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RESUME

L'analyse de quatre eéchantillons. de sol collectés au hasard dans
une parcelle qui n'a pas éteé cultivée pendant cing années a révele
la présence d'une importante population agrobacterienne estimée a
3 x 10’ agrobactéries g'. La caractérisation de 72 souches
isolées de quatre milieux d'isolement, suggére la predominance
dans ce sol d'agrobactéries appartenant aux biovars 1 (55,6%) et 2
(44,4%). L'analyse fine des souches d'Agrobacterium par 1la
comparaison de margqueurs chromosomiques naturels (profils d'ADN
digéré, profils de proteines cellulaires et caractéres culturaux)
a permis de révéler dque la population du biovar 2 est homogéne
(chr B) mais que la population du biovar 1 est composée de cing
groupes chromosomiques différents (chr A, C, D, E, et F). Les chr
A, B,.C et D sont représentés & des niveaux similaires a travers
les différents sites de prélévement d'échantillons. Le test de
pathogenicité sur cing espéces de plantes a révélé la presence
d'une proportion exceptionnellement élevée de souches tumorigénes
(33%). Toutes ces souches tumorigénes appartiennent au biovar 1.
L'analyse d'autres caractéres plasmidiques (métabolisme opinique
et réaction a l'agrocin 84) a révélee une association
préferentielle entre le plasmide et la bactérie hdéte. En effet,
1'échantillon de population tellurigque d'Agrobacterium est compose
comme suit: i) 16 souches de chr A portent un plasmide Ti de type
nopaline, ii) huit souches de chr C ont un plasmide Ti de type
octopine, iii) quatre souches non pathogénes du biovar 1 (deux des
-quatré chr D, une chr E et une chr F) ont des profils
d'utilisation d'opines uniques, et iv) les souches du biovar 2
(chr B) sont non pathogénes mais utilisent la nopaline. Bien que
la sensibilite a l'agrocin 84 soit un trait des plasmides Ti a
nopaline, 14 des 16 souches de chr B se sont révélées étre
sensibles a cette bactériocine; ce résultat suggére la présence

dans ces souches d'un plasmide Ti defectueux.
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INTRODUCTION

Les membres du genre Agrobacterium sont des bactéries du
sol (Bouzar et Moore, 1987). Certaines de ces bactéries
telluriques sont capable d'infecter des plantes appartenant a
prés d'une centaine de familles botaniques, principalement des
" dicotylédones (De Cleene et De Ley, 1976). L'infection
déclénche chez la plante héte un péocessus de multiplication
cellulaire anarchique engendrant la formation d'une tumeur. Ces.
cellules cancéreuses se maintiennent indéfiniment sur cultures
axéniques (i.e., sans apport d'hormones) contrairemént aux
tissus non infectés qui requiérent un apport éxogéne d'hormones
pour pousser in vitro (Dessaux et al., i992). Cette
excroissance peut se développer sur la racine, le collet ou la
tige et peut affecter la circulation de la sé&ve entrainant un
retard de croissance, une nécrose‘des organes tuméfiés et
parfois le dépérissement du plant (Bouzar et al. 1983; Goodman
et al., 1987; Moore et al., 1988). La maladie se nomme galle du
collet, mais est plus souvent désignée sous le nom de "crown
gall". Le crown gall éxiste a travers les régions tempérees du
monde ol il cause d'importantes pertes économiques estiméés a
plus de 100 millions de dollars par an (Kenhedy et Alcorn, 1980;
Schroth et él., 1988). Cette maladie éurait été decrite poﬁr la
premiére fois en Allemagne en 1822 par Horter (Faivre-Amiot,

1984), mais c'est en 1907 qu'aux Etats Unis, Smith et Townsend



isolent la bactérie et 1'identifient comme l'agent pathogéne

responsable de la formation de tumeurs sur Chrysanthemum

frutescens.

1. Taxonomie du genre Agrobacterium:

Taxonomiquement, cette bactérie appartient & la famille
Rhiquiaceae de 1la division Gracilicutes (i.e., Eubactérie Granm
négative). Dans la derniére.édition du manuel de Bergey
(Kersters et De Ley, 1984), le genre Agrobacterium est subdivisé -
en quatre espéces: A. radiobadter, A. rhizogenes, A. rubi et A.
tumefaciens. Ces espéces se distinguent par leur pouvoir
pathogéne et leur gamme d'hétes. A. radiobacter est une espécé
non pathogeéne, communément rencontrée dans le sol. A.
rhizogenes, l'agent responsable du chevelu racinaire ou "hairy

~

root", conduit & une multiplication cellulaire avec
prolifération de racines latérales sans geotropisme (David et
al., 1984); cette condition‘est observée généralement sur
pommier (Malus sylvestris). A. rubi, l'agent responsable du
"cane gall", provoque des tumeurs sur les tiges des plantes du
genre Rubus. Et enfin, A. tumefaciens qui est l'agent causal du
crown gall. - L'émergence des techniqueslde biologie moléculaire
a permi l'analyse du contenu du materiel génétique des.souches
d'Agrobacterium démontrant la présence d'un large plasmide dans

les cellules des souches tumorigénes ou rhizogénes et son réle



dans 1'induction tumofale. Ce plasmide n'est pas présent dans
les souches non pathogénes. La perte du pouvoir pathogéne est -
liée a la perte de ce plasmide, et la virulence est restaurée si
le plasmide est introduit par conjugaison ou transformation dans
des souches non pathogénes (Van. Larebeke et al., 1975; Kerr et
al., 1977), démontrant ainsi le réle de ce plasmide oncogéne
dans la pathogénése. Uh plasmide d'Agrobacterium tumefaciens
responsable de la tumorigénése est nommé plasmide Ti (i.e.,
tumor inducihg); similairement, un plasmide d'A. rhizogenes qui
engendre une prolifération racinaire est nommé plasmide Ri
(i.e., root inducing). Les plasmides Ti et Ri eétant des
plasmides conjugatifs, ils peuvent donc étre transféres é une
souche non pathogéne (i.e., A. radiobacter), transformant cette
derniére en souche tumorigéne ou rhizogéne, suivant le type de
plasmide acquis. Ainsi, d'aprés la taxonomie présentée dans la
derniére édition du manuel de Bergey (Kerster & De Ley, 1984),
l'acquisition d'un plasmide oncogéne par une souche d'A.
radiobacter entraine son reclassement au sein d'une autre
espéce: A. tumefaciens s'il s'agit d'un plasmide Ti et A.
rhizogehes dans le cas de l'acquisition d'un plasmide Ri. Bien
que cette taxonomie soit utile au phytopathologue, elle ne
refléte pas la réalite de la structure taxonbmique de ce genre

bactérien. .

Depuis la découverte de 1l'instabilité relative des



oncogénes, les princibaux groupes taxonomigques du genre
Agrobacterium sont distingués par des caractéres phénotypiques
d'origine chromosomique. Dans éette classification, qui est
basée sur la relative stabilité des phénotypes codés par les
génes chromosomiques, les agrobactéries qui possédent les mémes
caractéristiques sont assignées a un méme groupe chromosomique
‘ou biovar (Keane.et al., 1970; Whige, 1972; Kersters et al.,
1973; Kerr et Panagopoulos, 1577; Holmes et Roberts, 1981). Le
biovar 1 regroupe des souches non pathogénes (i.e., A.
radiobacter), des souches tumorigénes (i.e., A. tumefaciens),
ainsi que quelques souches.rhizogénes (i.e., A. rhizogenes) qui
ont la capacité de produire du 3-cétolactose a partir du'
lactose. Le biovar 2 regroupe des souches tumorigeénes,
rhizogénes, ou non pathogénes qui sont incapable de produire du
3-cétolactose. Les différences phénotypiques entre les biovars
1 et 2 sont confirmées par l'analyse numérique de caracteéres
physiologiques et biochimiques, la comparaison des profils
protéiques et les analyses géneétiques (Kersters & De Ley, 1984).
Le troisiéme groupe phénotypique (i.e., biovar 3), qui a eté
découvert plus récemment, regroupe des souches tumorigénes et
des souches non pathogénes isolées principalement de vigne
(Vitis vinifera). Différentes propositions ont éte faites pour
élever les biovars au rang d'espece (Holmes; 1988), mais seul le
biovar 3 a fait 1'objet d'une proposition\officielle dans 1la |

revue de taxonomie bactérienne (Ophel et Kerr, 1990).



2. L'infection tumorale:

Le mécanisme par lequel la’bactérie infécte la plante hoéte
est complexe, les travaux éffectués ces dernidres années ont
permi de découvrir les principales eétapes de ce transfert
d'information genetique d'un organisme Procaryote & un organisme
'Eucaryote (figure 1). Au cours du processus d'infection, un
fragment du plamide Ti, dénommeé T-DNA (i.e., "transfer DNA"),
est tfansféré de la bacterie a la cellule végétale bléssée. Le-
T-DNA est intégré au niveau du génome de la cellule héte,
trahsformant cette derniére en une cellule tumorale (Chilton et
al., 1977; Willmitzer et al., 1980). Le transfert du T-DNA est
dirige par un ensemble de génes de virulence (i.e., reégulon vir)
situés dans la région non transférée du plasmide Ti (Stachel et
Nester, 1986). L'analyse génetique du regulon de virulence du
plasmide Ti a révélé la présence de six opérons (Stachel et
Nester, 1986). Ces derniers sont positivement controles
(régulés) par le produit du géne virG, qui est lui méme activeé
par une protéine transmembranaire, qui est le produit du gene
virA, lorsque celle-ci est en présence de composés phénoliques
exudés par la plante blessee (Stachel et al., 1985). Ces
composés sont principalement l'acetosyringone (3,5-dimetoxy-4-

hydroxyacetophenone) et 1'hydroxyacetosyringone (figure 2).



CELLULE VEGETALE
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Figure 1. Schéma géneral de 1'interaction entre la cellule
végetale et Agrobacterium tumefaciens (adapté de Ream, 1989).
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Figure 2 . 'Exemples de la structure de composes phénoliques qui

induisent le régulon vir (d'aprés Stachel et al., 1985).



Les génes vir COaés par le plasmide Ti sont éilumés en
cascade et exprimés dans 1l'ordre virG, virB, virC, virD, VirE.
L'etape finale de cette série de réactions en cascade résulte en
une excision d'un brin monocaténaire du T-DNA par l'activiteé
endonucléase codée par le géne virD, la protection de ée brin
par la proteine VirE2 du géne virE, et le transfert par virD2 de
ce brin vers le noyau de la cellule végeétale blessée (Ream,

1989).

3. Expression de génes plasmidiques dans la cellule végétale

transformee:

Le T-DNA porte les oncogénes qgi perturbent la division
cellulaire (Akiyoshi et al., 1984; Schroder et al., 1984) ainsi
que des génes codant pour la synthése de composés de faible
poids moleéculaire, dont le nom générique d'opine leur a été
attribueé (Tempé et Goldman, 1982). - Les sequences d'ADN
plasmidique du T-DNA sont exprimées et maintenues dans la
cellule veégétale héte. Le T-DNA est intégré dans le génome de
la plante. L'expression des génes du T-DNA est sous le contréle
directe des méchanismes de transcription et de traduction de la
cellule vegétale. Les éléments eucaryotiques de contréle,
boites "TATA" et "CAAT", sont prééents en:pdsition 5' des sites
d'initiation de transcription du T-DNA, ce qui permet 1la
transcription de ce dernier par 1'ARN polymérase IT de la plante

(Willmitzer et al., 1981).



Les oncogénes cédent pour la synthése des hd}mones
vegetales auxine (phytohormone ;esponsable de la croissance
longitudinale des cellules végétales) et cytokinine |
(phytohormone qui accélére la division des cellules végetales).
Le géne ipt (isopentyl transferase) oubtmr ("tumor morphology
réot") code pour 1l'isopentenyl transferase, une enzyne qui
catalyse la transformation de 1'AMP en isopentenyl-AMP (ipa), un
composé initial conduisant a ia synthése de la cytokinine. Les
autrés oncogénes sont tms-1 ("tumor morphology shoot-1") ou iaaM
(indole 3-acetamide monooxygénase) et, tms-2 ou iaaH (indole 3-
acetamide hydrolase) codent respectivement pour une
monooxygénase et une hydrélase qui ensemble catalysent lé
conversion du tryptophan (via l'indoleacetamide)‘en acide indole
acétique, un composé nécessaire & l'activité de 1l'auxine

(Hooykaas, 1989).
4. Les molécules médiatrices de pathogénése:

Le second groupe de génes du T-DNA sont les génes codant
pour la synthése d'opines. Les opines sont synthétisees par la
cellule végétale transformée et sont métabolisées comme source
de carbone, d'azote et d'énergie, de fagon spécifique par la
baétérie donatrice pour sa propre croissance (Petit et al., ‘
1970; Bomhoff et al., 1976). La nature des opines présenteé
dans la tumeur est déterminée par le T-DNA de la souche

bactérienne inoculée. Les opines sont les médiateurs de la



10‘
relation hﬁte—parasife. Elles sont utilisees coﬁhe substrats de
croissance par la bacterie et leur synthése dans la tumeur
réalise un asservissement de la cellule végétale qui conduit a
la création d'un environnement propice a la propagation de la
bactérie pathogéne. Ainsi, la presence d'opines‘dans la
rhizosphére crée une niche écologique pour 1l'agent pathogéne.

Ce processus d'infection ol un environnement favorable a la
bactérie est crée par la réorientation du metabolisme de la
planﬁe par la bacterie pour son propre béneéfice porte le nom de:
"Concept d'opine" (Petit et al., 1978; Petit et al., 1983) ou
de "Théorie de la colonisation génetique" (Schell et al., 1979).
Les opines sont généralement des substances azotées dérivées
d'acides aminés (tableau 1) (Tempe et Petit, 1983), plus
exactement des dérivés azotés comportant la fonction imine
(i.e., =-NH) (figure 3) et une ou plusieurs fonctions d'acide
carboxylique que 1'on désigne généralement sous le nom
d'iminoacides. Il existe une autre classe d'opines, celle des

agrocinopines qui sont des sucres phosphodiesters.

Les opines du groupe des imines sont toutes des dérives
d'amines et peuvent étre divisées en sous-groupes selon la
nature de la substitution sur le groupement -NH. La voie
biésynthétique conduisant a la formation;des imines fait
intervenir une étape commune gqui est l'établissemént d'un bond
chimique entre 1l'atome d'azote d'un imine~primaire et le carbone

d'un groupement aldéhyde ou céto. Une base de Schiff est formee
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d'abord et peut subirAune des trois reactions sui;antes: une -
réduction pour former l'octopine, la nopaline, ou la
succinamopine; un reéarrangement Amadori pour donner les mannityl
opines; une réaction Pictet-Spengler pour la synthése des
membres de la famille cucumopine. Le groupement céto ou
aldehyde peut étre un sucre tel que le glucose, cas des mannityl
‘opines , ou un a-cetoacide tel que le pyruvate, cas de la
lysopine, de l'octopine, de l'acide octopinique, de l'histopine,
ou eﬁcore, un a-cétoglutarate, cas de la nopaline, la
succinamopine, la cucumopine, la cucumopiné lactam (Dessaux et

al., 1992). La vitopine qui a ete récemment découverte serait

un dériveée de la putrescine et de 1l'a-cétoglutarate (Dessaux et

al., 1992).
H,N HN _
__ C—NH— (CH,) 3~ CH— COOH __ C—NH — (CH,) — CH — COOH
HN & ‘ HN & \
NH /NH
CH; — CH — COOH HOOC — (CH,) ,—~ CH — COOH
OCTOPINE NOPALINE

Figure 3. Formule structurale de deux opines communément
rencontrées. L'octopine et la nopaline sont des dérivés de 1la
condensation de l'arginine avec respéctivement, le pyruvate et
1l'a-cétoglutarate (Dessaux et al., 1992).



Classification des opines (Davioud et_al.,

12

Tableau 1. 1988;
Dessaux et al., 1992; Winans, 1992)
Opine Structure

Famille de l'octopine

Octopine
Acide octopinique
Lysopine
Histopine

‘Famille de la nopaline

—— s me e s M e e - - ——— —— —— ——— oy — — ——

Arginine et pyruvate
Ornithine et pyruvate
Lysine et pyruvate
Histidine et pyruvate

Arginine et a-cétoglutarate

Nopaline

Acide nopalinique Ornithine et a-cétoglutarate
Succinamopine Asparagine et a-ceétoglutarate
Leucinopine Leucine et a-cétoglutarate
Cucumopine

Famille des mannityl opines

Histidine et a-cetoglutarate

Mannopine Glutamine et mannose
Acide mannopinique Acide glutamique et mannose
Agropine ‘Mannopine lactone

Acide agropinique

Fammille de l'agrocinopine

Agrocinopine A

Mannopine lactam

Sucrose et arabinose

Agrocinopine B Fructose et arabinose
Agrocinopine C Sucrose et glucose
Agrocinopine D Fructose et glucose

Les opines sont synthetiseces

~

a partir des metabolites de 1la

4

plante transformée grace aux génes ops (opine synthase) du T-
DNA. Le géne nopaline synthase (nos) dirige la synthése de la
nopaline, le géne octopine synthase (ocs) celle de l'octopine,
et celui de la mannopine synthése/agropine sYnthase (mas/ags) -
code pour la synthése des mannityl opines:(Dessaux et al.,

1992). Ce dernier groupe de génes se trouve localiseée sur le

- plasmide Ti de type octopine. Le locus codant pour



13
l'agrocinopine-A synthase (acs) est localisé sur 1e plasmide Ti
de type nopaline (Joos et al., 1983 in Dessaux et al., 1992) .
Le géne qui code pour la synthése de la cucumopine a eté
localisé sur le T-DNA du plasmide octopine/cucumopine des
souches du biovar 3. L'octopine synthase reconnait également
comme substrat la lysine, 1l'histidine et 1l'ornithine.
L'activité de l'enzyme conduit respectivement & une synthése de
la lysopine, de l'histopine et de l'acide octopinique; dans ces
cas l'opine est synthetisée en une seule etape. ?ar contre, la
synthése de la mannopine et de l'acide mannopinique nécessitent
deux étapes a partir du glucose et, re;pectivement, de la
glutamine ou du glutamate, via le déoxy-fructosyl. L'activité
du produit du géne ags est responsable de la cyclisation de la’
mannopine pour former l'agropine. L'acide agropinique est le
résultat de réarrangements spontanés de la mannopine et de
lfaéropine. Finaleﬁent, la voie biochimique qui conduit a une
biosynthése de l'agrocinopine-A n'est pas encofe connue, mais
" elle découle de la formation d'un bond phosphodiester entre la
molécule d'arabinose et celle de sucrose. Les génes ops sont
généfalement localisés prés du bord droit du T-DNA. Puisque le
transfert du T—DNA.commence au niveau de ce bord, les génes ops
sont donc les premiers a étre transférés dans la cellule

végétale (Dessaux et al., 1992).

Plusieurs études ont montre que le catabolisme de
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l;octopine (occ) est induit par la présence de ceEte opine, de
l'acide octopinique, et de la lysopine (Dessaux et al., 1992).
La dégradation de la nopaline est induite par la présence de la
nopaline seulement. L'octopine, 1'acide.octopinique et la
lysopine sont dégradées par des enzYmes membranaires pour donner
respectivement, arginine et pyruvate, ornithine et pyruvate,
lysine et pyruvate. Une autre fonction catabolique est la
dégradation de l'arginine par le produit du génevarc qui est
associé avec les plasmides Ti de>type octopine et nopaline. La’
dégradation des mannityl opines est une propriété de plusieurs
plasmides pathogénes tel que les plasmides Ti de type octopine

et agropine (Dessaux et al., 1992).

Le type d'opines synthétisées par la plante transformée ne
dépend que du type de plasmide présent dans la souche qui a
induit 1la transformétion tumorale (Kerr et Roberts, 1976). La
cellule végétale ainsi transformée est reprogrammée par le
pathogéne pour la synthése d'opines. La surproduction de
cytokinine et d'auxine permet la formation et la croissance de
la tumeur, ce qui se traduit par une multiplication des sources
de synthése d'opine. Cette production d'opine par les cellules
de crown gall fournit au pathogéne_ges substrats sélectifs de
croissance favorisant ainsi ié propagation du pathogéne dans ﬁn
environnement ol la compétition microbienne est intense. Uﬁ
autre réle important est joué par certainéé opines qui ont la

capacité d'induire le transfert spécifique par conjugaison du
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piasmide Ti & une souéhe non pathogéne (Petit et ;l., 1978), ce
qui théoriquement permettrait la propagation d'un plasmide a
travers une population non pathogéne. Cependant, différentes
opines sont synthétisées par diffé;ents plasmides Ti, ce qui par
conséquent rend 1'induction de la conjugaison relativement
speécifique. L'octopine induit la conjugaison des souches
portant un plasmide Ti de type octopine, alors que les souches a
nopaline ne sont stimulées a la conjugaison ni par 1'octopine ni
par ia nopaline, mais par une autre opine, 1'agrocinopine-A.
Cette derniére est aussi présente dans les tissus transformés
par les plasmides de type nopaline. L'induction séléctive par
les différentes opines du transfert par conjugaison du plasmide
Ti contribue & la propagation des génes de pathogenicité et

joue, par conséquent, un réle subtile dans 1l'écologie de cette

bacterie et 1'épidémiologie de la maladie.
5. Objectifs de 1'etude:

- Les infections de crown gall peuvent engendrer des pertes
relativement importantes dans les pépiniéres de production de
plants fruitiers en Algérie (Bouzar et al., 1991). Afin
d'évaluer le potentiel épidémique de la maladie et 1l'efficacité
deé mesures de controle qui font appel a 1'introduction de 1&
souche antagoniste K84 (Kerr, 1980), une connaissénce plus
approfondie du comportement de 1la bactérié et de son plasmide Ti

a l'extérieur de la tumeur est nécéssaire. Actuellement,
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1'information sur lalcapacité de survie et la stabilité
génétique des souches tumorigénes dans le sol est trés limitée
ou n'existe pas du tout. Cette situation est en partie due & la
rére détection des souches tumorigénes déns.le sol et sur les
racines deé plantes saines, et ce bien que les souches non
pathogénes y soient communément rencontreées (Schroth et al.,

1971; Bouzar et Moore, 1987; Burr et al., 1987; Bell et Ramey,

1991). Ces niveaux de population tumorigéne dans le sol
d'apparence faibles sont en contradiction avec la réguliére
apparition des epidémies de crown gall et l'efficacité de la
protéction par K84 contre les infections telluriques (Moore et
Cooksey, 1981; Bouzar et al., 1991;. Cette nécessité |
d'améliorer nos connaissances sur 1'écologie de ce pathogéne et
de son plasmide est a l'origine de l'analyse préliminaire du sol
d'une parcelle d'expéfimentation par Melle. Z. Krimi dans le
cadre de son Magistér (1990). Cette etude a révéle la présence
d'un population agrobactérienne riche en souches tuﬁorigénes.

La particularite de cette population a suscité notre curiosité
quant & la nature de ces bactéries qui, apparement, se sont
maintenues dans cette jachére pendant au moins cing années, et
ce apparemment en 1'absence de tumeur qui, selon le "concept des
opines", favorise la multiplication des souches tumorigénes.
L'objectif de la présente étude était donc d'analyser la

- composition de cette population bactérienne et des plasmides y

résidant.-
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MATERIELS ET METHODES

1. Isolement et culture des agrobactéries (Krimi, 1990):

L'isolement des agrobactéries a été effectué par Melle.
Krimi dans le cadre de son Magister (1990). Les agrobactéries
isélées des echantillons I, II, III, IV (respectivement B, E, F
et G.de Kfimi, 1990) d'un sol alcalin (pH 8.5) ont été prélevés:
dans un parcelle situee au niveau de la Station de
Multiplication et de Controle du Materiel Végétal de 1'Institut
Technique d'Arboriculture Fruitiére et de Viticulture (Béni-

2

Tamou, Blida). Cette parcelle, d'une superficie de 1216 m" (38

m x 32 m), a servie de 1983 & 1985 pour la multiplication
d'abricotiers, de péchers et de pruniers. Depuis 1985, cette
parcelle a été maintenue en jachére, réguliérement trévaillée a
l'automne. Les échantillons de sol (environ 500 g)Aont ete
choisis au hasard et prélevés & une profondeur de 5 & 10 cnm.
Pour chaque échantillon, 1 g de sol a été mis en suspension dans
un volume final de 10 ml d'eau distillée stérile. Aprés 10
minutes d'agitation, une série de dilutions au dixiéme a été
préparée a partir de la solution mére. Un volume de 0.1 ml,
prélevé a partir de chaque dilution, a été étalé sur les milieux
décrits en annexe. Les colonies bactériennes séléctionnées sur -

la base des caractéres culturaux spécifiques & Agrobacterium

(Moore et al., 1988) ont ete purifiées par des étalements
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successifs sur Potato Dextrose Agar (PDA, Difco Laboratories,

Detroit, MI) supplementé de calcium carbonate (0.05%) et sur

milieu King B (King et al., 1954).

Les souches gram-negatif

(Doetsch, 1981), non fluorescentes sur milieu King-B sont

conservées sur PDA et dans de l'eau distillée (Moore et al.,

1988) .

2. Identification des souches agrobactériennes:

La caractérisation physiologique des souches et

l'identification de leur biovar d'appartenance sont faites sur

la base des tests classiques (tableau 2).

Tableau 2. Tests biochimiques d'identification des trois
et al., 1988; Bouzar et Jones,

biovars d'Agrobacterium (Moore

1992).

3-cétolactose

Croissance sur 2% NaCl
Croissance & 35 C

Citrate d'ammonium ferrique
Reéaction de l'oxidase

Lait de tournesol
Erythritol

Acide tartarique
Utilization du citrate
Acide sur PDA-CaCO;

Biovar
2 3
- +/-

o= +
- +/-
- +/-

Acide Alcalin
+ R
+ +
+ +
+ -—

Ces tests permettent de distinguer les trois biovars sans

distinction du pouvoir pathogéne.

Tous les milieux ou tests
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sont inoculés avec de la créme bactérienne agée de 24 & 48 h.
Si le temps d'incubation n'est pas spécifié dans la description

du test, les résultats sont enregistrés aprés deux semaines

d'incubation a 27 c.

Production de 3-cétolactose (Bernaerts et De Ley, 1963):
Les bactéries sont ensemencees en spot sur le milieu lactose
(g/1: lactose, 10; extrait de levure, 1; agar, 20). Le milieu
inocuié est incubé pendant 48 h a 27 c. Aprés croissance de la
souche bactérienne, le milieu est inondé de réactif de Benedict.
Aprés une heure, la présence de 3-cétolactose est révélée par 1la
formation d'un halo jaune-orangé. La composition du réacﬁif de
Benedict est la suivante: 15 ml d'une solution de sulfate de

cuivre a 11.5% est melangée & 60 ml d'une solution chaude

contenant 17.3 g de citrate de sodium et 10 g de carbonate de

sodium.

.Tolérance au chlorure de sodium (Moore et al., 1988): 1le
milieu de gélose inclinée (g/1: extrait de boeuf, 3; peptone,
5.0; glucose, 2.5; chlorure de sodium, 20; agar 15) est
ensemenceé avec la souche a tester. Les tubes contenant les
souches du biovar 2 ne supportent pas cette concentration de sel
et donc ne poussent pas; par contre, les souches des deux autres

biovars tolérent cette concentration.

Croissance a 35 C (Moore et al., 1988): Le milieu de
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gélose inclinée (g/l:‘extrait de boeuf, 3; peptoné, 5.0;
glucose, 2.5; agar 15) est ensemence avec la souche bactérienne
A tester. Aprés 2 a 4 jours d'incubation a 35 C, les souches du
biovar 1 poussent normalement, alors qu'aucune croissance n'est

détectée chez celles du biovar 2.

Croissance et pigmentation du citrate d'ammonium ferrique
(Hendrickson et al., 1934): Le bouillon de culture (g/1:
citréte d'ammonium ferrique, 10.0; MgSO,.7H,0, 0.5; K,HPO,, 0.5;
cacCl,, 0.2; extrait de levure, 0.01; pH 7) est mis en tube, puis
autoclavé. Les tubes sont ensemences et mis’en incubation sans
agitation. Les souches du biovar 1 produisent a la surface du

bouillon une pellicule de couleur rouille.

Réaction de l'oxidase (Kovacs, 1956): Des bacteries
cultivees sur milieu NA-glucose (g/1l: extrait de boeuf, 3;
peptone, 5; glucose, 10; agar, 15) agees de 24 h sont étalées a
1'aide d'une pipette pasteur stérile sur du papier filtre imbibe
d'une solution fraiche contenant 1% de tetramethyl-p-
phenylenediamipe dihydrochloride. Les souches du biovar 1
provoquent le développement d'un violet intense dans les dix
secondes qui suivent le contact de la creéme bactérienne avec la

solution.

Action sur le lait de tournesol (Moore et al., 1988): Le

pbouillon de culture est préparé en rehydratant 10.5 g de lait de
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tburnesol en poudre (Difco Laboratories) dans 10diml d'eau
distillée. Aprés stérilisation a lr'autoclave et
refroidissement, le bouillon eét ensemencé. La production
d'acide par les souches du biovar 2 fait virer le tournesol au
rose. La production d'alcalin par les souches du biovar 1 ou 3
fait virer 1'indicateur de pH au bleu-gris.

production d'acide a partir de 1l'érythritol (Hayward,
19645: Des tubes & essai contenant le milieu de base (g/l:
NH H,PO,, 1; Kcl, 0.2; MgSoO,.7H,0, 0.2; extrait de levure, 1;
solution de 1%.de bleu de bromothjmol, 3 ml, agar, 1.5) sont
stérilisés a 1l'autoclave. L'érythritol est stérilisé par
filtration avant d'étre ajouté pour obtenir un concentration
finale de 1%. Dans le cas ou de l'acide est produit, suite a
l'oxydatioﬁ par 15 bactérie de la source de carbone, ‘
1'indicateur de pH contenu dans le milieu semi-gélosé vire du

bleu-vert au jaune.

. Utilisation du citrate (Simmons, 1926): Des tubes de
gélose inclinée contenant le milieu de Simmons (g/1l: NaCl, 5;
MgSO, . 7H,0, 0.2; NHH,PO,, 1; KHPO,, 1; citrate de sodium, 2;
solution a 1% de bleu de bromothymol, 15 ml; agar, 20; pH 6.8;
stérilisafion a 1l'autoclave) sont ensemencés. Aprés 24 a 48hh,
1l'utilisation du citrate est révélée par 1l'indicateur de pH qui

vire du bleu-vert au bleu fonce.
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Production d'alcéli a partir de l'acide tart;rique (Kerr et
Panagopoulos, 1977): Le'milieu’de base (g/l: NaNH,PO,, 0.5;
NaH,PO,, 0.17; KC1l, 0.2; solutioh a 1% de bleu de bromothymol,
2.5 ml; pH 7.5) est dispense dans des tubes a essai avant d'étre
sterilise a 1l'autoclave. L'acide tartarique est neutralisé avec
de la soude, stérilisé par filtration, puis ajoutée au milieu de
base pour une concentration finale de 0,1%. Aprés inoculation
et une incubation de.15 jours, les souches qui utilisent cette
sourée de carbone font virer la couleur du milieu du vert au

bleu. ) K

Pour déterminer la structure taxonomique de cette
communaute agrobactérienné au dessous du niveau du biovar, les
sous-populations ont été identifiées par la comparaison des
caractéres morphologiques des colonies sur milieu PDA-CaCOjy,
1l'analyse des profils d'ADN digere et 1l'étude des profils des

proteéines des differentes souches.
3. Caractéres culturaux sur PDA-CacCoO;:

Les bactéries sont ensemencées pour obtenir des colonies
individuelles sur milieu PDA-CaCO; (g/1: ?otato Dextrose Agar
Difco, 20; carbonate de calcium, 0.5, agar, 7.5). Aprés 4 jours
d'incubation & 27 C, les colonies sont décrites. Ce test permet

également de distinguer les souches du biovar 2 qui
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éclaircissent le milieu (Bouzar et Jones, 1992).
4. Electrophorése de 1'ADN digéré par HindIII:

Extraction de 1'ADN génomique: L'ADN total est extrait
suivant la méthode décrite par Dhaese et coll. (1979). Les
 pactéries sont cultivées pendant 24 h & 30 C en milieu YEB (g/1l:
Bacto beef nutrient broth, 5; extrait de levure, 1; peptone, 5;
mannitol,'S; MgsoO, . 7H,0, 0;5). Les bactéries du biovar 2
poussent plus lentement et sont donc cultivées pendant 36 h.
Aprés centrifugation & 6.000 rpm (rotor JA-17, centrifugeuse
Beckman model J2-21 M) pendant 10 minutes a 4 C, les celiules
sont traitées successivement avec 0.5 ml d'une solution de
sarcosyl a 5% (faible détergént qui permet de solubiliser }a
paroi bactérienne) et 0.5 ml d'une solution de Pronase & 5 mg/ml
dans -du tampon TE (ﬁris—cl, 50 mM, pH 8.0; EDTA, 20 mM). Les
cellules sont incubées pendant 1 h pour dégrader les protéines.
La phase suivante est celle de l'extraction des protéines. La
préparation est soumise a une centrifugation de 10.000 rpm
pendant 1 min, 0.9 ml du lysat est prélevé de la préparation
mére, pour étre traite deux fois avec un volume de phénol
équilibré avec 3% de NaCl. Quatre autres extractions sont
faites avec un volume d'ether pour éliminer toute trace de
phénol. L'ADN est précipité par un mélange d'éthanol (95%)
froid en présence d'acétate de sodium (0.3vM) pendant 5 min a

-80 C. Le surnageant est décante, le culot est rince avec de
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1'éthanol (70%) et est séché avec un pompe a vide. Le culot est
resuspendu dans 0.1 & 0.2 ml de TE avant d'étre traité avec 10

4l de RNase (2.5 mg/ml) a 37 C.

Digestion de 1'ADN; HindIII (New England Biolabs, Beverly,
MA) est l'endonucléase de restriction utilisée. Dans chaque
tube microfuge (Eppendorf), les réactifs sont ajouteées dans
1l'ordre suivant: 15 ul H,0, 2 pl ADN, 2 pl 10xTp (50 mM tris-Cl
pH 8; 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl) et 15 unités d'enzyme HindIII

(20000 u/ml). L'incubation & 37 C dure 2 h.

Séparation et révélation des fragments d'ADN-digéréﬁ Un
gel d'agarose a 0.8% est préparé avec 2 g d'agarose dissous dans
250 ml de tampon d'électrophorése TAE (40 mM tris-acetate,‘lme
EDTA), refroidi & 50 C et versé sur la plaque de l'appareil
d'éléctrophoreése poftant le peigne qui permet de former les
puits dans le gel. Avant de charger le gel avec les différents
échantillons, 3 pl de tampon de charge (0.25% bleu de
bromophenol, 0.25% de Xyléne cyanol, 30% glycerol) sont ajoutés
a la solution d4d'ADN, pour visualiser la migration des brins
d'ADN. Pour chaque echantillon, 25 pl dA'ADN digére sont déposes
dans le puits. La migration se fait sous 15 v durant 15 h
(migration de 1l'indicateur jusqu'aux 2/3 de la longueur du gei).
Les bandes d'ADN sont révélées par trempage (20 min) dans du
bromure d'ethidium (0.5 pg/ml). Aprés_riﬁgage a l'eau déionisée

(20 min), -le gel est observé sous rayonnement U.V. Pour
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améliorer la visualisétion et la séparation des b;ins d'ADN, il
est procédé soit & une extraction supplémentaire au chloroforme,
soit & une augmentation de la quantité d'ADN charge dans le
puits, ou encore, & une diminution du voltage concomitante avec

une prolongation du temps de migration.
5. Electrophorése (SDS~PAGE) des protéines cellulaires:

‘Extraction des protéiﬁes: Les bactéries sont cultivées
dans 3 ml AT-mannitol (g/l: mannitol, 2; KH,PO,, 10.9;
MgSO,.7H,0, 0.16; FeSO,.7H,0, 0.005; CaCl,.2H,0, 0.01; MnCl,.4H,0,
0.002; KOH 6N, 110ml). Aprés 3 jours d'incubation, 1 ml de
bouillon est placé dans un tube microfuge et centrifuge & 13000
rpm pendant 3 minutes. Les bactéries sont rincées avec du
tampon PBS (10 mM NaH,PO,, 10 mM Na,HPO,, 150 mM NacCl),
recentrifugéés et resuspendues dans 1 ml de PBS. 1la suspension
bactérienne est transférée dans une cuvette de spectrophotométre
pour la lecture de la densité optique & 600 nm. Les bactéries
sont une nouvelle fois centrifugées avant d'étre resuspendues
dans le tampon Laemmli (1970) (65 mM tris-Cl pH 6.8, sodium
dodecyl sulfate "SDS" 2%, 2-mercaptoéthanol 5%, glycerol 10%) a
un volume é€gal & 100 ul par unité de densite optique.
L'échantillon est ensuite bouilli pendanﬁ 5 min, puis centrifﬁgé
pendant 10 min. Le surnageant est transféré dans un nouveau

tube microfuge et maintenu dans un bac de glace ou conserve a

=20 C.
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Préparation du gél discontinu d'acrylamide: -Les protéines
sont seéparées a travers un_gel.discontinu composé d'un gel de
concentration (5% d'acrylamide avec 2.6% polymérisation
"crosslinking", 125 mM tris-Cl pH 6.8, 0.1% SDS) et d'un gel de
séparation (12% acrylamide avec 2.6% polymérisation, 375 mM
tris-Cl pH 8.8, 0.1% SDS). Avant de verser les solutions de gel
entre deux plaqués de verre (sandwich), une solution de
persulphate d'ammonium & 10% (0.5% du volume du gel) et de
Temed (0.05% du volume du gel) sont ajoutés pour catalyser la
reaction de polymerisation. Deux heures aprés polymérisation du
gel de séparation, la solution de gel de concentration est
versée au dessus du premier gel et le peigne est inséré avant

polymérisation du gel de concentration pour former les puits

devant recevoir les echantillons de protéines solubilisées.

Séparation et révélation des protéines: Une fois les
échantillons déposés dans les puits, le sandwich contenant le
gel discontinu-est place dans la cuve d'électrophorése contenant
le tampon Tris-Glycine (250 mM tris; 192 mM glycihe; 0.1% SDS;
PH non ajuste doit étre entre 8 et 8.5). Un courant constant de
25 mA est appliqué jusqu'a ce que le bleu de bromophenol arrive
au niveau du gel de séparation (environ 1 h). Le coﬁrant est
ensuite augmenté a 35 mA jusqu'a ce que le front du colorant ait
migré de 100 mm & travers le gel de séparation. Les protéines
sont reévelées au bleu de Coomassie. Le gél est trempé 1 h dans

[+

le colorant (0.125% bleu de Coomassie; 50% méthanol; 10 % acide
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acétique) et rincé pendant la nuit dans une solution de 50%
méthanol-10% acide acétique. Les protéines apparaissent bleues

dans le gel transparent.

6. Test du pouvoir pathogéne sur une gamme de plantes

indicatrices:

Les souches sont testées initialement sur Kalanchoe
daigremontiana et tomate (Lycopersicon esculentum cv. Marmande);
Les souches qui n'induisent pas de tumeur sur ces deux espéces
sont inoculées sur courgette (Cucurbita pepo), ricin (Ricinus
communis) et tournesol (Helianthus annuus cV. Xanthi) . ﬁne
blessure est faite a l'aide d'un scalpel au deuxiéme entrenoeud
et de la créme bactérienne y est déposée. Le développement
d'une tumeur peut é&tre observée dés la troisiéme semaine qui suit
l'inoculation. Le éest de pathogénicité sur Kalanchoe est fait
sur les jeunes feuilles charnues. qPQur obtenir rapidement des
résultats, 1l'inoculation du tournesol est faité au niveau de
cotYlédons bléssés. Les plants de tournesol sont issus de
graines désinfectées & 1l'hypochlorite de calcium (9%). Apres
stérilisation, les graines sont rincées pendant 30 min a 1l'eau
distillée stérile puis placées sur une boite de petri contenqnt
de l'eau et de l'agar (0.7%). Les graines sont mises a germer a
l'obscurité a 25 C. Apreés germination,-cpaque plantule est
transférée dans un tube a essai contenant le méme milieu. Si au

bout de deux jburs les graines ne germent pas, un traitement de
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2 min & 1l'azote liquide permet de stimuler la germination.
7. Réaction & 1l'agrocin 84:

Une caractéristique des plasmides Ti de type nopaline, est
la sensibilité & l'agrocin 84 conférée par ce type de plasmide &
la bactérie héte (Ellis et al., 1979). La souche
bacteriocinogéne Agrobacterium radiobacter K84 est ensemencée
dans 20 ml de milieu YEB. Aprés 12 h d'incubation a 27 C,

0.1 ml de cette suspension bacterienne est déposée au centre
d'une boite de petri contenant le milieu MPB (g/l: mannitol, 2;
[NH,],S0,, 2; extrait de levure, O.OOS;AKHéPOA, 10.9; Mgsog.7Hé),
0.16; FeS0,.7H,0, 0.005; CaCl,.2H,0, 0.01; MnCl,.4H,0, 0.002; KOH
6N, 110ml; agar, 20). Aprés 24 h d'incubation & 27 C, la préme
bactérienne (K84) est énlevée par raclage et les boites sont
retournées sur un pépier filtre (4 cm de diamétre) imbibeé de

300 pl 'de chloroforme. Le traitement au chloroforme dure 90
min. Les boites sont ensuite aérées sous flux laminaire stérile
- pendant 15 min. Les souches d tester sont suspendues dans

4.5 ml d'une préparation de 0.5 ml d'eau distillée stérile et de
4 ml d'une gelose molle de MPB (agar, 0.6%) maintenue liquide a
45 C. La suspension bacterienne contenue dans la gélose molle
esﬁ versee en deuxiéme couche sur la boite contenant du MPB. '
Les témoins utilises sont C58 (plasmide Ti de type nopaline) et
C58C1l (souche C58 dépourvue du plaspide Ti}, respectivement

~

témoins positif et négatif pour la sensibilité & l1l'agrocin 84.
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Les souches sensibles & l'agrocin ne poussent pas prés de la
zone de croissance de K84; une zone d'inhibition apparait sous

forme de halo translucide. Les souches resistantes poussent sur

le milieu sans étre affectées par la présence d'agrocin.

8. Analyse du catabolisme des opines:

Préparation des cocktails de degradation: Pour chaque

soucﬁe A tester, trois différents cocktails de consommation sont
préparés par l'addition d'opine(s) au milieu AT contenant du
sulfate d'ammonium (0.2%) et de l'extrait de levure (0.01%). Le
‘premier cocktail contient de la mannopine (2.5 mM) et de
l'agropine (2.5 mM), le deuxiéme contient de 1l'acide
mannopinique (5 mM), et le troisiéme de 1'octopine (5 mM), de la
nopaline (5 mM) et de la cucumopine (4 mM). Chaque cocktail est
distribué dans des tubes microfuges & raison de 0.1 ml par tube.
Chaque souche est inoculée dans les trois cocktails‘avec 0.1 ml
d'une suspension bacterienne.

4

Séparation électrophorétique des opines: Aprés 2 et 7

jours d'incubation a 27 €, l'utilisation d'opine est révélée par
la disparition de 1l'opine du cocktail. Une suspension
bacteéerienne (1'u1) provenant de chacuns dgs cocktéils est
déposée sur du papier Whatman 3MM de dimensions 46 cm x 57 cm.
Les échantillons sont déposés sur un tracé de 5 mm au centre de ,

la feuille (& 23 cm des deux bords) et sont éspacés entre eux de
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1.5 cm. Les feuilleé de papier Whatmann sont pldhgées dans un
milieu tampon (eau, 910 ml; acide formique, 30 ml; acide
acétique, 60 ml; pH 1.9) et les opines sont soumises a un
courant de 2500 mA (3300 & 3400 V) pendant 15 minutes (appareil
d'électrophorése a haute tension, Gilson Medical Electronics).
La migration se fait vers le pdle négatif, qui est le
compartiment extérieur de la cuve. Aprés migration, les
feuilles sont suspendues et séchées devant un radiateur

soufflant de 1l'air chaud; le papier devant étre sec avant de

procéder a la revelation des composes.

Révélation des produits catabolisés par les souches: La

présence d'opine est révélée par trempage des feuilles de papier
dans des réactifs spécifiques. C'est le coté du papier
correspondant au pdle negatif qui est d'abord trempe; c'est de
ce coteé que les opiﬁes migrent. Les techniques de détection
varient selon le type du groupement chimique de l'opine a

analyser.

Détection de l'octopine et de la nopaline: La deétection de

ces composés se fait a l1l'aide de la phénanthréne quinone qui est
spécifique pour les guanidines monosubstituées tel l'argininé
(Yamada et Itano, ‘1966 in Dessaux ét al., 1992). ILa révélation
se fait sous rayonnement U.V.'(312 nm) aprés trempage du papier
dans la solution de révélation préparée de la facon suivante:

10 ml d'une solution de phénanthréhe guinone (0.1% phénanthréne
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quinone dans 90% d'éfhanol) sont dilués dans 90 ﬁi d'ethanol
(95%); a cette soiution on ajoute 25 ml de soude (6N NaOH dans
de 1l'eau). Cette solution ne peut étre gardée plus de 2 h
(corrosive). Les opines ainsi traitées fluoréscent sous U.V.

2

Détection des mannityl opines: La détection de ces

composés se fait 4 1l'aide du nitrate d'argent qui est spécifique
aux a-diols (Trevelyan et al., 1950 in Dessaux et al., 1992).

La fémille des mannityl opines est aussi appelée la famille de
l'agropine. Cette famille comprend la mannopine, l'acide
mannopinique, l'agropine et l'acide agropinique (Dessaux et al.,
1992). La revelation se fait comme suit: le papier est ﬁrempé
déns du nitrate d'argent (0.4% nitrate d'argent dans 99%
acétone), séché & l'air frais avant d'étre trempé dans de la
soude (2% NaOH dans 90% d'ethanol). Aprés quelques secondes,
les té&ches d'a—diolé‘apparaissent noires. Finalement, pour

conserver les résultats,. le papier est trempe dans un fixateur

dilué (1/4 Kodak AL-4) puis rincé profusement a 1l'eau.

Détection de la cucumopine: La détection de cette opine se
fait & l'aide du reéactif de Pauley (bawson et al.,1968 in
. Dessaux et al., 1992) qui reagit avec le groupement imidazole de
la molécule. Ce réactif est préparé 5 min évant utilisation en
mélangeant un volume d'une solution d'acide sulfanylique (0.5%
dans de l'acide chloridrique 1 N) a un volume d'une solution

aqueuse de nitrite de sodium (5%). Aprés séchage de
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1'é1ectrophorégramme; le papier est legérement iﬁbrégné du
reactif a 1'aide d'un pulvérisateur, puis séche sous air froid
avant d'étre traité par pulverisation d'une solution aqueuse de
carbonate de sodium (15%) jusqu'a l'apparition de téches rose-

orange.

9. Extraction des opines présentes dans les tumeurs de crown

gall induites par les souches d4'Agrobacterium isolées:

L'échantillon de tissu tumoral est pesé, introduit dans un
tube microfuge, et recouvert d'eau distillée. Le volume d'eau
varie en fonction du poids de 1l'echantillon: 0.1 ml pour un
poids inférieur a 30 mg, 0.2 ml de 30 a 60 mg, et 0.3 ml pour un
poids entre 60 et 100 mg. L'échantillon est placé dans un béin—
marie pendant 10 min. Le liquide est rassemblé au fond du tube
par centrifugation (13000 rpm pendant 10 min) pour étre
transféré dans un autre tube microfuge et évapore (1 h par 0.1
ml de liquide) dans une centrifugeuse chauffante sous vide
(SpeedvVac). Aprés évaporation, chaque echantillon est
resuspendu dans un volume d'eau distillée égal au cinguiéme du
poids de 1l'échantillon. La présence d'opines est détectee par
éléctrophorése a haute tension et révélée selon les méthodes
présentées précédemment. La détection de la lysopine, de
1l'acide octopinique, et l'acide hopalinique se fait a l'aide de
la ninhydrine qui est un reactif spécifiqﬁe pour les amines

primaires (i.e., les acides aminés et les sucres amineés). Pour



33
détecter lé présence ae ces opines, les éléctrophérégrammes sont
plongés dans une solution contenant 0.25% de ninhydrine dans 95%
d'ethanol. Les feuilles sont ensuite rincees a l'eau et

séchées. Ces opines produisent des taches rose-violet.
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RESULTATS

L'analyse phénotypique dés souches isolées de quatre
échantillons a permis de déterminer la composition de cette
population agrobactérienne. La caractérisation biochimique et
physiologique a revélée la presence de deux biovars: 40 souches
sont dﬁ biovar 1 et 32 sont du biovar 2. D'aprés les milieux
d'isolement utilisés, 37 des 40 souches du biovar 1 ont été
isolées des milieux 1A et RS, alors que 28 des 32 souches du

biovar 2 ont généralement été obtenues a l'aide des milieux 2E

et MG (tableau 3).

Tableau 3. Nombre (et pourcentage) de souches des biovars
1 et 2 isolees de différents milieux

Biovar ————mrmme e e
1A 2E RS MG

1 24 (89%) - 13 (93%) 3 (25%)

2 3 (11%) 19 (100%) 1 (7%) 9 (75%)

L'inoculation des souches sur cing espéces de plantes
indicatrices a permis 1l'identification de 24 souches
tumorigénes, soit un tiers deé souches d{Agrobacterium isolées.
Il est intéressant de noter que togtes les souches ayant la
‘capacite d'induire une transfbrmation tumorale appartiennent au

biovar 1 (tableau 4).
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Le test in—vitré de sensibilite a l'agrocin.§4 a revele la
présence au sein de cette population d'une large proportion de
souches (41.6%) dont la croissance est inhibée par cette
bactériocine. Les 30 souches agrocin-sensibles se reépartissent
de la facon suivante: 16 souches tumorigénes du biovar 1 et 14

souches non pathogénes du biovar 2 (tableau 4).

sur les 72 souches d'Agrobacterium, isolées des quatre
échantillons de sol, 10 souches du biovar 1 et 16 du biovar 2

sont non pathogénes et résistantes a l'agrocin.

Les opines présentent dans les tumeurs causees par les 24
souches tumorigénes du biovar 1 sont de deux types suggérant la
présence de deux types de tumeurs (tableau 4). Deux tiers
(16/24) des tumeurs syhthétisent de la nopaline (i.e., tumeur de
type nopaline), les autres tumeurs (8/24) contiennent de
l'octopine, de la mannopine,”ae l'agropine, et de l;acide

agropinique (i.e., tumeur de type octopine).

La caractérisation au niveau infraspecifique de 46 souches
présumées tumorigénes ou agrocin-sensibles s'est faite par
i) 1l'analyse des profils A'ADN digére paf l'enzyme de
restriction HindIII et, ii) la comparaison des profils
proteiques. Ces 46 souches comprennent les 24 souches
tumorigénes du biovar 1, les 14 souches aérocin—sensibles du

biovar 2, ainsi que huit souches (6 biovar 1 et 2 biovar 2)
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initialement identifiées comme pathogénes ou agrdéin—sensibles
et qui se sont révélées étre non pathogénes et agrocin-
résistantes. La comparaison des profils d'ADN digéré a pernis
d'identifier six tyﬁes chromosomiques différents (tableau 4 et
figure 4). Cing fonds chromosomiques ont ete idéntifiés parmi
les souches du biovar 1: chr A, chr C, chr D, chr E et chr F
(tableau 4 et figure 4). Par contre,vtoutes les souches du
biovar 2 possédent le méme fond chromosomique (i.e., chr B).

Lorsque.les protéines cellulaires de ces mémes souches sont
séparés éléctrophorétiquement dans un gel discontinu de
polyacrylamide, les profils obtenus permettent de grouper les
souches dans un schéma identique a celui obtenu par l'anélysef
génomique. Les profils protéiques sont identiques pour les

souches appartenant & un profil génomique particulier (ﬁableau 4

et figure 5).

Un corrélation éxiste également entre la presence d'un fond
chromosomique et les caractéres culturaux d'une souche sur
milieu PDA-CaCO; (tableau 4). Bien que toutes les spuches
produisent des colonies uniformément circulaires et de couleur
créme, plusieurs groupes chromosomiques ont pu étre distingues
apfés 48 h de croissance sur ce milieu. les colonies des
souches du chr A ont un diamétre de 3 mm, sont plates avec un
centre legérement convexe, et forment unewpellicule, ou film de

croissance bactérienne, qui ne peut étre facilement disperseée.
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Lés colonies des souéhes ayanf un fond chromosomi&ue de type D,
E ou F produisent des colonies typiques du genre Agrobacterium;
ces colonies ont un diamétre de 3 a 4 mm. Les ;ouches de chr C
forment des colonies convexes et elevees (i.e., bombées) ayant
un diamétre de l.é mm. Les souches présentant un fqnd
chromosomique de type B, produisent des colonies punctiformes
(i.e., 0.5 mm de diamétre). Aprés 4 jours, ces colonies
ressemblent aux colonies de type chr C, mais se distinguent par
la pfoauction d'un halo transparent dans le milieu. Cet
éclaircissement du carbonate de calcium présent dans le milieu
est caractéristique des souches du biovar 2 et est le résultat
d'une production importante d'acide suite au métabolisme du

glucose par ce groupe de bacteries (Bouzar et Jones, 1992).
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Figure 4. Electrophorégrammes de 1'ADN genomique dlgere par
l1'enzyme de réstriction HindIII. Les profils sont separeés en
gel d'agarose (0.8%) et représentent les fonds chromosomiques
rencontrés dans la population tellurique d'Agrobacterium
étudiée. Les couloirs 1, 2, 3, 4, 6 et 8 representent

39

respectivement les proflls des fonds chromosomiques E, C, B, A,

F et D. Le couloir 5 représente le profil d'une souche
ultérieurement identifiée comme n'appartenant pas au genre
étudié. Pour référence, le couloir 7 présente le profil de
1'ADN du phage Lambda digéré par la méme endonucléase.
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Figure 5. Profils des protéines cellulaires séparées par
éléctrophorése en gel de polyacrylamide. Les couloirs 1 a 6
représentent respectivement les fonds chromosomiques A, B, C, D,
E et F d'Agrobacterium. Le couloir de gauche represente
différents marqueurs (protéines de p01ds moléculaire détermine).
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Figure 6. Révélation d'échantillons contenant de l'octopine et
de la nopaline. Ces opines sont séparees electrophoretiquement,
traitées a la phenanthréne quinone, et révelées sous rayonnement
U.V. (312nm).
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L'analyse des cafactéres d'origine chromosomique montre
qu'au sein de la population du biovar 1, le chr A predomine avec
16 souches, suivi du chr C avec huit souches et du chr D avec
gquatre souches; les chr E et F ne sont chacuns representeées
qu'une seule fois'(tableau 5). Les souches possedant un fond
chromosomique de type A, B, C, ou D sont présentes a travers les
quatre échantillons de sol et & des niveaux similaires. Les
souches uniques, ayant un chr E ou F, ont été isolées
d'écﬁantillons differents. |

Tableau 5. Distribution des groupes

chromosomiques d'Agrobacterium dans
les differents échantillons de sol

Chromosome =  ——=—==sssem—————————-
I II IIT 1IV

Biovar 1

A 5 4 3 4

C 3 2 1 2

D 1 1 1 1

E - 1 - -

F - - 1 =
Biovar 2

B 4 6 4 2

L'analyse de l'utilisation des opines a permis de
diétinguer différents profils cataboliqugs (tableau 4). Les ‘
souches tumorigénes et sensibles a l'agrocin 84 ayant un fond
chromosomique de type A utilisent la nopaiine et l'octopine.

Cette derniére n'est utilisée qu'en présence de la nopaline;
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cette proprieté est commune aux plasmides Ti de fype nopaline.
Les huit autres souches tumorigénes presentent des profils
cataboliques typiques des plasmides Ti de type octopine (Dessaux

et al., 1987). En effet, ces souches utilisent l'octopine et

les mannityl opines (i.e., mannopine, acide mannopinique,
agropine, et acide agropinique) et sont resistantes a 1l'agrocin
84. Les huit souches a octopine possédent un fond chromosomique
de type C. Il est remarquable que l'utilisation d'opines par
les éix souches non pathogénes du biovar 1 a revelé la présence
de souches au métabolisme opinique particulier. Deux souches
possédant un fond chromosomique D utilisent i'octopine mais
différent des souches a octopine normales par leur incapécité de
. dégrader les mannityl opines. Les deux autres souches de type D
n'utilisent aucune des opines testées dans la présente étude.

La souche possédant un fond chromosomique E catabolise 1l'acide
agropinique sans toutefois utiliser les autres mannityl opines.
L'autre souche au fond chromosomique unique (i.e., chr F) a la
capacite d'utiliser 1la cucumdpine;‘la nopaline et l1l'octopine.
Quatorze souches de type chr B (i.e., biovar 2) preésentent un
profile catabolique typique des souches possédant un piasmide Ti
a nopaline; ces souches sont sensibles & l'agrocin 84 et
utilisent la nopaline et l'octopine, cette derniére n'étant
utilisée qu'en présence de nopaline. Toutefois, ces souches:
sont incapables d'induire le déveioppement de tumeurs et

contiennent probablement un plasmide Ti désarmé de type pAtKS84b

(Clare et al., 1990). Enfin, les deux derniéres souches de type
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B possédent, a l'exception de leur resistance a 1l'agrocin 84,
les mémes caractéristiques que les autres souches appartenant a

ce groupe chromosomique.

Tableau 6. Distribution des plasmides Ti
présents dans les souches d'Agrobacterium
isolées des quatre echantillons de sol

—— —————— — _— — o~ ———————— T . S R TP D GES SR S D TE S G G G -

Plasmide = = e
I IT ITT Iv
Ti & nopaline “5 4 3 4
Ti désarmeé & nopaline 4 6 4 2
Ti a octopine 3 2 1 2

D'apres le type et le nombre de plasmides détéctés dans les
quatre echantillons de sol (tableau 6), la répartition des trois
principaux types de plasmides est homogéne a travers cette

parcelle.
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DISCUSSION

La présente étude a révele la distribution et la diQersité
d'une population d'Agrobacterium residant dans un sol alcalin
qui n'a pas été cultivé pendant cing années consécutives et
apparement en 1'absence de plants tuméfiées. Ce sol en jachére
abrite une population estimee & 3 x 107 agrobactéries q'1 (Krimi,
com. pers.). Ce qui est remarquable, c'est qu'une agrobacteéerie
sur frois induit la formation de tumeurs sur au moins l'une des
plantes indicatrices de pathogénicité. Cette proportion de
souches tumorigénes est exceptionnellement élevee, si 1l'on
considére que les niveaux de populations estimes par d'autres
auteurs ne depassent pas 10° agrobactéries g'1 (Schroth et al.,
1971; Bouzar et Moore, 1987; Burr et al., 1987). Différegts
travaux suggérent que.les souches tumorigénes introduites
artificiellement ne‘survivent pas plus d'un an dans uﬁ sol
dépourvu de plantes hdétes (Patel, 1929; Dickey, 1961; Moore et
Cooksey, 1981; Bishop et al., 1988). Par contre, il a éte
rapporté la persistance pendant plusieurs années de souches
tumorigénes présentes naturellement dans le sol (Cochran, 1941;
Schroth et al., 1971). La persistance d'une population
tumorigéne indigéne aussi large dans ce sol de la Mitidja peut
stre due aux propriétés de ce sol ou a la rhizosphére de
certéines espéces de plantés poussant naturellement dans cette
parcelle en jachére. Un facteur édaphiqué qui pourait avoir

contribué au maintien de cette population est la texture
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limoneuse de ce sol.l En effet, ce type de texturé a une
capacité élevée de rétention d'eau, ce qui facilite la
multiplication et 1la propagatiqn des bacteries (Lynch et Ebben, -
1986). Un autre paramétre qui pourait avoir contribué a la
survie de ces souches tumorigénes dans le sol est le pH. Un pH
acide réduirait la survie des souches introduites
artificiellement dans un sol en l'absence d'un héte (Dickey,
1961). Par ailleurs, il a été rapporté que les épidémies de
crowﬁ gall sont beaucoup plus importantes dans les régions a
sols alcalins (Seigler, 1938; Moore, 1979). En effet, la
maladie est rarement observée dans les sols acides de 1'Oregon,
alors que les infections sont communément rencontreées en
Californie (Seigler, 1938) et dans l'etat de Washington (Moore,
1979) ou les sols sont alcalins. Il a éeté egalement rapporte
que les sols alcalins sont plus favorables & la survie et‘a la
production de nodosités par Rhizobium (Dughri et Bottomley,
1983), gqui est une bacterie tellurique trés proche
taxonomiquement d'Agrobacterium. Il faut noter cependant, que
l'environnement du sol et de la rhizosphére est a la fois riche
et diversifié et que, par consequent, le comportement des
souches dans ce biotope est le résultat de l'expression du
poﬁentiel'génétique de la bactérie dans un environnement riche

en stimuli et inhibitions.

D'aprés les resultats de l'analyse des tests biochimiques

et physiologiques, la population agrobactérienne indigéne du sol
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eét composée de souches affiliees aux biovars 1,é€ 2. Aucune
souche du biovar 3 n'a éeté détectee. Les taux eleves
d'isolement des souches du biovar 1 a partir du milieu 1A et des
souches du biovar 2 du milieu 2E confirment la selectivite de
ces deux milieux. L'isolement a partir du milieu RS de
nombreuses souches du biovar 1 suggére que ce milieu, propose
'pour 1'isolement selectif des souches du biovar 3 (Roy et |
Sasser, 1983), doit étre utilise avec precaution dans toute
étudé visant l'isolement du sol de souches du biovar 3. Le
besoin d'utiliser plusieurs milieux d'isolement a été démontre
par les milieux RS et MG. Ces deux milieux ont permis
1'isolement de souches ayant des caractéres plasmidiques ou
chromdsomiques originaux. Les souches H25 et D72 ont ete
isolées respectivement des milieux MG et RS. Il est surprenant
que toutes les souches pathogénes isolees du sol soient duﬁ
biovar 1, alors que les souches du biovar 2 sont predominantes

dans les tumeurs se développant sur les plants de pepiniéres de

la région (Bouzar et al., 1991). Ces observations semblent

confirmer l'adaptation des souches du biovar 1 pour

l'environnement du sol (Nesme et al., 1987; Ophel et Kerr,

1987). La preédominance du biovar 1 dans notre sol peut avoir
été le resultat de la motilite differentielle observée entre
agrobacteries de differents biovars. En effet, d'apres Bush ét
Pueppke (1991), les souches du biovar 1 sont plus motiles dans
un environnement alcalin que les souches du biovar 2; quant aux

souches du biovar 3, elles semblent ne presenter aucune activite
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motrice en pH alcalin. Il faut cependant noter que sous
conditions controlées de fermenteur, nos souches ont un pH

optimum de croissance de 7 (Moore et Canfield, com. pers.).

Les profils de proteines cellulaires et lesiprofils de
digestion de 1'ADN genomique permettent de former des groupes
 contenant les mémes souches. Cetie concordance entre les
profils d‘ADN et ceux de protéines n'est pas surprenante puisque
les érotéines‘ﬁoﬁéwle résultat de l'expression de l'information
génétique. D'aprés ces techniques, notre collection de souches
est constituée de six groupes chromosomiques. La population du
biovar 1 est hétérogéne, comprenant cing groupes chromosomiques
(chr A, ¢, D, E et F), alors que lés souches du biovar 2 forment
un groupe homogéne de bactéries possedant le méme fond
chromosémique (chr B). Par ailleﬁrs, une bonne correlation
existe entre les caractéres culturaux d'une souche et son fond
chromosomigque. Mis & part les six souches de type D, E ou F qui
ont le méme type de colonies sur PDA-CaCOz, les souches des
autres groupes chromosomiques possédent des caractéres culturaux
particuliers. De telles différencés de morphologie coloniale
reflétent apparement des différences fondamentales entre les
souches,tces differences pourraient servir de marqueurs
géhétiques ou d'indicateurs de diversité:génétique. Les
differences observees dans l'aspect des colonies sur PDA-CacCo;
et dans les éléctrophorégrammes de protéines cellulaires et

d'ADN digéré suggérent que ces sous-populations pathogénes
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différent par un certain nombre de caractéres phféiologiques non
encore détermines qui pourraient avoir un réle dans la survie et
la competition dans cet environhement. Vu l'echelle
bactérienne, il est inteéressant que certains fonds
chromosomiques (i.e., chr A, B, C et D) soient rencontrés a
travers les différents échantillons de sol et & des niveaux de
population similaires entre les différents échantillons.

L'etude du comportement de ces souches dans d'autres sols mérite
d'étfe entreprise pour eséayer d'elucider les raisons de
l'adaptation de ces bactéries dans le sol de la présente étude.
Par contre, il y a d'autres souches (i.e., chr E et F) qui n'ont
été rencontrées qu'une seule fois; il est remarquable que ces
deux souches ontlun metabolisme opinique trés particulier. 1I1
serait intéressant de savoir si la dégradation d'opines par ces
souches est d'origine plasmidique, comme chez certaines
agrobactéries non pathogénes, ou si elle est chromosomique,

comme c'est la cas de certains Pseudomonas.

" D'aprés le metabolisme opiﬁique, les tests de
tumorigénicité et de réaction & l'agrocin 84, trois types de
plasmides semblent étre présents en relative abondance dans tous
les echantillons de sol analySés. Le plus commun ést le
plasmide Ti de type nopaline, suivi du plasmide Ti & octopine et
d'un plasmide similaire & PAtK84b, aussi appelé pNoc (Dessaux,
com. pers.), qui est unvplasmide non pathdgéne a nopaline

présent dans la souche K84 (Clare et al., 1990). L'abondance
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relative du plasmide de type pAtK84 est surprenante. Une
hypothése est que ce plasmide serait un mutant non pathogéne
ayant pour origine le plasmide Ti & nopaline communement

rencontré dans ce sol.

L'un des points les plus importants qui ressort de 1l'étude
de cette population d'Agrobacterium indigénes et de ses

plasmides cataboliques d'opines est que le maintien d'un type de
plasﬁide dans une cellule semble dépendre du fond chromosomique.
En effet, toutes les souches de type chr A possédent un plasmide.
Ti a nopaline, alors que les souches de type chr C ont un
plasmide Ti de type octopine. Il en est de méme pour les
souches de type chr B qui possédent un plasmide de type pAtK84b.
Une analyse plus fine des plasmides et des chromosomes par
hybridation de sondes T-DNA, vir et chromosomique (Dessaux com.
pers.) a permis de éonfirmer ces reésultats qui suggérent que
certaines combihaisons plasmide-chromosome sont mieux adaptees
pour cohabitér que d'autres combinaisons rencontrees moins
fréquemment. Cette affinite qu'a'un plasmide Ti pour un fond
chromosomique particulier a été précédement suspectee lorsque
‘1'étude de souches tumorigénes de la région a révele que les
souches du biovar 2 avaient trois.fois plus de chance de
cohtenir un plasmide & nopaline que les souches du biovar 1
(Daouzli, 1990; Bouzar et al., 1991). Par ailleurs, lors de
l'analyse d'une collection de souches. du Biovar 3 dont les

plasmides Ti contenaient des éléments d'insertion (i.e., "IS
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elements"), il a été’suggéré gue les plasmides Tiﬁé nopaline
étaient rarement transmis & des souches possédant un fond
chromosomique différent (Paulus et al., 1989). Par contre,
l'analyse de souches isolées de tumeurs provenant d'une
pépiniére forestiére suggére plutdt une certaine mobiliteé du
plasmide entre certains fonds chromosomiques (Michél et al.,

1990). Ces résultats en apparente contradiction suggérent que
certaines associations plasmide Ti-fond chromosomique sont
optimales pour les deux entités, permettant ainsi le maintién
stable de ces combinaisons. Il est également possible que
1'absence de certains plasmides des souches possedant des fonds
chromosomiques particuliers soit lieée & un phénoméne
d'incompatibilité similaire a celul éxistant entre des plasmides
possédant le méme géne ori (i.e., méme groupe Inc). Dans‘
d'autres cas, le potentiel de transfert et de maintenance du
plasmide serait éle&é, ce qui expliquerait la présence de ce
plasmide dans des souches possedant des fonds chromosomiques
différents. La recherche des raisons de ces différences de

comportements méritent d'étre entreprise.

Enfin, la diversité phénotypique observee dans ce sol peut
étre le reflet du passé agricole de cette parcelle. La
diétribution uniforme des différents groupes chromosomiques et
des plasmides associés peut étre le résultat du travail annuel

v

de la terre. L'analyse préliminaire de quatre autres

échantillons de sol prélevés dans la méme parcelle confirment la
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distribution, observéé dans les echantillons de natre etude, des
sous-populations bacteriennes et de leurs plasmides (résultats
non preésentés). La présence de populations d'Agrobacterium
phenotypiquement diffeérentes suggére d'une part une colonisation
effective de ce sol et d'autre part, une cohabitation stable
entre les membres de cette riche communauté ol les échanges de
plasmide semblent rares. Pour élucider les raisons ecologiques
de cette diversiteé phénotypique, il serait souhaitable de
continuer 1l'etude de cette parcelle en prélevant des
échantillons a difféerents moments de l'année et en enregistrant
les caracteristiques de l'environnement (e.g., climat, humidité
du sol, identification de la flore). Il faut noter qu'aprés le
prélévement des échantillons de cette étude, une partie de cette
parcelle a éte traitee avec la souche K84 pour des essais de
lutte biologique (Krimi, 1990). I serait interessant de
déterminer les effets de 1l'introduction de cet antagoniste sur
les differentes populations agrobactériennes, particuliérement
celles sensibles, de par la possession d'un plasmide de type
nopaline, a K84. Le temps, la succession des saisons et de la
végetation sont des paramétres qui peuvent également affecter de
" maniére importante la composition de' cette communauté
agrobactérienne. L'identification des facteurs influengant la
composition et le comporéement des agrobactéries et plasmides'Ti
dans le sol aidera a mieux comprendre l'eépidémiologie du crown
gall et pér consequent facilitera 1le déveioppement de nouvelles

méthodes de lutte contre cette maladie.
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CONCLUSION

Cette étude a mis en évidence la présence dans un sol
agricole en jachére d'une population exceptionnellement riche en
souches tumorigénes (une agrobacterie sur trois est capable
d'induire une transformation tumorale); et ce, en dépit de
1'absence pendant cing annees de plante héte pouvant, par la
présence de tumeur, favoriser le développement ou le maintien

d'une telle population.

La population agrobacterienne de ce sol est principalement
constitueée de souches du biovar 1. Au sein de ce biovar, cing
sous-populations ont éteé identifiées par 1l'analyse des profils
protéiques et génomiques. Par contre, la composition de la
population du biovar 2 est homogéne; toutes les souches ‘

possédent le méme fond chromosomique.

L'analyse des plasmides residants dans cette population
suggére que le type de plasmide Ti maintenu dans une cellule
d'Agrobacterium dépend du fond chromosomique de cette cellule.
En effet, les souches du biovar 1 de chromosome-type A ﬁossédent
un plasmide Ti & nopaline, celles ayant un fond chromosomique de
type C portent un plasmide Ti a octopine:et'les souches du
biovar 2 (chr B) semblent posséder un plasmide Ti désarme a

nopaline similaire au plasmide pAtK84b.
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Par ailleurs, cé travail a permi l'identifiégtion de
nouvelles souches d'Agrobacteriym non pathogenes au métabolisme
opinique particﬁlier. L'origine de ces différences de
catabolisme opinique pourrait étre élucidée par une analyse

génétique de ces souches.
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ANNEXE 1
Recettes des milieux d'isolement

Milieu 1A (Brisbane et Kerr, 1983) pour le biovar 1 (par litre):

L(-)arabitol 3.04 g a
NH,NO; 0.16 g

KH,PO, 0.54 g

K,HPO, 1.04 g
Taurocholate de sodium 0.29 g

MgSO, . 7TH,0 | 0.25 g

Agar i 15.00 g
Violet crystal (solution de 0,1%) 2 nl

Stériliser & l'autoclave, refroidir a environ 50 C avant
d'ajouter aseptiquement 10 ml de cycloheximide (solution de 2%)
et 6.6 ml de sélénite de sodium (solution de 1%); ces deux
composés étant stérilises par filtration.

Milieu 2E (Brisbane et Kerr, 1983) pour le biovar 2 (par litre):

Erythritol 3.05 g
NH,NO 0.16 g
KH,PO, 0.54 g
K,HPO, : 1.04 g
Taurocholate de sodium 0.29 g
MgSO, . 7H,0 0.25 g
Extrait de levure (solution de 1%) ' 1 ml

Vert de malachite (solution de 0,1%) 5 ml

Agar 15.00 g
Stériliser a& l'autoclave, refroidir a environ 50 C avant
d'ajouter aseptiquement 10 ml de cycloheximide (solution de 2%)
et 6.6 ml de sélénite de sodium (solution de 1%); ces deux
composés étant stérilises par filtration.

Milieu de RS (Roy et Sasser, 1983) pour le biovar 3 (par litre):

Adonitol 4.00 g
KH,PO, . 0.70 g
K,HPO, 0.90 g
MgSo, . 7H,0 0.20 g
Extrait de levure 0.14 g
NacCl 0.20 g
Acide borique 1.00 g
Chlorothalonil (solution de 4%) 0.5 ml
Agar 15.00 g

Ajuster le pH a 7,2, stériliser a l'autoclave, refroidir a
environ 50 C avant d'ajouter aseptiquement des solutions
stérilisées par filtration contenant 80 mg de chlorure de
triphenyltetrazolium, 20 mg de D-cycloserine et 20 mg de

trimethoprim (ajouter a cette derniére solution 1 goutte d'acide
chloridrique).
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Milieu MG (Moore et al., 1988) non-séléctif (par litre):
Mannitol 5.0 g
Acide L-glutamique , 2.0 g

KH,PO, 0.5 g

0.2 g
0.2 g
1lm

NaCl

MgSO, . 7H,0

Biotine (2 ug/l)*

Agar 15.0 g
La solution de biotine est préparée en mélangeant 20 mg de
biotine & 100 ml d'eau distillée; 1 ml de cette solution
concentrée est ajouté a 99 ml d'eau distillée avant d'étre
stérilisé par filtration (pore de diametre 0.2 1) . Cette

- solution peut étre conservee réfrigérée pendant une année.



1
+
+ +
1
i

L+ +
+4+++ 0
bl
+ 4+ + 1
+ 4+ + 4+ + + +
1
|

P+ o+
I
I
P+
L+ + + +
IR 1
L+ ++ 1 I

[
+ 4+ + + +
|
+ 4+ 4+t
+4+++++++
!
!

—— S  — ——— — — ——— G, - — - W —— > - S GES S G - GES S R T e

*saugboyzed ssyonos soT Ied s93TNPUT SINdUN] SIT
‘Tos 9p uolTTIzueyoe xed ‘mwnrreloevqoIbY,pP SIYONOS SIP

¢ IXINNY

¥9

yLd
690
Z2La
€Ld
L9d
s9d
LA
0Ld
89d
994
:II TO°S

1
+
1
1

I 1
1 i
+ 4+ +++ 1
+ 4+ + 10
A CUUAMEMM
A A A A A NN

8H
LH
9H
SH
VH
ova
vda
1¥vd
svd
v¥a
£vd
ova
6c£d
$I ToS

[ I I B |
[
o
I+ + + +

+ +.+
++ +

|
OO LOMMMM
A A A NNNN

|
!
+++++++ 4+

N ®y & a¢w4V ayo ad ayonos

suep sS99sT39dY3uis wmnﬂmo s9p 3o
anbtdAjousayd ssiieue,1 9p s3jejInsay



G9

“¥8

. s anauny 9p sed juasInpuTr,u
soTTo,nbstnd autdo,p sed jussI3oUluls au

*9TeIOoUN] uoT3ONPUT = I
utooxbe,T © UOTIOBDII = ¥8Y

sousboyzed uou S2YONOS SIT

|.||l|ll-lllllu'llllllIl|.l-llal.l..lll-ll-I|..||.Il.||l||l'Ilallnllll-lllllll.lll-llllllll..ll‘l"lnllnlull.ll'l.llu-lll

+ +
11

++ + +

+

|
+ 441

Ivll'l-Illlllnl"lll'lllll.lll"ll|.Illl|l||n|ul||l.|||||l-|l-||lllu|lull!l'-l.lln'lnull'l'll'll"ll

mmmmﬂumsuGMm autdo

|
i
+H++++++ A+t

|
4+

I
4+t +

+4+4++ 1+ +++F
i
!
|
|

i
+ 4+ +

agpeabeog 2urdo

|
At AMM

+ 4+ +

0€H
8¢CH
LCH
9CH
SCH
6CH
sLd
8Ld
LLA
- 9Ld
"HHHﬁom

FAFF

T N
4‘340@[’4@‘3{3@
A A AN NN N

¥ZH
¢CH
TZH
0CH

(e3Tns) ¢ FXINNY



	001.tif
	002.tif
	003.tif
	004.tif
	005.tif
	006.tif
	007.tif
	008.tif
	009.tif
	010.tif
	011.tif
	012.tif
	013.tif
	014.tif
	015.tif
	016.tif
	017.tif
	018.tif
	019.tif
	020.tif
	021.tif
	022.tif
	023.tif
	024.tif
	025.tif
	026.tif
	027.tif
	028.tif
	029.tif
	030.tif
	031.tif
	032.tif
	033.tif
	034.tif
	035.tif
	036.tif
	037.tif
	038.tif
	039.tif
	040.tif
	041.tif
	042.tif
	043.tif
	044.tif
	045.tif
	046.tif
	047.tif
	048.tif
	049.tif
	050.tif
	051.tif
	052.tif
	053.tif
	054.tif
	055.tif
	056.tif
	057.tif
	058.tif
	059.tif
	060.tif
	061.tif
	062.tif
	063.tif
	064.tif
	065.tif
	066.tif
	067.tif
	068.tif
	069.tif
	070.tif

