2001). Elle possède quatre réplicons : un chromosome circulaire (CcC58, 2,84 Mb, 

2865 gènes), un chromosome linéaire (LcC58, 2,07 Mb, 1924 gènes), un plasmide At 

(« Agrobacterium tumefaciens », pAtC58, 543 kb, 617 gènes) et un plasmide Ti (« Tumour-

inducing », pTiC58, 214 kb, 233 gènes) (Figure 3).  

Le chromosome circulaire a été décrit comme portant la plupart des gènes impliqués dans 

les processus biologiques essentiels à la survie de la bactérie (synthèse d’acides nucléiques, 

traduction, métabolisme des acides aminés,…). Il a une origine de réplication semblable à celle 

des chromosomes bactériens alors que le chromosome linéaire a une origine de réplication 

semblable à celle présente sur les plasmides.  
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Figure 2 : Arbre phylogénétique partiel du genre Agrobacterium 

Tiré de la comparaison des séquences du gène recA, mettant en évidence le biovar 1. Les souches C58 et 
B6, sont encadrées en rouge (Costechareye et al., 2010). 
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Le plasmide At (pAt) ne possède aucun gène indispensable à la survie de la bactérie. Il 

code pour de nombreux systèmes de transport et il est proposé comme facilitant l’assimilation 

de molécules nutritives lorsque la bactérie est dans le sol (Platt et al. 2014). Le pAt contient 

également tous les éléments nécessaires à sa propre conjugaison (Chen et al. 2002). De plus, 

même s’il n’est pas nécessaire au caractère pathogène de la bactérie, ce plasmide jouerait un 

rôle dans l’attachement de la bactérie aux cellules végétales, ainsi que sur la taille des tumeurs 

produites. Cependant, les mécanismes de ces effets n’ont pas été caractérisés (Platt et al. 2014; 

Morton et al. 2013; Nair, Liu, and Binns 2003; Matthysse, Jaeckel, and Jeter 2008). Ce plasmide 

est retrouvé dans la majorité des souches A. tumefaciens isolées qu’elles soient virulentes ou non 

(Lassalle et al. 2011). 

La présence du plasmide Ti (pTi) dit de virulence, n’est pas essentiel à la vie de la bactérie. 

En revanche, il est responsable de son caractère pathogène car il porte le fragment d’ADN, appelé 

ADN-T (ADN transféré), qui est transféré dans la cellule végétale lors de l’infection (Chilton et al. 

1977) et les gènes de virulence vir codant pour les protéines de virulence Vir impliquées dans le 

transfert et l’intégration de l’ADN-T dans la cellule hôte. De plus, le pTi porte les opérons 

nécessaires pour l’acquisition et le métabolisme des éléments nutritifs spécifiques produits par 

les cellules végétales dans la tumeur, appelés opines. Enfin, ce plasmide possède les systèmes 

nécessaires à la communication bactérienne médiée par les signaux du quorum sensing, ainsi que 

les éléments nécessaires à sa propre conjugaison. 

 

1.3.  Le génomes d’A. tumefaciens B6 et R10 

Le génome d’A. tumefaciens B6 a été séquencé en 2014 et est composé de quatre 

réplicons comparables à ceux d’A. fabrum C58 : un chromosome circulaire de 2,9 Mb (2966 

gènes) ; un chromosome linéaire de 2,1 Mb (1960 gènes) ; un pAt de 665 kb (783 gènes) et un 

pTi de 194 kb (192 gènes). Les plasmides At et Ti de B6 sont différents de ceux de C58. Plusieurs 

gènes présents sur l’un sont absents sur l’autre (et vice versa) et certains opérons sont organisés 

de manière différente. Le pTiB6 a deux fragments d’ADN-T au lieu d’un, appelés ADN-TL pour 

« left » et ADN-TR pour « right ». 

La souche d’A. tumefaciens B6 étant difficile à cultiver in vitro, j’ai utilisé pour les 

expériences de croissance la souche A. tumefaciens R10, qui au niveau de son pTi est identique 

à celui de B6 rendant la souche R10 une « A. tumefaciens B6-like ».  
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Figure 3 : Structure du génome A. fabrum C58 

Représentation des quatre réplicons d’A. tumefaciens C58 : chromosome circulaire (2865 gènes sur 
2,8 Mb), chromosome linéaire (1924 gènes sur 2 Mb), plasmide At (617 gènes sur 543 kb) et plasmide Ti 

(233 gènes sur 214 kb). Les plasmides ATC58 et TiC58 sont représentés à une échelle X5 et X10 
respectivement (Wood et al. 2001). 

 

1.4.  Le Quorum-sensing 

Le quorum sensing (QS) est un système de communication intercellulaire qui permet aux 

bactéries d’une même population de synchroniser l’expression de certains gènes en fonction de 
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leur densité cellulaire (Fuqua, Winans, and Greenberg 1994). Ce mode de communication permet 

d’adopter un comportement coordonné parfois essentiel à leur survie, leur adaptation à 

certaines conditions environnementales et/ou leur virulence (Waters and Bassler 2005). 

Le mécanisme du QS repose sur la synthèse, la diffusion et la perception de molécules 

chimiques appelées auto-inducteurs. Lorsque la densité de population est faible, ces molécules 

ne sont pas produites en quantité suffisante dans le milieu pour être perceptible par les membres 

de la population bactérienne. En revanche, lorsque la densité de la population augmente, la 

concentration de l’auto-inducteur augmente et devient alors suffisante pour dépasser un seuil 

critique de détection via une liaison à des facteurs de transcription protéiques spécifiques 

(Fuqua, Winans, and Greenberg 1994; Nealson and Hastings 1979).  

 

2. A. tumefaciens : pathogène de plante 

2.1.  La galle du collet 

La galle du collet est une maladie répandue dans le monde entier et causée par une bactérie 

A. tumefaciens (Smith and Townsend 1907). Elle touche une large gamme de plantes, environ 

640 espèces réparties dans 93 familles (De Cleene and De Ley 1976), et, affecte le développement 

et la productivité des plantes. 

 

Figure 4 : Exemples de tumeurs provoquées par A. tumefaciens 

(gauche) Tumeur (taille 1 cm de diamètre) induite par A. tumefaciens au niveau de l’apex d’un plant de 
tabac cultivée in vivo (Haudecoeur et al. 2009); (milieu) Tumeur d’une plante touchée par la galle du 

collet (Photo extraite de http://arabidopsis.info/students/agrobacterium/); (droite) Tumeur de grande 
taille sur un frêne (Photo extraite de http://www.genomenewsnetwork.org/) 

 

Les symptômes se manifestent par l’apparition d’excroissances végétales au niveau du collet 

(zone de transition entre le système racinaire et la tige) (Figure 4) ou à la base des racines. Une 

blessure sert de point d’entrée pour A. tumefaciens et c’est à partir de ce point que la tumeur se 

développe. La taille et la couleur des tumeurs varient en fonction de l’espèce infectée, de la partie 

de la plante infectée et au cours du temps. En vieillissant, les tumeurs grossissent et prennent 

une teinte brun-noirâtre, elles durcissent et se craquellent pouvant être la cible de micro-

organismes pathogènes ou opportunistes tels que Phytophthora, Fusarium Cylindrocarpon..., qui 

http://arabidopsis.info/students/agrobacterium/
http://www.genomenewsnetwork.org/
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participent au dépérissement de la plante infectée. Des tumeurs secondaires peuvent aussi se 

développer en différents points du système racinaire perturbant la circulation de la sève.  

 

2.2. Le cycle infectieux d’A. tumefaciens 

Le mécanisme infectieux des souches d’A. tumefaciens pathogènes, c’est-à-dire possédant 

le plasmide Ti, met en jeu un processus de transgénèse et induit l’apparition d’une tumeur chez 

la plante (Chilton et al. 1977). Ce transfert naturel d’information génétique est également à 

l’origine de la formation du chevelu racinaire et de la tumeur de la galle du collet de la vigne qui 

sont induits par R. rhizogenes et A. vitis. A ce jour, ce sont les seuls exemples de transferts 

horizontaux entre bactéries et eucaryotes. 

 

 

Figure 5: Représentation schématique du cycle infectieux d’A. tumefaciens 

(1) Attachement de la bactérie à la surface de la cellule végétale, (2) Activation des gènes vir par des signaux de 
plante, (3) Excision de l’ADN-T, (4) Formation du complexe VirD2/ADN-T, (5) Transfert du complexe VirD2/ADN-T 

dans la cellule hôte au travers du transporteur T, (6) Transport du complexe T jusqu’au noyau de la cellule végétale, 
(7) Prise en charge du complexe T par des dynéines, (8) Intégration de l’ADN-T dans le génome de la cellule 

végétale, (9). (Tzfira and Citovsky 2006) 
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Chez A. tumefaciens, le mécanisme de transgénèse fait intervenir deux groupes de gènes 

localisés à des endroits différents et régulés de façon distincte. Plus schématiquement, le cycle 

d’infection d’A. tumefaciens se décompose en trois étapes : 1- la reconnaissance et l’attachement 

de la bactérie à l’hôte, 2- le transfert et l’intégration de l’ADN-T du plasmide de virulence dans le 

génome de la plante, 3- l’expression des gènes de l’ADN-T qui induisent le développement de la 

tumeur chez la plante et la production de nutriments spécifiques dans la plante pour les bactéries 

vivant dans les tumeurs. Les tumeurs produites servent de niche écologique pour les 

agrobactéries (Figure 5). 

 

Figure 6 : La régulation des gènes de virulence par le système VirA/VirG et ChvE 

VirA est une histidine kinase transmembranaire qui détecte les composés phénoliques, les sucres et 
l’acidité produits par la plante. ChvE est une protéine périplasmique fixant des sucres qui établit un 

contact avec la partie périplasmique de VirA, ce qui accroit son activité. VirA phosphoryle le régulateur 
VirG, qui active alors la transcription des gènes vir (Brencic and Winans 2005). 

 

L’activation des gènes de virulence vir est une étape indispensable pour le processus de 

transgénèse. Il fait intervenir trois acteurs moléculaires : la PBP (Periplasmic Binding Protein ou 

protéine périplasmique de liaison) ChvE et le système régulateur à deux composants VirA/VirG 

(Stachel and Zambryski 1986) (Figure 5, étape 2 et Figure 6). Ces protéines répondent à des 

signaux végétaux : des composés phénoliques dérivés du syringol (Stachel and Zambryski 1986), 
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certains monosaccharides (Ankenbauer and Nester 1990) et le pH acide (entre 5 et 5,5) (Charles 

and Nester 1993). L’acidité dans le milieu est détectée par le système ChvG-ChvI qui initie la 

transcription du régulateur VirG. ChvE fixe des sucres sécrétés par la plante et interagit avec VirA 

(récepteur présent dans la membrane interne de la bactérie) (Shimoda et al. 1993). L’interaction 

ChvE/VirA augmente la sensibilité de VirA pour les composés phénoliques et pour les bas pH. 

VirA est activée et s’autophosphoryle lors de son interaction avec les composés phénoliques (Lee 

et al. 1995). Puis, VirA phosphoryle la protéine régulatrice cytoplasmique VirG qui se fixe sur les 

régions promotrices des gènes vir et active leur transcription (Brencic and Winans 2005). Cette 

étape permet de stabiliser le contact avec l’hôte et permet d’engager le processus de transfert 

de l’ADN-T.  

 

 Le transfert de l’ADN-T 

 

Figure 7 : Représentation du système de transport de l’ADN-T 

Modèle présentant l’organisation du système de sécrétion de type IV (SST4) impliqué dans le transfert de 
l’ADN-T du cytoplasme de la bactérie dans la cellule-hôte (Backert and Meyer 2006). 

 

L’expression des gènes vir conduit à l’excision de l’ADN-T (Figure 5, étape 3). Pour cela, 

les protéines VirD1 (hélicase) et VirD2 (endonucléase) agissent spécifiquement pour couper un 

fragment du pTi (Filichkin and Gelvin 1993). Grâce à son activité hélicase, la protéine VirD1 sépare 

les deux brins d’ADN-T. La protéine VirD2 quant à elle clive l’ADN-T au niveau des séquences 

répétées de 25 nucléotides, spécifiques des régions flanquantes de ce fragment. Après excision, 
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VirD2 reste fixé covalemment à l’extrémité 5’ du brin d’ADN-T (Gelvin 2003) (Figure 5, étape 4). 

Le complexe VirD2/ADN-T, appelé brin-T, se sépare du reste du plasmide, et s’oriente de manière 

à être transféré dans la cellule hôte pendant que le plasmide Ti est régénéré à l’aide de la 

machinerie de réparation de l’ADN de la bactérie. 

Le brin-T ainsi que quatre protéines effectrices bactériennes (VirE2, VirE3, VirF et VirD5) 

sont transférés dans la cellule végétale par un système de sécrétion de type IV (SST4) qui forme 

un canal entre la bactérie et la cellule hôte (Vergunst et al. 2005; Christie and Cascales 2005) 

(Figure 5, étape 5). Le SST4 est composé d’un assemblage de 12 protéines : 11 protéines VirB et 

la protéine VirD4 (Figure 7). La protéine VirB1 hydrolyse localement le peptidoglycane de la 

membrane bactérienne, puis les autres protéines s’assemblent autour de VirD4 pour former le 

transporteur T. Le complexe multiprotéique formé est composé en trois sous-groupes. Le pilus T 

composé principalement de VirB2 et des ATPases VirB4, VirB11 et VirD4 fournissent l’énergie 

nécessaire à l’assemblage du transporteur T et au transfert du brin T. Les protéines VirB6 à VirB10 

constituent le canal de translocation traversant les membranes bactériennes. Enfin, les protéines 

VirB2, VirB5 et VirB7 sont impliquées dans le contact bactérie/ cellule végétale (Backert and 

Meyer 2006). 

A son entrée dans la cellule végétale, le brin-T est recouvert de protéines VirE2 afin de le 

protéger des nucléases végétales (Gelvin 1998) et de lui conférer la structure nécessaire pour son 

transport jusqu’au noyau de la cellule hôte (Figure 5, étape 6). On le nomme complexe-T. Pour 

le moment, aucune donnée expérimentale permet de déterminer précisément où se forme le 

complexe-T. 

 

 L’importation du complexe T dans le noyau 

Dans le cytoplasme de la cellule végétale, l’adressage du complexe-T vers le noyau fait 

intervenir des protéines cargos de l’hôte, telles que la dynéine (Salman et al. 2005) (Figure 5, 

étape 7). Pour faciliter l’entrée du complexe-T dans le noyau, des protéines de la famille des 

importines α et des cyclophilines se fixent sur les séquences NLS (Nuclear Localisation Signal) 

présentes sur VirD2 et VirE2 (Howard et al. 1992; Ballas and Citovsky 1997). En réponse au stress 

induit par l’entrée des protéines dans la cellule végétale, la protéine effectrice de plante VIP1 

(VirE2-Interacting Protein 1) est activée et interagit avec VirE2 (Djamei et al. 2007). VIP1 est 

ensuite recrutée dans le noyau où elle y transporte le complexe VirE2/ADN-T. 

 

 L’intégration de l’ADN-T dans le génome végétal 

L’intégration de l’ADN-T dans le génome de la plante se fait de façon aléatoire, avec une 

préférence pour les régions transcriptionnellement actives de la chromatine (Brunaud et al. 

2002; Li et al. 2006; Szabados et al. 2002). Actuellement, deux modèles sont proposés (Tzfira et 
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al. 2004) (Figure 5, étape 8). Le premier modèle repose sur le principe d’une recombinaison entre 

l’ADN-T simple brin et les régions du génome de la plante où il y aurait une « micro-homologie ». 

La présence de VirD2 sur la partie 5’ du brin T permettrait la coupure de l’ADN végétal et ainsi 

l’intégration du brin d’ADN-T. Au moment de l’intégration du brin d’ADN-T, VirD2 et VirE2 sont 

décrochés permettant ainsi la synthèse du brin complémentaire de l’ADN-T et l’incorporation 

d’une copie double brin dans le génome de la plante (Tinland and Hohn 1995). Le deuxième 

modèle se base sur une recombinaison non homologue (NHEJ : non homologous end-joining) 

suite à des cassures de l’ADN végétal (Chilton and Que 2003). Ceci suppose que le brin d’ADN-T 

est répliqué pour former un double brin T qui s’intègre au niveau d’une cassure dans le génome 

de la cellule végétale. 

Avant ou pendant l’intégration de l’ADN-T dans le génome végétal, celui-ci libère les 

protéines VirD2 et VirE2 ainsi que les effecteurs de plante, qui sont éliminés par la voie de 

dégradation protéasomale (Schrammeijer et al. 2001) (Figure 8). 

 

Figure 8 : Mécanisme d’intégration de l’ADN-T dans le génome de la cellule végétale et les protéines 
impliquées dans ce processus 

Une fois le complexe-T dans le cytosol de la cellule végétale, VirE2 interagit avec le facteur endogène 
VIP1, et avec VirE3, une protéine mimant VIP1. Grâce aux séquences NLS de VirD2, VirE3 et VIP1, le 

complexe peut être transporté dans le noyau, où VIP1 permet son interaction avec la chromatine. De son 
côté, VirF détourne le complexe ubiquitine ligase SCF afin de permettre l’ubiquitinylation de VirE2 et VIP1 
pour les adresser au protéasome. L’ADN-T libéré est ensuite intégré dans le génome de la plante (Bierne 

and Cossart 2012). 
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 L’expression des gènes portés par l’ADN-T 

Une fois intégrés dans le génome de la plante hôte, les gènes portés par l’ADN-T sont 

transcrits et traduits grâce à la machinerie cellulaire de la plante. Certains gènes codés par l’ADN-

T permettent la synthèse dans la plante d’hormones végétales. Parmi eux, iaaM, iaaH et ipt 

participent à la synthèse des hormones végétales de la famille des auxines et des cytokinines, 

connues pour réguler la prolifération, l’élongation et la différenciation des cellules végétales 

(Zambryski, Tempe, and Schell 1989; Veselov et al. 2003). L’expression de ces oncogènes de 

l’ADN-T aboutit à une accumulation des phytohormones, provoquant une dérégulation 

hormonale qui induit la prolifération anarchique des cellules et la formation d’une tumeur 

(Veselov et al., 2003). Les autres gènes situés sur l’ADN-T codent pour des protéines qui 

permettent la synthèse de composés carbonés particuliers, appelés opines, qui seront décrites 

dans le paragraphe suivant.  

 

2.3. Les opines 

L’expression des gènes portés par le fragment ADN-T bactérien permet la synthèse d’opines 

dans la tumeur de plante. Ces molécules sont des nutriments spécifiques d’A. tumefaciens et 

certaines ont en plus un rôle de molécules signal importantes pour le transfert du pouvoir de 

virulence (Dessaux, Petit, and Farrand 1998). 

 

 L’origine des opines chez A. tumefaciens 

La première opine, l’octopine, fut découverte en 1927, dans du tissu musculaire de poulpe 

(Octopus octopodia) (Morizawa 1927). Par la suite, d’autres molécules du même type furent 

découvertes dans les galles de plantes et en 1977, le nom « opine » (du grec opos : « jus de 

plante ») leur fut attribué. Les opines sont des composés de faible poids moléculaire, trouvées 

principalement dans les tumeurs des plantes atteintes de la galle du collet, ou dans les 

hyperplasies des plantes atteintes du chevelu racinaire. On en trouve également dans certaines 

plantes qui semblent avoir intégrées de manière définitive un ADN-T dans leur génome, comme 

certaines espèces de tabac (Chen et al. 2014), et certains champignons (Fushiya, Matsuda, and 

Yamada 1996). Les opines sont aussi présentes dans les tissus de bon nombre d’invertébrés 

marins, où elles sont produites en condition d’anoxie ou d’hypoxie à partir du pyruvate, comme 

moyen alternatif à la production de lactate (Harcet, Perina, and Plese 2013). Il existe aussi une 

opine chez les eucaryotes supérieurs, la saccharopine, qui est un intermédiaire important dans 

la voie de dégradation de la lysine (Arruda et al. 2000). Une cinquantaine de molécules 

correspondant à des opines ont été identifiées et classées par famille.  
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 Le concept d’opine 

La production d’opines est associée à l’apparition de tumeurs. La tumeur est vue comme une 

niche à opines qui confère un avantage sélectif aux bactéries possédant le pTi pour se multiplier, 

répliquer le plasmide et le disséminer. La formation et le fonctionnement de cette niche sont 

appelés concept d’opine. Ce concept est appuyé par la présence sur le pTi d’opérons de 

dégradation spécifiques de chaque opine dont la bactérie induit la synthèse dans la tumeur 

(Dessaux, Petit, and Farrand 1998). La présence sur les plasmides Ti de gènes impliqués à la fois 

dans la synthèse et la dégradation des opines, apparait comme une véritable marque de fabrique 

de l’interaction entre A. tumefaciens et son hôte. Il a été proposé que cette présence d’opines 

dans la tumeur et la capacité de la bactérie à les dégrader confèrent un avantage sélectif aux 

populations d’A. tumefaciens colonisant les tumeurs et potentiellement en compétition avec 

d’autres bactéries. Plusieurs expériences, utilisant parfois des plantes génétiquement modifiées 

pour produire des opines et des souches bactériennes capables ou incapables d’assimiler les 

opines, ont permis d’avancer sur le concept d’opine en montrant que la croissance des souches 

utilisant des opines était favorisée au contact des plantes transgéniques (Savka and Farrand 

1997; Dessaux, Petit, and Farrand 1998). La validité de ce concept d’opine a été également 

démontré in planta (Lang et al. 2014). Dans le concept d’opine, l’acquisition des opines est 

primordiale pour le maintien et la propagation d’un type de plasmide Ti. 

 

 La classification des plasmides Ti 

Les pTi les mieux caractérisés portent les mêmes groupes d’opérons : une origine de 

réplication ORI, les gènes de virulence vir, l’ADN-T contenant les gènes permettant la synthèse 

d’hormones de croissance végétales ainsi que des opines, des opérons permettant le transfert 

conjugatif, et enfin les gènes d'import et de catabolisme des opines synthétisées par les cellules 

de plante transformées. Cependant, les pTi diffèrent d’une souche à une autre, notamment au 

niveau de leurs gènes de métabolisme des opines. Leur structure globale est une structure 

mosaïque qui alterne des régions conservées (les gènes vir ou les gènes tra) et des régions 

variables (opérons du métabolisme des opines) (Figure 9). Cette complexité rend la classification 

des différents pTi difficile. 

Chez A. tumefaciens plus d’une vingtaine d’opines ont été répertoriées (Dessaux, Petit, 

and Farrand 1998) et chaque pTi permet la synthèse et le catabolisme de quelques opines. Pour 

l'instant, les pTi ont été classés en fonction de la principale opine produite dans les tumeurs 

(Petit, David, and Dahl 1983). Ainsi chez la souche C58, le plasmide de type nopaline porte les 

gènes de synthèse de la nopaline sur son fragment d’ADN-T et ceux du catabolisme de la nopaline 

sur sa partie non transférée. Ce pTi possède aussi les gènes de synthèse et de catabolisme des 

agrocinopines A et B. Chez la souche A. tumefaciens B6, le pTi de type octopine possède les gènes 
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de synthèse et de dégradation de l’octopine et des quatre mannityl-opines. Le tableau 1 montre 

les différents types de pTi répertoriés et les opines dont ils possèdent les gènes de métabolisme. 

 

 

Figure 9 : Organisation fonctionnelle des plasmides Ti de type octopine et de type nopaline 

Sur le pTi de type nopaline : noc, catabolisme de la nopaline; traI/trb, région de transfert ; oriV/rep, 
origine de réplication, oriT/tra, origine de transfert ; traR/traM, région de régulation du transfert ; 

accR/acc, catabolisme de l’agrocinopine ; vir, région de la virulence ; et T-region, ADN-T. Sur le pTi de 
type octopine, les annotations des régions sont les mêmes, sauf : TL et TR, parties gauche « Left » et 

droite « Right » de l’ADN-T ; occ, catabolisme de l’octopine, moc, catabolisme des mannityl-opines. Les 
régions A, B, C et D d’un plasmide ont une forte similarité de séquence avec les régions A,B,C et D 

correspondantes de l’autre plasmide. Adapté de Dessaux et al, 1998. 

 

Cette classification, qui reste en évolution, est discutable. En effet, certains pTi induisent 

des tumeurs qui contiennent des opines encore inconnues : par exemple, les gènes de synthèse 

du pTi de type Lippia de la souche AB2/73 n’ont pas encore été identifiés. De plus, comme il a 

été dit précédemment, un plasmide induit la production de plusieurs opines et il existe plusieurs 

combinaisons d’opines pouvant se recouper (Tableau 1). Par exemple, les plasmides de type 

cucumopine peuvent, comme ceux de type octopine, induire la synthèse d’octopine. Par 

conséquent, une classification de pTi reliée à au moins deux noms d'opine serait plus judicieux. 
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Tableau 1 : Classification des plasmides Ti basée sur une opine. 

*Ces composés sont probablement dégradés par les bactéries possédant ces plasmides, bien que leur 
présence dans les tumeurs n’ait pas été vérifiée. DFG, désoxyfructosyl-glutamine ; DFGA : 

désoxyfructosyl-glutamate. Adapté de Dessaux et al, 1998. 

Type de plasmide Plasmides 

représentatifs 

Opines synthétisées 

Agropine pTiBo542 mannityl-opines, agrocinopines C+D, leucinopine, leucinopine-lactame 

Chrysopine 
pTiChry5 chrysopine, DFG, DFGA, désoxyfructosyl-oxoproline 

pTiAnt4 chrysopine, DFG, DFGA, désoxyfructosyl-oxoproline, succinamopine, 

leucinopine 

Cucumopine 

pTiAB3 cucumopine, cucumopine-lactame, octopine 

pTiAg57 cucumopine, cucumopine-lactame, octopine 

pTiK305 cucumopine, cucumopine-lactame, octopine 

pTiK308 cucumopine, cucumopine-lactame, octopine 

pTiTm4 cucumopine, cucumopine-lactame, octopine 

Lippia pTi AB2/73 agrocinopines C+D* 

Nopaline 

pTiC58 nopaline, acide nopalinique, agrocinopines A+B 

pTiK27 nopaline, acide nopalinique, agrocinopines A+B 

pTiT37 nopaline, acide nopalinique, agrocinopines A+B 

pTiIIBV7 nopaline 

Octopine 

pTi15955 mannityl-opines, octopine, acide octopinique, lysopine, histopine 

pTiA6 mannityl-opines, octopine, acide octopinique, lysopine, histopine 

pTiA6NC mannityl-opines, octopine, acide octopinique, lysopine, histopine 

pTiB6 mannityl-opines, octopine, acide octopinique, lysopine, histopine 

pTiR10 mannityl-opines, octopine, acide octopinique, lysopine, histopine 

Succinamopine 
pTiAT181 succinamopine, succinamopine-lactame, nopaline* 

pTiEU6 succinamopine, succinamopine-lactame, nopaline* 

pTiT10/73 succinamopine, succinamopine-lactame, nopaline* 

 

 La classification des opines utilisées par le genre Agrobacterium 

Les opines sont classées en deux grands groupes selon leur composition chimique (Figure 

10). Le premier groupe, le plus fourni, est composé de dérivés d’amines secondaires issues de la 

condensation d’un acide aminé et d’un sucre ou d’un céto-acide. Il comporte des opines comme 

l'octopine, la nopaline, l'agropine et leurs dérivés. Le second groupe contient les agrocinopines 

qui sont des phosphodiesters de sucres. Toutes les Agrobacterium ne catabolisent pas les mêmes 

opines. En effet, chaque opine est spécifique et utilisable seulement par la souche portant les 

gènes de synthèse correspondants sur le plasmide Ti (Montoya et al. 1977; Dessaux, Guyon, and 

Petit 1988). Dans la suite de ce chapitre, je ne présenterai que les principales familles d’opines 

composées d’acides aminées. 
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Figure 10 : Structure chimique des opines induites par le genre Agrobacterium 
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  La famille de l’octopine 

L’octopine, initialement découverte dans le muscle de poulpe, a été purifiée à partir 

d’extraits de galles de plante en 1956 et identifiée comme telle en 1964 (Menage and Morel 

1964). Cette opine provient de la condensation enzymatique de pyruvate et d’arginine dans les 

plantes transformées par des souches de type octopine, comme B6 ou 15955. Elle est importante 

pour ces souches car il s’agit d’une opine conjugative. 

D’autres opines dérivées de l'octopine, trouvées dans les galles induites par les 

agrobactéries possédant un pTi de type octopine, font partie de cette famille. Ces opines sont la 

lysopine, l’acide octopinique et l’histopine (Biemann et al. 1960; Ménagé and Morel 1965; Kemp 

1977). Elles sont issues de la condensation de pyruvate et, respectivement, de lysine, d’ornithine 

et d’histidine, catalysée par la même enzyme (Hack and Kemp 1977). Une dernière opine 

contenant une molécule de souffre la sulfomopine appartient à cette famille et a été découverte 

dans une seule souche d’Agrobacterium de type octopine (Flores-Mireles, Eberhard, and Winans 

2012). 

 

  La famille de la nopaline 

La nopaline a été découverte dans des extraits de galles (Goldman, Thomas, and Morel 

1969). A ce jour, cette opine n’est retrouvée que dans les tumeurs végétales induites par les 

souches d’A. tumefaciens possédant un pTi de type nopaline. Elle est issue de la condensation 

enzymatique d’une arginine avec un α-cétoglutarate. Elle est instable dans les tumeurs et peut 

prendre une forme lactamisée (c’est-à-dire une forme cyclisée par une liaison amine 

intramoléculaire), nommée pyronopaline (Hall, Schrimsher, and Taylor 1983). La dernière opine 

de cette famille est l’acide nopalinique (ou ornaline), issue de la condensation d’une ornithine et 

d’un α-cétoglutarate. 

 

  La famille de la chrysopine 

Cette famille est constituée de quatre membres : la désoxy-fructosyl-glutamine (DFG) ou 

santhopine, le désoxy-fructosyl-glutamate (DFGA), la chrysopine et la désoxy-fructosyl-

oxoproline (DFOP), produites par les plantes infectées par les souches possédant les plasmides 

pTiChry5 ou pTiAnt4 (Chilton, Stomp, and Beringue 1995). 

Chez les agrobactéries, la DFG est issue de la condensation de fructose et de glutamine 

par une conjugase, et sert d’intermédiaire pour la formation de la mannopine et de l’agropine. 

C’est également un composé d’Amadori, c’est-à-dire un produit naturel issu d’un réarrangement 

spontané d’une base de Schiff, provenant d’une des premières étapes de la réaction de Maillard, 

réaction impliquée dans le brunissement des composés organiques. Les autres opines de la 
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famille de la chrysopine sont des dérivés de la DFG. Le DFGA est issu d’une condensation 

enzymatique ou spontanée de glutamate avec de fructose, la chrysopine est le produit de la 

lactonisation de la DFG et la DFOP est une forme lactamisée de la DFG. Les structures chimiques 

de ces composés sont très proches des quatre mannityl-opines. 

 

  La famille des mannityl-opines 

La famille des mannityl-opines est composée de quatre membres : l’agropine, l’acide 

agropinique, la mannopine et l’acide mannopinique. L’agropine a été la première découverte 

dans des extraits de tumeurs des souches A6, B6 et A66 en 1978 (Firmin and Fenwick 1978), suivi 

de l’acide agropinique, isolé des mêmes extraits en 1980 (Coxon, Davies, and Fenwick 1980). La 

découverte de la mannopine et de l’acide mannopinique date de 1982 (Tate, Ellis, and Kerr 1982), 

isolés à partir de tumeurs induites par la souche A281, possédant un pTi542 de type agropine. 

Les mannityl-opines ont été trouvées jusqu’à présent uniquement dans les excroissances de 

plante induites par le genre Agrobacterium. Leurs gènes de synthèse, de transport et de 

dégradation sont présents sur les pTi de type octopine et ceux de type agropine. 

 

Figure 11 : Réactions simplifiées de lactonisation (haut) et de lactamisation (bas) de la mannopine 

Les parties grises correspondent à l’acide aminé et les parties vertes à la partie sucre de l’opine. 

 

La mannopine, qui est la 1-désoxymannosyl-glutamine, n’est pas issue d’une 

condensation entre un mannose et une glutamine et ne résulte pas d’une synthèse directe en 

une seule étape. Curieusement, elle est formée à partir d'un précurseur qui est aussi une opine, 
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la DFG (désoxyfructosyl-glutamine ou santhopine), qui fait partie de la famille de la chrysopine, 

détaillée plus bas. Il en est de même pour l’acide mannopinique (un acide 1-désoxymannosyl-

glutamique) dont le précurseur est le désoxyfructosyl-glutamate (DFGA). L’agropine est une 

forme lactonisée de la mannopine (c’est-à-dire une forme cyclisée par estérification 

intramoléculaire, entre le carboxylate et l’hydroxyle du C2 de la partie sucre de la mannopine), 

tandis que l’acide agropinique est une forme lactamisée de la mannopine, l’acide mannopinique 

et l’agropine (Figure 11). 

 

 Le métabolisme des mannityl-opines 

Les mannityl-opines sont les seules opines dont la synthèse n’est pas réalisée en une seule 

étape de condensation. A l’inverse des autres opines dont une famille entière peut être reconnue 

par un même transporteur, chaque mannityl-opine serait associée avec un système de transport 

dédié. 

La synthèse de la mannopine fait intervenir les enzymes Mas2, qui conjugue fructose et 

glutamine pour former de la DFG, puis Mas1 qui réduit la DFG en mannopine. La synthèse de 

l’acide mannopinique se fait vraisemblablement de la même manière, sauf que Mas2 utilise le 

glutamate au lieu de la glutamine, pour former du DFGA. L’agropine semble formée après action 

de la cyclase Ags (agropine synthase), parfois annotée Mas0, par lactonisation de la mannopine, 

bien que l’activité de cette enzyme n’ait encore jamais été vérifiée. Ces trois enzymes sont codées 

par les gènes du même nom, situés sur la partie transférée des pTi de type octopine et agropine 

(Figure 12).  
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Figure 12 : Synthèse des mannityl-opines dans la cellule végétale transformée 

Mas2 catalyse la conjugaison entre la glutamine et le fructose pour former la désoxyfructosyl-glutamine 
(DFG) et entre le glutamate et le fructose pour former le désoxyfructosyl-glutamate (DFGA). Mas1 réduit 
ces deux opines en mannopine et acide mannopinique respectivement. Ags catalyse la lactonisation de la 

mannopine en agropine. La mannopine, l’acide agropinique et l’agropine peuvent se lactamiser 
spontanément pour former l’acide agropinique (flèches bleues). 

 

Une fois synthétisées, les opines entrent dans le périplasme via des porines non 

spécifiques. Des études génétiques réalisées dans la région permettant le catabolisme des 

mannityl-opines ont mis en évidence deux voies cataboliques : l’une permettant le transport et 

la dégradation non spécifiques de la mannopine, de l’acide mannopinique et de l’agropine, 

l’autre impliquant un transport et une dégradation spécifiques de l’acide mannopinique et de 

l’acide agropinique (Dessaux, Tempe, and Farrand 1987; Dessaux et al. 1988; Hong et al. 1993) 

(Figures 13 et 14). 
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Figure 13 : Opérons responsables du transport et du catabolisme de la mannopine, de l’agropine et de 
la désoxyfructosyl-glutamine (DFG) sur le pTi R10 

Les transporteurs sont symbolisés par des flèches bleues et les enzymes par des flèches pointillées noires. 
Chez R10, les protéines AgtABC importent l’agropine dans le cytoplasme de la bactérie. Les protéines 

MotABCD importent la mannopine et le DFG. AgcA délactonise l’agropine en mannopine. MocC catalyse 
l’oxydation de la mannopine en DFG. MocD et MocE déconjuguent la désoxyfructosyl-glutamine en 

glutamine et fructose. MocR et MocS, en rouge, sont les régulateurs transcriptionnels de certains de ces 
opérons. Adapté de Baek et al., 2005. 

 

La voie catabolique proposée non spécifique fait intervenir la région moc du pTi, 

composée des opérons mot, moc et agt, et des gènes agcA, mocR et mocS (aussi annoté mocR’) 

(Figure 13). La protéine périplasmique de liaison (PBP) MotA fixe la mannopine et le DFG (Marty 

et al. 2016) et fixerait l’acide mannopinique dans le périplasme et apporterait chaque ligand au 

transporteur ATP-Binding Cassette (ABC) MotBCD associé à MotA pour l'importer dans le 

cytoplasme. De même, la PBP AgtB interagirait avec l’agropine pour l’amener au transporteur 

ABC AgtAC associé. Une fois dans le cytoplasme de la bactérie, la mannopine cyclase AgcA 

hydrolyserait l’agropine en mannopine, qui serait ensuite oxydée par MocC en DFG. De manière 

surprenante, MocC ne transformerait pas l’acide mannopinique en DFGA (Kim, Chilton, and 

Farrand 1996). Enfin, MocD et MocE catalyseraient la déconjugaison de la DFG (et peut-être de 

la DFGA) en fructose et glutamine (ou fructose et glutamate). Les gènes mocA et mocB, situés en 

aval de mocC, codent respectivement des enzymes homologues à une 6-phosphoglucose 

deshydrogénase et une 6-phosphogluconate déshydratase (Kim and Farrand 1996). MocR 

réprimerait la transcription de mocC et mocDE, répression levée en présence d’agropine (Jung, 

Baek, and Lee 1999). MocS semble aussi réprimer la transcription de ces gènes, mais de manière 

beaucoup moins efficace que MocR. Ceci est peut-être dû à une régulation très fine de ces 

opérons pour éviter une dépense énergétique trop grande en cas d’absence, ou de faibles 
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concentrations de mannopine et d’agropine dans le milieu. Mais ce système de régulation reste 

obscur. 

La voie catabolique proposée spécifique fait intervenir la région aga/moa du pTi, 

composée des opérons moaBCDA, agaDBCA, agaEFG et du gène moaR (Figure 14). Selon les 

analyses génomiques et fonctionnelles de Lyi et collaborateurs (Lyi, Jafri, and Winans 1999), la 

PBP AgaA fixe l’acide agropinique dans le périplasme de la bactérie pour l’apporter au 

transporteur AgaBCD afin d’importer l’opine dans le cytoplasme. La PBP MoaA fixe l’acide 

mannopinique pour l’apporter au complexe MoaBCD afin de permettre sa translocation à travers 

la membrane plasmique. AgaG et AgaF catalyseraient ensuite la délactamisation de l’acide 

agropinique en acide mannopinique, qui serait lui-même directement déconjugué en mannose 

et glutamate par AgaE. MoaR est le répresseur transcriptionnel des trois opérons codant pour 

ces protéines. Sa répression serait levée par l’acide mannopinique et l’acide agropinique. 

 

Figure 14 : Opérons responsables du transport et du catabolisme de l’acide mannopinique et de l’acide 
agropinique 

L’ensemble des protéines AgaDBCA transporte l’acide agropinique du périplasme dans le cytoplasme. Les 
protéines MoaBCDA importent l’acide mannopinique. AgaF et AgaG délactamisent l’acide agropinique 
en acide mannopinique. AgaE déconjugue l’acide mannopinique en glutamate et mannose. MoaR, en 

rouge, est le régulateur transcriptionnel de ces opérons. 

 

La différence notable observée entre ces deux voies de catabolisme est que l’acide 

mannopinique est directement déconjugué par AgaE sans passer par un intermédiaire oxydé, 

contrairement à la mannopine, oxydée par MocC. Ensuite, les protéines impliquées dans le 

catabolisme de l’acide mannopinique et de l’acide agropinique ne sont pas homologues avec les 
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protéines de l’autre voie de catabolisme, tout comme les enzymes de dégradation avec les 

enzymes de la voie de synthèse.  

 

3. A. tumefaciens : vie dans la rhizosphère 

3.1.  La rhizosphère 

 Définition et nature de la rhizosphère 

La rhizosphère est le compartiment du sol correspondant aux racines et aux quelques 

millimètres entourant les racines des plantes où a lieu un ensemble de processus écologiques et 

biologiques mettant en jeu les racines, la structure du sol et les conditions environnementales. 

Le terme rhizosphère fut employé la première fois en 1904, pour qualifier la zone autour des 

racines des légumineuses où il y avait une forte densité et de nombreuses activités de 

microorganismes. Ces dernières sont influencées par les composés libérés par la plante (Hiltner. 

1904). 

La plante au niveau des racines libère de 15 à 40% de carbone issu de la photosynthèse 

(Hütsch, Augustin, and Merbach 2002). Ces éléments carbonés sont regroupés sous le terme de 

rhizodépôts. Ils sont composés des exsudats racinaires, de sécrétions de mucilage et de cellules 

sénescentes (Lynch and Whipps 1990; Nguyen 2003) (Figure 15). Cette ressource trophique 

favorise la diversité et l’activité des microorganismes pouvant la dégrader (Hinsinger et al. 2009). 

Ceci permet à la rhizosphère d’être l’habitat microbien le plus actif du sol, avec pour un gramme 

de sol, entre 1010 et 1011 bactéries (Horner‐Devine et al. 2003) regroupées entre 6000 à 50 000 

espèces (Curtis, Sloan, and Scannell 2002). En plus de l’effet trophique, les rhizodépôts 

permettent une dynamique d’échange entre les plantes elles-mêmes et les plantes avec les 

microorganismes que l’on nomme « effet rhizosphère » (van der Heijden, Bardgett, and van 

Straalen 2008; Hartmann et al. 2008; Bais et al. 2006). Dans cette communication chimique, les 

exsudats racinaires jouent un rôle important (Bais et al. 2004; Neal et al. 2012; van Dam and 

Bouwmeester 2016). En effet, ils peuvent contenir des molécules signal reconnues par les 

bactéries. Les plus étudiés sont les flavonoïdes provoquant la nodulation des légumineuses par 

les Rhizobiaceae. Certains composés peuvent être impliqués dans la régulation de la 

communauté microbienne du sol, soit pour la colonisation de la rhizosphère via leur activité 

chimio attractant (Zhang et al. 2014), soit pour la régulation de la population bactérienne via des 

actions d’inhibition ou d’activation du quorum sensing (Hentzer and Givskov 2003; Elasri et al. 

2001) ou encore des activités antimicrobiennes (Baetz and Martinoia 2014; Lanoue et al. 2010). 

 



34 
 

 

Figure 15 : Principales zones de rhizodépôts 

Schéma d’une racine présentant les principales zones de rhizodépôts. (1) Perte de cellules due à la 
desquamation, (2) Perte de mucilage insoluble, (3) Sécrétion d’exsudats racinaires solubles, (4) Libération 

de carbone organique, (5) Carbone provenant de symbiotes, (6) Cellules mortes ou lysées provenant de 
l’épiderme racinaire ou des cellules corticales. 

 

Les rhizodépôts sont classés en deux catégories : faible poids moléculaires (LMW) et haut 

poids moléculaires (HMW) (Tableau 2). Les composés LMW sont variés (acides aminés, acides 

organiques, sucres, composés phénoliques et autres métabolites secondaires) et facilement 

assimilables par les microorganismes. Au contraire, les composés HMW sont difficilement 

assimilables comme le mucilage (polysaccharides, cellulose) et les protéines. Ils composent la 

majorité des exsudats libérés en termes de quantité mais ils sont beaucoup moins diversifiés que 

les LMW.  

Il existe deux mécanismes de transports, soit passif soit actif, pour exporter les 

rhizodépôts  (Baetz and Martinoia 2014) (Figure 16). Trois processus peuvent être impliqués dans 

le transport passif : la diffusion à travers la membrane cellulaire pour le relargage des LMW, 

l’utilisation de canaux ioniques pour les carbohydrates et certains carboxylates et l’utilisation de 

vésicules pour les HMW (Bradi and Vivanco 2009). Le transport actif est médié par deux familles 

de transporteurs membranaires : les ABC transporteurs (ATP Binding Cassette) et les MATE 

(Multidrug And Toxic compound Extrusion).  
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Tableau 2 : Composés sécrétés par les rhizodépôts 

(Vives-Peris et al. 2019) 

Catégorie Noms 

Acides aminés α-Alanine, β-alanine, γ-aminobutyrique, α-aminoadipique, arginine, asparagine, acide 

aspartique, citrulline, cystathionine, cystéine, cystine, deoxymugineic, 3-

épihydroxymuginéique, glutamine, acide glutamique, glycine, histidine, homosérine,  

isoleucine, leucine, lysine, méthionine, acide muginéique, ornithine, phénylalanine, 

proline, sérine, thréonine, tryptophane, tyrosine, valine 

Sucres Arabinose, fructose, galactose, glucose, maltose, mannose, mucilages de différentes 

compositions, oligosaccharides, raffinose, rhamnose, ribose, sucrose, xylose, 

désoxyribose 

Acides organiques Acide acétique, ac. aconitique, ac. ascorbique, ac. aldonique, ac. benzoïque, ac. 

butyrique, ac. caféique, ac. citrique, ac. p-coumarique, ac. érythronique, ac. ferulique, 

ac. formique, ac. fumarique, ac. glutarique, ac. glycolique, ac. lactique, ac. glyoxilique, 

ac. malique, ac. malonique, ac. oxalacétique, ac. oxalique, ac. p-hydroxybenzoïque, 

ac. piscidique, ac. propionique, ac. pyruvique, ac. succinique, ac. syringique, ac. 

tartarique, ac. tétronique, ac. valerique, ac. vanillique 

Acides gras Acide Linoleique, ac. linolénique, ac. oléique, ac. palmitique, ac. stéarique 

Stérols Campesterol, cholesterol, sitosterol, stigmasterol 

Facteurs de croissance 

et vitamines 

p-Amino acide benzoïque, biotine, choline, inositol, N-methyl acide nicotinique, 

niacine, pathothénique, pantothénate, pyridoxine riboflavine, strigolactones, 

thiamine 

Enzymes Amylase, invertase, péroxidase, phénolase, acide/alkaline phosphatase, 

polygalacturonase, protéase 

Flavonoïdes Chalcone, coumarine, flavones, flavonols, flavanones, flavonones, isoflavones 

Nucléotides/purines Adénine, guanine, uridine/cytidine 

Autres Tous les polypeptides induits, alcools, alkyl sulphides, auxines, camaléxine, di-

hydroquinone, éthanol, glucosides, glucosinolates, glycinebétaine, acide 

hydrocyanique, ions inorganiques, molécules gazeuses ions (ex  CO2, H2, H+, OH−, 

HCO3), isothiocyanates, composés non identifiés ninhydrine positifs, protéines 

solubles non identifiables, agents réducteurs, scopoletine, sorgoleone, strigolactones 
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Figure 16 : Les différents mécanismes de transport des exsudats racinaires 

Les cercles rouges représentent les composés libérés dans la rhizosphère (Vives-Peris et al. 2019). 

 

 La colonisation de la rhizosphère : « Priority Effect » 

La colonisation de la rhizosphère est un défi pour les microorganismes. En effet, plusieurs 

études ont montré que l’ordre et le moment d’arrivée des espèces influencent la structure de la 

communauté écologique de la rhizosphère par une régulation de l’accès aux ressources par les 

primo-arrivants (Chase 2003). Ce phénomène où la capacité d’un microorganisme à s’établir en 

premier dans une niche telle que la rhizosphère lui donne un avantage sélectif par rapport aux 

autres espèces arrivées plus tardivement est appelé «priority effect » (Drake 1991; Fukami et al. 

2005).  

Le « priority effect » peut être classé en deux catégories : la préemption de niche et la 

modification de niche (Fukami 2015). Dans la préemption de niche, les souches impliquées ont 

des besoins nutritifs du même ordre. Les premières espèces arrivées réduisent localement les 

ressources disponibles pour affaiblir la croissance et la reproduction des souches arrivées 

tardivement. Ainsi quelles que soit les souches qui arrivent en premier, la structure écologique 

de la niche est préservée (Fukami et al. 2005). La modification de niche se produit lorsque des 

espèces ont peu ou pas les mêmes besoins nutritifs. Les primo-arrivants modifient l’écosystème 

changeant localement la structure écologique de la niche (Dickie et al. 2012). Enfin, pour que le 

« priority effect » ait lieu et soit durable dans le temps, il faut que les souches arrivées en premier 

interagissent ensemble pour avoir des effets sur la dynamique locale et que ces souches se 

multiplient assez rapidement pour avoir le temps de préempter ou de modifier sensiblement les 

niches avant l’arrivée de nouvelles espèces.  

La colonisation de la rhizosphère peut commencer dès la germination des graines, où de 

nombreux composés sont expulsés de la plante comme des quantités importantes de sucres de 

la famille des RFO (oligosaccharides de la famille du raffinose). 
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 La colonisation de la rhizosphère : le cas d’Agrobacterium 

Les agrobactéries vivent dans la rhizosphère et peuvent survivre dans le sol lorsqu’elles 

sont en compétition avec d’autres microorganismes pendant plusieurs mois voire plusieurs 

années (Krimi et al. 2002; Iacobellis and Devay 1986). Suivant le type de rhizosphère, la quantité 

d’agrobactéries varie entre 103 et 107 CFU/g avec des fluctuations saisonnières dues aux 

quantités de nutriments libérés (Krimi et al. 2002; Bouzar et al. 1995). Les souches 

d’agrobacteries possédant le pTi ont un avantage supplémentaire, par rapport aux souches non 

pathogènes, de pouvoir créer une niche écologique plus spécifique et moins compétitive.  

Les déterminants impliqués dans l’adaptation d’Agrobacterium à la rhizosphère sont 

méconnus contrairement à des souches comme Pseudomonas qui ont été largement étudiées. 

Cependant, certaines propriétés et données génétiques des agrobactéries donnent quelques 

pistes pour expliquer comment Agrobacterium colonise efficacement la rhizosphère. En effet les 

agrobactéries ont développé des capacités métaboliques importantes (Dessaux and Faure 2018). 

Elles peuvent utiliser et dégrader une gamme large de sucres, de polyols et de dérivés de sucres 

provenant des exsudats racinaires (Marasco, Lago, and De Felice 1995; Ampomah et al. 2013; 

Wichelecki et al. 2015). Avec leurs activités d’uréases et de transaminases, elles peuvent aussi 

utiliser des composés azotés relargués dans le sol comme source d’azote (Riley and Weaver 

1977). Elles sont aussi armées face à la compétition microbienne et aux moyens de défense mis 

en place par la plante. Vis-à-vis des compétiteurs microbiens, Agrobacterium possède trois types 

de sidérophores qui lui permettent de récupérer efficacement le fer même dans des sols pauvres 

en fer (Ong, Peterson, and Neilands 1979; Penyalver et al. 2001; Rondon, Ballering, and Thomas 

2004). Certaines agrobactéries possèdent aussi un système de sécrétion de type VI (SST6) qui 

sécrète des effecteurs avec des activités de type DNAses ou amidases du peptidoglycane, dirigés 

contre les cellules végétales ou les microorganismes environnants (Ryu 2015). Par exemple, A. 

fabrum utilise l’activité DNAse de l’effecteur Tde comme antimicrobien lors de la colonisation de 

la rhizosphère (Ma et al. 2014). Agrobacterium peut résister (à certaines doses) à de nombreux 

antibiotiques comme le chloramphénicol, la pénicilline, la streptomycine, … (Tennigkeit and 

Matzura 1991), et aussi à des composés antimicrobiens sécrétés par la plante, tels que des 

composés phénoliques (Bhattacharya, Sood, and Citovsky 2010; Caretto et al. 2015). Ainsi 

plusieurs études ont montré que les souches d’Agrobacterium non pathogènes peuvent dégrader 

divers composés phénoliques (Baude et al. 2016; Brencic, Eberhard, and Winans 2004) et que les 

souches pathogènes possèdent une résistance supplémentaire aux composés phénoliques grâce 

à deux protéines VirH1 et VirH2 qui ont la capacité de dégrader plus de quinze composés 

phénoliques différents (Brencic, Eberhard, and Winans 2004; Kanemoto et al. 1989). Enfin, 

certains composés phénoliques provenant des exsudats racinaires sont chimio-attractants pour 

Agrobacterium (Hawes and Pueppke 1987; Hawes and Smith 1989; Shaw 1991) leur permettant 
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de se déplacer grâce à leurs flagelles vers la plante en suivant le gradient de concentration, pour 

coloniser la zone. 

 

3.2. Les RFO (Raffinose Family Oligosaccharides) 

Les oligosaccharides contenant du D-galactose sont omniprésents chez la plante et dans les 

exsudats racinaires. Les plus répandus sont les RFO qui sont présents dans les graines de plantes 

et qui représentent en moyenne 2 à 10% de la masse sèche des graines (Horbowicz and Obendorf 

1994). Ces sucres s’accumulent pendant le développement des graines puis diminuent lors de la 

germination. 

 

 Les RFO et leur précurseur 

Les RFO sont des molécules solubles constituées par un sucrose additionné d’une ou 

plusieurs extensions α-(1-6) galactosyl (Figure 17). 

Le premier membre de cette famille, le raffinose [O- α-D-galactopyranosyl- (1- 6) -α-D-

glucopyranosyl- (1-2) -β-D-fructofuranoside] est le plus petit des RFO (trisaccharide). C’est aussi 

le principal RFO présent dans les semences de monocotylédones (plante à fleur dont la graine à 

un seul cotylédon), tandis que ses homologues supérieurs, le stachyose (tétrasaccharide) et le 

verbascose (pentasaccharide) s'accumulent principalement dans les graines de dicotylédones 

(plante dont la graine possède deux cotylédons). Enfin, des RFO pouvant aller jusqu’à quinze 

sous-unités ont été trouvés après traitement par le froid chez Ajuga reptans L (Bachmann, Matile, 

and Keller 1994). 

Le galactinol [O-α-D-galactopyranosyl-(1-1)-L-myo-inositol] est le précurseur de synthèse 

des RFO (Figure 17). Il appartient à la famille des galactosyl cylitols. Sa synthèse provient de la 

catalyse d’un UDP-D-galactose avec un myo-inosisol par l’enzyme galactinol synthase (GolS, EC 

2.4.1.123). 
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Figure 17 : Structures chimiques des RFO, du galactinol et du mélibiose 

 

 La biosynthèse et le catabolisme des RFO 

Dans de nombreuses plantes, les RFO sont synthétisés et accumulés en réponse à un 

stress abiotique (températures extrêmes, dessiccation) (Nishizawa, Yabuta, and Shigeoka 2008). 

Leur synthèse consiste au transfert d’un galactosyl, d’un donneur à un accepteur. Deux types de 

donneurs peuvent entrer en jeu : le galactinol et les RFO (sucrose, raffinose, stachyose, 

verbascose) (Figure 18). 

La première étape de la voie des RFO est la synthèse du raffinose, catalysée par la 

raffinose synthase (RafS, EC 2.4.1.82) qui transfère le galactosyl du galactinol au sucrose (Lehle 

and Tanner 1973). Le raffinose est ensuite utilisé, pour la synthèse du stachyose par la stachyose 

synthase (StaS, EC 2.4.1.67) (Tanner and Kandler 1968), comme accepteur du galactosyl 

provenant du galactinol. Pour la synthèse du stachyose, les galactosyl cyclitols (galactosyl 

ononitol et galactopinitol A) peuvent être utilisés comme donneurs de galactosyl à la place du 

galactinol (Richter et al. 2000). Les réactions catalysées par RafS et StaS dans le cytosol de la 

cellule végétale sont réversibles (Lehle and Tanner 1973; Peterbauer and Richter 1998). Ensuite 

la synthèse du verbascose et des RFO de plus haut poids moléculaire sont synthétisés par 

l’enzyme galactan galactosyltransférase (GGT) au niveau des vacuoles (Bachmann, Matile, and 

Keller 1994). La GGT catalyse le transfert d’un galactosyl d’un RFO pour former un RFO avec une 

chaine plus longue. 
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Figure 18 : Schématisation de la voie de biosynthèse du galactinol et des RFO 

(Jing et al. 2018) 

 

 

Figure 19 : Schématisation de la dégradation des RFO 

Le clivage des RFO représenté par des ciseaux est réalisé par des α-galactosidases. La dégradation du 
raffinose par ces enzymes peut conduire à la formation du mélibiose et du fructose ou du galactose et du 

sucrose (Meyer et al. 2018). 

 

Le catabolisme des RFO n’est pas aussi bien décrit que leur synthèse. Dans les graines de 

plantes, de nombreuses α-galactosidases (EC 3.2.1.22) ont été isolées (Dey 1985; Keller and Pharr 

1996). Ces α-galactosidases hydrolysent séquentiellement les RFO en enlevant le galactose 

terminal des RFO (Zhou et al. 2012) (Figure 19). Le sucrose semblerait être digéré en fructose et 

glucose par une invertase ou en fructose et UDP-glucose par une Suc synthase (EC 2.4.1.13). 

L’élimination du fructose du raffinose par une β-fructosidase produit le mélibiose (Figure 17). 

Certaines protéines impliquées dans l’imbibition des graines sont des homologues des α-

galactosidases et des invertases et sembleraient être aussi impliquées dans la dégradation des 

RFO (Van den Ende 2013).   
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La régulation de l’accumulation des RFO dans les graines n’est pas encore clairement 

établie. Il semblerait qu’il s’agisse d’une régulation avec plusieurs paramètres où l’enzyme GolS 

soit l’élément clé (dos Santos et al. 2011). En effet, son activité est corrélée avec la quantité totale 

de RFO dans les plantes et les graines. Dans ce système, l’enzyme RfaS semblerait avoir un rôle 

dans le contrôle de l’accumulation car son activité est inhibée par la présence de raffinose 

(Peterbauer et al. 2001). Enfin, la relation entre la voie des RFO et les mécanismes impliquant les 

myo-inositol semblerait pouvoir affecter l’accumulation des RFO puisqu’une diminution du myo-

inositol (substrat du galactinol) provoque la diminution du taux de galactinol et de raffinose dans 

les graines de tomates (Keller et al. 1998). 

 

 Le rôle des RFO 

Dans la plante, les RFO participent à plusieurs fonctions cellulaires (Sengupta et al. 2015; 

Van den Ende 2013). Leur rôle le plus décrit est celui de réserve de carbohydrates pour les cellules 

de plantes (Keller and Pharr 1996; Kandler and Hopf 1984) car ces derniers sont une source de 

carbone facilement clivable et assimilable. 

Les RFO et le galactinol sont aussi impliqués dans la protection des membranes lors de 

stress abiotiques et dans la résistance aux espèces réactives à l’oxygène (ROS, Reactive Oxygen 

Species) (Jing et al. 2018; Sengupta et al. 2015). Lors de stress abiotiques liés à la baisse des 

températures ou à la dessiccation, la quantité de RFO dans les plantes augmente et permet aux 

plantes de résister. Ainsi, lors de la congélation ou de la déshydratation cellulaire, les RFO 

contribueraient à la stabilisation membranaire en s’insérant dans les mono et les bicouches 

lipidiques. Dans des processus de protection des membranes contre les ROS, le raffinose et le 

galactinol ont des propriétés anti-oxydantes car ils sont capables de piéger les radicaux 

hydroxyles OH, qui sont les ROS les plus réactives (Nishizawa, Yabuta, and Shigeoka 2008; 

Stoyanova et al. 2011). 

Au niveau de l’interaction plante/microorganisme, le galactinol et/ou les RFO sont décrits 

comme étant des molécules signal produites en réponse à un stress biotique (Kim et al. 2008; 

Cho et al. 2010). Par exemple, la colonisation de la rhizosphère par certaines souches comme 

Pseudomonas chorographis 06 provoque l’expression de la galactinol synthase dans les cellules 

de plante et l’augmentation de la concentration endogène du galactinol confère une résistance 

systémique induite des plantes à certains pathogènes.  

Pendant la germination des graines, les RFO sont relâchés dans la rhizosphère (Sengupta 

et al. 2015; Andersen et al. 2005; Nelson 2004). Cette libération de sucres influence la dynamique 

de la rhizosphère permettant aux micro-organismes pouvant les dégrader de proliférer et de 

coloniser la zone. Cette caractéristique à utiliser les RFO comme ressource trophique a été 

observée chez Ensifer meliloti (Gage and Long 1998; Bringhurst, Cardon, and Gage 2001). A. 
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fabrum C58 possède un opéron nommé mel (Figure 20) qui présente plus de 70 % d’identité de 

séquence avec l’opéron agp responsable du catabolisme des RFO chez E. meliloti. Cet opéron mel 

contient le gène atu4661 qui code pour une PBP nommée MelB, les gènes atu4660 et atu4665 

correspondant à des α-galactosidases et les gènes atu4662 à atu4664 au transporteur ABC. Le 

chapitre 3 de ce manuscrit portera sur la caractérisation de la PBP MelB et l’étude du rôle de 

cette protéine dans les phases précoces de colonisation de la rhizosphère par A. fabrum C58. 

 

Figure 20 : Opéron mel 

Le promoteur Pmel indique le sens de transcription des gènes. Les gènes atu4660 et 4665 sont annotés 
comme étant deux α-galactosidases, atu4661 est la PBP MelB et les gènes atu4662 à atu4664 sont les 

gènes du transporteur ABC. Extrait de Meyer et al 2018 

 

4. Les protéines périplasmiques de liaison : rôle dans la perception de signaux 

moléculaires 

Chez les bactéries, le transport de signaux moléculaires environnementaux est une étape clé 

dans de nombreux processus biologiques tels que la nutrition, la communication intercellulaire, 

la virulence... Ce mécanisme fait intervenir des complexes protéiques transmembranaires de 

différents types. Les plus représentatifs sont les transporteurs de type ABC (ATP Binding 

Cassette), mais il existe aussi des transporteurs de type TRAP (Tripartite ATP-independent 

Periplasmic) ou TTT (Tripartite Tricarboxylate Transporter). Chez les bactéries à coloration Gram 

négative, ces transporteurs sont associés à des protéines périplasmiques de liaison, appelées PBP 

(Periplasmic Binding Protein), qui assurent la spécificité et le transport unidirectionnel des 

molécules vers le cytoplasme. 

 

4.1.  Les transporteurs ABC 

 Les généralités 

Les transporteurs ABC constituent une vaste famille de protéines ubiquitaires chez les 

organismes vivants. Chez l’homme, 48 gènes codent pour ces transporteurs (Dean, Rzhetsky, and 

Allikmets 2001). Chez A. fabrum C58 et A. tumefaciens B6, 15 % de leur génome codent pour des 

transporteurs dont 60% sont des transporteurs ABC (Wood et al. 2001).  

Ces protéines utilisent l’énergie issue de l’hydrolyse de l’ATP pour la translocation de 

substances au travers des membranes biologiques contre leur gradient de concentration. Les 

éléments transportés, nommés solutés ou ligands (Holland and Blight 1999) sont de nature 
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diverse. Ils peuvent être aussi bien des substances biologiques (peptides, hormones, sucres, ions, 

…) que des substances toxiques (métaux lourds, drogues, …). 

Les transporteurs ABC ont une organisation structurale commune constituée de quatre 

domaines : deux domaines transmembranaires hydrophobes (TMD, Trans Membrane Domain) 

et deux domaines cytoplasmiques de liaison des nucléotides (NBD, Nucleotide Binding Domain) 

qui assurent l’activité ATPasique (Figure 21). Chez les procaryotes, ces quatre domaines sont 

souvent les produits de gènes individuels et vont donc s’assembler au niveau de la membrane 

(Linton and Higgins 1998). Chez les eucaryotes, les domaines peuvent être exprimés et fusionnés 

au sein d’une seule protéine. 

 

Figure 21 : Structure cristalline de BtuCD obtenue à une résolution de 2,79 Å (PDB : 4R9U), le 
transporteur ABC de la vitamine B12 chez E. coli. 

Les TMD (BtuC) sont composés de 10 hélices transmembranaires et les NBD (BtuD), qui se trouvent dans 
le cytoplasme, sont formés d’hélices α et de feuillets β. 

 

  Les domaines transmembranaires (TMD) 

La conservation des séquences des TMD est très faible à cause de la diversité des solutés 

pouvant être transportés. Les TMD se dimérisent pour former le pore de translocation du soluté 

au travers de la membrane plasmique. Typiquement, chaque TMD est composé de quatre à dix 

α-hélices transmembranaires. Ces hélices sont reliées entre elles par des boucles extra- et intra- 

cytoplasmique (Quentin, Fichant, and Denizot 1999). Au niveau de ces hélices, les TMD possèdent 

des résidus qui sont impliqués dans la fixation du soluté et sur une des boucles, le motif conservé 

EAA ou L-loop serait impliqué dans le changement conformationnel lors du mécanisme de 

translocation (Mourez, Hofnung, and Dassa 1997). 
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 Les domaines de fixation des nucléotides (NBD) 

Les domaines NBD sont les domaines moteurs des transporteurs ABC. Ils sont conservés 

et présentent un repliement composé d’un sous domaine α/β (deux feuillets β et six hélices α) et 

d’un sous domaine α, reliés par deux boucles flexibles dont l’une contient le motif « Q-loop » 

impliqué dans la transmission des changements de conformation des domaines TMD et NBD. Les 

NBD sont caractérisés par des séquences consensus comme la signature ABC qui permet de les 

identifier mais aussi par les motifs Walker A (« P-loop ») impliqué dans la liaison et l’hydrolyse de 

l’ATP, et le motif Walker B contenant le site de fixation du Mg2+ utilisé lors de l’hydrolyse de l’ATP 

en ADP. Enfin les NBD interagissent avec le motif conservé EAA des boucles intracellulaires des 

TMD (Davidson et al. 2008). 

 

4.2. Les protéines périplasmiques de liaison (PBP) 

Les PBP forment une grande famille de protéines allant de 25 à 70 kDa. Elles servent de 

récepteurs pour divers solutés solubles : oligosaccharides, acides aminés, peptides, ions, 

complexes ferreux organiques, … (Tam and Saier 1993). Elles sont impliquées dans le processus 

de reconnaissance et de capture de ces composés et peuvent interagir avec les domaines 

transmembranaires des transporteurs ABC. Chez les bactéries à coloration Gram négative, les 

PBP diffusent librement dans le périplasme, alors qu’elles sont ancrées à la membrane par une 

queue hydrophobe chez les bactéries à coloration Gram positive et les archées (Sutcliffe and 

Russell 1995). 

 

 Les structures 

La première structure cristalline de PBP a été résolue dans les années 1970. Il s’agit de la 

protéine ABP (L-arabinose-Binding Protein) d’E. coli, impliquée dans le transport du L-arabinose 

(Quiocho et al. 1974). Depuis, de nombreuses données structurales relatives à ces protéines ont 

été obtenues et déposées dans la PDB (Protein Data Bank). L’analyse de ces structures montre 

que les PBP conservent une architecture commune, malgré leur faible homologie de séquence et 

une affinité pour des solutés de nature différente. Ces protéines sont monomériques et 

constituées de deux domaines globulaires (ou lobes) reliés par une région charnière. L’espace 

entre les deux lobes contient le site de fixation au ligand. Chaque lobe est constitué d’un feuillet 

β central entouré par un nombre variable d’hélices α (Quiocho and Ledvina 1996). Ces domaines 

peuvent se mouvoir autour de la région charnière, ce qui confère une certaine flexibilité à la 

protéine qui peut alors adopter une conformation « ouverte » ou « fermée », avec un degré 

d’ouverture variable (de Boer et al. 2019). Bien que la structure tertiaire soit globalement 

conservée, il subsiste des différences de taille et de réarrangement des structures secondaires 

au niveau des deux lobes. 
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 La classification 

Plusieurs classifications de PBP existent suivant leurs structures tridimensionnelles ou 

leurs ligands. La première classification des PBP a été réalisée par Tam et Saier en 1993. Dans le 

cadre de leurs travaux, ils ont classé la majorité des PBP en 8 sous-groupes en fonction des solutés 

fixés (Tam and Saier 1993).  

La deuxième classification se fonde sur le principe que toutes les PBP ont un ancêtre 

commun. Elle est basée sur la relation phylogénétique et la comparaison des arrangements 

topologiques des domaines globulaires. De cette façon, Fukami-Kobayashi a proposé deux classes 

différentes qui diffèrent par le nombre et l’ordre des feuillets β central des lobes et par le nombre 

de segments reliant les deux lobes (classes I : trois courts segments, classe II : deux segments) 

(Fukami-Kobayashi, Tateno, and Nishikawa 1999). Puis Karpowich a ajouté une troisième classe 

regroupant les PBP dont la région charnière est constituée d’une seule hélice α (Karpowich et al. 

2003). 

Enfin depuis 2010, grâce à la multiplication des données structurales déposées dans la 

PDB, Berntsson a défini une nouvelle classification basée sur un alignement de structures 

tridimensionnelles et non plus à partir d’un alignement de séquences peptidiques (Berntsson et 

al. 2010). Elle est composée des six groupes structuraux notés de A à F. Cette nouvelle 

classification montre que la différence majeure entre les PBP de différents groupes se trouve au 

niveau de la région charnière (Figure 22). Les PBP de la classe A possèdent une charnière formée 

d’une hélice α. De nombreuses PBP de cette classe fixent des métaux ou des sidérophores 

comme la protéine FpvC de Pseudomonas aeruginosa qui fixe du fer (PDB : 6R5S) (Vigouroux et 

al. 2019). Pour la classe B, les deux domaines sont reliés par trois segments courts sans structure 

particulière, ce qui confère une plus grande flexibilité, et les extrémités N et C terminales ne sont 

par conséquent pas dans le même domaine. Une telle architecture est observée pour Atu2422 

d’A. fabrum C58 (PDB : 3IP9) (Planamente et al. 2010). La classe C, regroupe les PBP les plus 

grandes (50 à 70 kDa). Telle que décrite dans cette classification, elle est formée de deux 

domaines de tailles différentes reliés par un troisième domaine charnière. Depuis quelques 

années, l’augmentation des structures de PBP de la classe C dans la PDB, a permis de mettre à 

jour la définition structurale de cette classe qui serait plutôt formée de deux domaines, un petit 

et un grand domaine, reliés entre eux par une région charnière assez courte de six à huit résidus 

(El Sahili et al. 2015; Fukamizo, Kitaoku, and Suginta 2019). Cette classe contient de nombreuses 

protéines liant les peptides, telle que AccA d’A. fabrum C58 (PDB : 3ZE8) (El Sahili et al. 2015). 

Des alignements de séquences suggèrent que les PBP MoaA, fixant l’acide mannopinique, AgaA, 

fixant l’acide agropinique, et MelB fixant les RFO, appartiennent à ce groupe. Le groupe D se 

caractérise par des domaines de tailles équivalentes reliés par une région charnière de deux brins 

de quatre à cinq résidus, comme c’est le cas pour la protéine Atu4243 d’A. fabrum C58 (PDB : 
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4EUO) (Planamente et al. 2012) qui est impliqué dans le transport du GABA (acide γ-

aminobutyrique). La séquence d’AgtB, fixant l’agropine, est proche de celles des protéines de 

cette classe. Les PBP du groupe E sont caractérisées par la présence d’une hélice α et d’un brin β 

connectant les deux lobes. Ce groupe est en général associé à des transporteurs de type TRAP, 

comme la protéine SiaP de Haemophilus influenzae (PDB : 2CEY) (Muller et al. 2006). Le groupe 

F contient les PBP avec une région charnière constituée de deux segments de huit à dix résidus, 

architecture observée pour la protéine SocA d’A. fabrum C58 (PDB : 6HQH) (Marty et al. 2016). 

Récemment, une septième classe, la classe G a été ajoutée (Scheepers, Lycklama, and Poolman 

2016). Pour le moment, les membres de ce groupe sont peu nombreux et comportent par 

exemple la protéine fixant l’alginate chez Shingomonas (PDB : 1Y3N) (Momma et al. 2005). Ce 

sont des protéines d’environ 60 kDa qui structuralement ressemblent aux protéines de la classe 

C avec deux domaines de tailles différentes (un petit et un grand domaine) mais contrairement 

à la classe C, leur région charnière est composée de trois brins. Cette classification structurale 

des PBP montre que les protéines conservant une forte similarité structurale ne se lient pas 

forcement à des ligands de même nature et ne présentent pas toujours de fortes similarités de 

séquences. 
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Figure 22 : Classification des PBP selon Bertsson et al., 2010 et les mises à jour proposées par 
Scheepers et al., 2016 et Fukamiso et al., 2019 

Les régions charnières définissant les 7 classes structurales sont colorées en orange et les différents lobes 
sont en gris. Cette classification est basée sur la superposition de structures issues de la PDB de protéines 

de divers organismes et fixant des ligands de nature différente. Les protéines des clusters A à G 
représentées ci-dessus sont BtuF (PDB : 1N2Z), RBP (PDB : 1DRJ), AccA (PDB : 3ZE8), ModA (PDB : 2ONR), 

UehA (PDB : 3FXB), HisJ (PDB : 1HSL), PBP de Bifidobacterium longum subsp. Infantis (PDB : 3OMB). 
Adapté de Bertsson et al., 2010. 

 

 La liaison avec le ligand 

Les structures de PBP disponibles dans la PDB montrent que dans la majorité des cas, en 

absence de ligand, les PBP se trouvent sous forme ouverte permettant ainsi la reconnaissance et 

la fixation du ligand au niveau du sillon via des interactions avec les résidus de la poche à 
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l’interface des deux lobes (Bermejo et al. 2010). La fixation spécifique du ligand induit un 

mouvement de charnière qui rapproche les deux domaines globulaires se refermant sur le ligand 

(Figure 23). Cette conformation est nommée forme fermée. Ce mécanisme d’ouverture et 

fermeture en présence d’une molécule est appelé « Venus Flytrap » (Felder et al. 1999) chez les 

PBP et fait référence aux Dionées (plantes carnivores attrape-mouche) décrites par Carl von Linne 

en 1770. Selon l’état de liaison, les PBP peuvent adopter des conformations intermédiaires 

(Newcomer, Lewis, and Quiocho 1981), comme des protéines ligandées ouvertes ou des PBP apo 

sous forme fermées. 

 

Figure 23 : Représentation de la PBP NocT en complexe avec la nopaline et comparaison avec la forme 
non ligandée 

(A) Représentation de la PBP NocT en complexe avec la nopaline (forme fermée) (PDB : 4POX) en deux 
lobes représentés en cyan et gris avec la région charnière en noire et la nopaline en rose et vert. (B) 

Comparaison de la structure de NocT complexée à la nopaline (forme fermée) en cyan et gris avec NocT 
apo (forme ouverte) (PDB : 4P0Z) en violet. (Lang et al. 2014) 

 

4.3. Les interactions PBP/transporteurs ABC : initiation du mécanisme de translocation 

L’interaction entre les PBP et les transporteurs ABC est une étape clé dans le mécanisme de 

transport des ligands. Les structures cristallines de complexes PBP-transporteurs ABC entiers, 

comme celle du complexe MalE-MalFGK2 chez E.coli (Shilton 2008), ont permis de proposer un 

mécanisme de transport. L’interaction entre la PBP sous sa forme fermée (ligandée), induit un 

changement de conformation des TMD permettant l’ouverture du pore de translocation vers le 

périplasme et en parallèle le rapprochement des NBD. De façon concomitante, la PBP s’ouvre 

pour libérer le soluté dans le pore de translocation. A ce stade, la PBP forme un complexe stable 

avec le transporteur ABC (Oldham, Davidson, and Chen 2008). Ensuite, les NBD hydrolysent l’ATP, 

ce qui conduit à un nouveau changement conformationnel des TMD, induisant l’ouverture du 

pore vers le cytoplasme et la libération du soluté dans le cytoplasme. A la fin de l’hydrolyse de 
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l’ATP, il y a relargage de l’ADP formé, qui permet la restauration de la conformation du 

transporteur dans sa forme initiale afin de recommencer un nouveau cycle (Figure 24). 

 

Figure 24 : Mécanisme de transport assuré par le système PBP-transporteur ABC 

(A) Le pore de translocation du transporteur ABC est fermé vers le périplasme et ouvert vers le 
cytoplasme. Après la capture du ligand dans le périplasme, la PBP interagit avec les domaines TMD 
tandis que les domaines NBD capturent des molécules d’ATP dans le cytoplasme. (B) L’interaction 

PBP/TMD induit un changement conformationnel de ces domaines. En parallèle, la PBP s’ouvre et libére 
le ligand dans le pore de translocation ouvert vers le périplasme. Les changements conformationnels des 
TMD permettent aux NBD de se rapprocher l’un de l’autre pour hydrolyser l’ATP. (C) Après hydrolyse de 

l’ATP, le pore de translocation s’ouvre de nouveau vers le cytoplasme pour y libérer le ligand. Les 
domaines NBD s’éloignent l’un de l’autre. (D) Les molécules d’ADP sont libérées dans le cytoplasme et le 

transporteur retourne à son état initial 
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Objectifs 

La croissance et la survie d’A. tumefaciens en tant que saprophyte dans la rhizosphère mais 

également en tant que pathogène dans la tumeur, dépend de sa capacité à transporter les 

nutriments disponibles dans son environnement. Les sucres (mono- et oligosaccharides) et les 

opines représentent une source de carbone importante pour la bactérie. Le transport de ces 

molécules chez A. tumefaciens se fait par le biais d’un transporteur ABC et d’une protéine 

périplasmique de liaison (PBP). 

L’objectif de mon travail de thèse a été de caractériser moléculairement les PBP associées à la 

perception et à l’import de nutriments spécifiques, les mannityl-opines, et non spécifiques, les 

RFO, chez A. tumefaciens B6/R10 et C58 respectivement. 

Les résultats de mes travaux expérimentaux, présentés dans les deux chapitres suivants, sont le 

fruit d’une approche multi-disciplinaire en biologie structurale, biophysique, biochimie et 

microbiologie en collaboration avec Yves Dessaux (équipe Interactions plantes-bactéries, I2BC, 

Gif-sur-Yvette) pour la partie mannityl-opines et l’équipe de Céline Lavire et Xavier Nesme 

(équipe Diversité et adaptation des bactéries phytopathogènes, Ecologie Microbienne, Lyon) 

pour l’ensemble du travail. 

 

Figure 25 : Schéma récapitulatif des connaissances sur le transport des mannityl-opines 

 

Dans un premier temps (Chapitre 2), j’ai finalisé l’étude structurale et fonctionnelle sur le 

transport des mannityl-opines par les PBP AgtB, AgaA, MoaA et MotA chez A. tumefaciens 

B6/R10, entrepris par Loïc Marty pendant sa thèse. Le premier objectif a été de valider par des 

mesures d’interaction et par une caractérisation fonctionnelle la gamme d’opine ou de dérivé 

d’opine pouvant être fixé par chaque PBP (Figure 25). Le deuxième objectif a été la 
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caractérisation structurale de la PBP MoaA afin d’identifier les résidus clés impliqués dans la 

fixation des mannityl opines. 

Ce travail a permis de montrer qu’A. tumefaciens B6 a développé deux types d’import aux 

mannityl-opines dont les gènes sont situés sur deux régions différentes du pTi : un transport 

spécifique qui peut fixer qu’un type de mannityl-opine et un import non-spécifique qui peut 

transporter plusieurs mannityl-opines. Ainsi, cette étude apporte une meilleure compréhension 

sur le catabolisme des mannityl-opines qui contribuent au fitness des A. tumefaciens B6 

pathogènes dans la plante.  

Mon deuxième objectif (Chapitre 3) a été de caractériser au niveau biophysique et moléculaire 

la PBP MelB d’A. fabrum C58 prédite impliquée dans la perception et l’import des RFO. Ce travail 

a permis de valider que MelB et son transporteur sont responsables du transport des RFO chez 

A. fabrum C58. L’originaité des résulats de cette étude est la première description du transport 

et de l’utilisation du galactinol par une bactérie avec une préférence pour ce ligand. Il a permis 

aussi de montrer que MelB confère à la bactérie un avantage compétitif dans les stades précoces 

de colonisation de la rhizosphère. 
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Chapitre 2 : Caractérisation structurale des PBP 
impliquées dans la perception des mannityl-opines 
chez A. tumefaciens B6 

1. Le contexte scientifique 

La bactérie pathogène A. tumefaciens est capable de détourner la machinerie de la plante 

pour produire des composés nutritifs spécifiques des souches virulentes. Ces composés de faible 

poids moléculaires sont appelés opines. Chez A. tumefaciens B6, le pTi porte les gènes du 

métabolisme des mannityl-opines qui sont importées dans le cytoplasme d’Agrobacterium via 

quatre transporteurs différents. Les PBP qui sélectionnent les ligands sont MotA, capable de 

reconnaitre la mannopine et une autre opine le DFG (Marty et al. 2016); MoaA, décrite comme 

fixant spécifiquement l’acide mannopinique ; AgtB, décrite comme liant l’agropine; et AgtA, 

capable de fixer l’acide agropinique. 

Ces PBP appartiennent à deux voies de transport et de catabolisme (Figure 26). MotA et AgtB 

font partie de la voie de transport moc dont le mode de régulation n’est pas encore identifié mais 

pourrait être régulé par MocR et MocS, eux-mêmes contrôlés par l’agropine et la mannopine 

(Jung, Baek, and Lee 1999). AgaA et MoaA font partie de la voie de transport aga/moa. La 

transcription des protéines de cette voie est réprimée par le facteur transcritionnel MoaR qui est 

inhibée par l’acide agropinique et l’acide mannopinique comme montré par des études 

génétiques (Lyi, Jafri, and Winans 1999). Même si quelques études génétiques sur le catabolisme 

des mannityl-opines existaient, les données structurales sur le transport de ces opines étaient 

absentes jusqu’à peu. Ainsi, depuis quelques années, l’équipe contribue à la caractérisation 

structurale et biochimique des PBP fixant les mannityl-opines chez A. tumefaciens R10 et B6 et a 

déjà caractérisé MotA (Marty et al. 2016).  

Les travaux présentés dans ce chapitre sont le fruit d’une collaboration avec Yves Dessaux 

(I2BC, Gif-sur-Yvette) pour la partie opines, et, Ludovic Vial et Céline Lavire (Ecologie 

Microbienne, Lyon) pour les constructions des mutants défectifs. 

Ces travaux ont trois objectifs : 

(1) Caractériser structuralement et vérifier la spécificité des deux PBP AgtB et AgaA pour 

l’agropine et l’acide agropinique, et comparer leurs modes de fixation aux opines ; 

(2) Caractériser structuralement MoaA et définir la spécificité de la PBP aux mannityl-

opines ; 

(3) Caractériser l’affinité de MotA pour l’acide mannopinique afin de compléter les résultats 

obtenus par L. Marty. 
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Figure 26 : Schéma représentant le métabolisme hypothétique des mannityl-opines 

Chez A. tumefaciens B6, les gènes (moaABCD) codant pour le transport de l’acide mannopinique en bleu clair et les 
gènes (agaABCD) codant pour le transport de l’acide agropinique en magenta sont régulés par MoaR avec comme 

effecteurs l’acide mannopinique et l’acide agropinique.  Les gènes (motABCD) codant pour le transport de la 
mannopine en rose et les gènes (agtABC) codant pour le transport de l’agropine en bleu sembleraient être régulés 

par MocR avec comme effecteurs l’agropine et la mannopine. 

 

2. La présentation des travaux 

L’approche intégrative des données de biologie structurale, de biophysique et de génétique 

apporte de nouveaux éléments sur le transport des mannityl-opines chez Agrobacterium.  

Ces travaux valident que la PBP AgtB est responsable du transport de l’agropine. Ils ont permis 

de montrer que chez A. tumefaciens B6 et R10, deux PBP AgaA et AgtB sont responsables de 

l’import de l’acide agropinique, et deux PBP MoaA et MotA sont responsables du transport de 

l’acide mannopinique, avec pour chaque PBP des signatures de fixation différentes. Ils montrent 

que les PBP AgaA et MoaA sont respectivement spécifiques de l’acide agropinique et de l’acide 

mannopinique. 

Ces études permettent de mettre en évidence que sur les pTi d’A. tumefaciens B6 et R10, les 

deux voies de catabolisme des mannityl-opines ont des spécificités aux opines différentes. La 

région aga/moa est spécifique, c’est-à-dire que les PBP exprimées (MoaA et AgaA) ne peuvent 

transporter qu’une opine par PBP ; et la région moc est non spécifique, c’est-à-dire que les PBP 

exprimées (MotA et AgtB) peuvent transporter plusieurs opines par PBP. 
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Les résultats phylogénétiques sur AgtB et AgaA montrent qu’AgtB est présent chez très peu 

d’Agrobactérium contrairement à AgaA qui est répandue chez les Rhizobiaceae. 

Ma contribution à ces travaux a été de compléter les résultats obtenus par L. Marty pendant 

sa thèse. Pour cela, j’ai purifié l’ensemble des protéines. 

Pour le premier objectif, j’ai défini les constantes d’affinités d’AgaA et AgtB par fluorescence 

intrinsèque des protéines pour les quatre mannityl-opines. Les résultats obtenus ont été 

confirmés par microcalorimétrie par Magali Aumont-Nicaise sur la plateforme PIM de l’I2BC. Pour 

caractériser moléculairement l’interaction AgtB-agropine, j’ai réalisé des co-cristallisations AgtB-

agropine qui du fait de l’instabilité de l’agropine, ne m’ont pas permis d’obtenir de structure du 

complexe AgtB-agropine mais deux structures d’AgtB-acide agropinique dans deux nouveaux 

groupes d’espace. Fonctionnellement, j’ai réalisé les expériences de croissance en milieu 

minimum avec ou sans opines sur les souches R10 et le mutant défectif agtB. J’ai participé à 

l’analyse structurale des deux PBP. Enfin, j’ai réalisé l’étude phylogénétique de ces deux PBP. 

Sur le deuxième objectif, j’ai tout d’abord déterminé de nouvelles conditions de cristallisation 

de MoaA complexée à l’acide mannopinique. Puis, j’ai résolu la structure de MoaA par phasage 

sélénométhionine en présence de l’acide mannopinique, et par remplacement moléculaire j’ai 

obtenu la structure MoaA avec un analogue de l’acide mannopinique, l’acide glucopinique. J’ai 

analysé les structures et j’ai déterminé l’affinité de MoaA aux mannityl-opines et leurs analogues 

par suivi d’autofluorescence. Pour le troisième objectif, par fluorescence intrinsèque des 

protéines, j’ai mesuré l’affinité de MotA avec l’acide mannopinique et l’acide glucopinique. J’ai 

déterminé la structure de MotA-acide mannopinique par remplacement moléculaire à partir de 

la structure de MotA-mannopine (PDB : 5L9G), et j’ai effectué l’analyse structurale. 

Les résultats obtenus sont présentés dans deux articles de Biochemical Journal : Marty et al., 

2019 (article 1) sur les PBP AgtB et AgaA et Vigouroux et al., 2020 (article 2) sur la PBP MoaA. 
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Article 1: Structural basis for two efficient modes of agropinic acid opine import 

into the bacterial pathogen Agrobacterium tumefaciens 
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Article 2: Import pathways of the four mannityl-opines into the bacterial 

pathogen Agrobacterium tumefaciens: structural, affinity and in vivo 

approaches.  
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Chapitre 3 : Identification et caractérisation 
structurale de la PBP MelB impliquée dans la 
perception des RFO et du galactinol chez A. fabrum 
C58 

1. Le contexte scientifique 

Les interactions entre la plante et les bactéries de la rhizosphère sont dynamiques et 

largement influencées par les exsudats racinaires, ayant des conséquences bénéfiques ou 

néfastes pour la croissance et la santé des plantes. Les graines en germination qui sont en contact 

avec le sol et les microorganismes, influencent la composition de la rhizosphère et favorisent la 

croissance de microorganismes capables d'exploiter le carbone libéré par les graines/plantes. 

Parmi les exsudats racinaires, les sucres de la famille du raffinose (RFO) s’accumulent dans les 

graines comme source d’énergie et sont relargués dans la rhizosphère pendant la germination. 

Le galactinol, précurseur des RFO, quant à lui s’accumule dans les plantes en réponse à une 

infection bactérienne, et joue un rôle dans la résistance des plantes contre les stress abiotiques 

et biotiques. 

Chez la bactérie Ensifer meliloti 1021, une PBP associée à un transporteur ABC responsable du 

transport des RFO a été décrite. Les RFO y sont dégradés par des α-galactosidases, pour être 

utilisés comme nutriment et leur assimilation est associée à un avantage trophique dans les 

interactions plante-bactérie (Bringhurst, Cardon, and Gage 2001; Gage and Long 1998). 

Des analyses in silico sur les α-galactosidases d’A. fabrum C58 indiquent que la souche 

possèderait un opéron, mel, capable de transporter et de dégrader les RFO. Cet opéron serait 

similaire à l’opéron agp d’E. meliloti 1021. Il code pour une PBP MelB, un transporteur ABC et 

deux α-galactosidases. Nous avons fait l’hypothèse que l’opéron mel chez A. fabrum C58 serait 

responsable du transport et de l’assimilation des RFO.  

 

2. La présentation des travaux 

Dans le but de caractériser la PBP MelB et d’étudier le rôle de cette protéine dans les phases 

précoces de la colonisation de la rhizosphère, nous avons combiné une étude structurale avec 

des approches génétiques et fonctionnelles. Ce travail est une collaboration avec Thibault Meyer 

et Céline Lavire (Ecologie Microbienne, Lyon) qui ont réalisé l’étude fonctionnelle in vitro et in 

planta sur les souches d’A. fabrum WT et le mutant dépourvu melB. 
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Les études structurales et biophysiques ont montré que MelB peut fixer trois sucres de la 

famille des RFO (mélibiose, raffinose, stachyose), le galactose et le galactinol, avec une 

préférence pour les sucres à deux unités. In cellulo, lorsque l’on compare la croissance de la 

souche WT avec le mutant dépourvu melB, sur milieu minimum complémenté en RFO ou 

galactinol, nous confirmons que MelB est responsable du transport de ces sucres. L’étude 

phylogénique suggère que MelB, qui est conservée chez les Rhizobiaceae, est un élément qui 

permet à ces bactéries de coloniser très tôt les plantes. 

Nous avons conclu que MelB est la PBP responsable du transport des RFO et du galactinol chez 

A. fabrum. De plus, in planta, MelB confère à la bactérie un avantage sélectif lors de la 

colonisation précoce des plants de tomates. 

Mon travail a consisté à purifier MelB et à déterminer les conditions de cristallisation des 

complexes MelB-ligands. J’ai résolu la structure de MelB-raffinose par phasage SAD et déterminé 

les autres structures par remplacement moléculaire en utilisant la structure MelB-raffinose 

comme modèle. Pour l’étude des interactions ligands (RFO, galactinol, galactose) avec MelB, j’ai 

mesuré les affinités par fluorescence intrinsèque. Ces résultats ont été confirmés par 

microcalorimétrie sur la PF de l’i2BC (Magali Aumont-Nicaise). J’ai aussi participé à l’étude de 

l’occurrence et à la parenté de cette PBP chez d’autres bactéries par des études de phylogénie. 

Les résultats obtenus sont présentés dans l’article suivant publié dans Journal of Biological 

Chemistry (Meyer et al. 2018). 
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Article 3: The plant defense signal galactinol is specifically used as a nutrient by 

the bacterial pathogen Agrobacterium fabrum  
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Table S1. Strains and plasmids used in this study 

Strains Relevant genotype and description Reference or source 

Escherichia coli   

JM109 
endA1 glnV44 thi-1 relA1 gyrA96 recA1 mcrB+ Δ(lac-proAB) e14- [F' 

traD36 proAB+ lacIq lacZΔM15] hsdR17(rK-mK+)  
NEB catalog 

BL21 F
–
 ompT gal dcm lon hsdS

B
(r

B

–
m

B

–
) [malB

+
]

K-12
(λ

S
)  NEB catalog 

Stellar 
F–, endA1, supE44, thi-1, recA1, relA1, gyrA96, phoA, Φ80d lacZΔ M15, Δ 

(lacZYA - argF) U169, Δ (mrr - hsdRMS - mcrBC), ΔmcrA, λ– 
Takara Clontech 

Agrobacterium fabrum   

C58 Wild-type CFBP 1903 

C58∆melB (atu4661) C58 deleted of melB (atu4661) gene This study 

C58 pTiatu6148:Km C58 disrupted for atu6148 gene ; Km
R
 

1   

Plasmids   

pJQ200SK Suicide vector; P15A sacB; Gm
R
 

2 

pOT1e 
Promoter-probe vector based on pBBR1MCS-5 replicon; contains 

promoterless eGFP and MCS between two transcriptional terminators; Gm
R
 

3 

pOT1eM  pOT1e derivative harboring Ptac-m-cherry inserted in ClaI-SalI site  Unpublished result 

pET-9(a) E. coli expression vector (N-term T7-tag fusion), Km
R
 Novagen 

Pmel-eGFP Upstream region atu4660-atu4665 inserted in ClaI-SalI site in pOT1e; Gm
R
 This study 

pOT1eM-Pmel-eGFP Upstream region atu4660-atu4665 inserted in SpeI site in pOT1eM; Gm
R
 This study 

pET-9(a)-melB 
melB inserted in NdeI-BamHI site in pET-29(a) (N-term T7-tag fusion), 

Km
R
 

This study 
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Table S2. Primers used in this study 

Primer    

Target Primer name Primer sequence (5’-3’) Reference 

Transcriptional fusion    

mel promoter 
insertion into pOT1e 

PmelF ATCGATACCACATAATGGCGGTTCTC 
This study 

PmelR CGAGATTGTGCTGGCTGATA 
 

mel promoter 
insertion into pOT1eM 

PmelF’ CGGGGGATCCACTAGACCACATAATGGCGGTTCTC 
 

This study 

PmelR’ TTCTTCCTCCACTAGCGAGATTGTGCTGGCTGATA  

Deletion of melB    

melB flanking upstream region 
UpmelBF GAATTCCTGCAGCCCCAACCACCAGACATGGTTC 

This study 

UpmelBR GGATATGCTTCAGTTTTGCATCGTCATTCCTCCC 

melB flanking downstream 

region 

DwmelBF AACTGAAGCATATCCGGGA 

This study 

DwmelBR ACTAGTGGATCCCCCTCTCGCCACTCAGCATGT 

 

References 

1. Lang, J. et al. Concerted transfer of the virulence Ti plasmid and companion At plasmid in the 

Agrobacterium tumefaciens-induced plant tumour. Mol. Microbiol. 90, 1178–1189 (2013). 

2. Quandt, J. & Hynes, M. F. Versatile suicide vectors which allow direct selection for gene 

replacement in gram-negative bacteria. Gene 127, 15–21 (1993). 

3. Allaway, D. et al. Use of differential fluorescence induction and optical trapping to isolate 

environmentally induced genes. Environ. Microbiol. 3, 397–406 (2001). 
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Chapitre 4 : Discussions et perspectives 

Les résultats présentés dans cette thèse ont été publiés. Ils ont permis de finaliser la 

caractérisation moléculaire et fonctionnelle des PBP impliquées dans le transport des mannityl-

opines chez A. tumefaciens B6/R10 (Figure 27) et d’identifier MelB comme la PBP d’A. fabrum 

responsable du transport des RFO, du mélibiose et du galactinol. Ces protéines de transport 

permettent à Agrobacterium d’acquérir un avantage trophique dans la tumeur et/ou dans la 

rhizosphère lors de la germination. 

Pour les deux projets, j’ai combiné des approches in vitro (biochimiques, structurales et 

bioinformatiques) à savoir la mesure des affinités, la résolution des structures de chaque PBP en 

présence de leur(s) ligand(s) et la phylogénie, et in vivo avec les tests de croissance bactérienne. 

Les résultats décrits dans les deux chapitres précédents sont synthétisés dans ce chapitre, et des 

perspectives de recherche à court et plus long terme sont proposées. 

 

1. La perception des mannityl-opines 

 

Figure 27 : Synthèse des systèmes de transport des mannityl-opines chez A. tumefaciens R10 

 

1.1. Le transport de l’agropine et de l’acide agropinique 

Des travaux de génétique réalisés précédemment (Kim and Farrand 1996; Hong et al. 1993) 

ont montré que l’agropine et l’acide agropinique pouvaient être importés chez A. tumefaciens 

via les systèmes de transport impliquant les PBP AgtB et AgaA respectivement. Dans l’article 1, 
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nous avons caractérisé ces deux PBP, dont les gènes sont présents sur deux régions distinctes du 

plasmide Ti d’A. tumefaciens B6 et R10. 

Par microcalorimétrie et fluorescence, j’ai montré qu’AgtB peut fixer l’agropine avec une 

affinité de l’ordre du micromolaire mais aussi l’acide agropinique avec une affinité de l’ordre de 

la dizaine de nanomolaire. La PBP AgaA quant à elle fixe l’acide agropinique avec une affinité de 

l’ordre du nanomolaire. Aucune autre interaction entre AgaA et les autres mannityl-opines n’a 

été observée. En comparant la croissance de la souche A. tumefaciens R10 et de la souche 

mutante dépourvue d’AgtB, j’ai montré qu’AgtB est le seul transporteur d’agropine chez A. 

tumefaciens, cependant il n’est pas sélectif de cette opine puisqu’il est aussi capable de 

transporter l’acide agropinique issue de la lactamisation spontanée de l’agropine (Figures 27 et 

28).  

La comparaison des structures AgaA-acide agropinique (classe C) et AgtB-acide agropinique 

(classe D) montre qu’A. tumefaciens possède deux PBP de classes différentes (donc présentant 

deux repliements différents) impliquées dans le transport d’acide agropinique. Chacune de ces 

deux PBP possède une signature moléculaire de liaison caractéristique.  

L’absence de données structurales pour le complexe AgtB-agropine, s’explique par 

l’instabilité de l’agropine, qui se lactamise spontanément et rapidement en acide agropinique, et 

par une meilleure affinité d’AgtB pour l’acide agropinique. Par conséquent, les 10 à 15 jours 

nécessaires à l’apparition des cristaux n’ont permis d’obtenir que différentes formes cristallines 

contenant le complexe AgtB-acide agropinique. L’obtention d’une condition de cristallisation à 

croissance rapide serait nécessaire pour compléter la caractérisation structurale d’AgtB avec 

l’agropine. La modélisation de l’agropine dans le site de fixation d’AgtB à partir de la structure 

AgtB-acide agropinique a été possible puisque les deux mannityl-opines partagent le motif sucre. 

Cette modélisation montre qu’AgtB peut bien fixer l’agropine. 

 

1.2. Le transport de l’acide mannopinique 

Dans l’article 2, les études d’affinité et de caractérisation structurale des PBP MoaA et MotA 

montrent que MoaA fixe l’acide mannopinique comme unique mannityl-opine avec une très 

bonne affinité de l’ordre du nanomolaire et que MotA décrite comme fixant la mannopine (Marty 

et al. 2016), est aussi capable de fixer l’acide mannopinique avec une affinité de l’ordre du 

micromolaire (Figures 27 et 28). Ce travail révèle l’existence chez A. tumefaciens de deux modes 

de fixation pour l’acide mannopinique par des PBP avec des signatures moléculaires de liaison 

différentes. MoaA est responsable d’un transport sélectif de haute affinité et MotA est 

responsable d’un transport non sélectif avec des affinités allant du nanomolaire au micromolaire. 

En utilisant des simples mutants et un double mutant pour des tests de croissance, nous 

avons validé les résultats obtenus in vitro, confirmant ainsi qu’A. tumefaciens B6 et R10 
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possèdent un deuxième double système d’import pour une mannityl-opine, ici l’acide 

mannopinique. Tout comme AgaA et AgtB, les gènes de MoaA et MotA sont situés sur deux 

parties différentes distinctes du pTi, questionnant ainsi l’intérêt de la bactérie à avoir acquis et 

maintenu ces deux systèmes de transport de mannityl-opines. 

 

1.3. Le double système d’import : avantage écologique dans les tumeurs 

 

Figure 28 : Schématisation de la synthèse des mannityl-opines et des constantes d’affinités associées 
chez A. tumefaciens R10 

La mannopine et l’acide mannopinique proviennent de la conjugaison puis de la réduction du fructose et 
de la glutamine ou du glutamate par les enzymes Mas1 puis Mas2. La mannopine subit une lactonisation 
par l’enzyme Ags pour former l’agropine. L’acide agropinique provient de la lactamisation spontanée de 

la mannopine et de l’agropine qui est rapide mais aussi de l’acide mannopinique moins rapide. 

 

L’hypothèse la plus probable de ces deux doubles systèmes d’import pour l’acide agropinique 

et l’acide mannopinique semble être l’acquisition d’un avantage trophique immédiat dès 

l’infection de la plante par la bactérie. En effet, avant même l’apparition d’une excroissance 

caractéristique de la tumeur, les mannityl-opines sont détectées au niveau du point d’incoluation 

des bactéries sur la plante, les plus présentes étant l’agropine, l’acide mannopinique et la 

mannopine, alors que l’acide agropinique n’y est présent qu’à l’état de trace (Scott et al. 1979). 

L’acide mannopinique et la mannopine sont des opines produites en deux étapes, contrairement 

à l’agropine produite avec une étape supplémentaire à partir de la mannopine. L’acide 

agropinique, quant à lui résulte de la lactamisation spontanée des trois autres mannityl-opines 

(Figure 28). L’acide agropinique se retrouve en quantité équivalente aux autres opines dans les 

tumeurs plus matures (Scott et al. 1979)(Dessaux, résultats non publiés). Cette hypothèse est 

confortée par les résultats des analyses phylogénétiques de conservation des signatures 

moléculaires de liaison des PBP impliquées dans le transport des mannityl-opines. En effet, la 

PBP MoaA qui transporte efficacement l’acide mannopinique est présente seulement chez 
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quelques souches pathogènes d’Agrobacterium de type octopine/mannityl-opine ou 

agrocinopine/mannityl-opine. Il en est presque de même pour les PBP MotA et AgtB qui 

transportent la mannopine et l’agropine respectivement, contrairement à la PBP AgaA qui est 

retrouvée chez un certain nombre de Rhizobiaceae. Cette capacité d’A. tumefaciens B6/R10 à 

importer avec une haute affinité et à dégrader l’acide mannopinique et la mannopine dès le stade 

précoce de formation de la tumeur permettrait à la bactérie de s’installer plus efficacement par 

rapport aux souches compétitrices. L’utilisation d’agropine qui impose de transformer de la 

mannopine donc de réduire la quantité de mannopine disponible pour une utilisation immédiate 

dans la bactérie permettrait de moduler la nature de la niche opine au cours du temps 

(mannopine et acide mannopinique ou mannopine et acide agropinique, ou agropine, agropine 

et acide mannopinique). Elle permettrait également de limiter la compétition entre 

Agrobacterium et les bactéries associées aux plants, dont certaines sont naturellement capables 

d’assimiler (transport et dégradation) aussi la mannopine, alors que la dégradation de l’agropine 

est quasi limitée aux seules agrobactéries. Une opine transportée n’est pas obligatoirement 

dégradée dans les bactéries compétitrices. Chez les tumeurs vieillissantes, le double système 

d’import de l’acide mannopinique et surtout de l’acide agropinique serait un moyen d’accéder 

aux sources nutritives plus facilement que les souches concurrentes capables d’assimiler de 

l’acide agropinique et permettrait peut-être à A. tumefaciens B6/R10 de maintenir sa 

compétitivité dans ces tumeurs. 

 

1.4. La régulation des mannityl-opines 

Il existe deux systèmes de transport pour l’acide agropinique et l’acide mannopinique : un 

transport spécifique impliquant AgaA et MoaA, et un transport non spécifique avec AgtB et MotA. 

Les gènes codant pour le transport et la dégradation des quatre mannityl-opines sont situés sur 

deux parties distinctes du pTi (Figure 29). Leur système de régulation n’a pas encore été 

clairement établi, même si les régulations croisées semblent exister (Dessaux et al. 1988). 

Seule la régulation de la transcription des opérons agaABCD et moaABCD a été décrite (Lyi, Jafri, 

and Winans 1999). Elle est assurée par le régulateur transcriptionnel MoaR qui réprime 

l’expression d’agaABCD et qui est inhibé par l’acide agropinique. Lyi et collaborateurs ont aussi 

proposé que MoaR soit le répresseur de l’operon moa qui contient les gènes moaABCD codant 

pour le transport de l’acide mannopinique et agaEFG qui codent pour les enzymes dégradant les 

opines (AgaE, AgaF, AgaG). MoaR appartient à la famille des régulateurs de type DeoR. Cette 

famille est composée de régulateurs impliqués dans les voies métaboliques des sucres et MoaR 

possède 38% d’identité de séquence avec le répresseur AccR de la souche A. fabrum C58 qui a 

été identifié comme le répresseur de plusieurs gènes du pTi de C58, dont les gènes acc, 

permettant l’assimilation des agrocinopines, nocR, arc et traR (régulateur du quorum-sensing et 

du transfert conjugatif du pTi) (Lang et al. 2013). La caractérisation structurale de MoaR serait 
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intéressante pour apporter de nouvelles informations sur la famille des DeoR qui est mal définie 

jusqu’à présent.  

Les répresseurs MocR et MocS, présents parmi les gènes impliqués dans le transport et la 

dégradation de l’agropine et de la mannopine et identifiés comme répresseurs de mocC et mocDE 

(Jung, Baek, and Lee 1999), font partie de la famille des régulateurs de type LacI. La 

caractérisation structurale de ces deux protéines renforcerait les informations sur la famille LacI. 

L’identification des effecteurs impliqués dans la levée de la répression et la caractérisation des 

séquences nucléotides interagissant avec ces trois répresseurs transcriptionnels permettraient 

de comprendre au niveau moléculaire le mode de régulation et la spécificité de ces systèmes de 

transport des mannityl-opines. Pour cela, en plus d’une caractérisation structurale de MoaR, 

MocR et MocS, il serait intéressant de réaliser des constructions en couplant un gène rapporteur 

codant une protéine fluorescente derrière les promoteurs contrôlés par ces répresseurs 

transcriptionnels régulant l’expression des différents clusters de gènes, afin d’analyser leur 

niveau d’expression en présence ou en absence des différentes mannityl-opines. De plus, une 

étude par gel-shift des régions inter génomiques des différents opérons permettrait d’identifier 

les régions promotrices impliquées dans la régulation du transport des mannityl-opines.  

 

Figure 29 : Schéma des systèmes de transport, de dégradation et de régulation des mannityl-opines 
chez A. tumefaciens R10 

2. La perception des RFO 

Le travail sur la PBP MelB d’A. fabrum de l’opéron mel présenté dans l’article 3 provenait de 

l’hypothèse qu’elle possède une forte homologie de séquence avec la PBP AgpA d’E. meliloti dont 
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l’opéron agp est décrit comme impliqué dans le transport et la dégradation du raffinose et du 

verbascose (Gage and Long 1998). 

 

2.1.  La sélectivité de la PBP MelB pour les RFO 

Dans le cadre de cette étude, nous avons défini par des expériences de croissance d’une 

souche d’A. fabrum C58 WT et d’une souche mutante affectée dans le gène melB que la PBP MelB 

est impliquée dans le transport des RFO (raffinose et stacchyose), du mélibiose et du galactinol. 

L’analyse des structures de MelB en complexe avec les RFO (raffinose et stacchyose) et 

d’autres composés des voies de biosynthèse et du catabolisme des RFO (galactinol, mélibiose et 

galactose) indique que MelB fixe de façon identique pour tous ces ligands le premier sucre 

galactose. L’ensemble des données structurales et d’affinité de MelB montrent que l’affinité de 

MelB est liée à la taille des molécules fixées. En effet, MelB a une préférence pour les sucres à 

deux unités comme le mélibiose et le galactinol avec des affinités de la dizaine de nanomolaire, 

fixe le raffinose (sucre à trois unités) avec une affinité de l’ordre de la centaine de nanomolaire 

et le stacchyose (sucre quatre unités) avec un Kd de l’ordre du micromolaire. Structuralement, la 

différence d’affinité entre les ligands peut être expliquée par le petit volume de la poche de 

fixation à l’interface des deux domaines de MelB qui contraint les sucres comme le stacchyose à 

un réarrangement structural important. Cette affinité plus forte pour le mélibiose et le galactinol 

est en accord avec les résultats d’expression des gènes mel en présence des sucres.  

Les expériences in planta menées sur la souche WT et un mutant affecté dans le gène melB 

montrent que la capacité d’A. fabrum à utiliser le mélibiose, le galactinol et les RFO, comme 

sources nutritives donne un avantage trophique à la bactérie pour la colonisation de la 

rhizosphère. Cette observation suggère que dans un environnement riche en RFO comme lors de 

la germination des graines, où le mélibiose et le raffinose sont relargués en quantité importante, 

MelB confèrerait à A. fabrum la capacité de bénéficier du « priority effect ». En d’autres termes, 

dans ces conditions, MelB aiderait A. fabrum à s’installer en premier dans une rhizosphère. De 

plus, le fait qu’A. fabrum catabolise le galactinol, molécule connue pour être une molécule signal 

impliquée dans la protection de la plante contre les pathogènes (Cho et al. 2010; Kim et al. 2008), 

serait peut-être un moyen mis en place par la bactérie pour affaiblir et résister ou contourner les 

systèmes de défense de la plante. Ainsi, en utilisant le galactinol, Agrobacterium pourrait 

interférer dans la reconnaissance par la plante de la bactérie.  

En plus des RFO, MelB est capable de fixer et de transporter le galactose avec une affinité de 

l’ordre du micromolaire. Ce résultat permet d’identifier MelB comme un deuxième transporteur 

du galactose chez A. fabrum et de valider l’hypothèse selon laquelle il existe un système 

complémentaire à ChvE pour le transport du galactose (Cornish, Greenwood, and Jones 1989; 

Kemner, Liang, and Nester 1997). 

 

2.2. Atu4640 et Atu4665 : rôle et spécificité des deux α-galactosidases 

L’analyse phylogénétique de conservation de la signature moléculaire de liaison de MelB a 

montré que la PBP est conservée chez les Rhizobiaceae. De plus, de façon surprenante l’opéron 
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mel contient deux α-galactosidases de la famille des glycosyl-hydrolases 4 (GH4) qui n’ont pas 

été caractérisées jusqu’à présent (Figure 30).  

 

Figure 30 : Opéron mel 

Le promoteur Pmel indique le sens de transcription des gènes. Les gènes atu4660 et 4665 sont annotés 
comme étant deux α-galactosidases, atu4661 est la PBP MelB et les gènes atu4662 à atu4664 sont les 

gènes du transporteur ABC. Extrait de Meyer et al 2018 

 

Des études structurales et fonctionnelles des deux enzymes in vitro mais aussi in cellulo 

visant à comparer la souche sauvage, les simples mutants des α-galactosidases et les doubles 

mutants seraient intéressantes pour mieux comprendre le catabolisme des RFO chez A. fabrum. 

Ces deux enzymes agissent-t-elles à des pH différents, ont-elles des substrats différents et/ou 

sont-elles régulées différemment ? La comparaison phénotypique de la souche sauvage et des 

mutants simples ou double permettrait de connaitre le rôle et la spécificité de chacune des α-

galactosidases. La comparaison des signatures de liaison des deux enzymes avec les séquences 

homologues chez les Rhizobiaceae permettrait peut-être de vérifier les hypothèses relatives à 

l’avantage trophique conféré par l’opéron mel chez A. fabrum. Cette étude pourrait aussi fournir 

des pistes sur le rôle de l’utilisation des RFO et du galactinol par A. fabrum. En effet, une étude 

récente démontre que l’α-galactosidase Atu4665 et les gènes d’import de mel sont exprimés 

dans la tumeur (Gonzalez-Mula et al. 2018). Ceci sous-entend que les RFO et/ou le galactinol sont 

présents et dégradés in tumora et donc que l’utilisation de ces composés n’est pas restreinte à 

la rhizosphère. Cette utilisation pourrait jouer un rôle dans le maintien d’A. fabrum dans la 

tumeur. 

 

2.3. Régulation de l’expression de l’opéron mel : Atu4659 et influence des HCA sur le transport 

et la dégradation des RFO 

L’opéron mel est fortement exprimé en présence de mélibiose et de galactinol in cellulo et 

in planta. Cet opéron serait sous le contrôle de l’activateur transciptionnel Atu4659. Il appartient 

à la famille des AraC, mais ne possède pas d’homologues dans la PDB. Ces protéines à deux 

domaines présentent des similarités au niveau de leur domaine HTH, mais sont variables pour 

leur partie C-terminale impliquée dans la fixation des ligands. Le régulateur Atu4659 n’est pas 

caractérisé structurellement et fonctionnellement, son étude permettrait de mieux comprendre 

le mode de régulation de l’opéron mel. 
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Des résultats récents de nos collaborateurs indiquent (résultats non publiés) que la présence 

d’acide férulique influencerait le métabolisme des RFO. En effet en présence d’acide férulique, 

celui-ci module négativement la croissance d’A. fabrum sur raffinose et mélibiose.  

Les HCA (Acides Hydroxycinnamiques) dont l’acide férulique sont des molécules phénoliques 

chimio-attractantes exsudées par la plante lorsqu‘elle est blessée (Ashby et al. 1988; Guo, Huang, 

and Yang 2017). Ces composés ont la capacité d’induire l’activation des gènes de virulence vir 

d’Agrobacterium, gènes responsables du transfert de l’ADN-T dans le génome de la plante et 

peuvent être utilisés par certaines souches comme Agrobacterium comme ressource trophique 

(Campillo et al. 2014; Karishma et al. 2015; Lowe, Ailloud, and Allen 2014; Overhage, Priefert, and 

Steinbuchel 1999).  

Figure 31 : Voie de dégradation de l’acide férulique et organisation de la région SpG8-1b d’A. fabrum 

(A) La voie de dégradation de l’acide férulique : un coenzyme A est additionné à l’acide férulique par 
Atu1416, une feruloyl-CoA synthase. Le feruloyl-CoA est converti par Atu1417 en HMPHP-CoA (4-

hydroxy-3-methoxyphenyl-β-hydroxypropionyl-CoA), qui a son tour est transformé en HMPKP-CoA (4-
hydroxy-3-methoxyphenyl-β-ketopropionyl-CoA) par Atu 1415 pour être transformé en acide vanillique 
par Atu1421. Les enzymes Atu1418 et Atu1420 dégradent l’acide vanillique en acide protocatéchique. 

(B) Organisation de la région SpG8-1b : les gènes atu1415-atu1416, atu1419-atu1420, et hcaR-atu1421 
sont dans la même unité de transcription. Les promoteurs et la direction du sens de transcription sont 

indiqués par les flèches. Adapté de Meyer et al, 2018. 

 

La dégradation de l’acide férulique chez A. fabrum implique quatre enzymes qui sont sous le 

contrôle d’un répresseur transcriptionel HcaR (Atu1422) de la famille MarR, conduisant à la 

formation de l'acide vanillique (Campillo et al. 2014). Ce dernier est ensuite transformé en acide 

protocatéchique par deux autres enzymes dont l’expresion des déterminants est sous le contrôle 

d’un second régulateur de la famille FadR (Atu1419) (Figure 31).  

La diminution de la croissance bactérienne sur mélibiose et raffinose en présence d’acide 

férulique pose la question de la régulation de l’opéron mel. L’opéron mel est-il soumis à une 

double régulation : répression avec Atu1419 et/ou HcaR et activation avec Atu4659 ou bien est-

il sous l’influence de deux régulateurs différents suivant le mode de vie de la bactérie 

(rhizosphérique non pathogène et tumora pathogène) ? 
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Pour confirmer que l’acide férulique agit sur le métabolisme des RFO, il serait intéressant 

d’étudier la modulation de l’expression des gènes sous l’influence de l’acide férulique. Pour cela, 

il serait possible de comparer le transcriptome ou l’expression des gènes cibles fusionnés avec 

un gène codant une protéine fluorescente, tout en suivant la croissance d’A. fabrum WT et de 

mutants atu1416 et/ou atu1417 en présence des RFO et du mélibiose avec ou sans acide 

férulique.  

Pour mieux caractériser les systèmes de régulation des HCA et des RFO, une étude 

structurale et fonctionnelle des régulateurs Atu4659, Atu1419 et HcaR permettrait de 

comprendre leur mécanisme d’action (définition des régions promotrices et des effecteurs) et 

complèterait l’étude fonctionnelle de HcaR (Meyer et al. 2018). Cette étude pourrait permettre 

d’identifier le rôle écologique de ces deux systèmes et surtout l’intérêt d’A. fabrum C58 à 

dégrader les RFO (décrits comme pouvant être osmoprotectants chez la plante) et le galactinol 

(décrit comme molécule signal de la plante et participant à la résistance au stress chez la plante). 
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Abstract : Agrobacterium tumefaciens bacterium 

establishes a long-term relationship with plants. It can 

have two lifestyles: (1) pathogenic when it harbors the 

virulence plasmid Ti (Tumor inducing) causing the crown 

gall disease characterized by tumor formation in plant, (2) 

non-pathogenic living in the rhizosphere. In these two 

lifestyles, Agrobacterium uses PBP (periplasmic binding 

proteins) associated with ABC transporters to import 

molecules from plants as nutrients. PBP selects and binds 

the ligand that it brings to the ABC transporter, which 

allows its passage into the cytoplasm by the hydrolysis of 

two ATP molecules. The specificity of the entire 

transporter depends on PBP. The molecules transported 

and degraded by the bacteria appear as a trophic 

advantage for the colonization of the environment. 

When A. tumefaciens is pathogenic, the bacterium 

transfers part of its Ti plasmid into the genome of plant 

cells, inducing the production and secretion by the plant 

of specific compounds for the bacterium, called opines. 

Twenty opines are known to date, and each of them can 

be metabolized by A. tumefaciens strains. The strain B6 

possesses an octopine-type pTi, which harbors 

metabolism genes of the mannityl-opines family, 

composed of agropinic acid, agropine, mannopinic acid 

and mannopine. According to genetic studies in octopine 

type strains, the associated PBP-transporter ABC systems 

are AgaABCD, AgtABCD, MoaABCD and MotABCD, 

respectively. 

In the rhizosphere, germinating seeds influence the 

composition of the rhizosphere and promote the 

growth of microorganisms by releasing molecules such 

as Raffinose Family of Oligosaccharides (RFO). In silico 

analyzes of Agrobacterium fabrum C58 indicate that the 

strain possesses an operon we called mel, similar to the 

agp operon in Ensifer meliloti 1021 described as 

responsible for the transport and degradation of RFOs 

that appears to influence the survival of the bacterium 

in the rhizosphere. We hypothesized that the PBP MelB 

of the mel operon in A. fabrum C58 is responsible for 

the transport of the RFOs. 

My thesis work allowed to finalize the structural and 

biochemical characterization of mannityl-opines 

transporters and allowed the identification and 

characterization of MelB as responsible for the import 

of RFO and galactinol (precursor of the RFO). The 

transport and degradation of the molecules 

transported by these PBPs are important for the 

colonization of their environment. 
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Résumé : La bactérie Agrobacterium tumefaciens établit 

une relation à long terme avec les plantes. Elle peut avoir 

deux modes de vie : (1) pathogène lorsqu’elle possède le 

plasmide de virulence Ti (Tumor inducing) provoquant la 

maladie de la galle du collet caractérisée par la formation 

de tumeur chez la plante, (2) non pathogène vivant dans 

la rhizosphère. Dans ces deux modes de vie, 

Agrobacterium utilise les PBP (protéines périplasmiques 

de liaison) associées à des transporteurs ABC pour 

importer des molécules issues de plante servant de 

nutriments. La PBP sélectionne et fixe le ligand qu’elle 

apporte au transporteur ABC, qui permet son passage 

dans le cytoplasme grâce à l’hydrolyse de deux molécules 

d’ATP. La spécificité du transporteur entier dépend de la 

PBP. Les molécules transportées et dégradées par la 

bactérie apparaissent comme un avantage trophique pour 

la colonisation de l’environnement. 

Lorsqu’A. tumefaciens est pathogène, la bactérie transfère 

une partie de son plasmide Ti dans le génome des cellules 

végétales, induisant la production et sécrétion par la 

plante de composés spécifiques pour la bactérie, appelés 

opines. Une vingtaine d’opines sont connues à ce jour, et 

chacune d’elles peut être métabolisée par des souches 

d’A. tumefaciens. La souche B6 possède un pTi de type 

octopine, qui porte les gènes de métabolisme de la famille 

des mannityl-opines, composée de l’acide agropinique, 

l’agropine, l’acide mannopinique et la mannopine. D’après 

des études génétiques chez des souches de type octopine, 

les systèmes PBP-transporteur ABC associés sont 

respectivement AgaABCD, AgtABCD, MoaABCD et 

MotABCD.  

Dans la rhizosphère, les graines en germination 

influencent la composition de la rhizosphère et 

favorisent la croissance de microorganismes en 

libérant des molécules telles que les sucres de la 

famille du raffinose (RFO, Raffinose Family of 

Oligosaccharides). Des analyses in silico 

d’Agrobacterium fabrum C58 indiquent que la souche 

possèderait un opéron que nous avons appelé mel, 

proche de l’opéron agp chez Ensifer meliloti 1021 

décrit comme responsable du transport et de la 

dégradation des RFO qui semble influer sur la survie 

de la bactérie dans la rhizosphère. Nous avons fait 

l’hypothèse que la PBP MelB de l’opéron mel chez A. 

fabrum C58 est responsable du transport des RFO.  

Mon travail de thèse a permis de finaliser la 

caractérisation structurale et biochimique des 

transporteurs des mannityl-opines et a permis 

l’identification et la caractérisation de MelB comme 

responsable de l’import des RFO et du galactinol 

(précurseur des RFO). Le transport et la dégradation 

des molécules transportées par ces PBP sont 

importants pour la colonisation de leur 

environnement. 

 

 


