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 CHAPITRE I 
LE DIALOGUE MOLECULAIRE DES 

INTERACTIONS PLANTES-
MICROORGANISMES : ENTREE EN MATIERE 

L’interaction entre un agent pathogène et une plante peut aboutir à différentes 

issues. Cette issue est dite compatible si l’agent pathogène parvient à coloniser son 

hôte, et incompatible dans le cas contraire. La résistance de la plante est de loin 

l’issue la plus fréquente et est classiquement divisée en deux types. On parle de 

résistance non hôte lorsque tous les variants génétiques d’une même espèce 

pathogène sont incapables de coloniser une espèce végétale, quelle que soit la 

variété considérée. A l’inverse, si la résistance est effective seulement lors de 

l’interaction entre certains variants génétiques de l’agent pathogène et certains 

génotypes de l’espèce végétale, on parle de résistance hôte spécifique (Mysore & 

Ryu, 2004). 

La résistance non hôte représente la forme de résistance la plus répandue. Elle 

repose en partie sur des défenses constitutives, telles que les barrières physiques 

que représentent la cuticule et la paroi cellulaire, ou la présence de métabolites 

secondaires antimicrobiens (Nürnberger et al., 2005). Des défenses induites sont 

également mises en place après perception de l’agent pathogène. Il semble d’une 

part que la plante puisse détecter la présence de l’agent pathogène via des protéines 

agissant comme des senseurs de l’intégrité de la paroi et de la membrane plasmique 

végétales (Uma et al., 2011). D’autre part, il apparaît que la résistance non hôte fait 

intervenir des mécanismes de perception (extra et intracellulaires) et de signalisation 

qui sont aussi impliqués dans la mise en place de la résistance hôte spécifique (Fan 

& Doerner, 2012), résultant en l’activation de défenses similaires entre les deux types 

de résistance. Ces derniers aspects sont donc décrits dans les sections qui suivent. 

Les mécanismes de perception intra et extracellulaires de microorganismes 

pathogènes développés par les plantes sont le fruit de la coévolution entre les deux 
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Figure 1. Le modèle en zigzag illustre l’amplitude des défense s végétales lors
des interactions plante-bactérie pathogène . De gauche à droite : les plantes
détectent la présence de certains PAMPs bactériens (losanges rouges) grâce à leurs
récepteurs PRRs et mettent en place l’immunité déclenchées par les PAMPs (PTI).
Des bactéries virulentes injectent des effecteurs de type III (ronds noirs) qui
interfèrent avec la PTI, aboutissant à la sensibilité déclenchée par les effecteurs
(ETI). Certains effecteurs (rond rouge) sont reconnus par les récepteurs
intracellulaires NLRs (R rouge) et induisent la mise en place de l’immunité
déclenchée par les effecteurs (ETI), une forme de résistance amplifiée qui franchit
généralement le seuil de déclenchement de la réaction hypersensible (HR).
Certaines bactéries sont sélectionnées, ayant perdu l’effecteur reconnu par la plante
et/ou acquis des effecteurs (ronds bleus) qui suppriment l’ETI, et induisent à
nouveau l’ETS. La sélection favorise de nouveaux allèles de NLRs des plantes (R
bleu), qui peuvent reconnaître les nouveaux effecteurs acquis par la bactérie,
aboutissant une nouvelle fois à l’ETI (d’après Jones & Dangl, 2006).
PAMPs : pathogen-associated molecular patterns ; PTI : PAMP-triggered immunity ;
ETS : effector-triggered susceptibility ; ETI : effector-triggered immunity ; Avr :
protéine d’avirulence ; R : protéine de résistance.



protagonistes. Mais cette coévolution implique en retour l’acquisition par les agents 

pathogènes de mécanismes d’échappement de la mise en place des défenses 

végétales. Il en résulte un véritable dialogue moléculaire entre l’agent pathogène et 

son hôte, qui conditionne l’issue de l’interaction. Ce dialogue peut être illustré par le 

modèle en zig-zag proposé en 2006 par Jones & Dangl et toujours d’actualité (Figure 

1). 

Les résultats présentés dans ce manuscrit s’inscrivant dans le cadre de l’étude 

d’une interaction plante-bactérie, le choix à été fait d’illustrer le modèle en zig-zag par 

des données centrées sur ce type d’interaction. La majorité des concepts reste 

cependant applicable aux interactions avec des microorganismes pathogènes d’autre 

nature. 

I. Coupables de haute trahison : l’immunité 
déclenchée par les PAMPs (ou PTI) 

Les plantes ont développé l’aptitude à percevoir la présence des agents 

pathogènes. Les premiers mécanismes d’alerte mettent en jeu des récepteurs 

membranaires appelés PRRs (pattern recognition receptors) capables de reconnaître 

des molécules microbiennes désignées sous le nom de PAMPs (pathogen-

associated molecular patterns). Il s’en suit une signalisation qui aboutit à l’activation 

de mécanismes de défense, pouvant donner lieu à une forme de résistance appelée 

immunité déclenchée par les PAMPs (PTI pour PAMP-triggered immunity). 

L’ensemble de ces étapes sont décrites dans les sections qui suivent. 

I.1. Les PAMPs sont reconnus par les récepteurs 
PRRs de l’hôte 

La présence des agents pathogènes est en premier lieu trahie par des 

molécules très conservées appelées PAMPs, qui sont indispensables à leur cycle de 

vie et présentent une vitesse d’évolution relativement lente (Jones & Dangl, 2006). 

Ces signatures moléculaires étant conservées aussi chez les microorganismes non 

pathogènes, certains leur préfèrent l’appellation de MAMPs (microbial-associated 

molecular patterns) (Mackey & McFall, 2006). La flagelline (Flg) du flagelle, le facteur 
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Récepteurs aux PAMPs Récepteurs aux DAMPs Légende

Figure 2. Les couples PRR/PAMP bactérien et PRR/DAMP identi fiés. Panneau de
gauche : les PRRs (pattern recognition receptors) dont les ligands sont des PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns) connus. Le récepteur FLS2 reconnait
l’épitope flg22 de la flagelline bactérienne chez Arabidopsis thaliana, Nicotiana
benthamiana, la tomate et le riz. Le récepteur EFR, spécifique des Brassicaceae,
reconnait l’épitope elf18 du facteur d’élongation bactérien Tu. Le récepteur XA21 du riz
reconnait le peptide sécrété Ax21 (ou le peptide synthétique axYS22). Les récepteurs
LYM1 et LYM2 reconnaissent le peptidoglycane bactérien. Celui-ci interagit aussi
faiblement avec le récepteur CERK1. Il est possible que ces trois récepteurs
fonctionnent sous forme d’un complexe tripartite chez A. thaliana mais des interactions
entre LYM1, LYM3 et CERK1 n’ont à ce jour pas été identifiées. Panneau de droite : les
PRRs dont les ligands sont des DAMPs (damage-associated molecular patterns)
connus. Les récepteurs PEPR1 et PEPR2 reconnaissent le peptide endogène AtPeps.
Le récepteur WAK1 reconnait les oligogalacturonides (OGs) issus de la paroi végétale
(d’après Monaghan & Zipfel, 2012).



d’élongation EF-Tu (elongation factor thermo unstable), les peptidoglycanes des 

membranes ou encore les lipopolysaccharides de la membrane externe des 

bactéries à caractère Gram négatif comptent parmi les exemples de PAMPs connus 

(Newman et al., 2013) (Figure 2). 

Les plantes ont développé la capacité à percevoir ces PAMPs de manière 

extracellulaire grâce à des récepteurs appelés PRRs. Tous les PRRs connus sont 

localisés à la membrane plasmique et appartiennent soit à la famille des protéines 

RLKs (receptor-like kinases), qui contiennent un domaine extracellulaire de type LRR 

(leucine-rich repeat) riche en leucine, un domaine transmembranaire et un domaine 

kinase intracellulaire, soit à la famille des protéines RLPs (receptor-like proteins), qui 

diffèrent des RLKs en ce qu’elles ne possèdent qu’un petit domaine cytosolique sans 

domaine de signalisation manifeste (Newman et al., 2013). Les deux couples 

PAMP/PRR les plus étudiés, Flg/FLS2 (flagellin-sensing 2) et EF-Tu/EFR (EF-Tu 

receptor), sont abordés ci-dessous. 

La reconnaissance des PAMPs par les PRRs constitue la première ligne de 

défense active de la plante. Celle-ci aboutit à la mise en place de la résistance dite 

basale, autrement appelée PTI. Cette réponse de défense est plus ou moins forte et 

peut s’avérer efficace pour contrecarrer l’attaque d’un microorganisme pathogène 

insuffisamment adapté à l’hôte. 

I.1.1. Le couple Flg/FLS2 

La protéine FLS2 est un membre de la famille des protéines RLKs, renfermant 

28 domaines de type LRR et un domaine sérine/thréonine kinase. Le PAMP reconnu 

par FLS2 est la flagelline, constituant majeur du flagelle, qui est une structure 

essentielle assurant la motilité des bactéries. Le flagelle permet souvent une 

meilleure adhésion à l’hôte (Newman et al., 2013) et est une structure importante 

pour le pouvoir pathogène (Zipfel & Felix, 2005). Des études sur plusieurs plantes, 

dont la plante modèle Arabidopsis thaliana, montrent que les plantes reconnaissent 

un domaine N-terminal de la flagelline très conservé : un peptide de 22 acides 

aminés nommé flg22 (Felix et al., 1999). En réalite, il existe une variabilité au niveau 

de l’épitope reconnu par les plantes, de manière intra et inter-spécifique. On retrouve 

également une certaine variabilité de réponse d’une plante aux flagellines de 
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différentes souches d’un même agent pathogène (Sun et al., 2006). Après traitement 

par la flagelline, FLS2 interagit avec BAK1 (brassinosteroid-insensitive 1 associated 

receptor kinase 1), un autre récepteur membranaire à domaine kinase, de manière 

ligand-dépendante (Chinchilla et al., 2007). L’interaction induit la phosphorylation et 

l’activation du complexe formé (Schulze et al., 2010). L’activation permet à BIK1 

(Botrytis-induced kinase 1), un récepteur cytoplasmique à domaine kinase (RLCK) 

constitutivement lié à FLS2, d’être libéré. Cette dissociation permettrait à BIK1 de 

phosphoryler des composants de la voie de signalisation en aval, aboutissant in fine 

aux réponses de défense de la PTI (Lu et al., 2010) (Figure 3).  

I.1.2. Le couple EF-Tu/EFR 

La protéine EF-Tu est un des facteurs d’élongation bactériens associés aux 

ribosomes lors de la traduction de l’ARNm en séquences peptidiques. C’est la 

protéine la plus abondante dans le cytoplasme bactérien (Jeppesen et al., 2005). Ce 

qui, couplé avec son caractère essentiel pour la bactérie, explique probablement 

pourquoi les plantes ont acquis la capacité à détecter cette protéine. Un peptide de 

18 acides aminés situé dans la région N-terminale de la protéine EF-Tu, nommé 

elf18, est reconnu par le récepteur EFR qui n’a pour l’instant été identifié que chez 

des membres de la famille des Brassicaceae (Zipfel et al., 2006). EFR est un PRR de 

la famille des protéines RLKs et possède un domaine extracellulaire composé de 24 

domaines LRR et un domaine sérine/thréonine kinase intracellulaire (Zipfel et al., 

2006). BAK1 pourrait également être impliqué dans la formation d’un complexe avec 

EFR, induisant la phosphorylation de ce récepteur (Schulze et al., 2010). Bien que 

les PRRs FLS2 et EFR interagissent avec leurs ligands respectifs de manière 

spécifique, les mêmes protéines kinases sont induites en aval, aboutissant à 

l’induction du même pool de gènes et à la mise en place des mêmes réponses de 

défense (Zipfel et al., 2006) (Figure 3). 

I.2. Les DAMPs 

La présence des agents pathogènes est aussi trahie de manière plus indirecte. 

Les plantes sont ainsi capables de reconnaître des molécules du « soi modifié », 

issues de l’action de l’agent pathogène sur la paroi ou la membrane plasmique 

végétale. Ces éliciteurs sont appelés DAMPs (damage-associated molecular 
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patterns) (Boller & Felix, 2009) ou MIMPs (microbe-induced molecular patterns) 

(Mackey & McFall, 2006) et induisent, à l’instar des PAMPs, la PTI. 

Un exemple de DAMP identifié chez A. thaliana est le peptide Pep1, reconnu 

par le récepteur PEPR1 de la famille des RLKs (Yamaguchi et al., 2006) (Figure 2). 

Pep1 est dérivé du domaine C-terminal d’un précurseur cytosolique nommé 

PROPEP1 (Huffaker et al., 2006). L’expression de PROPEP1 est notamment activée 

par les blessures et certains MAMPs (Krol et al., 2010). 

I.3. Voies de signalisation et réponses des plantes 

L’application de PAMPs purifiés sur des cellules végétales en culture a permis 

d’étudier avec une assez bonne précision la cinétique des événements de 

signalisation des plantes en réponse aux PAMPs (Boller & Felix, 2009). On peut 

distinguer les événements de signalisation très précoces, observés dans les 

quelques minutes après traitement, de ceux qui surviennent jusqu’à 30 minutes plus 

tard. Bien que certaines réponses de défense à proprement parler aient lieu 

également précocement, la majorité d’entre elles sont observées plus tardivement, 

plusieurs heures voire plusieurs jours après traitement avec des PAMPs. 

I.3.1. Evénements de signalisation précoces 

De nombreuses protéines sont spécifiquement phosphorylées après stimulation 

par les PAMPs (Peck et al., 2001). Cette modification du statut de phosphorylation 

est probablement le premier événement après activation des PRRs (Schwessinger & 

Ronald, 2012). L’inhibition de la phosphorylation par des inhibiteurs de protéines 

kinases entraîne en effet un blocage des autres événements précoces. 

D’autre part, une rapide alcalinisation du milieu extérieur, accompagnée d’une 

dépolarisation de la membrane plasmique, sont détectables (Mithöfer et al., 2005) 

(Figure 3). Ces phénomènes sont dus à des modifications de flux ioniques à travers 

la membrane plasmique : influx d’ions H+ et Ca2+ et efflux d’ions K+ et de divers 

anions dont l’ion nitrate (NO3-) (Wendehenne et al., 2002). L’ion Ca2+ est connu pour 

son rôle de second messager : l’augmentation de son niveau dans le cytoplasme 

entraîne l’activation de canaux membranaires impliqués dans le transport d’autres 

ions (Lecourieux et al., 2002 ; Jeworutzki et al., 2010), ainsi que de protéines kinases 
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calcium-dépendantes (CDPKs) qui participent à la mise en place de la PTI 

(Boudsocq et al., 2010). 

Parmi les événements de signalisation très précoces figure également 

l’activation de cascades de signalisation de MAP kinases (Mitogen-associated 

protein kinases) (Figure 3). Ces cascades de signalisation aboutissent à l’activation 

de nombreux facteurs de transcription, dont les fonctions dans la défense sont 

généralement inconnues (Popescu et al., 2009). Vingt MAP kinases ont été 

identifiées chez A. thaliana et trois d’entre elles sont activées rapidement en réponse 

aux PAMPs (Pitzschke et al., 2009). Ces dernières sont impliquées dans deux 

cascades de signalisation distinctes.  

La première régule négativement les défenses et met en jeu, d’amont en aval, 

la MAP kinase kinase kinase MEKK1, les MAP kinase kinases MKK1 et MKK2 et la 

MAP kinase MPK4. MPK4 fait constitutivement partie d’un complexe comprenant le 

facteur de transcription WRKY33. Son activation entraine la libération de ce dernier, 

capable ensuite d’activer l’expression du gène PAD3 (phytoalexin deficient 3) dont le 

produit est impliqué dans la synthèse de camalexine, un composé antimicrobien de 

la famille des phytoalexines (Qiu et al., 2008) (Figure 3). 

La seconde cascade de MAP kinases régule positivement les défenses et 

implique MKK4, MKK5, MPK3 et MPK6 (Pitzschke et al., 2009). MPK3 phosphoryle 

VIP1 (vire2-interacting protein 1), un facteur de transcription de type bZIP, permettant 

son import nucléaire (Figure 3). VIP1 activerait des gènes de défense, comme le 

suggère la transactivation dans des protoplastes d’A. thaliana du promoteur du gène 

codant pour la protéine antimicrobienne PR1 (pathogenesis-related 1) (Djamei et al., 

2007). 

Enfin, des espèces réactives de l’oxygène (ROS pour reactive oxygen species), 

telles que le peroxyde d’hydrogène (H202) ou l’anion superoxyde (O2-), et des 

espèces réactives de l’azote (RNS pour reactive nitrogen species) sont générées de 

manière très précoce, aboutissant à ce qu’on appelle communément le burst oxydatif 

(Figure 3). L’accumulation de ROS et RNS induit une modification du statut redox de 

la cellule, responsable de modifications post-traductionnelles impliquant les cystéines 

de certaines protéines. Ces modifications permettent de contrôler l’activité et la 
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relocalisation d’enzymes et de facteurs de transcription liés à la défense (Spoel & 

Loake, 2011 ; Bellin et al., 2013). 

I.3.2. Evénements de signalisation plus tardifs 

Parmi les événements de signalisation plus tardifs, survenant jusqu’à 30 

minutes après traitement par les PAMPs, une production accrue d’éthylène est 

observable. L’augmentation du niveau de cette hormone de stress est imputable à 

l’augmentation de l’activité d’une enzyme appelée ACC (1-aminocyclopropane-1-

carboxylate) synthase (Spanu et al., 1994). La concentration en ACC, précurseur de 

l’éthylène, est en effet le facteur limitant de la voie de biosynthèse de cette hormone. 

D’autre part, les PRRs subissent une endocytose induite par la fixation de leur 

ligand respectif (Robatzek et al., 2006 ; Bar & Avni, 2009). Cette internalisation aurait 

un rôle dans la signalisation ou permettrait simplement un recyclage des récepteurs 

activés (Geldner & Robatzek, 2008 ; Sharfman et al., 2011). 

Des études ont montré que différents MAMPs induisent globalement les mêmes 

modifications d’expression génique, soit l’induction d’à peu près un millier de gènes 

et la répression d’environ 200 autres gènes (Ramonell et al., 2002 ; Zipfel et al., 

2006 ; Ferrari et al., 2007 ; Libault et al., 2007). Le set de gènes activés est 

particulièrement riche en protéines RLKs. On trouve aussi des récepteurs aux 

PAMPs tels que FLS2 et EFR, indiquant l’existence d’une boucle de rétrocontrôle 

positive (Zipfel et al., 2004). 

I.3.3. Réponses de la PTI 

Des différents événements de signalisation que nous venons d’aborder 

découlent une reprogrammation transcriptionnelle massive via l’activation de facteurs 

de transcription et le remodelage de la chromatine (Ma et al., 2011), aboutissant aux 

réponses de défense en elles-mêmes (Figure 3). 

Les différentes barrières physiques préexistantes sont renforcées : fermeture 

des stomates (Melotto et al., 2008) et renforcement pariétal par dépôt de callose 

(Gomez-Gomez et al., 1999) (Figure 3). Les ROS, outre leur rôle dans la 

signalisation tel que décrit plus haut, sont également impliqués dans le renforcement 
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de la paroi, en induisant la réticulation des polymères pariétaux. Ils interviennent de 

plus directement comme agents antimicrobiens. 

De nombreuses protéines de défense sont synthétisées en réponse aux 

PAMPs, dont les protéines PR (Figure 3). Leurs modes d’action précis sont de 

manière générale peu connus. Les protéines PR comprennent plusieurs familles de 

protéines parmi lesquelles des peptides antimicrobiens et des enzymes, comme des 

glucanases ou chitinases, dont l’activité est dirigée contre les structures des agents 

pathogènes (Newman et al., 2013). 

Les PAMPs induisent également une reprogrammation métabolique (Sana et 

al., 2010) (Figure 3). Chez les Brassicaceae la synthèse de glucosinolates, un des 

principaux groupes de métabolites secondaires de défense, est stimulée (Clay et al., 

2009). Par ailleurs, une inhibition de croissance de plantules d’A. thaliana est 

observée en réponse aux PAMPs, ce qui pourrait être le résultat d’une 

reprogrammation métabolique permettant la transition entre croissance et défense. 

Cette transition pourrait être liée à l’induction d’un microARN identifié comme 

régulateur négatif des récepteurs à l’auxine, conduisant ainsi à l’inhibition de 

l’expression des gènes répondant à cette hormone de croissance (Navarro et al., 

2006). 

I.3.4. Propagation de la résistance : la résistance 

systémique acquise (ou SAR) 

La résistance systémique acquise (SAR pour systemic acquired resistance) 

correspond à la mise en place, en réponse à un agent pathogène, de réponses de 

défense à large spectre au niveau des tissus non infectés, afin de se prémunir contre 

une surinfection par l’agent pathogène. La SAR nécessite la génération d’un signal 

au niveau de site d’infection et son transport de manière systémique via le système 

vasculaire. La nature de ce signal est toujours une question non résolue, bien qu’un 

certain nombre de candidats aient été récemment identifiés : MeSA (methyl salicylic 

acid), G3P (glycerol-3-phosphate), DA (abietane diterpenoid dehydroabietinal) (Park 

et al., 2007 ; Jung et al., 2009 ; Chanda et al., 2011 ; Chaturvedi et al., 2012) (Figure 

4). Les signaux de la SAR induisent une reprogrammation transcriptionnelle 

systémique, dépendante du cofacteur de transcription NPR1 (nonexpressor of PR 
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gene 1) et de facteurs de transcription associés (Dong, 2004 ; Pieterse & van Loon, 

2004). Ce qui aboutit notamment à l’expression de gènes PR codant pour des 

composés antimicrobiens (Durrant & Dong, 2004). La SAR confère une certaine 

immunité sur le long-terme, pouvant durer jusqu’à plusieurs mois (Kuc, 1987). 

Bien qu’il soit classiquement considéré que la SAR est associée à une forme de 

résistance appelée immunité déclenchée par les effecteurs de type III (voir section 

III), une étude a montré qu’une résistance systémique est mise en place en réponse 

à un traitement par la flagelline ou les lipopolysaccharides bactériens, suggérant que 

les MAMPs puissent aussi induire la SAR (Mishina & Zeier, 2007). 

II. Derrière les lignes ennemies : la sensibilité 
déclenchée par les effecteurs de type III (ou ETS) 

Bien qu’il existe un certain polymorphisme au niveau des PAMPs, celui-ci reste 

limité, probablement en raison de la fonction physiologique primordiale qu’occupent 

les PAMPs pour les microorganismes pathogènes. La possibilité pour ces derniers 

d’éviter la reconnaissance des PAMPs par les PRRs en est d’autant restreinte. Les 

agents pathogènes ont de fait développé une stratégie de suppression de la PTI en 

interférant directement avec les événements de signalisation dans la cellule végétale. 

Cette fonction est réalisée chez les bactéries par des protéines appelées effecteurs 

de type III (ET3s), injectées dans le cytoplasme de la cellule végétale, et qui 

aboutissent collectivement à la sensibilité déclenchée par les ET3s (ETS pour 

effector-triggered susceptibility). Les ET3s ciblent une large gamme de composants 

de la PTI, à des localisations cellulaires très diverses. Récemment, un rôle dans la 

libération de nutriments par la plante, au bénéfice de la bactérie, a également été 

suggéré pour certains ET3s. L’injection, ou translocation, dépend d’une seringue 

moléculaire, le système de sécrétion de type III (SST3), sur lequel nous nous 

pencherons plus particulièrement dans le chapitre III de l’introduction. Notons tout de 

même que des toxines, comme la coronatine ou la syringoline chez Pseudomonas 

syringae (Brooks et al., 2005 ; Groll et al., 2008), et les exopolysaccharides (Aslam et 

al., 2008) participent également à la suppression de la PTI. Une vision globale de la 

diversité des fonctions cellulaires ciblées par les ET3s est illustrée dans les sections 

qui suivent et schématisée par la Figure 5. Sauf mention contraire, les cas abordés 
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sont issus de P. syringae, bactérie pour laquelle les connaissances sur les ET3s sont 

les plus avancées. 

II.1. Des ET3s suppriment la PTI 

II.1.1. Des protéines associées à la membrane 

plasmique pour cible 

De nombreux ET3s sont connus pour cibler des composants de la PTI localisés 

à la membrane plasmique. Les ET3s AvrPto et AvrPtoB interagissent notamment 

avec les domaines kinases de récepteurs PRRs tels que FLS2 et EFR, ainsi qu’avec 

leur corécepteur BAK1 (Shan et al., 2008 ; Xiang et al., 2008) (Figure 5). L’impact de 

l’interaction sur la formation des complexes PRR-BAK1 a fait l’objet de résultats 

contradictoires (Xiang et al., 2011). Quoi qu’il en soit, AvrPto et AvrPtoB inhibent 

l’activité kinase de leurs cibles et par conséquent la signalisation en aval et la mise 

en place de la PTI (Xiao et al., 2007). AvrPto bloque ainsi la phosphorylation par 

FLS2 de BIK1, une protéine de type RLCK (Xiang et al., 2008). Par ailleurs, AvrPtoB 

possède un domaine C-terminal présentant une homologie structurale avec les 

protéines de type RING finger et ubiquitine ligase E3, connues pour leurs rôles dans 

la dégradation de protéines via leur ubiquitination. Il est proposé qu’AvrPtoB puisse 

faciliter, au travers de son activité ubiquitine ligase, la dégradation de FLS2 par le 

protéasome (Gohre et al., 2008). 

RIN4 (RPM1-interacting protein) est un autre exemple de protéine associée à la 

membrane plasmique, impliquée dans la PTI et ciblée par différents ET3s. Elle est 

caractérisée comme un régulateur négatif de la PTI (Kim et al., 2005b) dont le rôle 

apparaît central au vu du nombre important d’ET3s qui la ciblent (Deslandes & Rivas, 

2012). Parmi ces derniers, l’ET3 AvrB induit la phosphorylation d’un résidu thréonine 

conservé chez les membres de la famille de RIN4, induisant l’inhibition de la PTI 

(Mackey et al., 2002 ; Chung et al., 2011) (Figure 4). Cette phosphorylation nécessite 

probablement l’intervention d’un autre interacteur d’AvrB : RIPK, une protéine 

associée à RIN4 et capable de la phosphoryler in vitro (Liu et al., 2011). Cette 

hypothèse est soutenue par le fait que RIPK est surexprimée en réponse à une 
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bactérie virulente, ce qui illustre probablement une stratégie de manipulation d’un 

régulateur négatif de la PTI par l’agent pathogène. 

II.1.2. Des composants des chloroplastes pour 

cible 

Une fois injecté dans la cellule végétale, l’ET3 HopI1 est localisé dans les 

chloroplastes, lieu de synthèse de l’acide salicylique (SA) (Figure 4). Cet ET3 

supprime la production de SA et les réponses de défense qui en dépendent, et 

affecte la structure des thylakoïdes chloroplastiques (Jelenska et al., 2007). HopI1 

possède un domaine J d’interaction avec la chaperonne cytoplasmique Hsp70 (Heat 

shock protein), pour laquelle un rôle positif dans la PTI est suggéré (Jelenska et al., 

2010). Cet ET3 est capable de recruter Hsp70 dans les chloroplastes et de stimuler 

in vitro son activité d’hydrolyse de l’ATP. Ainsi, il est proposé que HopI1, en modulant 

l’activité de la chaperonne Hsp70, puisse affecter le repliement d’un composant de la 

PTI lié à la synthèse ou au transport du SA. 

HopN1 est un deuxième exemple d’ET3 agissant dans les chloroplastes (Figure 

4). Cet ET3 possède une activité de cystéine protéase. Au niveau des thylakoïdes, 

HopN1 interagit de manière dépendante de sa triade catalytique avec PsbQ, un 

composant des photosystèmes II (Rodriguez-Herva et al., 2012). PsbQ est 

notamment un régulateur positif de la production de ROS en réponse aux bactéries 

pathogènes. HopN1 colocalise avec PsbQ et entraîne sa dégradation, inhibant ainsi 

les défenses de la plante. 

II.1.3. Le trafic vésiculaire pour cible 

HopM1 est un ET3 qui s’accumule au niveau du réseau trans-golgien et des 

endosomes précoces des cellules végétales (Figure 4). Il interagit avec AtMIN7 

(A. thaliana HopM1 interactor 7) (Nomura et al., 2006 ; Nomura et al., 2011), une 

protéine appartenant à la famille des GEF (guanine nucleotide exchange factor) dont 

les membres jouent un rôle clé dans le trafic vésiculaire et sont probablement 

impliqués dans le dépôt de callose lors de la PTI. HopM1 induit la dégradation 

d’AtMIN7 par le protéasome 26S, aboutissant à l’inhibition des dépôts de callose. 
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II.1.4. Les cascades de MAPKs pour cible 

L’ET3 HopAI1 interagit avec les MAPKs MPK3 et MPK6, toutes deux 

impliquées dans la même cascade de signalisation qui régule positivement la PTI 

(Zhang et al., 2007) (Figure 4). HopAI1 exhibe une activité phosphothréonine lyase 

permettant l’inactivation des MAPKs par déphosphorylation non réversible, ce qui 

aboutit à l’inhibition de l’expression de gènes de défense et du renforcement pariétal. 

Parmi les ET3 ciblant la signalisation des MAPKs, HopF2 a été identifié comme 

interacteur de plusieurs MKKs (Figure 4). Il a notamment été montré que HopF2 est 

capable d’ADP-ribosyler MKK5 in vitro et d’inhiber son activité kinase (Wang et al., 

2010), suggérant que l’ET3 HopF2 pourrait inhiber la PTI en interférant avec la 

cascade de signalisation des MAPKs. 

II.1.5. Des composants du noyau pour cible 

Un exemple d’ET3 localisé dans le noyau de la cellule hôte est XopD de 

Xanthomonas campestris. Cette protéine possède plusieurs domaines caractérisés : 

un domaine C-terminal exhibant une activité SUMO protéase (small ubiquitine-like 

modifier) (Hotson et al., 2003), deux motifs EAR (ERF-associated amphiphilic 

repression) de répression transcriptionnelle répétés en tandem et conférant la 

capacité à XopD à réprimer l’expression de gènes de défense (Kim et al., 2008), et 

enfin un domaine HLH (helix-loop-helix) nécessaire à sa localisation nucléaire 

(Canonne et al., 2011). XopD interagit spécifiquement, via son domaine HLH, avec le 

facteur de transcription AtMYB30, un régulateur positif des réactions de défense 

(Raffaele et al., 2008 ; Canonne et al., 2011) (Figure 4). Ce même domaine HLH est 

par ailleurs nécessaire et suffisant pour supprimer l’activité d’AtMYB30 et par 

conséquent l’activation des gènes de défense qui en dépendent. Il est probable que 

XopD cible d’autres protéines et/ou gènes, eu égard à la diversité des activités 

biochimiques qu’il arbore. 
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Spécificité de liaison à l’ADN :

Nature des acides aminés 12 et 13 :

Figure 6. (A) Code de liaison à l’ADN des effecteurs de type II I TALs. Les protéines
TALs (transcription activator-like) contiennent un signal d’adressage au noyau (NLS
pour nuclear localization signal) et un domaine d’activation (AD pour activation domain)
nécessaires à leur fonction de facteurs de transcription. Le domaine central est
constitué de répétitions en tandem (repeat domain) et confère la spécificité de liaison à
l’ADN. Chaque répétition de 34 acides aminés interagit avec une paire de base, selon
une spécificité déterminée par les acides aminés 12 et 13. Cette spécificité peut
comprendre une ou plusieurs bases. (d’après Scholze & Boch, 2011). (B) Modèle
proposé pour le rôle du TAL PthXo1. La bactérie phytopathogène Xanthomonas
oryzae pv. oryzae injecte le TAL PthXo1 dans les cellules du Riz. PthXo1 induit
directement l’expression du gène OsSWEET11 qui code pour un transporteur de
glucose (Gluc). La bactérie pourrait tirer partie de l’efflux de glucose dans le milieu
extérieur pour son propre métabolisme et sa multiplication (Chen et al., 2010).



II.2. Des ET3s stimulent la libération de nutriments 
par la plante 

En dehors de la fonction de suppresseur de la PTI endossée par la grande 

majorité des ET3s, un rôle a été récemment mis en évidence dans la manipulation 

des flux métaboliques de la plante. Cette découverte concerne des ET3s appelés 

TALs (transcription activator-like). Ces ET3s n’ont été identifiés que chez les 

bactéries phytopathogènes Xanthomonas spp. et Ralstonia solanacearum (Scholze 

& Boch, 2011). Ils sont structurés en trois domaines : un domaine de liaison à l’ADN, 

un signal d’adressage au noyau (NLS) et un domaine d’activation typique de facteurs 

de transcription (Figure 6 A). Les TALs sont ainsi capables de se fixer aux 

promoteurs de leurs gènes cibles et d’activer leur transcription (Kay et al., 2007 ; 

Romer et al., 2007). Le domaine de liaison à l’ADN est composé de modules répétés 

et hautement conservés au sein desquels deux résidus sont cependant variables. La 

nature de ces deux résidus détermine la spécificité de liaison à l’ADN, chaque 

module interagissant avec un nucléotide (Boch et al., 2009 ; Moscou & Bogdanove, 

2009). 

La fonction des TALs dans la virulence est encore méconnue. Cependant, des 

études suggèrent pour certains d’entre eux un rôle dans l’activation de gènes codant 

pour des transporteurs de sucres. Le TAL PthXo1 de Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae induit en effet l’expression du gène OsSWEET11 chez le Riz (Yang et al., 

2006) (Figure 6 B). Ce gène appartient à une famille de transporteurs membranaires 

impliqués dans l’export de sucres (Chen et al., 2010), mais sa fonction n’a en 

revanche pas été validée expérimentalement. L’expression d’OsSWEET11 facilitant 

la colonisation bactérienne dans la plante, ce gène est défini comme un gène de 

sensibilité. D’autres gènes SWEET ont également été identifiés comme cibles de 

divers TALs (Antony et al., 2010 ; Yu et al., 2011). L’hypothèse est que ces TALs 

activent l’expression de gènes codant pour des transporteurs de sucres de la cellule 

végétale vers le milieu extracellulaire, permettant à la bactérie d’en bénéficier pour sa 

propre nutrition. 
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III. Effet boomerang : l’immunité déclenchée par les 
effecteurs de type III (ou ETI) 

Les ET3s, acquis par les bactéries et transloqués dans la cellule végétale, 

permettent majoritairement de supprimer la PTI et d’aboutir à une infection réussie. 

Cependant, la coévolution plantes-bactéries a mené à l’acquisition par les plantes de 

protéines capables de percevoir ces ET3s : les protéines de résistance (protéines R). 

Un ET3 détecté de cette manière joue dès lors un rôle de facteur d’avirulence (Avr) 

dans l’interaction. Cette reconnaissance aboutit à la mise en place d’une deuxième 

barrière de défense, on parle de résistance spécifique ou d’immunité déclenchée par 

les ET3s (ETI pour effector-triggered immunity). L’ETI se caractérise par une forte 

efficacité à faire échouer l’infection par l’agent pathogène, qui s’explique par une 

amplitude des réponses de défense et une vitesse de leur mise en place plus grande 

que lors de la PTI. L’ETI se traduit ainsi souvent par une mort cellulaire programmée 

des cellules végétales, dite réaction hypersensible (HR pour hypersensitive 

response), localisée au site d’infection et restreignant la multiplication du 

microorganisme pathogène (Dangl et al., 1996). 

Dès 1971, le concept de résistance gène-pour-gène a été introduit par Flor 

(Flor, 1971). Il établit que la résistance d’une plante à un agent pathogène donné 

nécessite la présence des produits d’un gène avr du côté de l’agent pathogène et 

d’un gène R correspondant du côté de la plante hôte. 

Les sections qui suivent présentent les récepteurs NLRs et leurs modes 

d’activation, les différents modèles d’interaction R/Avr identifiés à ce jour, ainsi que 

les voies de signalisation et les réponses mises en place lors de l’ETI. 

III.1. Les récepteurs NLRs 

III.1.1. Généralités 

L’essentiel des protéines R identifiées sont des protéines NLRs (nucleotide-

binding domain leucine-rich repeat), qui appartiennent au sous-groupe des protéines 

de type STAND (signal transduction ATPases with numerous domains), inclus dans 

la superfamille des AAA-ATPases. Les protéines NLRs sont caractérisées par un 
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Figure 7. A) Les différentes familles de protéines NLRs chez les plantes. Trois
familles ont été identifiées avec des architectures différentes. Des exemples de
représentants de chaque famille sont indiqués à droite de la représentation schématique
correspondante. A droite sont représentés les domaines coiled-coil (CC), Toll/interleukin-
1 (TIR), Nucleotide binding (NB), leucine-rich repeat (LRR) et le domaine de type
facteur de transcription WRKY. B) Modèles généraux d’activation des NLRs. L’état
de repos (OFF) des protéines NLRs est maintenu par le rôle inhibiteur du domaine LRR.
Une protéine NLR peut reconnaitre un effecteur de type III jouant un rôle de protéine Avr
(étoile bleue). Cette reconnaissance induit un changement de conformation du domaine
LRR et permet la libération d’ADP (étoile orange) et la fixation d’ATP (étoile jaune). Il en
résulte un deuxième changement de conformation qui permet aux domaines N-
terminaux d’interagir entre eux, activant ainsi la protéine NLR (ON). Le retour à l’état de
repos implique la déphosphorylation d’ATP en ADP (d’après Bonardi et al., 2012).



domaine central de liaison aux nucléotides (NB pour nucleotide-binding), un nombre 

variable de répétitions riches en leucine (LRRs) localisées dans la région C-

terminale, et un domaine N-terminal variable (Figure 7 A). Ce dernier est 

généralement un domain CC (coiled-coil) ou un domaine TIR (toll-interleukin 1 

receptor). Le domaine LRR, particulièrement polymorphe car soumis à une forte 

sélection positive (Michelmore & Meyers, 1998), apparait comme le déterminant 

majeur de la spécificité d’interaction des NLRs (Shen et al., 2003 ; Rairdan & Moffett, 

2006). 

La majorité des protéines NLRs sont localisées dans le cytoplasme, bien qu’une 

certaine diversité existe. La localisation nucléaire d’une fraction de RPS4 chez 

A. thaliana est par exemple nécessaire à sa fonction (Wirthmueller et al., 2007). 

L’autre fraction de RPS4 est endosomale. D’autres NLRs sont associés aux 

membranes : chez A. thaliana toujours, RPM1 est localisée à la membrane 

plasmique (Boyes et al., 1998) et RPP1A est localisée au niveau du réticulum 

endoplasmique et des membranes golgiennes (Weaver et al., 2006). Finalement, la 

diversité des compartiments cellulaires ciblés par les ET3s, telle que décrite dans la 

section précédente, pourrait expliquer cette diversité de localisations cellulaires des 

NLRs. 

III.1.2. Activation des NLRs  

Considérant d’un côté le besoin pour la plante au repos de garder les 

récepteurs NLRs inactifs, le coût des défenses étant important, et de l’autre la 

nécessité d’activer rapidement les NLRs en réponse à un agent pathogène, ces 

récepteurs sont vraisemblablement soumis à une régulation fine. A l’état de repos, 

les protéines NLRs doivent adopter une conformation leur permettant de percevoir 

les ET3s. Des complexes de chaperonnes, telles que HSP90, SGT1 et RAR1, sont 

impliqués dans la stabilisation de ces récepteurs et dans leur capacité à être activés 

(Leister et al., 2005 ; Azevedo et al., 2006 ; Boter et al., 2007).  

Une interaction entre les différents domaines a été démontrée pour plusieurs 

NLRs (Moffett et al., 2002 ; Leister et al., 2005 ; Ueda et al., 2006 ; Ade et al., 2007 ; 

van Ooijen et al., 2008). EDVID, un motif conservé et présent dans la plupart des 

domaines CC, est notamment impliqué dans ces interactions (Rairdan et al., 2008). 
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Le domaine LRR, outre son rôle dans la spécificité d’interaction avec les 

partenaires des NLRs, est impliqué dans la régulation, positive ou négative, de 

l’activité des NLRs : d’une part, plusieurs études ont montré qu’une délétion du 

domaine LRR aboutit à une auto-activation du récepteur (Rairdan & Moffett, 2006 ; 

Weaver et al., 2006 ;  Ade et al., 2007) ; d’autre part, le domaine LRR est nécessaire 

au déclenchement de la HR par une version du récepteur mutée au niveau du 

domaine NB (Rairdan & Moffett, 2006 ; van Ooijen et al., 2008). 

Le domaine dit NB des protéines NLRs est en réalité composé de deux 

éléments : le domaine NB en lui-même et le domaine ARC (adaptor shared by APAF-

1, certain R gene products and CED-4). Ces deux domaines confèrent la capacité à 

lier l’ATP et à l’hydrolyser, notamment via un motif P-loop (van Ooijen et al., 2008). 

Un mutant affecté dans l’hydrolyse de l’ATP est maintenu dans un état actif après 

perception de l’ET3 (Ade et al., 2007 ; van Ooijen et al., 2008). L’ensemble des 

données disponibles a conduit à un modèle qui propose que les NLRs agissent 

comme des interrupteurs moléculaires régulés par leur liaison aux nucléotides 

(Tameling et al., 2006) (Figure 6 B). Ainsi, la reconnaissance de l’ET3 entraîne une 

modulation des interactions entre domaines au sein de la protéine NLR, induisant un 

premier changement conformationnel, notamment au niveau du motif P-loop. Il en 

résulte une transition entre liaison à l’ADP et liaison à l’ATP, ce qui induit un second 

changement de conformation, l’activation de récepteur et donc de la signalisation en 

aval. Le retour à l’état inactif requiert l’hydrolyse de l’ATP.  

Par ailleurs, des études récentes indiquent que le changement de conformation 

dépendant de la transition ADP-ATP induit probablement une oligomérisation du 

récepteur nécessaire à l’activation de la signalisation en aval (Figure 7 B). Les 

domaines NB-ARC, CC et TIR seraient impliqués dans cette oligomérisation (Mestre 

& Baulcombe, 2006 ; Ade et al., 2007 ; Gutierrez et al., 2010 ; Bernoux et al., 2011 ; 

Maekawa et al., 2011). 

III.2. Modèles d’interactions R/Avr 

Le modèle de reconnaissance d’un ET3, agissant comme protéine Avr, par un 

récepteur NLR proposait initialement une interaction physique directe entre les deux 

protéines. Ce modèle appelé « récepteur-ligand » est considéré aujourd’hui plus 
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récepteur-ligand
Modèle de garde

Modèle du leurre
Protéine 

d’avirulence (ET3)

Protéine NLR

Cible de l’ET3

Figure 8. Les différents modèles de reconnaissance R/Avr. Selon le
modèle récepteur-ligand, la protéine bactérienne d’avirulence (Avr ; jaune )
est directement reconnue par la protéine NLR de la plante (rouge). Dans le
cadre du modèle de garde, la protéine d’avirulence est reconnue à travers
les modifications qu’elle induit sur sa protéine cible (verte), qui est ainsi
« gardée » par la protéine NLR. Ce système permet à la plante de détecter
l’activité de plusieurs effecteurs de type III, appartenant à différentes
espèces pathogènes, qui partagent une même cible végétale. Le modèle du
leurre est basé sur le modèle de garde mais se différencie par le fait que la
protéine gardée (bleue) n’a d’autre fonction que celle d’être ciblée par
l’effecteur de type III et de déclencher les réponses de défense de la plante.

Protéine leurre



comme une exception que comme la règle, plusieurs études ayant contribué depuis 

à l’émergence de modèles d’interaction indirecte : le modèle de garde et le modèle 

du leurre. 

III.2.1. Le modèle récepteur-ligand 

Bien que la grande majorité des couples R/Avr fasse intervenir une 

reconnaissance indirecte de l’ET3, quelques cas d’interaction directe sont connus, 

correspondant au modèle récepteur-ligand (Figure 8). Le seul concernant une 

interaction plante-bactérie met en jeu la reconnaissance de l’ET3 PopP2 de 

R. solanacearum par la protéine RRS1-R chez A. thaliana. PopP2 renferme un 

domaine NLS et exhibe une activité acétyltransférase (Deslandes et al., 2003 ; 

Tasset et al., 2010). RRS1-R est une NLR de type TIR-NB-LRR atypique car 

comportant également un motif C-terminal caractéristique des facteurs de 

transcription WRKY. L’expression de PopP2 chez A. thaliana induit l’accumulation de 

RRS1-R dans le noyau, où les deux protéines interagissent (Tasset et al., 2010). Le 

rôle exact de RRS1-R dans le déclenchement des défenses n’est pas connu mais il 

est suggéré que la protéine, initialement un régulateur négatif des défenses, puisse 

activer des gènes de défense après reconnaissance de PopP2 et de son activité 

acétyltransférase (Deslandes & Rivas, 2012). 

III.2.2. Le modèle de garde 

De nombreux travaux suggèrent que les plantes ont surtout développé une 

stratégie de reconnaissance indirecte des ET3s, ce qui a abouti à la proposition d’un 

modèle de garde (Dangl & Jones, 2001) (Figure 8). Les ET3s ne sont pas reconnus 

directement via leur structure, mais indirectement au travers de leur action sur les 

protéines de défense qu’ils ciblent. Ces dernières sont ainsi « gardées » par les 

protéines R. Cette stratégie prend tout son sens considérant que (i) les bactéries 

possèdent des répertoires d’ET3s conséquents et très variables, (ii) les bactéries 

évoluent plus vite que les plantes, et (iii) les ET3s présentent une certaine 

redondance fonctionnelle, ciblant les mêmes protéines végétales. 

Chez A. thaliana, RIN4 est le parfait exemple d’une protéine gardée et illustre la 

redondance fonctionnelle des ET3s. RIN4 est notamment ciblée par trois ET3s de 
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P. syringae : AvrB, AvrRpm1 et AvrRpt2. Ces ET3s, en ciblant RIN4, une protéine 

impliquée dans la régulation négative des défenses de la plante, inhibent la PTI (Kim 

et al., 2005b ; Chung et al., 2011). Les fonctions d’AvrB et AvrRpm1 nécessitent la 

phosphorylation de RIN4. Cependant, chez les écotypes d’A. thaliana résistants, la 

protéine NLR RPM1 perçoit cette modification de RIN4 et déclenche l’ETI. Par 

ailleurs, RMP1 provoque une ETI bien plus forte en réponse à AvrRpm1 qu’en 

réponse à AvrB, suggérant que cet ET3 phosphoryle plusieurs résidus ou induit 

d’autres modifications post-traductionnelles reconnues par RPM1 (Kim et al., 2005b). 

AvrRpt2 est une protéine à cystéine qui subit un clivage autocatalytique une fois 

dans la cellule végétale, aboutissant à une forme stable et active (Coaker et al., 

2005). AvrRpt2 clive aussi RIN4, qui présente deux séquences similaires aux sites 

de clivage de l’ET3 (Kim et al., 2005a). Il est probable que les produits de 

dégradation soient de meilleurs inhibiteurs de PTI que la protéine pleine longueur 

(Afzal et al., 2011). En revanche, la protéine NLR RPS2, quand elle est présente, est 

capable de détecter ce clivage et d’induire l’ETI (Axtell & Staskawicz, 2003 ; Mackey 

et al., 2003). 

III.2.3. Le modèle du leurre 

Toujours dans le cadre d’une interaction R/Avr indirecte, un deuxième type de 

scénario a été mis en évidence : le modèle du leurre (van der Hoorn & Kamoun, 

2008) (Figure 8). Contrairement au modèle de garde classique, la protéine gardée 

n’est plus un acteur de la PTI mais une protéine qui a évolué pour n’avoir d’autre 

fonction que celle d’être ciblée par des ET3s et ainsi déclencher l’ETI, en association 

avec une protéine R. L’avantage de ce scénario serait d’éviter à la protéine gardée 

d’être soumise à des forces de sélection en opposition : d’un côté échapper à l’ET3 

et préserver sa fonction dans la PTI, et de l’autre renforcer l’interaction avec l’ET3 

pour déclencher l’ETI. 

Le couple Pto/AvrPto fonctionne d’après ce modèle. Cet ET3 de P. syringae 

inhibe la PTI chez certains écotypes d’A. thaliana sensibles, en interagissant 

notamment avec les domaines kinases de plusieurs protéines PRRs dont FLS2. Il en 

résulte un blocage de la phosphorylation de la protéine de type RLCK BIK1 par 

FLS2, inhibant ainsi la signalisation en aval et la PTI (Xiang et al., 2008). Les 

écotypes résistants synthétisent la protéine Pto, une sérine/thréonine kinase 
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intracellulaire localisée à la membrane plasmique (Xing et al., 2007). Il est probable 

que Pto ait évolué afin de détourner AvrPto des protéines PRRs ciblées initialement. 

Après reconnaissance d’AvrPto, Pto est capable de déclencher l’ETI, assisté de Prf, 

un autre récepteur NLR (Pedley & Martin, 2003). 

Il existe un autre type de relation R/Avr un peu particulier qui s’apparente au 

modèle du leurre. L’ET3 AvrBs3 est un TAL de Xanthomonas campestris pv. 

vesicatoria qui induit l’hypertrophie des cellules de variétés de poivrons sensibles, 

favorisant probablement la prolifération et la dispersion de la bactérie pathogène 

(Marois et al., 2002). AvrBs3 interagit avec la boîte UPA (upregulated by AvrBS3) du 

promoteur du gène UPA20, codant pour un facteur de transcription qui est un 

régulateur clé de la croissance cellulaire (Kay et al., 2007). Les variétés de poivron 

résistantes ont acquis le gène Bs3 qui code pour une protéine homologue de mono-

oxygénase et dont le promoteur présente la même boîte UPA. Par conséquent, 

AvrBs3 se fixe au promoteur de Bs3, se détournant du gène UPA20, ce qui aboutit à 

la mise en place de l’ETI (Römer et al., 2007 ; Römer et al., 2009). Dans ce cas, le 

leurre n’est pas gardé mais est lui-même impliqué activement dans l’ETI. 

III.3. Signalisation et réponses de l’ETI 

Les événements de signalisation de l’ETI, après activation des NLRs, sont 

encore peu compris. Deux modules de signalisation sont mis en jeu : (i) une voie 

implique NDR1 (non-race specific disease resistance 1) qui régule dans la plupart 

des cas la résistance dépendante de protéines NLRs de type CC-NB-LRRs, et (ii) un 

complexe EDS1 (enhanced disease susceptibility 1) / PAD4 (phytoalexin deficient 4) 

/ SAG101 (senescence-associated gene 101) qui est associé à la résistance 

dépendante de protéines NLRs de type TIR-NB-LRRs (Aarts et al., 1998). Ces deux 

systèmes impliquent une signalisation redox et l’accumulation de SA (Shapiro & 

Zhang, 2001 ; Wiermer et al., 2005 ; Torres, 2010). ROS et SA agissent de manière 

synergique dans l’établissement de la HR (Shirasu et al., 1997). 

De plus en plus d’exemples dans la littérature décrivent l’importance d’une 

localisation nucléaire des NLRs pour la mise en place de l’ETI, suggérant une action 

sur l’expression génique. Parmi les exemples les mieux décrits, SNC1 (suppressor of 

npr1-1, constitutive 1) chez A. thaliana a récemment été identifié comme 
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Figure 9. Comparaison des immunités déclenchées par les PAM Ps
(PTI) et par les effecteurs (ETI) . La PTI (en bleu) et l’ETI (en vert)
utilisent globalement les mêmes réseaux de signalisation après
perception de l’agent pathogène par les récepteurs PRR ou par les
protéines R, respectivement. La différence pourrait principalement
résider dans l’intensité et la durée d’utilisation de ces réseaux, ce qui
est symbolisé par des flèches de différentes épaisseurs. Les différentes
utilisation des réseaux sont reflétées par : i) des réponses induites
transitoires pour la PTI et prolongées pour l’ETI, et ii) une synergie
entre les différents secteurs de signalisation est observée pour la PTI
alors que des relations de compensation entre ces secteurs dominent
lors de l’ETI (d’après Tsuda & Katagiri, 2010).
MAMP : microbe-associated molecular pattern ; PRR : patern-
recognition receptor ; PTI : PAMP-triggered immunity ; ETI : effector-
triggered immunity ; R protein : resistance protein ; MAP : mitogen-
associated protein ; ROS : reactive oxygen species ; SA : salicylic acid ;
JA : jasmonic acid ; ET : ethylene



interagissant avec le facteur de transcription TPR1 (topless-related 1) pour réprimer 

l’expression de DND1 et DND2 (defense, no death 1 & 2) codant pour des 

transporteurs d’ions impliqués dans la régulation négative des défenses (Clough et 

al., 2000 ; Jurkowski et al., 2004 ; Zhu et al., 2010). 

Contrairement à la PTI, l’ETI est souvent associée à la HR. Cependant, La 

signalisation aboutissant à la HR partage des similitudes avec la signalisation de la 

PTI, notamment une accumulation de SA, de ROS et de RNS, ainsi que l’activation 

de cascades de MAPKs, des changements de concentrations calciques 

cytoplasmiques, une reprogrammation transcriptionnelle et la synthèse de composés 

antimicrobiens (Mur et al., 2008). Un chevauchement significatif de la 

reprogrammation transcriptionnelle a été mis en évidence en réponse aux PAMPs et 

aux ET3s (Navarro et al., 2004). Il semble que l’ETI soit finalement une réponse 

accélérée et amplifiée par rapport à la PTI. La différence serait donc plus quantitative 

que qualitative (Figure 9). 

Les MAMPs, par exemple, induisent une accumulation de ROS rapide et 

transitoire. En revanche, en réponse à un agent pathogène exprimant un ET3 

reconnu par la plante, une accumulation de ROS en deux phases est observée : une 

première phase transitoire et de relativement faible amplitude, déclenchée 

certainement par les MAMPs ; puis une deuxième phase prolongée et de plus forte 

amplitude, élicitée par l’ET3 (Torres et al., 2006). De manière similaire, les protéines 

MPK3 et MPK6 sont activées de manière plus prolongée en réponse à P. syringae 

exprimant l’ET3 AvrRpt2 que lorsque l’ET3 est absent (Underwood et al., 2007). 

La signalisation hormonale est importante dans l’ETI comme dans la PTI. Les 

voies dépendantes du SA, de l’acide jasmonique (JA) et de l’éthylène (ET) peuvent 

être requises de manière variable pour la mise en place des défenses, en fonction de 

l’agent pathogène considéré (Katagiri, 2004). Cependant, il a été montré que ces 

voies de signalisation sont mises à contribution différemment dans la PTI et dans 

l’ETI (Tsuda et al., 2009) (Figure 9). Il apparait qu’elles fonctionnent de manière 

synergique au cours de la PTI, alors qu’elles auraient des effets plutôt 

compensatoires lors de l’ETI, ce qui expliquerait en partie la meilleure robustesse de 

l’ETI vis-à-vis des perturbations liées à l’arsenal des microorganismes pathogènes. 
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AvrPtoB

Figure 10. Modèle de l’évolution entre l’effecteur de type I II (ET3) AvrPtoB et ses
partenaires d’interaction in planta. Ce modèle propose que l’ET3 AvrPtoB (en bleu)
avait initialement un unique domaine inhibiteur d’activité kinase (KID) dont la fonction
est d’inhiber la signalisation dépendante de récepteur de type kinase (RLK, en gris).
Un ancêtre de la protéine végétale Fen a pu évoluer pour reconnaitre ce domaine KID
et induire l’immunité déclenchée par les effecteurs (ETI). Dans un deuxième temps, un
domaine ubiquitine ligase aurait été acquis par la protéine AvrPtoB, permettant de
dégrader la protéine Fen et d’éviter l’ETI. Finalement, un événement de duplication en
tandem et de divergence ultérieure du domaine KID aurait permis à Pto, qui évite la
dégradation par AvrPtoB en phosphorylant cette protéine, de reconnaitre ce second
domaine KID et de restaurer l’ETI. Un scénario alternatif propose que la duplication du
domaine KID ait eu lieu avant l’acquisition du domaine ubiquitine ligase (Deslandes &
Rivas, 2012).



IV. Course sans fin à l’armement : ET3s versus NLRs  

En conclusion, outre via les PAMPs, les plantes ont acquis la capacité à 

percevoir la présence des microorganismes pathogènes grâce à des récepteurs 

intracellulaires qui interagissent avec des ET3s, initialement des suppresseurs de la 

PTI, retournant ainsi ces facteurs de virulence contre le pathogène. Cependant, la 

coévolution hôte-agent pathogène est un processus continu, aboutissant à une 

course infinie à l’armement. De nouveaux mécanismes de virulence et de défense 

sont ainsi acquis par les différents protagonistes, conduisant tour à tour à la réussite 

ou à l’échec de l’infection. 

La sélection naturelle conduit les agents pathogènes à perdre ou modifier les 

ET3s reconnus par la plante, ou encore à acquérir de nouveaux ET3s qui suppriment 

l’ETI. En retour, la sélection naturelle conduit les NLRs à acquérir de nouvelles 

spécificités pour reconnaitre à nouveau ces ET3s et déclencher l’ETI. 

Cette coévolution peut être illustrée par l’exemple éloquent que fourni l’ET3 

AvrPtoB de P. syringae. AvrPtoB supprime la PTI chez les variétés de Tomate 

sensibles (Xiao et al., 2007). Son interaction avec les domaines kinase de la protéine 

PRR FLS2 et de son corécepteur BAK1 inhibe la signalisation en aval (Shan et al., 

2008). Chez les variétés de Tomate résistantes, AvrPtoB interagit via son domaine 

N-terminal avec les protéines RLCKs Pto et Fen (Rosebrock et al., 2007 ; Gimenez-

Ibanez et al., 2009). Fen appartient à la même famille que Pto et est capable de 

déclencher l’ETI chez les variétés de Tomate pour lesquelles la protéine Pto est 

absente. Il semble que ces deux protéines RLCKs soient des leurres pour AvrPtoB 

(Xing et al., 2007). Cependant, contrairement à Pto, Fen ne déclenche pas l’ETI en 

réponse à AvrPtoB, ce dernier étant capable d’ubiquitiner Fen, aboutissant à sa 

dégradation (Rosebrock et al., 2007). Pto est en revanche protégée d’une telle 

dégradation, probablement en phosphorylant AvrPtoB au niveau de son domaine 

ubiquitine ligase.  

De l’ensemble des données disponibles sur AvrPtoB et ses interacteurs a 

émergé un modèle qui propose que Fen ait dans un premier temps évolué pour 

interagir en tant que leurre avec l’ET3 AvrPtoB inhibiteur de la PTI, aboutissant ainsi 

à l’établissement de l’ETI (Figure 10). Pour contourner l’ETI, AvrPtoB aurait acquis 
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une activité ubiquitine ligase lui permettant d’induire la dégradation de Fen. 

Finalement, Pto aurait évolué pour agir à son tour comme leurre vis-à-vis de 

l’effecteur, tout en étant préservé d’une éventuelle dégradation en phosphorylant le 

domaine ubiquitine ligase d’AvrPtoB, aboutissant de nouveau à l’ETI. 
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Figure 11. Symptômes du flétrissement bactérien causé par
Ralstonia solanacearum sur plusieurs plantes hôtes . Pour chacune des espèces
hôtes représentées, une plante saine et une plante inoculée avec R. solanacearum sont
montrées. R. solanacearum présente la particularité d’avoir un spectre d’hôtes très
important, infectant plus de 200 espèces végétales.
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 CHAPITRE II 
LA BACTERIE PHYTOPATHOGENE 

RALSTONIA SOLANACEARUM 

I. Spectre d’hôtes et cycle infectieux 

I.1. Un spectre d’hôtes particulièrement large 

R. solanacearum, bactérie phytopathogène à caractère Gram négatif, est 

l’agent responsable de la maladie dite du flétrissement bactérien. Elle fait partie du 

phylum des protéobactéries, auquel appartiennent de nombreux autres genres de 

bactéries pathogènes de plantes (Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas, 

Agrobacterium, …) comme d’animaux (Escherichia, Salmonella, Yersinia, …). Au 

sein de ce phylum, R. solanacearum appartient à l’ordre des Burkholderiales, qui 

comprend notamment les bactéries pathogènes des genres Bordetella ou 

Burkholderia. 

Le flétrissement bactérien est reconnu comme une des plus importantes 

bactérioses dans le monde. Un récent sondage réalisé auprès de la communauté 

scientifique place ainsi R. solanacearum en deuxième position, derrière 

Pseudomonas syringae, sur la base de leurs intérêts scientifique et économique 

(Mansfield et al., 2012). Le flétrissement bactérien est une maladie répandue au 

niveau des zones tropicales et subtropicales du globe terrestre, et rapportée comme 

émergente dans certaines zones à climat tempéré, telles que l’Amérique du Nord et 

l’Europe (Elphinstone et al., 2005). R. solanacearum présente un spectre d’hôtes 

exceptionnellement large, étant capable d’infecter plus de 200 espèces végétales 

différentes, représentant plus de 53 familles botaniques de mono et dicotylédones 

(Elphinstone et al., 2005). Des espèces d’intérêt agronomique telles la Pomme de 
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Figure 12. Cycle infectieux de Ralstonia solanacearum. La bactérie est
capable de survivre dans le sol pendant de longues périodes. Une fois le contact
établi avec les racines d’une plante hôte, R. solanacearum pénètre dans les tissus
racinaires puis envahit le système vasculaire. Les symptômes de flétrissement
sont associés à une forte multiplication dans les vaisseaux du xylème et à une
production massive d’exopolysaccharides (EPS), pouvant aboutir à la mort de la
plante.(a) Observation au microscope électronique à transmission de la souche de
référence GMI1000. (b) Observation au microscope confocal de bactéries (en
rouge) attachées à la surface des cellules végétales. (c) Bactéries exprimant la
GFP (green-fluorescent protein) observées à la surface de racines de tomates. (d)
R. solanacearum exsudant dans l’eau à partir d’une tige sectionnée de tomate
infectée . (e) Exopolysaccharides bactériens exsudant des vaisseaux d’une tige
après section transversale (Genin, 2010).



terre, la Tomate, le Bananier ou l’Arachide, ainsi que des espèces modèles comme 

A. thaliana ou Medicago truncatula, sont concernées (Figure 11). 

La capacité à infecter une large gamme d’hôtes n’est pas partagée par toutes 

les souches de R. solanacearum. Certaines présentent ainsi une spécificité d’hôtes 

marquée, comme les souches responsables de la maladie de Moko sur Bananier. 

Cependant, la question du spectre d’hôtes de R. solanacearum demeure complexe, 

sachant que peu de souches ont été parfaitement caractérisées et que certains tests 

de pathogénie en conditions contrôlées sont susceptibles d’élargir artificiellement la 

gamme d’hôtes (Genin, 2010). Par ailleurs, la phylogénie de R. solanacearum ne 

révèle pas de corrélation entre les spectres d’hôtes et les groupes phylogénétiques. 

I.2. Un cycle infectieux révélateur d’adaptation 
environnementale 

R. solanacearum est une bactérie tellurique qui pénètre dans la plante au 

niveau des extrémités racinaires et traverse les tissus pour atteindre les vaisseaux 

conducteurs du xylème (Figure 12). L’infection se poursuit par la colonisation 

systémique de la plante, via son système vasculaire. Dans le xylème, la bactérie 

produit massivement des exopolysaccharides (EPS) qui sont largement à l’origine de 

l’obstruction des vaisseaux, perturbant le flux de sève et aboutissant in fine aux 

symptômes de flétrissement de la plante. R. solanacearum peut atteindre en 

quelques jours une très forte densité dans la plante, jusqu’à 1010 bactéries par 

gramme de tissu. Le cycle de vie de R. solanacearum inclut une phase 

saprophytique : la bactérie est capable de survivre dans le sol pendant plusieurs 

années, notamment dans les cours d’eau qui constituent un important moyen de 

dissémination. La survie de la bactérie repose sur son aptitude à dégrader les débris 

végétaux et à coloniser des adventices ou autres plantes de manière 

asymptomatique (Hayward, 1991 ; Genin & Boucher 2004). Par ailleurs, la résistance 

de R. solanacearum à un appauvrissement nutritif est révélée par la capacité que 

conserve un inoculum à infecter efficacement des plantes hôtes, même après 

incubation pendant 132 jours dans de l’eau ultrapure (van Overbeek et al., 2004). 

28 
 



IIB

IIB

IIB

IIA

IIA

Figure 13. Phylogénie du complexe d’espèces Ralstonia solanacearum.
Phylogénie basée sur les séquences du gène egl codant pour l’endoglucanase de
771 souches du complexe d’espèces R. solanacearum. La barre d’échelle
représente une substitution nucléotidique pour 10 nucléotides. Le complexe
d’espèces R. solanacearum est composé de 4 groupes principaux appelés
phylotypes. Le phylotype II est divisé en deux sous-groupes principaux (IIA et
IIB). Les noms de quelques souches séquencées et représentatives des
phylotypes sont indiqués à droite de l’arbre (d’après Genin, 2010).



II. Une classification en complexe d’espèces, reflet 
de la diversité 

Depuis 2005, la classification de R. solanacearum repose sur l’analyse des 

séquences de la région ITS (internal transcribed spacer) et des gènes hrpB 

(hypersensitive response and pathogenicity B) et egl (endoglucanase) (Fegan & 

Prior, 2005). De l’analyse de 140 souches isolées à travers le monde découle une 

classification en quatre phylotypes, qui corrèlent chacun avec une origine 

géographique : le phylotype I inclut essentiellement les souches d’origine asiatique, 

le phylotype II celles d’origine américaine, le phylotype III celles d’origine africaine, et 

enfin le phylotype IV regroupe les souches d’Indonésie, d’Australie et du Japon 

(Figure 13). Ce dernier phylotype comprend également Ralstonia syzygii, agent 

pathogène du giroflier, et les souches pathogènes du Bananier dites BDB (blood 

disease bacterium), très proches de R. solanacearum. Chaque phylotype peut être 

subdivisé en séquévars, sur la base de la séquence du gène egl. 

Le nombre particulièrement important de données phylogénétiques concernant 

des souches du phylotype II a de plus permis de diviser ce phylotype en deux sous-

groupes nommés IIA et IIB (Castillo & Greenberg, 2007 ; Cellier et al., 2012), 

suggérant que de futurs affinements dans la phylogénie de R. solanacearum 

pourraient aussi avoir lieu au sein des autres phylotypes. 

R. solanacearum présente une forte diversité en termes de génotypes, de 

phénotypes et de niches écologiques, conduisant à la définir comme un complexe 

d’espèces (Gillings et al., 1993), soit un groupe de souches étroitement liées mais au 

sein duquel se retrouvent plusieurs espèces. Le complexe d’espèce 

R. solanacearum inclut ainsi R. syzygii et les souches BDB dans le phylotype IV 

(Taghavi et al., 1996). L’utilisation d’une puce à ADN de la souche de référence 

GMI1000 appartenant au phylotype I, première souche de R. solanacearum 

séquencée (Salanoubat et al., 2002), a révélé que les souches les plus éloignées de 

celle-ci présentent une hybridation de 68 % de leurs gènes (Guidot et al., 2007), 

légèrement inférieure au seuil des 70 % classiquement admis pour définir une 

espèce. 
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Tableau 1. Tableau des souches de Ralstonia solanacearum séquencées et leurs
caractéristiques (d’après Genin & Denny, 2012).

Taille du génome (kb)

Souche Origine Isolé de Phylotype (a)
État de 

la séquence
Chromosome Megaplasmide Total CDS (b) ET3s (d) Référence

GMI1000 Guyane française Tomate I (18) complet 3 716 2 094 5 811 5 120 74 Salanoubat et al., 2002

Y45 Chine Tabac I ébauche 3 726 1 986 5 712 5 496 ND Li et al., 2011

FQY_4 Chine ND I complet 3 715 2 090 5 805 5 153 ND Cao et al., 2013

K60 USA Tomate IIA (7) ébauche 3 717 1 773 5 490 5 213 ND Remenant et al., 2012

CFBP2957 Antilles françaises Tomate IIA (36) complet 3 539 2 114 5 683 5 310 72 Remenant et al., 2010

IPO1609 Pays-Bas Pomme de terre IIB (1) ébauche ND ND 5 313 4 546 60 Guidot et al., 2009

UW551 Kenya Geranium IIB (1) ébauche ND ND 5 895 4 371 58 Gabriel et al., 2006

Molk2 Philippines Bananier IIB (3) ébauche ND ND 5 961 5 061 75 Boucher, non publié

Po82 Mexique Pomme de terre IIB (4) complet 3 481 1 949 5 430 5 019 75 Xu et al., 2011

CMR15 Cameroun Tomate III (29) complet 3 594 1 963 5 593 5 149 67 Remenant et al., 2010CMR15 Cameroun Tomate III (29) complet 3 594 1 963 5 593 5 149 67 Remenant et al., 2010

Psi07 Indonésie Tomate IV (10) complet 3 508 2 085 5 606 5 247 74 Remenant et al., 2010

BDB R229 Indonésie Bananier IV ébauche 3 574 1 585 5 159 4 629 57 Remenant et al., 2011

R. syzygii R24 Indonésie Giroflier IV ébauche 3 681 1 743 5 424 4 867 48 Remenant et al., 2011

(a) Le numéro entre parenthèses correspond au séquévar
(b) CDS : nombre de séquences codantes prédites
(c) ET3s : nombre d’effecteurs de type III prédits



Cette classification en quatre phylotypes a été remise en question très 

récemment. Sur la base du calcul d’un indice plus robuste, l’ANI (average nucleotide 

identity) (Remenant et al., 2010 ; Remenant et al., 2011), les auteurs suggèrent un 

remodelage en trois espèces distinctes : une comprenant les phylotypes I et III, une 

autre correspondant au phylotype II, et une dernière au phylotype IV. Cette étude 

repose cependant sur les seules huit souches séquencées à cette date, représentant 

les quatre phylotypes. Il est fort probable qu’avec l’augmentation à venir du nombre 

de souches séquencées, la classification au sein du complexe d’espèce 

R. solanacearum soit amenée à évoluer significativement. 

III. Un génome bipartite d’une grande plasticité 

Le génome de R. solanacearum est organisé en deux réplicons circulaires : un 

chromosome et un mégaplasmide. Ce dernier est environ deux fois plus petit que le 

chromosome, mais a coévolué avec lui et porte plusieurs gènes de ménage 

(Salanoubat et al., 2002 ; Coenye & Vandamme, 2003 ; Guidot et al., 2007 ; 

Remenant et al., 2010). Le génome est donc bipartite et le mégaplasmide est 

techniquement plus proche d’un chromosome que d’un plasmide. Ces dix dernières 

années, 12 souches de R. solanacearum ont été séquencées, représentant les 

quatre phylotypes (Tableau 1). La grande majorité des gènes de ménage est portée 

par le chromosome tandis que le mégaplasmide est particulièrement riche en îlots 

génomiques et en gènes spécifiques de certaines souches (Salanoubat et al., 2002 ; 

Guidot et al., 2007 ; Remenant et al., 2010 ; Remenant et al., 2011 ). Le 

mégaplasmide porterait ainsi des gènes plutôt impliqués dans les modes de vie 

spécifiques des différentes souches, comme le suggère la variabilité importante de 

sa taille, comparé au chromosome (Genin & Denny, 2012). Cette hypothèse est 

soutenue par la présence sur le mégaplasmide de la plupart des gènes impliqués 

dans l’adaptation à l’environnement et le pouvoir pathogène, assurant par exemple 

les sécrétions de type III et IV, la motilité flagellaire, la chimiotaxie et la production 

d’EPS. 

Les événements de recombinaison contribuent fortement à l’évolution du 

génome de R. solanacearum (Wicker et al., 2012). Les auteurs ont mis en évidence 

que les souches du phylotype I, qui présentent par ailleurs le spectre d’hôte le plus 
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Figure 14. Schéma simplifié des principaux déterminants du pouvoir pathogène
de Ralstonia solanacearum. L’injection des effecteurs de type III (ET3s) dans la
cellule hôte via le système de sécrétion de type III et la production massive
d’exopolysaccharides sont les déterminants majeurs du pouvoir pathogène de la
bactérie. Celui-ci repose également sur la sécrétion d’enzymes de dégradation de la
paroi végétale via le système de sécrétion de type II (SST2), la motilité conférée par
les flagelles et les pili de type IV, des mécanismes de détoxification ou encore la
production d’hormones végétales.
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large, sont les plus sujettes aux recombinaisons. Le phylotype IV apparaît quant à lui 

comme le principal donneur dans ces échanges génomiques. Les transferts 

horizontaux de gènes sont également un mécanisme important dans l’évolution 

génomique de R. solanacearum (Fall et al., 2007 ; Coupat et al., 2008 ; Guidot et al., 

2009 ; Remenant et al., 2010). L’analyse de plusieurs souches a révélé la présence 

de nombreux îlots génomiques, souvent encadrés d’éléments mobiles comme des 

séquences d’insertions ou des bactériophages, signatures d’acquisitions de 

séquences génomiques par transfert horizontaux (Remenant et al., 2010 ; Remenant 

et al., 2011 ; Remenant et al., 2012). Une étude suggère que ces îlots génomiques 

aient été acquis par des souches ancestrales puis ont évolué au sein des différents 

phylotypes en étant transmis de manière verticale (Guidot et al., 2007). Dans la 

souche de référence GMI1000, environ 13 % des gènes seraient d’origine étrangère 

(Fall et al., 2007). L’aptitude de R. solanacearum à échanger du matériel génétique 

de manière horizontale a été démontrée en laboratoire : 80 % des souches sont 

naturellement compétentes et peuvent être transformées par des plasmides ou de 

l’ADN génomique, intégrant des fragments d’ADN jusqu’à 90 kb. Cette capacité est 

probablement un moteur important d’évolution et de diversité de pathogénie, comme 

le suggère le gain d’agressivité sur Tomate de certaines souches de 

R. solanacearum après un transfert d’ADN par transformation naturelle (Coupat-

Goutaland et al., 2011). 

IV. Déterminants du pouvoir pathogène 

R. solanacearum possède de nombreux déterminants qui participent à sa 

capacité à induire la maladie sur plante hôte (Figure 14). Le principal déterminant est 

le système de sécrétion de type III (SST3), permettant d’injecter de nombreux ET3s 

dans le cytoplasme de la cellule hôte (Poueymiro & Genin, 2009). Cette seringue 

moléculaire est codée par une vingtaine de gènes dont les délétions individuelles 

entraînent quasiment systématiquement une perte de virulence (Boucher et al., 

1985). Les principaux ET3s caractérisés chez R. solanacearum sont présentés dans 

la section VI de ce chapitre. 

Hormis le SST3, les EPS de R. solanacearum représentent le facteur de 

pathogénie le plus important. Ces EPS, produits massivement in planta, sont 
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largement à l’origine de la perturbation du flux xylémien et sont nécessaires à une 

rapide colonisation systémique de la plante (Saile et al., 1997 ; Denny, 2006). Des 

mutants de biosynthèse sont généralement incapables d’entrainer le flétrissement 

des plantes hôtes, même lors d’une inoculation directement dans la tige. 

R. solanacearum possède également un système de sécrétion de type II 

(SST2) permettant l’export dans le milieu extracellulaire d’une trentaine de protéines 

parmi lesquelles des enzymes de dégradation de la paroi végétale (enzymes 

pectinolytiques et cellulolytiques). Un mutant dont le SST2 est non fonctionnel 

s’avère fortement impacté dans son pouvoir pathogène (Liu et al., 2005). 

La motilité de la bactérie est de même un élément important pour 

R. solanacearum. La défaillance des systèmes flagellaires et de chimiotaxie aboutit à 

une réduction de pathogénicité, excepté lorsque la bactérie est inoculée directement 

dans la tige, suggérant un rôle restreint aux étapes précoces de l’infection (Tans-

Kersten et al., 2001 ; Yao & Allen, 2006). A l’inverse, la motilité conférée par les pili 

de type IVa apparait impliquée aussi bien dans les étapes précoces que tardives de 

l’infection (Kang et al., 2002). La sous-famille Flp des pili de type IVb, responsables 

de l’agrégation des bactéries, jouerait également un rôle dans le développement des 

symptômes (Wairuri et al., 2012). 

Le pouvoir pathogène de R. solanacearum repose aussi sur son aptitude à se 

protéger de nombreux composés toxiques libérés par la plante. Ainsi est-elle capable 

de détoxifier les ROS à l’aide de plusieurs mécanismes redondants, exprimés in 

planta (Brown & Allen, 2004 ; Flores-Cruz & Allen, 2011). Le pouvoir pathogène est 

de même affecté pour les mutants des gènes acrA et dimF, codant 

vraisemblablement pour des pompes à efflux permettant l’expulsion de composés 

toxiques (Brown et al., 2007). Bien que leurs fonctions n’aient pas été validées, des 

polyphénol oxydases cytoplasmiques pourraient participer à lutter contre les 

propriétés antimicrobiennes de composés phénoliques (Hernandez-Romero et al., 

2005).  

La bactérie doit également s’adapter à des conditions environnementales 

défavorables rencontrées in planta. Une cytochrome oxydase, permettant la survie 

en conditions de carence en oxygène, est ainsi impliquée dans le pouvoir pathogène 

de R. solanacearum (Colburn-Clifford & Allen, 2010). Le rôle des sidérophores 
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Figure 15. Schéma simplifié de la régulation des fonctions d e virulence chez
Ralstonia solanacearum. Les éclairs jaunes représentent les signaux captés par la
bactérie. Les deux grandes voies de signalisation sont représentées en bleu et en vert.
Les flèches et les barres en T indiquent respectivement les effets d’activation et
d’inhibition, à un niveau transcriptionnel (rouge) ou post-traductionnel (noir). 3-OH
PAME : acide 3-hydroxy palmitique ; HDF : Hrp-dependent factor ; SST3 : système de
sécrétion de type III ; ET3s : effecteurs de type III ; EPS : exopolysaccharides (d’après
Peeters et al., 2013).
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bactériens, chélateurs de fer, est reconnu dans les interactions plantes-

microorganismes. R. solanacearum  produit les deux sidérophores staphyloferrine B 

et micacocidine, cependant l’inactivation du premier ne semble pas impacter le 

pouvoir pathogène (Bhatt & Denny, 2004). 

Certaines voies métaboliques paraissent impliquées spécifiquement in planta, 

comme le suggère la réduction de pathogénie d’un mutant affecté dans la 

biosynthèse de méthionine mais non auxotrophe (Gonzalez et al., 2011). 

Finalement, la synthèse de phytohormones pourrait participer au pouvoir 

pathogène de R. solanacearum. La production d’éthylène et d’auxine est en effet 

régulée positivement par HrpG, un régulateur clé des fonctions de virulence. Un 

mutant de biosynthèse d’éthylène est néanmoins aussi virulent que la souche 

sauvage (Denny, 2006 ; Valls et al., 2006). La mutation d’un gène contrôlant la 

biosynthèse de cytokinines a quant à elle un effet négatif sur le pouvoir pathogène 

(Denny, 2006). 

V. Régulation des fonctions de virulence 

L’ensemble des fonctions de virulence représentant un coût énergétique certain 

pour la bactérie, leur contrôle fait intervenir une régulation fine. R. solanacearum 

fournit un exemple relativement bien décrit de la sophistication de cette régulation. 

Cette régulation repose en partie sur deux grandes voies de contrôle de l’expression 

des gènes de virulence dont les protagonistes centraux sont respectivement PhcA 

(phenotypic conversion A), un régulateur transcriptionnel de la famille LysR, et HrpG, 

un régulateur à deux composants de type OmpR (Figure 15). 

Le régulateur PhcA contrôle diverses fonctions de virulence. Son activation 

stimule la production d’EPS, via l’induction du régulateur transcriptionnel XpsR 

(Huang et al., 1995). PhcA induit entre autres l’expression des gènes codant pour les 

enzymes de dégradation des parois végétales et réprime de manière indirecte la 

motilité liée aux flagelles et aux pili de type IV (Kang et al., 2002 ; Denny, 2006 ; 

Meng et al., 2011). 

L’activité de PhcA est elle-même contrôlée par un mécanisme dépendant de la 

densité cellulaire qui est unique à R. solanacearum (Genin & Denny, 2012). Ce 
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mécanisme fait intervenir la molécule 3-OH PAME (acide 3-hydroxy palmitique), 

synthétisée dans le milieu extracellulaire par PhcB (Flavier et al., 1997) (Figure 15). 

En situation de faible densité cellulaire, l’activité de PhcA est réprimée par PhcR. En 

revanche, lorsque la densité cellulaire est élevée, la forte quantité de 3-OH PAME qui 

se retrouve dans le milieu extracellulaire a pour effet d’activer le système à deux 

composants PhcS/PhcR. PhcR est phosphorylé, avec pour conséquence la levée de 

la répression de PhcA (Clough et al., 1997 ; Schell, 2000). 

A l’instar de PhcA, la protéine HrpG régule aussi plusieurs facteurs de 

pathogénicité, putatifs ou avérés. HrpG active en particulier l’expression de HrpB, un 

régulateur de type AraC (Brito et al., 1999), qui induit directement l’expression des 

gènes du SST3 (Genin et al., 1992 ; Cunnac et al., 2004a). HrpB se lie probablement 

à une boîte dite hrpII présente au niveau du promoteur de ses cibles (Cunnac et al., 

2004b). Parmi les autres éléments régulés positivement par HrpG se trouvent des 

facteurs d’adhésion (lectines), une catalase, des enzymes de biosynthèse de 

l’éthylène et de la méthionine, ou encore des enzymes de dégradation des parois 

végétales (Valls et al., 2006 ; Plener et al., 2012). D’autres facteurs sont aussi induits 

via HrpB, comme le 3-hydroxy-oxindole ou HDF (hrpB-dependent diffusible factor), 

potentiellement impliqué dans la compétition avec d’autres bactéries lors des phases 

précoces de l’infection (Occhialini et al., 2005 ; Delaspre et al., 2007). A l’opposé, 

HrpG inhibe indirectement la production d’EPS. 

L’activation de HrpG dépend de la perception par PrhA d’un signal provenant 

de la paroi végétale (Aldon et al., 2000). Le signal est transduit jusqu’à HrpG via les 

protéines membranaires PrhR et PrhI et le régulateur transcriptionnel PrhJ. D’autre 

part, il semble que l’activité de HrpG puisse être aussi modulée par divers signaux 

métaboliques (Genin et al., 2005 ; Yoshimochi et al., 2009b). 

Les deux grandes voies de signalisation impliquant PhcA et HrpG ne sont pas 

indépendantes. PhcA aurait la capacité d’inhiber la voie dépendante de HrpG. En 

effet, PhcA montre une activité de répression des gènes du SST3, dépendante de 

HrpG (Genin et al., 2005) (Figure 15). De plus, PhcA peut se fixer au promoteur du 

gène prhI et affecter son expression (Yoshimochi et al., 2009a). 

L’ensemble de ces résultats ont amené à considérer l’infection par 

R. solanacearum comme étant décomposée en deux étapes. Lors de la phase 
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précoce, HrpG est activé suite à la perception du signal issu de la plante et PhcA est 

réprimé en réponse à une faible densité cellulaire : le SST3 et la motilité sont activés. 

Lors de la phase tardive de l’infection, une forte densité cellulaire due à la 

multiplication des bactéries dans les vaisseaux xylémiens aboutit à l’activation de 

PhcA et la répression de HrpG : SST3 et motilité sont réprimés alors que la 

production d’EPS est induite. 

Cependant, les observations de l’activité de répression de PhcA sur la voie 

impliquant HrpG ont été réalisées en milieu riche. De récentes données indiquent 

que la réalité in planta semble bien plus complexe. Différentes analyses 

transcriptomiques in planta suggèrent en effet que hrpB et des gènes codant pour 

des ET3s sont fortement induits dans le xylème (Jacobs et al., 2012 ; Monteiro et al., 

2012a ; Monteiro et al., 2012b). La compréhension de la régulation des fonctions de 

virulence et d’adaptation à l’environnement rencontré dans la plante reste donc une 

question largement ouverte. Ce que souligne la récente identification de PrhG, un 

paralogue de HrpG qui active aussi l’expression de hrpB dans certaines conditions 

de culture mais pas en réponse à des cellules végétales (Plener et al., 2010). 

VI. Les ET3s, d’importants déterminants du pouvoir 
pathogène 

 

VI.1. R. solanacearum : un large répertoire d’ET3s 

Ces dix dernières années, l’identification et la caractérisation fonctionnelle des 

ET3s a été au cœur des recherches sur les bactéries phytopathogènes. 

L’identification des répertoires d’ET3s a fait appel à plusieurs approches basées sur 

les homologies avec des ET3s déjà identifiés, sur la régulation transcriptionnelle, sur 

diverses caractéristiques telle que la présence de motifs eucaryotes, ou encore sur la 

sécrétion effective de ces ET3s candidats par le SST3. Il en résulte aujourd’hui une 

estimation d’environ 110 ET3s (Genin & Denny, 2012), qui pourraient être définis 

comme le pan-effectome du complexe d’espèces R. solanacearum. Les souches 

GMI1000 et RS1000, appartenant au phylotype I, ont fait particulièrement l’objet de 
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travaux d’identification des ET3s, portant le répertoire de la souche GMI1000 à plus 

de 70 ET3s (Poueymiro & Genin, 2009 ; Mukahiara et al., 2010). D’une manière 

générale, chaque souche séquencée semble posséder entre 60 et 75 ET3s, à 

l’exception des 48 ET3s potentiels de R. syzygii, ce qui représente un large 

répertoire en comparaison des 30 à 40 ET3s de P. syringae ou Xanthomonas spp. Il 

est remarquable qu’une cinquantaine de ces ET3s soient conservés chez des 

souches représentatives des quatre phylotypes, suggérant que l’ancêtre commun 

arborait déjà un large répertoire d’ET3s (Genin & Denny, 2012). Il semble que 

R. solanacearum ait intégré de nombreux ET3s par transferts horizontaux comme 

l’illustrent les homologues de TALs de Xanthomonas spp. ou d’AvrPtoB de 

P. syringae (Fall et al., 2007 ; Poueymiro & Genin, 2009). Une autre caractéristique 

du répertoire d’ET3s de R. solanacearum réside dans l’existence de plusieurs 

familles d’ET3s, issues d’événements de duplication. Ces familles, au nombre de 

cinq, comprennent chacune de trois à sept membres et sont généralement 

conservées parmi les souches de R. solanacearum (Poueymiro & Genin, 2009 ; 

Mukaihara et al., 2010 ; Remigi et al., 2011 ; Sole et al., 2012). 

VI.2. ET3s caractérisés chez la souche GMI1000 

Quelques ET3s ont été caractérisés chez la souche de référence GMI1000. Les 

paragraphes qui suivent présentent les ET3s caractérisés dont il sera question dans 

ce manuscrit.  

L’ET3 le mieux caractérisé est certainement PopP2. Cette protéine appartient à 

la superfamille YopJ (Yersinia outer protein J), dont les membres sont distribués 

largement chez les bactéries pathogènes de plantes et d’animaux (Lewis et al., 

2011). PopP2 arbore un signal d’adressage au noyau fonctionnel et une triade 

catalytique requise pour son activité acétyltransférase (Deslandes et al., 2003 ; 

Tasset et al., 2010). PopP2 est un facteur d’avirulence : chez l’écotype Nd-1 

d’A. thaliana, l’ET3 est reconnu par RRS1-R, une protéine de résistance de type 

NLR. L’expression de PopP2 in planta conduit à la relocalisation de RRS1-R dans le 

noyau, où les deux protéines interagissent (Tasset et al., 2010). Cependant, la 

résistance induite par RRS1-R nécessite un troisième protagoniste : RD19 

(responsive to rehydratation 19). A l’instar de RRS1-R, cette cystéine protéase est 
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relocalisée dans le noyau en présence de PopP2 et interagit avec lui (Bernoux et al., 

2008). De manière intéressante, PopP2 est capable de s’autoacétyler et son activité 

acétyltransférase est requise pour sa fonction d’avirulence (Tasset et al., 2010). Il est 

ainsi probable que son acétylation ou celle de protéines végétales cibles élicite la 

résistance médiée par RRS1-R. 

Un rôle de facteur d’avirulence a également été démontré pour deux autres 

ET3s : PopP1, appartenant aussi à la superfamille YopJ, et AvrA. Ces deux ET3s 

sont collectivement responsables d’une HR induite par la souche GMI1000 sur trois 

espèces de Tabac (Poueymiro et al., 2009). Seule la mutation des deux gènes 

popP1 et avrA permet l’abolition de la HR et le développement des symptômes de 

maladie. Cependant, le rôle de ces deux ET3s diffère selon l’espèce inoculée : AvrA 

apparaît comme le principal déterminant reconnu par Nicotiana tabacum et N. 

benthamiana, alors que PopP1 est l’éliciteur principal de la HR sur N. glutinosa 

(Poueymiro et al., 2009). PopP1 se comporte également comme un facteur 

d’avirulence sur l’écotype St40 de Petunia hybrida, induisant une réponse de 

défense de type HR (Lavie et al., 2002). 

Certains ET3s ont été caractérisés comme facteurs de virulence. C’est le cas 

d’AvrA et GALA7 sur la plante hôte M. truncatula. Ces ET3s se révèlent tous deux 

importants pour la pénétration dans les racines, GALA7 étant strictement requis 

(Angot et al., 2006 ; Turner et al., 2009). En revanche, lorsque les étapes précoces 

de l’infection sont facilitées par des racines coupées, seul GALA7 s’avère important 

pour le pouvoir pathogène, indiquant également un rôle de cet ET3 dans les étapes 

tardives de l’infection. 

L’ET3 GALA7 exhibe des caractéristiques eucaryotes, par la présence de 

domaines LRR et F-box,  et appartient à une famille d’ET3s comptant sept membres 

dans la souche GMI1000 (GALA1-7). Ces ET3s sont collectivement importants pour 

le pouvoir pathogène sur Tomate et A. thaliana, bien que certaines redondances 

existent de manière hôte-spécifique (Angot et al., 2006 ; Remigi et al., 2011). Il est 

probable que les protéines GALA jouent sur la stabilité des protéines de l’hôte en 

manipulant le système ubiquitine-protéasome (Angot et al., 2007). 
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Système de sécrétion de type III

Système flagellaire

Figure 16. Schéma global de la structure du système de sécrét ion de type III .
A) Comparaison des structures du système de sécrétion de type III (SST3 ; à
gauche) et du système flagellaire (partie droite). Le SST3 de translocation et le
système flagellaire ont en commun huit protéines conservées, constitutives du corps
basal de chaque système. Les parties extracellulaires diffèrent nettement puisque le
système flagellaire comporte un filament relié au corps basal par un crochet (Büttner,
2012). B) Observation du SST3 de Salmonella spp. en microscopie électronique
(Schraidt et al., 2010).
PM : plasma membrane ; OM : outer membrane ; IM : inner membrane.
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 CHAPITRE III  
LE SYSTEME DE SECRETION DE TYPE III : 
STRUCTURE COMPLEXE ET REGULATION 

FINE  

I. Le SST3 : fonction, origine et nomenclature 

I.1. Généralités 

Chez les bactéries pathogènes, les SST3 sont de complexes nanoseringues qui 

permettent l’injection d’ET3s dans le cytoplasme des cellules hôtes. Ces appareils de 

sécrétion sont composés d’un corps basal, traversant successivement la membrane 

interne, le périplasme et la membrane externe de la bactérie. Cette partie basale est 

prolongée dans le milieu extracellulaire par un pilus par lequel transitent les ET3s 

sécrétés. Enfin, l’injection (ou translocation) de ces ET3s dans la cellule de l’hôte 

nécessite un dernier élément appelé translocon, qui s’insère dans la membrane 

plasmique eucaryote (Figure 16). 

Le terme SST3 est classiquement employé pour désigner ce système 

d’injection des ET3s. Une plus grande rigueur obligerait cependant à spécifier SST3 

« de translocation ». En effet, le terme SST3 fait aussi théoriquement référence au 

système flagellaire qui assure la motilité de la bactérie. Le SST3 de translocation, 

que l’on continuera à appeler simplement SST3 dans ce manuscrit pour plus de 

simplicité, et le système flagellaire ont en commun huit protéines conservées, 

constitutives du corps basal de chaque système (Figure 16). Les parties 

extracellulaires diffèrent nettement puisque le système flagellaire comporte un 

filament relié au corps basal par un crochet. 

38 
 



 



Chez les bactéries phytopathogènes, les protéines des SST3 sont codées par 

des gènes réunis au sein de clusters dits hrp, îlots de pathogénicité composés 

d’environ 25 gènes. Ces clusters hrp sont généralement localisés sur le chromosome 

bactérien. R. solanacearum fait figure d’exception puisque le cluster hrp est localisé 

sur le mégaplasmide et ne présente pas d’éléments caractéristiques des îlots de 

pathogénicité. Le contenu en bases GC est en effet similaire à celui du « core 

genome » et aucun élément mobile ne parait être associé au cluster hrp, suggérant 

une coévolution avec le reste du génome bactérien (Genin & Boucher, 2004). 

De manière intéressante, il apparaît que certaines souches de bactéries 

phytopathogènes possèdent plusieurs clusters codant pour des SST3. Les fonctions 

de ces clusters additionnels sont généralement mal connues. Citons l’exemple de 

souches d’Erwinia amylovora qui arborent, outre un SST3 impliqué dans les 

interactions avec les plantes, deux autres clusters présentant de fortes homologies 

avec des clusters connus chez un endosymbionte d’insectes, Sodalis glossinidius, et 

chez la bactérie pathogène d’animaux Yersinia enterocolitica (Triplett et al., 2006). La 

délétion de ces clusters n’engendrant pas de diminution du pouvoir pathogène sur 

plantes hôtes, il a été suggéré un rôle dans l’interaction avec d’autres organismes, 

notamment les insectes (Zhao et al., 2009). Cette hypothèse est par ailleurs 

soutenue par le rôle connu que jouent les insectes dans la dissémination 

d’E. amylovora. 

Le SST3 occupe bien souvent une place primordiale dans les interactions 

pathogènes mais son importance ne s’y cantonne pas. Sa contribution a ainsi été 

démontrée lors d’interactions symbiotiques entre les bactéries du genre Rhizobium et 

certaines espèces végétales de la famille des Fabaceae (Viprey et al., 1998 ; Fauvart 

et al., 2009). En outre, des clusters de gènes codant pour des SST3 ont été identifiés 

chez plusieurs bactéries impliquées dans d’autres types de symbiose, tel que le 

symbionte d’insectes Sodalis glossinidius (Dale et al., 2001), ainsi que chez des 

bactéries non pathogènes comme Pseudomonas fluorescens (Preston et al., 2001). 

Les rôles des SST3 dans ces interactions demeurent peu connus. 

39 
 



Gènes communs 

(yscFJLNQRSTUV)

Gènes spécifiques du 

système flagellaire 

(flgBCDEHK, fliEG, 

motAB)

flgBCDEHK, 

fliEG, 

motAB

Système flagellaire 

ancestral

SST3 SST3 avec sécrétine 

Gènes communs 

(yscFJLNQRSTUV)

Gènes communs 

(yscFJLNQRSTUV)

Sécrétine (yscC)

Systèmes de 

translocation des 

Gènes spécifiques 

du SST3 (yscDI)

yscF

Figure 17. Modèle de l’évolution du système de sécrétion de t ype III à partir
d’un système flagellaire ancestral. Les gènes communs au système flagellaire
et au SST3 auraient été présents dans le système flagellaire ancestral. La perte de
gènes spécifiques au système flagellaire aurait abouti à la perte de la fonction de
motilité, sans pour autant supprimer la fonction de sécrétion. L’ancêtre du SST3
aurait évolué à travers une série de pertes et de gains de gènes, en se diversifiant.
La lignée des systèmes de sécrétion des Myxomycètes aurait dérivé rapidement
via la perte de plusieurs gènes, notamment yscF. L’acquisition de certains gènes,
dont le gène codant pour la sécrétine, aurait permis l’apparition d’un système de
translocation ancestral dépendant du contact avec la cellule hôte, et de manière
concomitante de l’aptitude à interférer avec les fonctions cellulaires de l’hôte en
injectant des effecteurs dans le cytoplasme de la cellule eucaryote. Les flèches
symbolisent les processus évolutifs dans le temps. Les acquisitions et pertes de
gènes sont respectivement représentées par les bulles vertes et roses, et par les
étoiles jaunes lorsque ces événements sont spécifiques d’un groupe
d’organismes. La nomenclature des gènes du SST3 se réfère au système de
Yersinia spp. (d’après Abby & Rocha, 2012).
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I.2. Origine et évolution des SST3s 

Le SST3 et le système flagellaire forment deux groupes monophylétiques. 

Jusqu’à très récemment il était suggéré qu’ils aient évolués indépendamment à partir 

d’un ancêtre commun (soit un système de sécrétion beaucoup d’une complexité 

moindre), subissant chacun par la suite un certain degré de diversification (Gophna 

et al., 2003 ; Rohmer et al., 2004). Une étude parue en 2012, basée sur l’analyse de 

plus de 200 SST3 et 350 systèmes flagellaires présents chez un large panel de 

phylum bactériens, suggère cependant que l’ancêtre commun du SST3 et du 

système flagellaire pourrait être une structure déjà impliquée dans le transport des 

composants du flagelle à travers les membranes bactériennes (Abby & Rocha, 2012) 

(Figure 17). Ce système de sécrétion aurait évolué en de multiples occasions pour 

permettre la sécrétion d’autres protéines bactériennes, acquérant ainsi une nouvelle 

fonction, processus évolutif connu sous le nom d’exaptation. Le SST3 serait 

finalement le résultat d’une de ces exaptations, suivie par une adaptation à sa 

nouvelle fonction via l’acquisition et la perte de gènes. Le système flagellaire est 

probablement très ancien et son apparition remonterait à une période antérieure à la 

diversification des bactéries en plusieurs lignées telles que nous les connaissons 

aujourd’hui (Pallen et al., 2006 ; Wong et al., 2007). 

Contrairement au système flagellaire qui semble être transmis de manière 

verticale, de nombreux éléments suggèrent que les transferts horizontaux sont 

largement impliqués dans la transmission et l’évolution des SST3. Les clusters de 

gènes codant pour les SST3 sont en effet souvent localisés au niveau d’îlots 

génomiques, présentant entre autres un pourcentage en bases GC différent du reste 

du génome, un usage de codons alternatifs ou encore divers éléments 

transposables. Le transfert horizontal in planta d’îlots génomiques contenant des 

facteurs de pathogénie a été démontré, notamment par simple transformation chez 

P. syringae pv. phaseolicola (Lovell et al., 2009). 

I.3. Nomenclature des SST3s 

En 1996 a été proposée une nouvelle nomenclature unifiée pour les gènes des 

clusters codant les SST3 des différentes bactéries phytopathogènes étudiées 

(Bogdanove et al., 1996). Cette nomenclature avait pour volonté de faire apparaitre 
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Figure 18. Représentation schématique de l’organisation g énomique des
clusters de gènes codant pour les système de sécrétion de typ e III des groupes
Hrp1 et Hrp2 des bactéries phytopathogènes. Les bactéries Pseudomonas syringae
et Erwinia amylovora possèdent un système de sécrétion de type III (SST3)
appartenant au groupe 1 (Hrp1) alors que les SST3s des bactéries Ralstonia
solanacearum et Xanthomonas campestris font partie du groupe 2 (Hrp2). Chaque
flèche pleine correspond à un gène. Les gènes homologues sont colorés de la même
manière. Les lettres situées au-dessus et au-dessous des clusters correspondent
respectivement aux gène hrc et hrp (d’après Tampakaki et al., 2010).

Xanthomonas campestris



le degré de conservation entre les gènes, les différents types de fonctions occupées 

par les produits de ces gènes, et les différences en terme d’impact sur le phénotype 

pour les mutants correspondants. Les gènes autrefois tous nommés hrp ont ainsi été 

divisés en trois classes. La première d’entre elles inclut neuf gènes codant pour des 

protéines conservées  parmi les divers pathogènes d’animaux et de plantes, codant 

pour des éléments structuraux du SST3. Sur ces neuf gènes, huit sont également 

conservés dans le système flagellaire. Ces gènes ont été renommés hrc (hrp 

conserved), suivi d’une lettre attribuée sur la base de la nomenclature en vigueur 

pour les homologues ysc (Yersinia secretion) chez Yersinia spp. La deuxième classe 

comprend les gènes codant pour des régulateurs transcriptionnels. Enfin, la troisième 

classe englobe d’autres gènes codant pour des composants du SST3 ainsi que pour 

des protéines impliquées dans contrôle de la sécrétion de type III. 

Les clusters hrp des bactéries phytopathogènes sont classés en deux familles 

tenant compte de l’organisation génétique, du niveau d’homologie des protéines 

codées et du système de régulation transcriptionnelle (Alfano & Collmer, 1997) 

(Figure 18). La famille dite Hrp1 comprend notamment les bactéries pathogènes 

modèles P. syringae et E. amylovora, alors que la famille Hrp2 inclut en particulier 

R. solanacearum et le genre Xanthomonas. Le mode de régulation transcriptionnelle 

du SST3 a déjà été présenté dans le chapitre II concernant R. solanacearum et ne 

sera pas traité ici (pour revue englobant les groupes Hrp1 et Hrp2, se référer à Tang 

et al. (2006) et Tampakaki et al. (2010)). Notons tout de même qu’une des 

caractéristiques commune aux deux systèmes de régulation transcriptionnelle est la 

présence de motifs conservés au niveau des promoteurs des gènes régulés, qu’ils 

soient des gènes du cluster hrp ou codant pour des ET3s. Les gènes des clusters de 

la famille Hrp1 possèdent un motif dit boîte hrp (GGAACC-N15/16-CCACNNA). Ceux 

des clusters hrp chez R. solanacearum et X. campestris, de la famille Hrp2, 

présentent respectivement des motifs dits boîte hrpII (TTCG-N16-TTCG) et boîte PIP 

(plant inducible promoter, TTCGC-N15-TTCGC).  

II. Architecture du SST3 

Très peu de données existent dans la littérature quant à la structure du T3SS 

pour les bactéries phytopathogènes. En revanche, de nombreux travaux ont été 
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Figure 19. Représentation schématique des différents comp osants du
système de sécrétion de type III. A) Le SST3 est composé d’un corps basal
traversant les membranes bactériennes et d’une partie extracellulaire. Le corps
basal est divisé en plusieurs éléments : des structures en anneaux au niveau des
membranes interne (MI) et externe (ME), une tige interne périplasmique, un
appareil d’export tourné vers le cytoplasme bactérien et des composants
cytoplasmiques (ATPase et anneau C). La partie extracellulaire comprend quant
à elle une aiguille (ou pilus chez les bactéries phytopathogènes) et un translocon
qui s’insère dans la membrane plasmique eucaryote (MP). PG : peptidoglycanes
(d’après Diepold et al., 2012). B) Observation de la partie basale du SST3 de
Salmonella spp. en cryo-microscopie électronique (image du haut) et coupe d’une
reconstruction tridimensionnelle (image du bas). Les barres correspondent à 10
nm. IR : anneau de la membrane interne (d’après Schraidt et al., 2010).

ATPase

Anneau C



réalisés concernant les bactéries pathogènes d’animaux, reposant essentiellement 

sur des techniques de microscopie électronique, de cristallographie et d’interactions 

protéine-protéine, qui permettent aujourd’hui d’avoir une vision relativement précise 

de l’organisation structurale du SST3. Etant donné le niveau de conservation des 

composants du SST3, du moins pour le corps basal, entre bactéries pathogènes 

d’animaux et de plantes, il est fort probable que la majorité des connaissances issues 

de l’étude des premières puissent être appliquées aux secondes. Les paragraphes 

qui suivent sont donc essentiellement basés sur des données relatives aux bactéries 

pathogènes d’animaux. Les bactéries modèles les plus étudiées comprennent 

Yersinia spp. (SST3 Ysc), Shigella spp. et Salmonella spp. (SST3 Inv-Mxi-Spa) et les 

souches d’Escherichia coli entéropathogènes (SST3 Ssa-Esc). Pour plus de 

simplicité, les familles de protéines évoquées seront dénommées selon la 

nomenclature utilisée chez Yersinia spp. 

Le SST3 est composé d’un corps basal traversant les membranes bactériennes 

et d’une partie extracellulaire (Figure 19, Tableau 2). Le corps basal est divisé en 

plusieurs éléments : des structures en anneaux au niveau des membranes interne et 

externe, une tige périplasmique, un appareil d’export tourné vers le cytoplasme 

bactérien et quelques composants cytoplasmiques. La partie extracellulaire 

comprend quant à elle une aiguille (ou pilus) et un translocon qui s’insère dans la 

membrane eucaryote. Ces divers éléments structuraux du SST3 sont décrits ci-

après, en débutant par la partie cytoplasmique pour terminer par la partie 

extracellulaire la plus distale. 

II.1. Le corps basal du SST3 

II.1.1. Les composants cytoplasmiques 

Les composants cytoplasmiques du SST3 comprennent une ATPase et ses 

régulateurs, ainsi qu’une structure appelée anneau C. Plusieurs interactions ont été 

identifiées entre ces éléments ainsi qu’avec des composants du SST3 insérés dans 

la membrane interne (Jackson & Plano, 2000 ; Morita-Ishihara et al., 2006 ; Lorenz & 

Büttner, 2009 ; Biemans-Oldehinkel et al., 2011 ; Lorenz et al., 2012). L’ATPase, de 

la famille YscN, forme une structure hexamèrique en anneau. Elle fournit 

probablement l’énergie nécessaire à la sécrétion des substrats du SST3 (Pozidis et 
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Tableau 2. Liste des protéines constituant le système de séc rétion de type III de
bactéries pathogènes de plantes et d’animaux

Bactérie pathogène 

d'animaux
Bactéries pathogènes de plantes

Fonctions prédites
SST3 Hrp1 SST3 Hrp2

Yersinia spp. P. syringae E. amylovora Xanthomonas spp. R. solanacearum

Composants cytoplasmiques

YscN HrcN HrcN HrcN HrcN

ATPase ; source 

d'énergie pour la 

sécrétion ; dissociation 

des complexes ET3-CT3

YscK + YscL HrpE + HrpD HrpE + HrpD HrcL HrpF Régulateur de l'ATPase

YscQ HrcQA + HrcQB HrcQ HrcQ HrcQ
Anneau C ; site d'accueil 

de substrats du SST3

Appareil d'export

YscR HrcR HrcR HrcR HrcR

YscS HrcS HrcS HrcS HrcS

YscT HrcT HrcT HrcT HrcT

YscU HrcU HrcU HrcU HrcU

Site d'accueil de 

substrats du SST3 ; 

transition de spécificité 

de substrat

YscV HrcV HrcV HrcV HrcV
Site d'accueil de 

substrats du SST3

Anneaux de la membrane interne

YscD HrpQ HrpQ HrcD HrpWYscD HrpQ HrpQ HrcD HrpW

YscJ HrcJ HrcJ HrcJ HrcJ

Anneaux de la membrane externe

YscC HrcC HrcC HrcC HrcC Sécrétine

YscW - - - - Pilotine

Tige périplasmique

YscI HrpB HrpB HrpB2 HrpJ

Ancrage de la 

seringue/pilus ; 

transition de spécificité 

de substrat

Composants extracellulaires

YscF HrpA HrpA HrpE HrpY Aiguille/pilus

LcrV - - - -

Plateforme 

d’assemblage du 

translocon

YopB + YopD HrpK1 HrpK HrpF PopF1 + PopF2 Translocon

-
HrpZ1 + HrpW1 

+ HopAK1
HrpN + HrpW XopA1 PopA + PopW Harpines

Protéines T3S4

YscP HrpP HrpP HpaC HpaP

Contrôle de la longueur 

de la seringue ; 

transition de spécificité 

de substrat

Les protéines homologues ou de fonctions similaires sont indiquées sur la même ligne. SST3 : système de sécrétion de

type III ; ET3 : effecteur de type III ; CT3 : chaperonne de type III.
1 La fonction de XopA n’est pas clairement définie, entre harpine et protéine du translocon.



al., 2003 ; Andrade et al., 2007 ; Zarivach et al., 2007). Une source alternative 

d’énergie a cependant été identifiée chez Yersinia spp. : la force proton-motrice, qui 

repose sur la différence de potentiel électrochimique de part et d’autre de la 

membrane (Wilharm et al., 2004 ; Ohgita et al., 2013). La force proton-motrice ne 

semble en revanche pas impliquée dans la sécrétion de type III chez la bactérie 

phytopathogène X. campestris pv. vesicatoria (Lorenz & Büttner, 2009). Un rôle 

supplémentaire a été proposé pour l’ATPase, en lien avec l’adressage des ET3s au 

SST3 par des chaperonnes (voir la section III.2.1). 

Les protéines de la famille YscQ forment probablement une structure 

oligomérique appelée anneau C. Cet anneau C serait impliqué dans la formation de 

sites d’accueil des substrats du SST3, comme le suggèrent de nombreuses 

interactions identifiées (Morita-Ishihara et al., 2006 ; Spaeth et al., 2009 ; Lara-Tejero 

et al., 2011 ; Lorenz et al., 2012 ). 

II.1.2. L’appareil d’export de la membrane interne 

L’appareil d’export est un complexe protéique inséré dans la membrane interne 

de la bactérie. Il est constitué de nombreux composants : les membres des familles 

YscR, YscS, YscT, YscU et YscV. Chaque protéine contient entre un et huit 

domaines transmembranaires et certaines présentent plusieurs domaines 

cytosoliques. YscU, YscV et leurs homologues arborent des domaines cytosoliques 

particulièrement importants car potentiellement impliqués dans la reconnaissance 

des substrats du SST3 (Allaoui et al., 1994 ; Berger et al., 2010). Des interactions 

entre les homologues de YscU et YscV chez la bactérie phytopathogène 

X. campestris pv. vesicatoria, et plusieurs protéines sécrétées par le SST3 ont 

notamment été démontrées, soulignant le rôle de ces protéines comme plateformes 

d’accueil des substrats du SST3, à l’instar de l’anneau C (Lorenz et al., 2008 ; 

Hartmann & Büttner, 2013). 

II.1.3. Les anneaux de la membrane interne 

A la base du SST3 se trouve une structure en anneaux, insérée dans la 

membrane interne bactérienne, qui forme un canal de deux à trois nanomètres de 

diamètre (Blocker et al., 2001). Cette structure pourrait servir d’échafaudage pour la 
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mise en place de l’appareil d’export abordé précédemment. Ces anneaux sont 

composés d’au moins deux protéines : les membres des familles de lipoprotéines 

YscJ et YscD. Les membres de la famille YscJ forment une structure en anneau 

localisée sur le côté périplasmique de la membrane interne et probablement 

maintenue à cette dernière via la partie lipidique de YscJ et ses homologues (Silva-

Herzog et al., 2008 ; Schraidt et al., 2010). Les membres de la famille YscD 

formeraient également une structure en anneau adjacente à la précédente (Diepold 

et al., 2010). Des interactions protéines-protéines ont été mises en évidence entre 

les membres des deux familles, mais aussi avec une protéine des anneaux de la 

membrane externe et, chez E. coli, avec la protéine du pilus (Ogino et al., 2006 ; 

Ross & Plano, 2011). Ces interactions suggèrent que les anneaux de la membrane 

interne sont connectés directement à ceux de la membrane externe et à la base de 

l’aiguille insérée dans la membrane bactérienne. 

II.1.4. Les anneaux de la membrane externe 

Une autre structure en forme d’anneaux est localisée à la membrane externe 

bactérienne. C’est une structure multimérique composée d’une famille de protéines 

appelée sécrétines, dont les membres sont aussi connus pour intervenir dans 

l’assemblage des systèmes de sécrétion de type II et IV (Ayers et al., 2010). Les 

sécrétines présentent un peptide signal dans leur extrémité N-terminale, qui induit 

leur adressage vers le système Sec, permettant leur transport à travers la membrane 

interne jusqu’au périplasme où elles s’associent entre elles (Kimbrough & Miller, 

2000). Les régions C-terminales des sécrétines traversent la membrane externe en 

formant une structure en anneaux. Il est suggéré que les régions N-terminales 

prolongent quant à elles le canal au niveau du périplasme, établissant ainsi une 

connexion entre les anneaux des membranes externe et interne (Schraidt et al., 

2010). 

L’oligomérisation des sécrétines nécessite une autre famille de protéines du 

SST3 associées à la membrane externe : les pilotines (Crago & Koronakis, 1998 ; 

Burghout et al., 2004). En leur absence, les sécrétines se retrouvent localisées à la 

membrane interne de la bactérie. Ces lipoprotéines n’ont cependant été identifiées 

que chez les bactéries pathogènes d’animaux.  
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II.1.5. La tige interne 

La présence d’une structure interne en forme de tige creuse, localisée dans le 

périplasme, a été démontrée chez Salmonella spp. (Marlovits et al., 2004). Cette 

structure est composée de plusieurs copies de la protéine de la famille YscI, pour 

laquelle des homologues existent chez les autres bactéries pathogènes. La tige 

interne serait localisée à l’intérieur du canal formé par les parties périplasmiques des 

anneaux des membranes interne et externe. Cette structure pourrait permettre 

l’ancrage du pilus, qui possède une partie insérée dans la membrane bactérienne 

(Sani et al., 2007). 

II.2. La partie extracellulaire du SST3 

II.2.1. L’aiguille ou pilus 

La partie extracellulaire du SST3 est principalement constituée d’un filament à 

l’intérieur duquel un canal permet le transport des ET3s à travers le milieu 

extracellulaire, et dont la croissance s’effectue par l’extrémité distale (Li et al., 2002 ; 

Crepin et al., 2005). La nature de ce filament diffère notablement entre les bactéries 

pathogènes d’animaux et les bactéries phytopathogènes. Les premières arborent 

une structure appelée aiguille, constituée de nombreuses copies d’une protéine de la 

famille YscF, d’une longueur définie entre 40 et 80 nm selon les espèces (Tamano et 

al., 2000 ; Blocker et al., 2001 ; Journet et al., 2003). Les bactéries pathogènes de 

plantes possèdent une structure nommée pilus, d’une longueur variable mais 

beaucoup plus importante, de l’ordre d’un à deux micromètres (Roine et al., 1997 ; 

van Gijsegem et al., 2000 ; Jin & He, 2001). Cette différence est probablement 

expliquée par la nécessité pour les bactéries phytopathogènes de traverser la paroi 

des cellules végétales, un obstacle absent des cellules animales (Brown et al., 2001). 

La sous-unité de la famille YscF de l’aiguille présente une certaine homologie avec 

celle du filament flagellaire. En revanche, aucune homologie n’est détectée avec la 

sous-unité du pilus (HrpA chez P. syringae). De manière intéressante, bien que HrpA 

et ses homologues présentent des structures secondaires similaires avec une grande 

richesse en hélices α, ces protéines font partie des éléments du SST3 dont les 

séquences sont les plus variables (Weber & Koebnik, 2005). Elles sont par ailleurs 

soumises à de fortes pressions de sélection positive, contrairement à la majorité des 
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protéines du SST3 (Weber & Koebnik, 2006 ; Lu et al., 2008). Ceci suggère que le 

pilus évolue rapidement pour éviter sa reconnaissance par le système immunitaire de 

la plante. 

II.2.2. Le translocon et les harpines 

Les ET3s sécrétés via le pilus doivent franchir la membrane plasmique 

eucaryote avant de pouvoir atteindre le cytoplasme de la cellule hôte. Cette étape est 

assurée par une structure oligomérique appelée translocon, qui forme un pore dans 

la membrane eucaryote. Chez les bactéries pathogènes d’animaux, le translocon est 

constitué de trois protéines : les membres des familles de protéines hydrophobes 

YopB et YopD s’associent pour former le pore en lui-même, alors que les protéines 

hydrophiles de la famille LcrV forment une structure en anneau qui jouerait le rôle de 

plateforme d’assemblage du translocon et de connecteur à l’aiguille (Mueller et al., 

2008). Ces protéines ne sont pas conservées chez les bactéries phytopathogènes et 

la plateforme d’assemblage y est absente. Selon les espèces, une à deux protéines 

ont été identifiées comme constituants probables du translocon. Elles présentent des 

niveaux d’homologie variables (Büttner & He, 2009). 

Chez certaines espèces de bactéries phytopathogènes, les protéines du 

translocon ne s’avèrent pas requises pour la virulence, suggérant l’existence d’une 

certaine redondance fonctionnelle avec d’autres protéines appelées harpines (Kvitko 

et al., 2007 ; Bocsanczy et al., 2008). Ces protéines, dont le rôle spécifique dans la 

translocation des ET3s a été démontré, présentent la particularité d’être riches en 

glycine, stables à haute température et d’éliciter une HR lorsqu’elles sont infiltrées 

dans l’apoplaste des feuilles. Leur fonction exacte est encore inconnue. Des études 

ont mis en évidence la capacité pour certaines harpines à interagir avec la paroi 

végétale ou à former des pores dans les membranes végétales (Charkowski et al., 

1998 ; Engelhardt et al., 2009 ; Li et al., 2010 ; Haapalainen et al., 2011). 
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III. Adressage des ET3s au SST3 et contrôle de la 
sécrétion 

Les données accumulées jusqu’à présent ont permis de mettre en évidence 

plusieurs éléments nécessaires à la sécrétion des substrats du SST3. D’une part, 

l’adressage des ET3s au SST3 exige généralement la présence d’un signal de 

sécrétion propre à la protéine sécrétée. D’autre part, différents types de protéines 

agissent comme des assistants qui promeuvent la sécrétion de certains substrats du 

SST3.   

III.1. Le signal de sécrétion 

De manière générale, les ET3s voués à être sécrétés par le SST3 possèdent 

un signal de sécrétion localisé au niveau des 50 premiers acides aminés de la région 

N-terminale de la protéine. Cependant un niveau maximal de sécrétion pourrait 

exiger la présence des 100 premiers acides aminés (Casper-Lindley et al., 2002 ; 

Schechter et al., 2004). Cette région N-terminale n’est pas conservée parmi les 

ET3s, mais dénote certaines caractéristiques partagées. Elle révèle souvent un biais 

de composition en acides aminés avec un enrichissement en sérine et une faible 

proportion d’aspartate (Guttman et al., 2002). De plus, il semble que le signal de 

sécrétion implique généralement la présence d’acides aminés exposés aux solvants 

en tout début de chaîne et le caractère amphipathique des 50 premiers acides 

aminés (Petnicki-Ocwieja et al., 2002). Finalement, cette région paraît désordonnée, 

c’est-à-dire sans structure tertiaire définie, entrainant probablement une flexibilité 

structurale qui pourrait jouer un rôle dans la capacité des ET3s à interagir avec 

différentes protéines liées au SST3 (Buchko et al., 2010). Notons que la présence 

d’un signal de sécrétion dans les ARNm d’ET3s chez Yersinia spp. a également été 

proposée, suggérant une traduction et une sécrétion concomitantes (Anderson & 

Schneewind, 1999). 
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Figure 20. Modèle de l’implication des chaperonnes de type I II (CT3s)
dans l’adressage des effecteurs de type III (ET3s) au systèm e de
sécrétion de type III. Le modèle rassemble les différentes fonctions des CT3s
telles que décrites dans la littérature. Une hypothétique hiérarchie de sécrétion
est illustrée par la sécrétion prioritaire d’un ET3 (vert) par rapport à celle d’un
autre ET3 (orange). Cette hiérarchie pourrait être la conséquence d’une co-
régulation d’un couple ET3-CT3 ou de différentes affinités entre une CT3 et
plusieurs ET3s (symbolisées par les signes +). Les ET3s sont stabilisés en
interagissent avec des CT3s dimériques (jaunes) et l’ATPase hexamérique
(violet) puis sont adressés vers le SST3. L’enchaînement séquentiel de ces
interactions n’est pas connu. L’ATPase permet la dissociation du complexe
ET3-CT3 et l’entrée de l’ET3 dans le SST3. Les CT3s libres pourraient prendre
en charge d’autres ET3s (D’après Thomas et al., 2012).
T3SS : type III secretion system ; T3C : type III chaperone.

effector T3C



CT3s de classe IB

CT3s de classe IA

Figure 21. Structures de chaperonnes de type III (CT3s) appartenant
aux classes IA, IB et II. Les CT3s forment généralement des
homodimères en interagissant via une interface en hélice alpha, selon
une symétrie d’ordre 2. Les CT3s de classe I, qui présentent des
structures en hélices α et feuillets β, sont représentées sous forme
d’homodimères (une couleur par monomère). Les CT3s de classe II
présentent des conformations de type TPR (tetratricopeptide repeat)
caractérisées par trois paires d’hélices antiparallèles. Les CT3s
présentées appartiennent aux genres Yersinia, Shigella et Salmonella et
sont décrites dans le tableau 3 (d’après Izoré et al., 2011).

CT3s de classe II



Organismes et 

CT3s
Partenaires d'interaction Caractéristiques

Yersinia spp.

SycD (LcrH)
YopB (T), YopD (T), YscY (C), YscM1 (R), 

YscM2 (R)  

Dimérise ; contient 3 motifs TPR ; stabilise YopB et 

YopD ; fonction de régulation

SycE YopE (E), YscM1 (R), YscM2 (R)
Dimérise ; promeut un changement de conformation 

de YopE

SycH YopH (E), YscM1 (R), YscM2 (R) Dimérise ; fonction de régulation

SycN, YscB YopN (R/E)
SycN et YscB s'associent en hétérodimères et 

stabilisent YopN

SycO YopO (E), YscM1 (R)

Dimérise ; masque le domaine de localisation 

membranaire de YopO ; une surexpression inhibe la 

sécrétion des Yops

SycT YopT (E) Dimérise

YscE, YscG YscF (A)
YscE et YscG s'associent en hétérodimères ; YscG 

contient des motifs TPR

YscY YscX (EC) Fonction de régulation

SycP YspP (E) Dimérise ; stabilise YscP

SycB YspB (T), YspC (T)
Dimérise ; stabilise YspB ; régule l'expression des 

gènes ysa

Shigella spp.

IpgA IcsB (E) Stabilise IcsB ; cotraduction avec IcsB

IpgC IpaB (T), IpaC (T), MxiE (R)

Dimérise ; contient des motifs TPR ; stabilise IpaB et 

IpaC ; probable co-activateur du régulateur 

transcriptionnel MxiE

IpgE IpgD (E) Stabilise IpgD

Tableau 3. Liste des chaperonnes de type III identifiées che z des bactéries
pathogènes d’animaux et de leurs partenaires d’interactio n

IpgE IpgD (E) Stabilise IpgD

Spa15
IpaA (E), IpgB1 (E), OspC3 (E), OspB (E), 

OspD1 (R)

Dimérise ; est sécrétée ; stabilise IpgB ; co-

antiactivateur de l'anti-activateur OspD1

IpaD IpaD (T) activité d'autochaperonage

Salmonella spp.

InvB SipA (E), SopA (E), SopE (E), SopE2 (E) Dimérise ; stabilise SopE2 et SipA

SicA SipB (T), SipC (T), InvF (R)

Interagit de manière homotypique ; stabilise SipB et 

SipC ; co-activateur du régulateur transcriptionnel

InvF

SicP SptP (E) Dimérise ; stabilise SptP ; cotraduction avec SptP

SigE SopB (E) Dimérise ; stabilise SopB

SrcA SseL (E), PipB2 (E) Dimérise

SscB SseF (E) Stabilise SseF

SseA SseB (T), SseD (T) Stabilise SseB

SsaE SseB (T) Contribue aussi à la sécrétion de PipB (E)

SsaQS SsaQL

E. coli

CesA2 EspA (F) Stabilise EspA et inhibe sa polymérisation

CesAB EspA (F), EspB (T) Dimérise ; stabilise EspA

CesD EspD (T) Contribue aussi à la sécrétion de EspB (T)

CesD2 EspD (T) Stabilise EspD

CesF EspF (E)

CesL SepL (E)

CesT
Tir (E), Map (E), NleA (E), EspFU (E), EspG

(E), EspZ (E), NleG (E), NleH (E), NleH2 (E)

Dimérise ; stabilise Map ; contribue aussi à la 

sécrétion de NleI (E)

CT3s : chaperonnes de type III. Les noms des protéines qui interagissent avec les CT3s sont catégorisés en effecteurs

de type III (E), protéines du translocon (T), protéines du filament (F), régulateurs (R), protéines de l’aiguille (A), CT3s

(C) et protéines extracellulaires du système de sécrétion de type III (EC). (D’après Büttner, 2012)



III.2. Les acteurs du contrôle de la sécrétion 

III.2.1. Généralités 

L’adressage des protéines sécrétées au SST3 peut aussi dépendre, outre de la 

présence d’un signal de sécrétion, de protéines appelées chaperonnes de type III 

(CT3s). Celles-ci sont majoritairement cytoplasmiques et se complexent souvent 

sous forme d’homo ou d’hétérodimères. Ces dimères interagissent avec leurs 

substrats et promeuvent leur sécrétion en agissant de plusieurs manières (Figure 

20). Il est probable que les CT3s guident leurs substrats vers la base du SST3 et 

qu’elles permettent de les stabiliser, notamment en les protégeant d’une dégradation 

par des protéases. 

Les CT3s interagissant avec des ET3s sont divisées en deux classes : celles de 

classe IA sont spécifiques à un unique ET3 alors que les chaperonnes de classe IB 

interagissent avec plusieurs ET3s (Parsot et al., 2003 ; Thomas et al., 2012) (Figure 

21). Chez les bactéries pathogènes d’animaux, d’autres CT3s, dites de classe II, ont 

été caractérisées comme interagissant avec les protéines du translocon (Lunelli et 

al., 2009 ; Job et al., 2010 ; Schreiner & Niemann, 2012). Ces chaperonnes 

possèdent généralement des motifs répétés de type tétratricopeptide connus pour 

être impliqués dans des interactions protéine-protéine (Bröms et al., 2006 ; Job et al., 

2010). Les CT3s identifiées chez les principales bactéries pathogènes d’animaux 

étudiées sont décrites dans le Tableau 3. 

L’adressage des ET3s au SST3 par les chaperonnes parait aussi impliquer 

l’ATPase cytoplasmique associée à l’appareil d’export de la membrane interne. 

Plusieurs interactions entre l’ATPase et des chaperonnes ou des ET3s ont été mises 

en évidence (Gauthier & Finlay, 2003 ; Thomas et al., 2004 ; Thomas et al., 2005 ; 

Sorg et al., 2006 ; Lorenz & Büttner, 2009). L’ATPase pourrait intervenir dans la 

dissociation des complexes CT3-ET3 et dans le maintien d’une conformation dépliée 

des ET3s (Akeda & Galan, 2005). Une telle conformation s’avère probablement 

nécessaire au passage des protéines sécrétées dans le canal du SST3, qui présente 

un diamètre interne de deux à trois nanomètres seulement (Akeda & Galan, 2005 ; 

Blocker et al., 2001 ; Wilharm et al., 2004). 
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Par ailleurs, avec l’accumulation de données relatives à la structure et à 

l’assemblage du SST3 est apparu le concept d’une hiérarchie de sécrétion des 

différents substrats du SST3. Ainsi la sous-unité du pilus, probablement la première 

protéine sécrétée, est-elle qualifiée de substrat précoce. Les protéines du translocon 

et les ET3s sont pour leurs parts identifiés comme des substrats intermédiaires et 

tardifs, respectivement. De plus, il semble qu’une hiérarchie de sécrétion puisse 

exister aussi au sein des différents ET3s transloqués. Dans leur ensemble, ces 

mécanismes de hiérarchie de sécrétion font intervenir plusieurs protagonistes parmi 

lesquelles se trouvent de nouveau les CT3s, mais également les protéines de type 

T3S4 (type III secretion substrate specificity switch) ou les protéines de la famille 

YopN. 

Les sections qui suivent traitent des protéines impliquées dans l’adressage des 

ET3s au SST3 et dans la hiérarchie de sécrétion. Ces aspects seront abordés en 

premier lieu chez les bactéries phytopathogènes, puis chez les bactéries pathogènes 

d’animaux, pour lesquelles la littérature sur les acteurs de la hiérarchie de sécrétion 

est plus abondante. 

III.2.2. Focus sur les bactéries phytopathogènes 

L’état de l’art concernant les différentes protéines impliquées dans le contrôle 

de la sécrétion de type III chez les bactéries phytopathogènes a fait l’objet d’une 

mini-revue publiée dans la revue « Frontiers in Plant Science » et reproduite ci-après. 
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Gram-negative plant pathogenic bacteria possess a type III secretion system (T3SS) to
inject bacterial proteins, called type III effectors (T3Es), into host cells through a specialized
syringe structure.T3Es are virulence factors that can suppress plant immunity but they can
also conversely be recognized by the plant and trigger specific resistance mechanisms.
The T3SS and injected T3Es play a central role in determining the outcome of a host-
pathogen interaction. Still little is known in plant pathogens on the assembly of the T3SS
and the regulatory mechanisms involved in the temporal control of its biosynthesis and
T3E translocation. However, recent insights point out the role of several proteins as prime
candidates in the role of regulators of the type III secretion (T3S) process. In this review
we report on the most recent advances on the regulation of theT3S by focusing on protein
players involved in secretion/translocation regulations, including type III chaperones (T3Cs),
type III secretion substrate specificity switch (T3S4) proteins and other T3S orchestrators.

Keywords: bacterial plant pathogens, type III secretion system (T3SS), type III chaperones (T3Cs), type III secretion

substrate specificity switch (T3S4), secretion of type III effectors (T3Es), control of secretion/translocation

INTRODUCTION
The type III secretion system (T3SS) is a major determinant of
pathogenicity characterized in numerous Gram-negative animal
and plant pathogenic bacteria (Cornelis and van Gijsegem, 2000;
He et al., 2004; Tampakaki et al., 2010). It allows type III effec-
tor (T3E) delivery into the host cells thanks to a complex and
ordered type III secretion (T3S) process (Büttner, 2012). T3Es
are virulence factors that can suppress plant immunity or they
can also conversely be recognized by the plant and trigger the so
called effector-triggered immunity (Jones and Dangl, 2006; Feng
and Zhou, 2012). This review is devoted to proteins that affect
regulation of the secretion/translocation of T3Es in the two main
groups of T3SS in plant pathogens, i.e., Hrp1- (Hrp for hypersensi-
tive response and pathogenicity) and Hrp2-T3SS phytopathogenic
bacteria (see Tampakaki et al., 2010, and Büttner, 2012; for reviews
on the genomic organization and architecture of T3SS). We give
here an overview of the specialized type III chaperones (T3Cs) and
of other T3S control proteins characterized in Hrp1 T3SS bacteria
(Pseudomonas syringae and Erwinia amylovora), and in Hrp2 T3SS
bacteria (Xanthomonas spp. and Ralstonia solanacearum).

TYPE III CHAPERONES
Type III chaperones can be defined as helper proteins, mainly
acting through direct interactions with T3Es, required for the
delivery of effectors into the host cell. T3Cs are small (15–20 kDa),
acidic, cytoplasmic proteins, and harbor a predicted α-helical
secondary structure in their C-terminal part (Feldman and Cor-
nelis, 2003; Parsot et al., 2003). T3Cs can be strictly or partially
required to prevent cytoplasmic proteolysis and premature aggre-
gation of T3Es, and/or maintain T3Es in a secretion competent

status (Feldman and Cornelis, 2003; Parsot et al., 2003). T3Cs do
not share amino acid sequence similarity, nevertheless, a clas-
sification has been proposed dividing them into three classes
according to their cognate substrates. Class I is subdivided into
classes IA and IB, corresponding to chaperones binding to one or
several T3Es, respectively (Cornelis and van Gijsegem, 2000; Parsot
et al., 2003). Class II chaperones that are specialized translocator-
chaperones and class III chaperones, flagellar-associated T3SS
chaperones, are up to now only described in animal pathogenic
bacteria (see Büttner, 2012, as a review). We will focus on class I
T3Cs as it is the main class described in phytopathogenic bacteria
(Figure 1).

CLASS IA T3C ARE MOSTLY INVOLVED IN THE SECRETION OF A
SPECIFIC T3E
Class IA T3Cs were described in P. syringae pv. syringae, P. syringae
pv. tomato and E. amylovora, all three pathogens harboring a Hrp1
T3SS (Figure 1A). The corresponding genes are located next to the
cognate effector genes in the bacterial genome. These T3Cs were
named Shc for Specific hop chaperones in Pseudomonas species
as they help secretion of T3Es named Hops (hrp-dependent outer
proteins), and to Dsp for disease specific protein, i.e., chaper-
one or effector in E. amylovora. For all class IA T3Cs studied, a
direct interaction T3C-cognate T3E has been demonstrated. To
date, three Shc proteins have been characterized in P. syringae pv.
syringae, including ShcA, which controls the secretion and translo-
cation of HopA1 (van Dijk et al., 2002), and ShcB1 and ShcV1 that
have been demonstrated to stabilize their cognate T3Es HopB1 and
HopV1, respectively (Charity et al., 2003; Losada and Hutcheson,
2005). They prevent the T3E degradation mediated by the Lon
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FIGURE 1 | Schematic representation of specific features of class IA

and class IB T3Cs in plant pathogenic bacteria. (A) List of known T3Cs
in Hrp1 T3SS bacteria (left panel). All are class IA T3Cs. A model
depicting the role of the T3C ShcM is shown as a representative example
(right panel). ShcM is co-transcribed with its cognate T3E HopM1. ShcM
specifically interacts with HopM1, prevents its degradation by Lon
proteases in the bacterial cytoplasm and promotes its secretion/
translocation via the T3SS. (B) List of known T3Cs in Hrp2 T3SS bacteria

(left panel). All are class IB T3Cs. A schematic representation of known
binding partners of HpaB in X. campestris pv. vesicatoria is shown (right
panel). HpaB is encoded within the hrp cluster and without any T3E in
the vicinity. HpaB interacts with itself and with multiple T3SS-related
proteins, comprising the secretion regulators HpaC and HpaA (see also
Figure 2), the inner membrane components HrcU and HrcV, the
cytoplasmic ATPase HrcN and T3Es. HpaB is required for efficient
secretion of T3Es.

protease, which exerts a negative regulatory effect on the T3S in P.
syringae (Bretz et al., 2002). Three typical class IA T3Cs have been
identified in P. syringae pv. tomato. ShcM plays several roles to pro-
mote efficient HopM1 translocation: it is required for the secretion
and the translocation of HopM1 (Badel et al., 2003), but also pro-
tects HopM1 from Lon degradation, interacting with the effector
through a chaperone binding domain (CBD) which is different
from the Lon-targeting domain (Losada and Hutcheson, 2005;
Figure 1A). ShcF is required for HopF stabilization but was shown
dispensable for HopF secretion (Shan et al., 2004), whereas ShcV

is required for HopV1 secretion (Wehling et al., 2004). Three other
chaperones, SchS1, SchO1 and SchS2, harbor the typical features
of T3Cs, but have atypical properties for class IA T3Cs as they
could facilitate translocation of homologous T3Es (Kabisch et al.,
2005). In another study, it was shown that SchS1, SchO1 and SchS2
were additionally able to bind to each other and to other’s cognate
effectors (Guo et al., 2005). These three chaperones facilitate the
secretion/translocation of their cognate T3E (HopS1, HopO1-1
and HopS2, respectively), and SchS1 and SchS2 can substitute
ShcO1 to help HopO1-1 type III delivery (Guo et al., 2005). Other

Frontiers in Plant Science | Plant-Microbe Interaction November 2013 | Volume 4 | Article 435 | 2

http://www.frontiersin.org/Plant-Microbe_Interaction/
http://www.frontiersin.org/Plant-Microbe_Interaction/archive


 

  

53 
 



“fpls-04-00435” — 2013/11/21 — 14:34 — page 3 — #3

Lohou et al. Control of T3S process

putative chaperones have been identified, located upstream a puta-
tive T3E target, but even if they show the physical properties of
class IA T3Cs, their role still needs to be demonstrated. This is the
case for the T3C-T3E pairs ShcN-HopN1 (Lopez-Solanilla et al.,
2004) and ORF2-AvrE1 (Badel et al., 2006).

In E. amylovora, a putative T3C-T3E pair was characterized,
the couple DspB/F-DspA/E (Gaudriault et al., 1997). DspB/F
interacts with, stabilizes, and is important for DspA/E secretion
(Gaudriault et al., 2002). Two studies identified the DspB/F bind-
ing sites in the N-terminal part of DspA/E, however with some
differences in the regions of interactions (Triplett et al., 2009; Oh
et al., 2010). This may indicate the presence of multiple CBD to
help T3E translocation.

Class IA chaperones from phytopathogenic bacteria share com-
mon structural and functional features with class IA chaperones in
animal pathogenic bacteria (He et al., 2004). The binding of both
T3E and T3C partners is described in more details in the latter sys-
tems, notably through structural analysis of the T3C-T3E complex
(Büttner et al., 2005; Lillington et al., 2011; Vujanac and Stebbins,
2013). Recently, co-crystal structure of the complex ShcA-HopA1
from P. syringae has also been obtained, both proteins sharing a
fold and interacting through a conserved structural motif (called
the β-motif) where HopA1 shows an extended non-globular con-
formation critical for the stability of the complex (Janjusevic et al.,
2013). This β-motif is strongly conserved from animal to plant
pathogens and was also described with the DspB/F chaperone of
E. amylovora (Triplett et al., 2010), suggesting that it may be widely
implicated in T3C-T3E complexes.

Another particular case of class IA chaperone is the HrpG pro-
tein which was described to act as a suppressor of a negative
regulator of the T3SS (Wei et al., 2005). HrpG was characterized
in P. syringae pv. syringae as a chaperone-like protein, as HrpG
is structurally close to SicP, a class IA chaperone of Salmonella
typhimurium, and harbors the characteristics of T3Cs (Wei et al.,
2005). Wei et al. (2005) identified HrpG as an interactor of HrpV, a
conserved component of the P. syringae T3SS, previously demon-
strated to down-regulate the expression of the hrp gene cluster
(Preston et al., 1998). Hence, the assembly of the HrpG–HrpV
protein complex leads to the suppression of the hrpV -dependent
negative regulation of the hrp gene cluster. More recently, Ortiz-
Martin et al. (2010) studied HrpG in P. syringae pv. phaseolicola
and highlighted for HrpG an additional HrpV-independent role
in virulence.

CLASS IB T3Cs ARE INVOLVED IN THE SECRETION OF SEVERAL T3Es
Genes which encode for class IB chaperones, binding several
T3Es, are typically located within the hrp cluster. Class IB T3Cs
were identified in several Hrp2 T3SS phytopathogenic bacteria,
with one conserved protein named HpaB (for hrp-associated;
Figure 1B). HpaB has been particularly well characterized in
X. campestris pv. vesicatoria, as a T3C with a wide specificity
of substrates. It was shown that HpaB could self-interact (Büt-
tner et al., 2006) as well as with the inner membrane proteins
HrcU and HrcV (Lorenz and Büttner, 2011; Hartmann and Büt-
tner, 2013), with the ATPase HrcN (Lorenz and Büttner, 2009),
with T3Es (AvrBs1 and AvrBs3; Büttner et al., 2004), and with
other proteins involved in the T3S control (HpaC and HpaA;

Büttner et al., 2004; Lorenz et al., 2008a; Figure 1B). HpaB pro-
motes the secretion of many Xanthomonas T3Es (XopC, XopJ,
AvrBst, AvrBs1, AvrBs3, and XopF1; Büttner et al., 2004, 2006).
Like typical chaperones, HpaB is a small acidic protein, with
Yersinia, Shigella flexneri or Salmonella enterica T3Cs predicted
similarities (Büttner et al., 2006), and with a rich content in leucine
amino acids (Büttner et al., 2004), which may contribute to its abil-
ity to interact with various proteins. A HpaB homolog identified
in X. orizae pv. oryzicola (Zou et al., 2006) was demonstrated to be
involved in efficient translocation of 15 T3Es out of the 16 T3Es
identified in this strain (Furutani et al., 2009). In R. solanacearum,
HpaB was demonstrated to be required for efficient translocation
of more than 66 T3Es (Mukaihara et al., 2004, 2010) but no data
concerning putative interactions with T3Es is available. However,
HpaB was shown to be dispensable for the translocation of harpin,
pilin, and translocon proteins (Mukaihara et al., 2010). All these
data support the view of a broader involvement of HpaB in T3S
control rather than just a T3E escort function. This hypothesis is
comforted by the hrp− phenotype (no disease, no hypersensitive
response, HR) of hpaB mutants, despite evidence for functional
pili production in X. campestris pv. vesicatoria (Weber et al., 2005)
or in R. solanacearum (Mukaihara et al., 2004). It also suggests
that chaperone-mediated control for T3E delivery may be dif-
ferent according to the microorganism. The fact that specialized
class II chaperones, which are responsible for the secretion of
the translocon proteins in animal pathogenic bacteria, were not
identified in phytopathogenic bacteria shows a noticeable differ-
ence compared to T3S regulators from phytopathogenic bacteria.
Therefore, how secretion of translocon proteins is promoted in
absence of class II T3Cs in plant pathogenic bacteria remains to be
addressed.

T3S4 PROTEINS
Based on the current knowledge of T3SS assembly, it is pre-
sumed that secretion of the Hrp pilus subunits must proceed
before secretion of translocon proteins and effectors. This hier-
archical process led to the classification of secreted proteins as
“early” and “late” T3SS substrates. The involvement of proteins
controlling T3S export process were first described as early as 1995
with the identification of the InvJ protein from S. typhimurium
(Collazo et al., 1995). However, the link between functionally
related proteins and the presence of a conserved T3S4 (type III
secretion substrate specificity switch) domain was first described
by Agrain et al. (2005a), with the characterization of the YscP pro-
tein from Yersina species. Members of the YscP family have little
or no homology at the amino acid level, but are all proline-rich
and harbor the so-called T3S4 domain in their C-terminal part.
This structurally conserved domain is globular and composed of
seven hydrophobic clusters of amino acids that define predicted
ß-strands and α-helices (Agrain et al., 2005a). Yersinia YscP pro-
tein has been particularly well characterized, highlighting a dual
function: YscP is required to switch secretion from early to late
substrates, including Yop (Yersinia outer proteins) T3Es (Edqvist
et al., 2003; Agrain et al., 2005a) and controls the needle length,
the nice molecular ruler model describing an attachment of the
C-terminal part of YscP to the base of the secretion apparatus
while the N-terminal part travels the inner channel of the growing
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needle. The needle is completed when its size corresponds to a fully
stretched YscP protein (Journet et al., 2003; Agrain et al., 2005b).
Since then, T3S4 proteins have been also intensively studied in
other animal pathogenic bacteria, mainly in Salmonella (Kubori
et al., 2000; Marlovits et al., 2006) and Shigella (Magdalena et al.,
2002; Botteaux et al., 2008) species.

In plant pathogenic bacteria, the most studied T3S4 proteins
are HpaC from X. campestris pv. vesicatoria (Büttner et al., 2006;
Lorenz et al., 2008b) and HrpP from P. syringae (Morello and
Collmer, 2009). Both proteins are important factors for bacte-
rial pathogenicity. A hpaC mutant was shown to trigger reduced
disease symptoms and reduced HR on susceptible and resistant
pepper, respectively (Büttner et al., 2006). HrpP was found to be
required for virulence on tomato and HR elicitation on Nico-
tiana tabacum (Morello and Collmer, 2009). Studies on HpaC
and HrpP revealed that both proteins are involved at different
levels in the regulation of T3S. In X. campestris, while the secre-
tion of the Hrp pilin is not affected in a hpaC mutant, secretion
of the translocon proteins (HrpF and XopA) and several T3Es
(AvrBs3, XopC, XopJ and XopF1) is abolished (Büttner et al.,
2006). On the other hand, in P. syringae, a hrpP mutant is severely
impaired for pilin secretion but also for translocation of several
T3Es such as AvrPto and therefore appears to behave almost like a
T3SS-defective mutant (Ramos et al., 2007; Morello and Collmer,
2009). Quite surprisingly, HrpP itself is translocated into plant
cells; however it was shown that the translocation of AvrPto is not
dependent on the translocation of HrpP (Morello and Collmer,
2009).

To date, our understanding of T3S4 proteins is mostly based
on the analysis of HpaC, a putative secretion switch factor regu-
lating early (HrpB2 and HrpE pilin) and late (XopA translocator
and T3Es) substrate secretion (Figure 2). HpaC appears to be a
crossroad control protein with several interactors associated to dif-
ferent steps in the T3S process. Indeed, HpaC is able to self-interact
and direct interactions with HpaC were identified with multiple
partners including the inner membrane proteins HrcU and HrcV
(Lorenz et al., 2008b; Hartmann and Büttner, 2013), the class IB
chaperone HpaB (Büttner et al., 2006), the regulator HpaA (Lorenz
et al., 2008a), the translocator XopA (Büttner et al., 2006), the
ATPase HrcN (Lorenz and Büttner, 2009), and with T3Es (AvrBs3
and XopF1; Büttner et al., 2006; Lorenz et al., 2008b). HpaC was
also shown to interact with HrpB2, an early T3S substrate required
both for pilin subunit and translocators HrpF and XopA secretion
(Rossier et al., 2000; Lorenz et al., 2008b; Hartmann et al., 2012).
HrpB2 is part of the inner rod of the T3SS (Hartmann et al.,
2012) and an interaction with the T3SS core component HrcU
is necessary for its secretion (Lorenz and Büttner, 2011). HrpB2
is over-secreted in a hpaC mutant and in the same time, secretion
of translocon proteins and T3Es is reduced (Büttner et al., 2006;
Lorenz et al., 2008b). The HpaC-dependent substrate specificity
switch requires the interaction between HpaC and the C-terminal
domain of HrcU (HrcUc; Schulz and Büttner, 2011), that presum-
ably induces a conformational change altering substrate specificity
of the T3SS (Lorenz and Büttner, 2011). This change of conforma-
tion might be due to an autocatalytic cleavage of HrcU at a NPTH
motif conserved between HrcU homologs in pathogenic bacte-
ria. Mutations in the NPTH amino-acid motif of HrcU alter its

interactions with both HpaC and HrpB2, suggesting that they may
share the same binding site on HrcU (Lorenz and Büttner, 2011).
Thus HpaC and HrpB2 could compete for their interaction with
HrcU. It has been therefore proposed that HpaC could prevent effi-
cient interaction between HrpB2 and HrcU and allow the access
of the docking site of HrcU for secretion of translocon proteins
and T3Es. But no interaction has been uncovered to date between
HrcU and the T3SS substrates tested (XopA and XopF1; Lorenz
et al., 2008b). However, it is noteworthy that the class IB HpaB was
found to interact with HrcU (Lorenz and Büttner, 2011) and HrcV
(Büttner et al., 2006; Hartmann and Büttner, 2013). It is conceiv-
able that the docking of T3Es to HrcU and HrcV could be mediated
by HpaB (Figure 2).

In R. solanacearum, the putative T3S4 domain protein HpaP
is known to play a role in pathogenicity, since the corresponding
mutant was reduced both for HR elicitation on tobacco and dis-
ease symptom production on tomato (van Gijsegem et al., 2002).
In addition, HpaP was also required for an efficient secretion of
the T3E PopA. Recent work characterized HpaP as a putative non-
secreted T3S4 protein involved in the modulation of the secretion
of early and late type III substrates, HrpY pilin and AvrA and
PopP1 T3Es, respectively (Lohou et al., unpublished manuscript).
As for HpaP homologs (Morello and Collmer, 2009; Schulz and
Büttner, 2011), the T3S4 domain of R. solanacearum was demon-
strated to be essential for HpaP’s role in virulence on tomato and
Arabidopsis thaliana (Lohou et al., unpublished). Two other can-
didate T3S4 proteins studied in X. oryzae pv. oryzae and X. oryzae
pv. oryzicola, both named HpaP, were shown to be important for
pathogenicity on rice and for HR (Cho et al., 2008; Guo et al.,
2012). In X. oryzae pv. oryzae, 16 T3Es have been found out to
be T3SS substrates and all of them but one are dependent on
HpaP for efficient translocation into tomato leaves (Furutani et al.,
2009).

ADDITIONAL T3S-ASSOCIATED REGULATORS: HELPERS,
EFFECTORS OR BOTH?
Finally, there are reports in the literature of T3SS-associated pro-
teins with an apparent dual role, being involved both in the control
of the export process, being crucial for T3E secretion, but also
being themselves translocated into the plant cell and described as
virulence factors. The first example is X. campestris pv. vesicato-
ria HpaA, originally described as a hrp-associated protein, since
the corresponding mutant was not able to trigger disease symp-
toms on susceptible pepper and tomato, but retained the ability to
elicit a reduced HR on several resistant pepper and tomato lines
(Huguet et al., 1998). Lorenz et al. (2008a) characterized HpaA
as important for the secretion of different T3SS substrates (the
pilin HrpE, the translocon proteins HrpF and XopA, and the
T3Es AvrBs3, XopJ and XopC), as well as for the translocation of
these T3Es. Two nuclear localization signals (NLS) were identified
in HpaA, which was demonstrated to be secreted and translo-
cated to the plant nucleus in a T3SS-dependent manner (Huguet
et al., 1998; Lorenz et al., 2008a). Translocation of HpaA is HpaB-
dependent, in agreement with the identified interaction between
the two proteins (Alegria et al., 2004; Lorenz et al., 2008a).

The second example is HrpJ, a Hrp-associated protein found
in P. syringae pathovars and E. amylovora. HrpJ was described
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FIGURE 2 | Model of the control of type III secretion hierarchy in X.

campestris pv. vesicatoria. (A) Schematic representation of the T3SS
highlighting components mentioned in (B). The basal body of the T3SS spans
the inner membrane (IM), the periplasm (P) and the outer membrane (OM) of
the bacterium. The extracellular part of the T3SS comprises pilin subunits that
form the pilus and translocon proteins that form a pore in the host plasma
membrane (PM). The outer membrane/periplasmic inner rod is presumably
the intracellular prolongation of the pilus. HrcU and HrcV are inner membrane
components with a cytoplasmic C-terminal part. (B) Schematic view of the
secreted proteins (upper part) and the protein interactions involved (lower

part) during the hierarchical secretion process. HrcU and HrcV probably act as
a docking platform for secretion. The first substrates that travel through the
T3SS are the pilin HrpE and the inner rod protein HrpB2. Secretion of HrpB2 is
required for secretion of HrpE. The switch of substrate specificity between
early and late substrates (translocon proteins and T3Es) depends on a
HpaC-mediated conformational change of the HrcU C-terminal domain
(HrcUc). HpaC is a T3S4 protein that interacts with HrpB2 and the late
substates. The switch between secretion of translocon proteins and T3Es
requires the regulator HpaA. Secretion of HpaA releases the class IB
chaperone HpaB. HpaB can bind to T3Es to promote their secretion.

as a T3S regulator required for E. amylovora pathogenicity as a
hrpJ mutant displayed a reduced HR phenotype on N. tabacum
and produced no disease symptoms on pear fruit (Nissinen
et al., 2007). Bocsanczy et al. (2008) identified a direct interac-
tion between HrpJ and the two harpins HrpN and HrpW. HrpJ
was proposed to act as a chaperone to allow HrpN secretion, and
both proteins are also required for DspA/E translocation, suggest-
ing that HrpJ acts indirectly on the translocation of DspA/E by
facilitating the secretion of HrpN (Nissinen et al., 2007; Bocsanczy
et al., 2008). In P. syringae pv. tomato, the hrpJ mutant triggers
a reduced HR in non-host tobacco plants and is also unable to
provoke disease symptoms on A. thaliana (Fu et al., 2006). HrpJ
was found to be required for the translocation of several T3Es
(AvrB1, AvrRpt2, AvrPto1, AvrPtoB and HopB1; Fu et al., 2006).
The secretion of the three harpins HrpZ1, HrpW1 and HopAK1,
and of the translocon protein HrpK1 is HrpJ dependent (Fu et al.,
2006; Crabill et al., 2012), whereas the pilus subunit HrpA1 is
over-secreted in a hrpJ mutant (Crabill et al., 2012). These obser-
vations suggest that HrpJ controls the switch from secretion of the
pilin to secretion of the harpins and of translocon proteins that
are subsequently both involved in the interaction with the plant
cell membrane. A P. syringae T3SS-deficient strain is able to grow

better when inoculated on transgenic A. thaliana expressing HrpJ
than on wild-type plants, and triggers two-fold less callose depo-
sition (Crabill et al., 2012). This result suggested a role in planta
for HrpJ as a T3E plant innate immunity suppressor (Crabill et al.,
2012; Wei and Collmer, 2012) distinct from its known regula-
tory role during the biogenesis of the T3SS. The fact that HpaA
is addressed to plant cell nucleus during infection could also be
an indication that such proteins may have dual roles, being both
involved in the control of the translocation process in the bac-
terium and in a more specific function as a T3E once inside the
plant cell.

CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES
The current knowledge on T3Cs in plant pathogenic bacteria
makes apparent a major difference between T3SS export control
in Hrp groups 1 and 2: control of T3E export mainly proceeds
in group 1 through class IA chaperones whereas group 2 seems to
require class IB chaperones (Figure 1). It remains to be determined
if this dichotomy reflects fundamental differences in T3SS export
control mechanisms or just results from evolutionary divergence.
T3S4 domain proteins appear as key players in the control of the
secretion process. Future progress on the mechanistic T3S control
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will rely on more systematic identification of hetero-oligomeric
protein complexes between the various T3SS control proteins iden-
tified, and on the evaluation of the different affinities between the
interacting partners.

It is more than likely that T3S in bacterial plant pathogens
is an ordered and sequential process, as demonstrated for T3SS
of animal and human pathogens (Kubori and Nagai, 2011;
Hicks and Galán, 2013). To date, observations supporting this
view only relate on the assembly of the T3SS based on the
discrimination between early and late T3SS substrates. How-
ever, there is still no direct evidence of a secretion hierarchy
among T3Es in plant pathogens. This question of whether T3Es
act in a coordinated spatial and temporal manner during host
infection is particularly relevant for bacterial plant pathogens
considering that they harbor large repertoires of translocated
T3Es (Cunnac et al., 2009; Poueymiro and Genin, 2009). Future
studies addressing this point should have important implica-
tions on T3E action inside host cells, as already demonstrated
in other pathogens (Kubori and Galán, 2003). The recent devel-
opment of microscopy-based assays opens exciting perspectives
to provide a comprehensive description of dynamics of effec-
tor translocation and translocation temporal order (Mills et al.,
2013).
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III.2.3. Focus sur les bactéries pathogènes 

d’animaux 

Chez les bactéries pathogènes d’animaux, la longueur de l’aiguille est définie 

au sein d’une espèce, suggérant un contrôle strict : autour de 45 nm pour Shigella 

spp. (Blocker et al., 2001), 60 nm pour Yersinia spp. (Journet et al., 2003) et 80 nm 

pour Salmonella spp. (Kubori et al., 1998). D’autre part, si on considère que l’aiguille 

doit être assemblée avant la mise en place du translocon et la translocation des 

ET3s, alors un changement de spécificité de substrat du SST3 doit être effectué, 

permettant une transition entre sécrétion de la sous-unité de l’aiguille (substrat 

précoce) et sécrétion des protéines du translocon et des ET3s (substrats 

intermédiaires). De la même manière, la translocation des ET3s dans le cytoplasme 

de la cellule hôte requiert la mise en place préalable du translocon. Il est donc 

probable qu’une hiérarchie ait lieu, permettant la sécrétion des ET3s (substrats 

tardifs) après celle des protéines du translocon (substrats intermédiaires). Enfin, il 

semble qu’une hiérarchie de sécrétion existe également au sein du répertoire 

d’ET3s, reflétant vraisemblablement les différentes fonctions qu’exercent les ET3s au 

cours du processus infectieux. 

III.2.3.1. Hiérarchie parmi les ET3s : encore les 

chaperonnes 

Outre le rôle des CT3s abordé précédemment, comme actrices de la 

reconnaissance par le SST3 des protéines vouées à être sécrétées, certaines études 

suggèrent une implication de ces chaperonnes dans l’établissement d’une hiérarchie 

de sécrétion au sein du pool d’ET3s. Chez Yersinia spp., l’ET3 YopE est chaperonné 

par SycE. La délétion du domaine d’interaction de YopE avec sa chaperonne abolit 

la translocation de l’ET3 chez la souche sauvage mais pas chez un mutant multiple 

d’ET3s (Boyd et al., 2000). Cette observation suggère qu’il existe une compétition 

dans l’accès des ET3s au SST3, à laquelle les CT3s participent en conférant des 

avantages aux ET3s cibles.  

Chez E. coli, la chaperonne CesT contrôle la sécrétion d’un groupe d’ET3s dont 

la protéine Tir. La sécrétion de Tir précède et est nécessaire à la sécrétion des 

autres ET3s (Thomas et al., 2007 ; Mills et al., 2008 ; Vingadassalom et al., 2010). Il 
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Modèle de la règle moléculaire Modèle du mètre ruban
A B

Figure 22. Modèles proposés pour le mode d’action des protéi nes à domaine
T3S4 (type III secretion substrate specificity switch) dan s la transition de
spécificité de substrat chez les bactéries pathogènes d’an imaux. A) Chez
Yersinia spp. a été proposé un modèle selon lequel YscP agit comme une règle
moléculaire déterminant la longueur de l’aiguille. Les domaines C-terminal et N-
terminal d’une seule copie de la protéine T3S4 interagiraient respectivement avec
YscU à la base du SST3 et avec l’extrémité distale de l’aiguille en cours
d’assemblage. Lorsque la longueur de l’aiguille correspond à celle de la protéine
YscP complètement étirée, un signal est envoyé vers la base du SST3,
probablement via l’interaction entre YscP et YscU, aboutissant à la transition de
spécificité de substrat. B) Le modèle dit du mètre ruban est une variante, proposée
pour Shigella, du modèle de la règle moléculaire. Il a été proposé que Spa32 soit
sécrété continuellement pendant la croissance de l’aiguille et qu’une interaction avec
la base du SST3 ne se produise que lorsque la longueur de l’aiguille est atteinte,
induisant la transition de spécificité de substrat (Büttner, 2012).
OM : outer membrane ; IM : inner membrane.



a été proposé que l’interaction de Tir avec CesT empêche l’inhibition de la sécrétion 

par une accumulation de CesT à l’entrée du SST3, et que la libération et la sécrétion 

de Tir permette dans un deuxième temps la prise en charge des autres ET3s par 

CesT. Le fait que CesT et Tir sont cotranscrits pourrait expliquer une interaction 

préférentielle de la chaperonne avec cet ET3 (Sanchez-SanMartin et al., 2001). 

III.2.3.2. Les protéines de type T3S4 

Plusieurs études ont montré que le contrôle de la longueur de l’aiguille et de la 

transition de spécificité de substrat implique les protéines de type T3S4 (type III 

secretion substrate specificity switch) caractérisées chez plusieurs espèces 

pathogènes d’animaux : YscP chez Yersinia spp., Spa32 chez Shigella spp. et InvJ 

chez Salmonella spp. Ces protéines ne partagent qu’une faible homologie de 

séquence mais possèdent un domaine structural conservé dans la région C 

terminale, appelé domaine T3S4 (Agrain et al., 2005). Les protéines T3S4 semblent 

interagir avec les protéines de la famille YscU, composants de l’appareil d’export du 

SST3. Cette interaction induirait un changement conformationnel de la région C-

terminale de YscU et de ses homologues, aboutissant à la transition de spécificité de 

substrat (Edqvist et al., 2003 ; Zarivach et al., 2008).  

A ce jour, les données disponibles ont permis d’aboutir à différents modèles 

d’action des protéines T3S4 selon l’espèce bactérienne considérée (Figure 22). 

Modèle de la règle moléculaire : 

Chez Yersinia spp. a été proposé un modèle selon lequel YscP agit comme une 

règle moléculaire déterminant la longueur de l’aiguille. Les domaines C-terminal et N-

terminal d’une seule copie de la protéine T3S4 interagiraient respectivement avec 

YscU à la base du SST3 et avec l’extrémité distale de l’aiguille en cours 

d’assemblage (Wagner et al., 2010) (Figure 22 A). Lorsque la longueur de l’aiguille 

correspond à celle de la protéine YscP complètement étirée, un signal est envoyé 

vers la base du SST3, probablement via l’interaction entre YscP et YscU, aboutissant 

à la transition de spécificité de substrat. Cette hypothèse est notamment soutenue 

par l’observation que des délétions et insertions plus ou moins importantes de YscP 

induisent des aiguilles de longueurs proportionnelles (Journet et al., 2003).   
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Modèle du mètre ruban : 

Le modèle dit du mètre ruban est une variante, proposée pour Shigella spp., du 

modèle de la règle moléculaire. A l’instar de ce dernier, la protéine T3S4 Spa32 

interagirait via ses domaines C-terminal et N-terminal à Spa40 (homologue de YscU) 

et à l’extrémité distale de l’aiguille en croissance, respectivement (Botteaux et al., 

2008). De manière intéressante, Spa32 est fonctionnellement interchangeable avec 

YscP. Cependant, des délétions dans Spa32 n’induisent pas de réduction de la 

longueur de l’aiguille, suggérant un mécanisme différent de celui proposé dans le 

cadre du modèle de la règle moléculaire (Botteaux et al., 2008). Il a ainsi été proposé 

que la protéine Spa32 soit sécrétée continuellement pendant la croissance de 

l’aiguille et qu’une interaction avec la base du SST3 ne se produise que lorsque la 

longueur de l’aiguille est atteinte, induisant la transition de spécificité de substrat 

(Figure 22 B). Ce modèle rejoint le modèle du mètre ruban proposé pour le contrôle 

de la longueur du crochet flagellaire (Moriya et al., 2006). 

Modèle centré sur l’assemblage de la tige interne : 

D’autres observations chez Yersinia spp. et Salmonella spp. ont conduit à 

émettre l’hypothèse que la transition de spécificité de substrat pourrait être contrôlée 

par l’assemblage de la tige interne périplasmique (composée de YscI et PrgJ, 

respectivement), lui-même contrôlé par les protéines T3S4. Ce modèle repose sur le 

fait qu’en l’absence de protéine T3S4, YscI est sur-sécrété et la quantité de PrgJ liée 

à l’aiguille est diminuée par rapport à la souche sauvage (Sukhan et al., 2003 ; Wood 

et al., 2008). D’autre part, des mutations dans YscU suppriment la dérégulation de 

l’aiguille chez un mutant yscP et restaurent également un niveau de sécrétion normal 

de YscI (Wood et al., 2008). 

III.2.3.3. Les protéines de la famille YopN 

Plusieurs travaux suggèrent  l’existence d’une hiérarchie de sécrétion entre les 

protéines du translocon et les ET3s, bien que les mécanismes d’un tel contrôle 

restent encore mal compris. Chez la plupart des bactéries pathogènes d’animaux a 

été mise en avant l’implication de protéines assimilées à des gardiennes de l’entrée 

du SST3, appartenant à la famille YopN. Chez P. aeruginosa, la sécrétion des ET3s 

nécessite la sécrétion de PopN, l’homologue de YopN (Sundin et al., 2004 ; Yang et 
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al., 2007). En revanche, la non-sécrétion de PopN n’inhibe pas la sécrétion des 

protéines du translocon, suggérant un rôle négatif opéré spécifiquement sur la 

sécrétion des ET3s (Cisz et al., 2008). Chez Salmonella spp., Shigella spp. et E. coli, 

les mutants d’homologues de YopN exhibent une diminution de la sécrétion des 

protéines du translocon, en plus d’une augmentation de celle des ET3s (Kubori & 

Galan, 2002 ; Deng et al., 2004 ; Wang et al., 2008 ; Martinez-Argudo & Blocker, 

2010 ; Yu et al., 2010). Ceci suggère que les protéines gardiennes jouent un double 

rôle, positif et négatif, sur la sécrétion des protéines du translocon et celle des ET3s, 

respectivement.  
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Contrairement à la régulation transcriptionnelle, très peu de données existent 

quant aux protéines impliquées dans l’orchestration du processus de sécrétion de 

type III chez R. solanacearum. De telles informations revêtent pourtant un intérêt 

certain dans l’objectif de mieux comprendre la dynamique de sécrétion des substrats 

de type III, et notamment des ET3s, au cours de l’infection. C’est particulièrement 

vrai concernant R. solanacearum qui présente un répertoire d’ET3s singulièrement 

important et dont les fonctions individuelles sont largement inconnues. L’objectif de 

cette thèse a ainsi été de contribuer à la caractérisation de protéines impliquées 

dans le contrôle de la sécrétion de type III chez la souche de référence GMI1000 de 

R. solanacearum. 

Le premier volet des travaux, objet du chapitre I des Résultats de ce manuscrit, 

a consisté à débuter la caractérisation de CT3s putatives chez la souche GMI1000. A 

ce jour, aucune CT3 de R. solanacearum n’a fait l’objet d’une étude, hormis la 

protéine HpaB. Outre son homologie avec la CT3 du même nom caractérisée chez 

X. campestris pv. vesicatoria, la protéine HpaB a été étudiée chez la souche RS1000 

de R. solanacearum. Le mutant hpaB n’élicite ni symptômes de HR sur Tabac, ni 

symptômes de maladie après inoculation foliaire ou directement dans la tige de 

plantes d’Aubergine (Mukaihara et al., 2004). En revanche, le mutant hpaB semble 

capable de produire des pili de type III à l’image de la souche sauvage, suggérant 

que HpaB ne soit pas un composant structural du SST3. Par ailleurs, HpaB est 

requis pour la translocation de 66 ET3s sur les 72 identifiés dans cette souche 

(Mukaihara et al., 2010). Il est donc vraisemblable que HpaB agisse comme une CT3 

qui contrôle la translocation d’un large panel d’ET3s. Les travaux présentés dans le 

chapitre I de la partie Résultats portent sur la caractérisation de la protéine HpaB 

chez la souche GMI1000, et de deux autres CT3s putatives : RSp0848 et RSc2897, 

renommées respectivement HpaD et FliT-like. Le rôle de ces protéines a été étudié à 

travers leur implication dans des interactions protéine-protéine et dans le pouvoir 

pathogène de la bactérie. 

Le deuxième volet du travail de thèse a été consacré à un membre d’une autre 

famille de régulateurs du processus de sécrétion que sont les protéines de type 

T3S4. Au cours de la dernière décennie, un nombre croissant d’études ont été 

consacrées à la compréhension du rôle de cette famille de protéines chez les 

bactéries pathogènes d’animaux. Bien qu’un rôle général commun dans la transition 
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de spécificité de substrat du SST3 leur soit attribué, différents modèles 

mécanistiques sont aujourd’hui proposés en fonction de l’espèce étudiée. Les 

connaissances sur ces protéines T3S4 sont en revanche bien moins avancées 

concernant les bactéries phytopathogènes. Chez R. solanacearum, Agrain et al. 

(2005) et Lorenz et al. (2008) ont identifié une faible homologie de séquence 

peptidique entre la protéine HpaP et les protéines T3S4 de Yersinia pestis (YscP) et 

X. campestris pv. vesicatoria (HpaC). La présence de structures secondaires 

conservées, définissant le domaine T3S4, a également été mise en évidence chez 

HpaP (Agrain et al., 2005). Les seules données expérimentales publiées à ce jour 

suggèrent qu’un mutant hpaP est réduit dans sa capacité à induire la HR sur Tabac 

et les symptômes de maladie sur Tomate (van Gijsegem et al., 2002). D’autres 

travaux plus récents sur le pathosystème M. truncatula / R. solanacearum (Vailleau 

et al., 2007), avec le criblage de mutants d’ET3s et de gènes associés au SST3, ont 

mené à l’identification de HpaP comme facteur de virulence strictement requis pour 

la virulence de R. solanacearum sur M. truncatula (F. Vailleau, données non 

publiées). 

Le deuxième volet de ces travaux de thèse, présentés en chapitre II des 

Résultats, a donc été consacré à la caractérisation de la protéine T3S4 putative 

HpaP. L’objectif a consisté à fournir des éléments de compréhension de la fonction 

de cette protéine, en validant ou non sa potentielle implication dans le contrôle de la 

sécrétion de type III. Pour ce faire, des études d’interaction protéine-protéine, de 

sécrétion, de translocation et de pouvoir pathogène ont été réalisées avec le mutant 

hpaP. Des versions de délétion d’acides aminés conservés du domaine T3S4 C-

terminal ont également été générées pour analyser plus précisément la fonction de 

ce domaine protéique. 
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kDa pI Homologue (% identité)

HpaB (RSp0853) 16,8 4,4 HpaBXcv (49,7)

HpaD (RSp0848) 13,9 4,2 -

FliT-like

(RSc2897)
13,6 9,2 FliTRs (49,2)

RSc1474 17,1 4,5 -

A

B

CC

Figure 23. Les CT3s putatives de la souche GMI1000 de R. solanacearum.
A) Caractéristiques des quatre CT3s putatives HpaB, HpaD, FliT-like et RSc1474. kDa :
kilo Daltons ; pI : point isoélectrique ; Xcv : X. campestris pv. vesicatoria souche 85-10.
Rs : R. solanacearum souche GMI1000. B) Représentation schématique du contexte
génomique des CT3s putatives HpaD (RSp0848) et HpaB (cercles rouges). Les gènes
affichés définissent le cluster hrp. En jaune : constituants du SST3 ; en bleu :
régulateurs transcriptionnels ; en gris : fonction inconnue Les lignes verticales en
pointillés délimitent 1000 pb (accessible via
https://iant.toulouse.inra.fr//bacteria/annotation/cgi/ralso.cg). C) Alignement des
séquences peptidiques de FliT-like et de la chaperonne flagellaire FliT de R.
solanacearum GMI1000, à l’aide du programme MAFFT (Katoh & Standley, 2013). Les
degrés de conservation sont représentés par des astérisques (conservation), double
points (substitution conservative) et points (substitution semi-conservative).

FliT-like (RSc2897)
FliT

FliT-like (RSc2897)
FliT



 CHAPITRE I 
CARACTERISATION DE CHAPERONNES DE 

TYPE III PUTATIVES CHEZ 
R. SOLANACEARUM 

I. Les chaperonnes de type III putatives chez la 
souche GMI1000 

Chez la souche modèle GMI1000 de R. solanacearum, quelques CT3s 

putatives ont été identifiées. Ces candidats regroupent HpaB (RSp0853), HpaD 

(RSp0848), FliT-like (RSc2897) et RSc1474 (Figure 23 A). HpaB n’est autre que 

l’homologue d’une protéine du même nom chez Xanthomonas spp., d’ores et déjà 

caractérisée fonctionellement comme une CT3 de classe IB (Büttner et al., 2004 ; 

Büttner et al., 2006). Chez R. solanacearum GMI1000, à l’instar de HpaB, les trois 

autres CT3s candidates sont régulées positivement par le régulateur transcriptionnel 

HrpB, qui centralise le contrôle de l’expression des protéines liées au SST3 (Cunnac 

et al., 2004b ; Occhialini et al., 2005). De manière cohérente, la présence d’une boîte 

hrpII a été mise en évidence au niveau des régions promotrices des gènes codant 

pour ces quatre CT3s putatives (Cunnac et al., 2004a). Plusieurs autres éléments 

viennent soutenir l’hypothèse d’un rôle de CT3 pour ces protéines. Dans l’ensemble, 

leurs caractéristiques physico-chimiques correspondent à celles décrites pour les 

CT3s (Parsot et al., 2003 ; Thomas et al., 2012) : une taille relativement petite, 

comprise entre 15 et 20 kDa, et un caractère acide avec un point isoélectrique (pI) 

compris entre 4 et 5 (Figure 23 A). RSc2897 fait figure d’exception, avec un pI de 

9,2. Cette protéine présente en revanche une forte homologie avec Fli-T (49,2 % 

d’identité), une chaperonne du système flagellaire, ce qui en fait tout de même un 

candidat comme CT3. D’autre part, un crible à l’échelle du génome de 

R. solanacearum, visant à identifier les protéines transloquées dans la cellule 
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Code Nom
Fusion 

AD

Fusion 

BD
Caractéristiques

RSc0041 RipI ×

RSc0245 RipB × inosine-uridine nucléoside N-ribohydrolase

RSc0824 RipAG × ×

RSc0826 RipP1 (PopP1) × × famille YopJ/AvrRxv ; putative acétyltransférase

RSc0868 RipP2 (PopP2) × × famille YopJ/AvrRxv ; acétyltransférase

RSc1349 RipV1 × famille Ssph1 ; domaine ubiquitine ligase

RSc1356 RipG6 (GALA6) × × domaines F-box et LRR

RSc1357 RipG7 (GALA7) × × domaines F-box et LRR

RSc1386 RipH1 (HLK1) ×

RSc1800 RipG4 (GALA4) × × domaines F-box et LRR

RSc1801 RipG5 (GALA5) × × domaines F-box et LRR

RSc1815 RipTAL × famille TAL

RSc2101 RipAJ × ×

RSc2139 RipA1 (AWR1) ×

RSc2359 RipAK × ×

Rsc2775 RipW (PopW) × × harpine

RSc3272 RipAM ×

RSp0028 RipG3 (GALA3) × × domaines F-box et LRR

RSp0099 RipA2 (AWR2) ×

Tableau 4. Liste des protéines de fusion générées pour les te sts d’interaction en
double-hybride chez la levure.

RSp0099 RipA2 (AWR2) ×

RSp0160 RipH3 (HLK3) ×

RSp0215 RipH2 (HLK2) ×

RSp0216 × ET3 candidat ; domaine sérine/thréonine kinase

RSp0218 ×

RSp0323 RipO1 × ×

RSp0731 RipTPS × tréhalose-phosphate synthase

RSp0732 RipAV × ×

RSp0822 RipAF1 × × famille AvrPphF ; putative ADP-ribosyltransférase

RSp0845 RipAN ×

RSp0847 RipA4 (AWR4) ×

RSp0846 RipA3 (AWR3) ×

RSp0882 ×

RSp0914 RipG1 (GALA1) × × domaines F-box et LRR

RSp1022 RipAY ×

RSp1024 RipA5 (AWR5) ×

RSp1031 RipZ ×

RSp1212 RipU ×

RSp1277 RipQ ×

RSp1281 RipR ×

RSp1475 RipAW × × domaine ubiquitine ligase

RSp1582 RipAZ1 × ×

RSp1601 RipAD × ×

AD et BD : domaines d’activation et de liaison à l’ADN de Gal4, respectivement.



végétale par le SST3, n’a pas révélé HpaB, HpaD, FliT-like ou RSc1474, suggérant 

que ces protéines ne sont pas des ET3s (Mukaihara et al., 2010). 

HpaB, HpaD, FliT-like et RSc1474 semblent donc être de bons candidats pour 

occuper des fonctions de CT3s. Le gène codant pour RSc1474 présente la 

particularité d’être localisé juste à côté du gène codant pour l’ET3 RipM (RSc1475) et 

est probablement co-transcrit avec ce dernier (Occhialini et al., 2005). Cette 

caractéristique est typique des CT3s de classe IA, spécifiques d’un seul ET3. Le rôle 

de RSc1474 est ainsi très probablement restreint à la sécrétion du seul ET3 RipM, 

dont l’absence n’apparaît pas impacter le pouvoir pathogène de R. solanacearum (S. 

Genin, données personnelles). Lors de ces travaux de thèse, le choix a été fait de se 

concentrer sur des CT3s putatives qui puissent être plus largement impliquées dans 

le contrôle de la sécrétion des ET3s. La protéine RSc1474 a donc été écartée de 

cette étude. Nos travaux se sont portés sur les protéines HpaB, HpaD (renommée 

ainsi car le gène RSp0848 est situé en bordure du cluster hrp codant pour le SST3 ; 

Figure 23 B) et FliT-like (renommée ainsi car la protéine RSc2897 partage une 

certaine homologie de séquence avec la protéine FliT ; Figure 23 C). 

II. HpaB et HpaD interagissent spécifiquement avec 
certains ET3s 

Nous nous sommes concentrés sur un premier crible avec les protéines HpaB 

et HpaD, localisées au niveau du cluster hrp, afin d’identifier des ET3s pouvant 

interagir avec ces CT3s putatives. Une approche sans a priori en double-hybride 

chez la levure a été menée, permettant de tester un nombre important d’ET3s en un 

temps relativement court. Parmi les 74 ET3s identifiés chez la souche GMI1000, 41 

étaient clonés et disponibles dans l’équipe. Ces 41 ET3s, ainsi que HpaB et HpaD, 

ont été sous-clonés dans des vecteurs d’expression chez la levure permettant 

l’expression des protéines fusionnées au domaine d’activation (AD pour activation 

domain) du facteur de transcription GAL4 de Saccharomyces cerevisiae (Tableau 4). 

En revanche, en raison de problèmes techniques, seuls HpaB, HpaD et 18 ET3s ont 

pu être fusionnés au domaine de liaison à l’ADN (BD pour binding domain) de Gal4, 

ne permettant donc pas de tester toutes les interactions dans les deux sens. Un 

premier crible a été réalisé sans l’utilisation de témoins négatifs d’interaction et a 
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Figure 24. Les CT3s putatives HpaD et HpaB interagissent avec plusieurs ET3s. Les
interactions entre les chaperonnes et les ET3s ont été testées par double-hybride chez la
levure dans un ou les deux sens d’interaction, en fonction du matériel généré. Par soucis
de place, seules les croissances des levures sur le milieu sélectif sans histidine (révélant
l’interaction) sont représentées. Lorsque les deux répétitions biologiques ont donné des
résultats différents, ceux-ci sont présentés l’un sous l’autre. Les résultats sont encadrés
en rouge et orange selon qu’ils suggèrent fortement ou faiblement une interaction,
respectivement. Les protéines de fusion AD-TAg (antigène T) et BD-p53 sont utilisées
comme témoins. AD : domaine d’activation ; BD : domaine de liaison à l’ADN.



permis de réduire le nombre d’ET3s potentiellement ciblés par HpaB et/ou HpaD à 

14 candidats. Un second crible, incluant les témoins négatifs, a abouti à l’observation 

d’une croissance cellulaire sur milieu sélectif pour 19 couples CT3-ET3, impliquant 

12 ET3s différents : sept d’entre eux (PopP1, Gala4, RipAW, RipTPS, RipAF1, 

RSp0216 et RipO1) semblent interagir avec les deux CT3s putatives à la fois, alors 

que respectivement 2 ET3s (RipTAL et RipAV) et trois ET3s (Gala1, Gala5 et RipAK) 

paraissent interagir spécifiquement avec HpaD et HpaB (Figure 24). Lors de ces 

tests d’interaction, tous les contrôles négatifs d’interaction ont été validés, indiquant 

que les interactions positives révélées sont spécifiques, hormis pour l’ET3 PopP2. En 

effet, la croissance sur milieu sélectif observée pour les levures contrôle exprimant 

l’appât BD-PopP2 et la proie AD-TAg (Antigène T viral) suggère une forte capacité 

de BD-PopP2 à auto-activer l’expression du gène rapporteur, ne permettant pas de 

conclure quant à une éventuelle interaction entre PopP2 et HpaB ou HpaD (Figure 

24). Globalement, ces résultats suggèrent que les CT3s putatives HpaB et HpaD 

sont capables d’interagir avec de nombreux ET3s. De plus, certains couples CT3-

ET3 paraissent spécifiques, alors qu’un nombre plus important d’ET3s testés 

semblent interagir à la fois avec HpaB et HpaD. La figure 25 dresse le bilan des 

interactions positives mises en évidence. 

III. Les CT3s putatives s’associent de manières 
homo et/ou hétéromérique 

Les CT3s interagissent classiquement sous forme d’homodimères avec leur 

ET3s cibles. Pour tester la capacité de HpaB, HpaD et FliT-like à interagir avec elles-

mêmes, des tests d’interaction en double-hybride chez la levure ont été réalisés. Les 

résultats révèlent que HpaD et FliT-like sont capable d’interagir avec elles-mêmes 

(Figure 26). A l’inverse, aucune interaction n’a été détectée pour HpaB. 

Les résultats précédents ont révélé que les CT3s putatives HpaB et HpaD 

interagissent avec un groupe commun d’ET3s. Ceci pourrait suggérer que les deux 

protéines soient impliquées conjointement dans la sécrétion de ces ET3s. Si tel est le 

cas, il est envisageable que ces CT3s putatives puissent interagir également entre 

elles. Leur aptitude à former de tels complexes protéiques a été testée par double-

hybride chez la levure, dans les deux sens d’interaction. Aucune interaction entre 
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Figure 25. Schéma récapitulatif des interactions identifi ées entre les
ET3s et les CT3s putatives HpaD et HpaB . Les Les ET3s sont colorés
selon qu’ils interagissent avec HpaD et HpaB (vert) ou spécifiquement
avec HpaD (rouge) ou HpaB (bleu). Lorsque les deux répétitions
biologiques ont donné des résultats différents, ceux-ci sont représentés
côte à côte. En gris foncé : interaction nette ; en gris clair : interaction
possible ; en blanc : pas d’interaction identifiée ; ND : non déterminé. AD :
domaine d’activation ; BD : domaine de liaison à l’ADN.
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Figure 26. Les CT3s putatives sont capables de s’associer en homo et/ou
hétéro-oligomères . Les interactions entre HpaB, HpaD et FliT-like ont été testées par
double-hybride chez la levure dans les deux sens d’interaction. Les croissances des
levures sur les milieux sélectifs –LT (sans leucine ni tryptophane ; témoin de co-
transformation) et –LTH (-LT sans histidine ; témoin d’interaction) sont représentés.
Les résultats positifs sont encadrés en rouge. Les protéines de fusion AD-TAg
(antigène T) et et BD-p53 sont utilisées comme témoins. AD : domaine d’activation ;
BD : domaine de liaison à l’ADN. Deux répétitions biologiques ont été réalisées en
donnant des résultats similaires.
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GMI1000

hpaB
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fliT-like

Figure 27. Importance des CT3s putatives dans
l’élicitation des symptômes de la HR par
R. solanacearum. La souche sauvage GMI1000 et les
mutants hpaB, hpaD et fliT-like ont été inoculés par
infiltration dans des feuilles de Nicotiana tabacum à
une densité cellulaire de 108 ufc/mL. La photo
présente les symptômes de HR, dépendants de la
translocation des ET3s AvrA et PopP1, observés 24 h
après inoculation. En absence de symptômes, la zone
inoculée est cerclée en pointillés. Trois répétitions
biologiques comprenant six infiltrations par souche ont
été réalisées en donnant des résultats similaires.



HpaB et HpaD n’a pu être mise en évidence (Figure 26). En revanche, les résultats 

indiquent qu’une interaction semble avoir lieu entre HpaB et FliT-like.  

En conclusion, nous avons identifé que les CT3s putatives HpaD et FliT-like 

semblent capables d’interagir avec elles-mêmes, et que HpaB et FliT-like paraissent 

interagir de manière hétéromérique. 

IV. HpaB, contrairement à HpaD et FliT-like, est 
requis pour la translocation in planta des ET3s 
PopP1 et AvrA 

Toujours dans l’objectif de valider le rôle de HpaB, HpaD et FliT-like comme 

CT3s, l’importance de ces protéines dans la translocation des ET3s a été testée. 

Pour ce faire, nous nous sommes focalisés sur les ET3s PopP1 et AvrA. Ces deux 

ET3s ont été caractérisés comme des protéines d’avirulence directement 

responsables de l’élicitation d’une HR sur N. tabacum par R. solanacearum 

GMI1000, AvrA étant le principal déterminant. Seule la double mutation de popP1 et 

avrA abolit l’apparition des symptômes de la HR (Poueymiro et al., 2009). 

L’apparition des symptômes de HR a ainsi été utilisée comme témoin de la 

translocation in planta des ET3s PopP1 et AvrA. Des souches mutées pour chacune 

des CT3s putatives ont été infiltrées dans des feuilles de N. tabacum à une 

concentration de 108 ufc/mL. Les mutants hpaD et fliT-like élicitent une HR similaire à 

celle déclenchée par la souche sauvage GMI1000, 24 h après inoculation (Figure 

27). En revanche, le mutant hpaB n’induit pas de HR, hormis quelques point 

nécrotiques qui apparaissent de manière occasionnelle et seulement au bout de 48 h 

après inoculation. Ces résultats suggèrent que HpaB, contrairement à HpaD et FliT-

like, serait requis pour la translocation des ET3s PopP1 et AvrA in planta. 
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Figure 28. Implication des CT3s putatives dans le pouvoir pa thogène de
R. solanacearum sur Aubergine . Courbes de survie de plantes d’Aubergines
inoculées avec la souche sauvage GMI1000 (rouge) et les mutants hpaB (beige),
hpaD (bleu) et fliT-like (vert). Chaque souche a été inoculée par arrosage sur 12
plantes à une densité cellulaire de 108 ufc/mL. Les deux répétitions biologiques sont
représentées. Les p-values issues des tests de Gehan-Breslow-Wilcoxon sont
affichées sous chaque graphe. Les cases oranges indiquent les p-values inférieures
à 0,01.



V. Les CT3s putatives exhibent différents niveaux 
d’importance pour le pouvoir pathogène de 
R. solanacearum 

Afin de déterminer plus globalement si les CT3s putatives de R. solanacearum 

seraient impliquées dans le contrôle de la sécrétion de certains ET3s, des mutants 

correspondants à ces trois CT3s putatives ont été inoculés sur différentes plantes 

hôtes (Aubergine, M. truncatula, A. thaliana et Tomate) et les symptômes ont été 

suivis régulièrement. Afin de retranscrire le plus fidèlement possible le niveau de 

variabilité des résultats d’une répétition à l’autre, le choix a été fait de présenter 

l’ensemble des expériences effectuées. Les symptômes de maladie ont été 

enregistrés selon une échelle de notation de 0 à 4 : 0 correspondant à une absence 

de symptômes et 4 à un flétrissement total de la plante. Le développement des 

symptômes de maladie est représenté par des courbes de survie selon l’analyse de 

Kaplan-Meier, et pour lesquelles une note supérieure à 2 a été associée à un 

événement de mort de la plante. Ces courbes permettent de comparer les cinétiques 

de flétrissement des souches deux à deux, à l’aide du test non-paramétrique de 

Gehan-Breslow-Wilcoxon. Une p-value inférieure à 0,01 a été considérée comme 

significative. 

Ainsi, sur Aubergine, les résultats mettent clairement en évidence la perte de 

virulence du mutant hpaB, alors que les mutants hpaD et fliT-like ne paraissent pas 

être affectés dans leur pouvoir pathogène, comparé à la souche GMI1000 (p-values 

comprises entre 0,210 et 0,715) (Figure 28). De la même manière, sur M. truncatula, 

le mutant hpaB se révèle non virulent et le mutant fliT-like se comporte comme la 

souche sauvage (p-values supérieures à 0,052) (Figure 29). En revanche, pour une 

des deux répétitions biologiques, la cinétique de maladie du mutant hpaD est 

significativement retardée par rapport à la souche GMI1000, (p-value = 0,001). Des 

expériences complémentaires seront requises pour conclure quant au phénotype du 

mutant hpaD sur M. truncatula. Sur Tomate, une certaine variabilité apparait 

également concernant les mutants hpaD et fliT-like : le pouvoir pathogène de ces 

mutants se révèle ainsi diminué comparé à la souche GMI1000 lors d’une seule des 

différentes répétitions biologiques (p-values < 0,0001) (Figure 30). Notons toutefois 
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Figure 29. Implication des CT3s putatives dans le pouvoir pa thogène de
R. solanacearum sur Medicago truncatula. Courbes de survie de plantes de M.
truncatula inoculées avec la souche sauvage GMI1000 (rouge) et les mutants hpaB
(beige), hpaD (bleu) et fliT-like (vert). Chaque souche a été inoculée par arrosage
sur 20 plantes à une densité cellulaire de 108 ufc/mL. Les deux répétitions
biologiques sont représentées. Les p-values issues des tests de Gehan-Breslow-
Wilcoxon sont affichées sous chaque graphe. Les cases oranges indiquent les p-
values inférieures à 0,01.
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Figure 30. Implication des CT3s putatives dans le pouvoir pa thogène de
R. solanacearum sur Tomate . Courbes de survie de plantes de Tomate inoculées avec la
souche sauvage GMI1000 (rouge) et les mutants hpaB (beige), hpaD (bleu) et fliT-like (vert).
Chaque souche a été inoculée par arrosage sur 24 plantes à une densité cellulaire de 108

ufc/mL. Les cinq répétitions biologiques sont représentées. Les p-values issues des tests de
Gehan-Breslow-Wilcoxon sont affichées sous chaque graphe. Les cases oranges indiquent
les p-values inférieures à 0,01.

GMI1000

hpaB

hpaD

fliT-like

Légende



hpaB hpaD fliT-like

GMI1000 < 0,0001 0,0003 0,333

hpaB hpaD fliT-like

GMI1000 < 0,0001 < 0,0001 0,0001

Légende

Figure 31. Implication des CT3s putatives dans le pouvoir pa thogène de
R. solanacearum sur Arabidopsis thaliana. Courbes de survie de plantes d’A.
thaliana inoculées avec la souche sauvage GMI1000 (rouge) et les mutants hpaB
(beige), hpaD (bleu) et fliT-like (vert). Chaque souche a été inoculée par arrosage sur
16 plantes à une densité cellulaire de 108 ufc/mL. Les trois répétitions biologiques
sont représentées. Les p-values issues des tests de Gehan-Breslow-Wilcoxon sont
affichées sous chaque graphe. Les cases oranges indiquent les p-values inférieures à
0,01.

hpaB hpaD fliT-like

GMI1000 < 0,0001 < 0,0001 0,0002

GMI1000

hpaB

hpaD

fliT-like



que la souche sauvage exhibe une agressivité particulièrement forte dans le cas de 

cette expérience, en comparaison aux autres répétitions biologiques. Quant à la 

protéine HpaB, elle semble également strictement requise pour la virulence de 

R. solanacearum sur Tomate (Figure 30). Enfin, sur A. thaliana, le mutant hpaB 

exhibe de nouveau une perte de virulence totale (Figure 31). Sur cet hôte, HpaD et 

FliT-like paraissent impliquées dans le pouvoir pathogène : la pathogénie des 

mutants correspondants est significativement diminuée pour le mutant hpaD (p-

values inférieures à 0,0003) et, lors de deux répétitions biologiques sur trois, pour le 

mutant fliT-like (p-values inférieures à 0,0002). 

Dans l’ensemble, ces résultats révèlent que les CT3s putatives présentent des 

niveaux d’implication différents dans le pouvoir pathogène de R. solanacearum, qui 

peuvent s’avérer hôte-dépendants. Ils soulignent l’importance capitale de HpaB pour 

la virulence de R. solanacearum sur toutes les plantes hôtes testées. Bien qu’une 

variabilité existe entre les différentes répétitions biologiques quant aux rôles de HpaD 

et FliT-like, les résultats suggèrent que ces protéines puissent être impliquées dans 

le pouvoir pathogène sur M. truncatula, Tomate et A. thaliana. HpaD et FliT-like ne 

paraissent en revanche pas indispensables à l’établissement de la maladie sur 

Aubergine.  
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 CHAPITRE II 
CARACTERISATION DE HPAP, PROTEINE 

DE TYPE T3S4 PUTATIVE CHEZ 
R. SOLANACEARUM 

Les protéines de type T3S4 ont particulièrement été étudiées chez les bactéries 

pathogènes d’animaux, chez lesquels elles ont été identifiées comme des acteurs 

majeurs du contrôle du processus de sécrétion de type III. Ces protéines seraient 

impliquées dans le contrôle de la longueur de l’aiguille du SST3 et dans des 

mécanismes de transition de sécrétion entre substrats précoces et tardifs du SST3. 

Chez R. solanacearum, la protéine HpaP présente une faible homologie avec des 

protéines de type T3S4 de bactéries pathogènes d’animaux ou de plantes, 

essentiellement au niveau de la région C-terminale renfermant le domaine T3S4 

putatif, suggérant que cette protéine pourrait également exercer un rôle dans le 

contrôle de la sécrétion des substrats du SST3. La caractérisation de la protéine 

HpaP a donc été entreprise avec comme objectif principal d’apporter des éléments 

de réponse à cette hypothèse. La majeure partie des résultats obtenus a fait l’objet 

d’une publication acceptée dans la revue « Molecular Plant Pathology » et reproduite 

dans la section I. Les résultats complémentaires à ces travaux publiés font quant à 

eux l’objet des sections II à VI. 
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I. HpaP module la sécrétion d’effecteurs de type III 
et renferme un domaine T3S4 (Type III Secretion 
Substrate Specificity Switch) essentiel au pouvoir 
pathogène de R. solanacearum. 

Une partie des résultats obtenus quant à la caractérisation de HpaP ont été 

publiés dans l’article reproduit ci-après. Brièvement, nous avons montré que HpaP 

est une protéine nécessaire au pouvoir pathogène de R. solanacearum qui n’est ni 

sécrétée ni transloquée in planta par le SST3. D’autre part, HpaP semble moduler la 

sécrétion et/ou la translocation de différents types de substrats du SST3. Les 

mécanismes de contrôle impliqués pourraient mettre en jeu des interactions 

physiques avec les protéines sécrétées. Finalement, nous avons mis en exergue 

l’importance pour la fonction de la protéine HpaP de deux régions conservées dans 

le domaine T3S4, alors que ces régions ne paraissent pas impliquées dans les 

interactions protéine-protéine identifiées. 
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 41 

SUMMARY  42 

 43 

Many pathogenic bacteria have evolved a type III secretion system (T3SS) to 44 

successfully invade their host. This extracellular apparatus allows the translocation of 45 

proteins, called type III effectors (T3Es), directly into the host cells. T3Es are 46 

virulence factors that have been shown to interfere with the host’s immunity or to 47 

provide nutrients from the host to the bacteria. The Gram-negative bacterium 48 

Ralstonia solanacearum is a worldwide major crop pest whose virulence strongly 49 

relies on the T3SS. In R. solanacearum, transcriptional regulation has been 50 

extensively studied. However very few data are available concerning the role played 51 

by type III associated-regulators such as type III chaperones and T3SS control 52 

proteins. Here, we characterized HpaP, a putative type III secretion substrate 53 

specificity switch (T3S4) protein of R. solanacearum that is not secreted by the 54 

bacterium, nor translocated in the plant cells. HpaP self-interacts and interacts with 55 

PopP1 T3E. HpaP modulates the secretion of early (HrpY pilin) and late (AvrA and 56 

PopP1 T3Es) type III substrates. HpaP is dispensable for the translocation of T3Es 57 

into the host cells. Finally, we identified two regions of five amino acids in the T3S4 58 

domain that are essential for efficient PopP1 secretion and for HpaP’s role in 59 

virulence on tomato and Arabidopsis thaliana, but not required for HpaP-HpaP and 60 

HpaP-PopP1 interactions. Taken together, our results indicate that HpaP is a putative 61 

R. solanacearum T3S4 protein important for full pathogenicity on several hosts, 62 

acting as a helper for PopP1 secretion, and repressing AvrA and HrpY secretion. 63 

 64 

INTRODUCTION  65 

 66 

The translocation of pathogenicity factors into host cells is a paradigm of parasite-67 

host interactions (He et al., 2004; Hueck, 1998). As documented for numerous 68 



 



bacterial pathogens, pathogenicity proteins, also called type III effectors (T3Es), are 69 

delivered from the bacterial cytoplasm into host cells via a molecular syringe called 70 

the type III secretion system (T3SS). In plant pathogens, the T3SS proteins are 71 

encoded by 23 to 29 genes, named the hrp gene cluster, required for the 72 

hypersensitive response and the pathogenicity of the bacteria (He et al., 2004). 73 

Among these genes, four subgroups can be distinguished: (i) core component genes 74 

with six to ten non-conserved genes and nine hrc genes conserved among animal 75 

and plant pathogenic bacteria (hrc, for hrp conserved), (ii) two to four transcriptional 76 

regulators, (iii) genes encoding for extracellular proteins (pilin, translocators and 77 

harpins), and (iv) two to four genes encoding for secretion regulators (Tampakaki et 78 

al., 2010).  79 

In the recent years, many efforts have been made on elucidating T3E functions of 80 

plant pathogenic bacteria (Block et al., 2008; Canonne and Rivas, 2012; McCann 81 

and Guttman, 2008), whereas only limited information on T3SS post-translational 82 

regulations is available. Recent reviews focus more specifically on the involvement of 83 

type III secretion chaperones or on type III-associated proteins (Büttner, 2012; 84 

Büttner and Bonas, 2009; Büttner and He, 2009). Type III chaperones were first 85 

characterized as being involved in transcription or secretion of T3Es in animal 86 

pathogenic bacterium (Feldman and Cornelis, 2003; Parsot et al., 2003). Indeed, 87 

T3Es are produced into the cytoplasm, where they need to be stabilized and 88 

unfolded into a competent state to facilitate their secretion/translocation into the host 89 

(Parsot et al., 2003). Type III chaperones are small, acidic leucine-rich proteins. They 90 

can interact with T3Es (class IA, or IB chaperones), or with proteins that allow the 91 

insertion of the hrp pilus into the cell membrane, i.e. the translocators (class II 92 

chaperones) (Parsot et al., 2003). Secretion of T3Es is also controlled by proteins of 93 

the YscP/FliK family, containing a T3S4 (Type 3 secretion substrate specificity 94 

switch) domain (Büttner, 2012; Tampakaki et al., 2010). These T3S4 proteins are key 95 

players in orchestrating the translocation of T3Es. They are related to the YscP/FliK 96 

family as the concept of substrate specificity switching by T3SS emerged after the 97 

characterization of the FliK protein in the flagellar T3S system (Patterson-Delafield et 98 

al., 1973) and of the YscP protein in Yersinia species (Agrain et al., 2005; Edqvist et 99 

al., 2003; Journet et al., 2003). A major role of FliK and YscP proteins is to control 100 

flagellar hook and needle lengths, respectively, and to regulate secretion of late 101 

substrates (Journet et al., 2003; Minamino et al., 1999). In plant pathogenic bacteria, 102 



 



the YscP/FliK family members characterized so far are HpaC from Xanthomonas 103 

campestris pv. vesicatoria (Büttner et al., 2006) (called HpaCXcv therafter), and HrpP 104 

from Pseudomonas syringae pv. tomato (Morello and Collmer, 2009) (called HrpPPst 105 

thereafter). HpaCXcv is not secreted and is demonstrated to be important for the 106 

secretion of T3Es and translocon proteins (Lorenz et al., 2008). HrpPPst is a T3SS 107 

substrate translocated into plant cells and is essential for the function of the T3SS 108 

(Morello and Collmer, 2009). The differences observed in their functions could be due 109 

to the fact that these two plant pathogenic bacteria have a different type of T3SS 110 

(Tampakaki et al., 2010). R. solanacearum has a similar (Hrp2) T3SS to 111 

Xanthomonas spp. (Büttner, 2012; Tampakaki et al., 2010) but up to now, the role of 112 

putative T3S4 proteins in R. solanacearum has not been described. Lorenz et al., 113 

(2008) reported that HpaP (for hrp-associated P) in R. solanacearum is 27% identical 114 

to HpaCXcc, and Agrain et al. (2005) defined 18% sequence identity over 90 amino 115 

acids between HpaP and YscP from Y. pestis.R. solanacearum, the causal agent of 116 

bacterial wilt, is a root pathogen that affects more than 200 plant species (Genin and 117 

Denny, 2012; Hayward, 2000). As for many Gram-negative bacteria, the major role in 118 

R. solanacearum pathogenicity is attributed to the T3SS because corresponding 119 

mutants cannot provoke the hypersensitive response (HR), a rapid cell death of the 120 

plant cells directly at the inoculation site, on resistant plants nor symptoms on 121 

susceptible host plants (hrp- phenotype). R. solanacearum has one of the largest 122 

T3E repertoire (74 in GMI1000 strain) among other Gram-negative plant pathogenic 123 

bacteria (Poueymiro and Genin, 2009). In this large repertoire, several T3Es have 124 

been shown to trigger plant immune responses (or effector-triggered immunity, or 125 

ETI). This is the case for PopP1 and PopP2, two members of the YopJ/Avrxv family, 126 

on Petunia hybrida ecotype St-40 (Arlat et al., 1994; Lavie et al., 2002) and on 127 

Nicotiana species (Poueymiro et al., 2009) for PopP1 and on Arabidopsis thaliana 128 

ecotype Nd-1, for PopP2 (Deslandes et al., 1998). AvrA, another T3E is also required 129 

for the ETI on Nicotiana species (Poueymiro et al., 2009). Despite a huge number of 130 

candidate virulence factors, to date, only few T3Es have been identified as being 131 

required for pathogenicity of R. solanacearum (Angot et al., 2006; Cunnac et al., 132 

2004; Remigi et al., 2011; Sole et al., 2012).  133 

The present work constitutes the first functional study of HpaP, a putative T3S4 134 

protein in R. solanacearum. The hpaP mutant was shown to be impaired both in 135 

inducing HR on tobacco plants and disease symptoms on tomato plants (van 136 
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Fig. 1 HpaP is a putative T3S4 protein conserved in Ralstonia solanacearum species complex. (a)
Protein identity between HpaP, HrcV and HrcU from R. solanacearum GMI1000 and homologs from
strains representative of the R. solanacearum species complex diversity or from Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (Xcv) 85-10. Sequences were compared using SIAS
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Gijsegem et al., 2002). Here, we characterize the involvement of HpaP in the control 137 

of the secretion/translocation of T3Es. Our data suggest that this regulation involves 138 

direct protein-protein interactions. Finally, we show that HpaP is important for R. 139 

solanacearum full pathogenicity on several host plants, and that two conserved 140 

sequences of five amino acids in the T3S4 domain of HpaP are required for the 141 

establishment of the disease.  142 

 143 

RESULTS 144 

 145 

HpaP is a putative T3S4 protein conserved in the R. solanacearum species 146 

complex 147 

The hpaP gene from R. solanacearum GMI1000 (NP_522423.1) is part of the 148 

conserved hrp gene cluster, and is localized in an operon together with hrcV and 149 

hrcU (Fig. 1a). HpaP is conserved among all the sequenced strains of R. 150 

solanacearum although the overall protein similarity among strains appears lower 151 

compared to HrcV and HrcU (Fig. 1a). Phylogenetic analysis of hpaP genes reveals 152 

that hpaP phylogeny matches perfectly with the species phylogeny separating the 153 

four phylotypes in three distinctive clades (Peeters et al., 2013) (Fig. 1b). This 154 

indicates that hpaP was probably acquired early before the diversification that led to 155 

the actual organization of the R. solanacearum species complex into four phylotypes.  156 

We looked for the amino acid conservation between HpaP and other proteins of the 157 

YscP/FliK family, which have a T3S4 domain in their C terminus part. No significant 158 

identity could be uncovered between HpaP protein of GMI1000 and homologs from 159 

Hrp1 T3SS plant-pathogenic bacteria such as HrpPPst (Morello and Collmer, 2009) or 160 

known T3S4 proteins from animal-pathogenic bacteria (i.e. Yersina enterocolitica 161 

YscP) (Edqvist et al., 2003; Journet et al., 2003). Significant protein identity was 162 

identified only for homologs in Xanthomonas species, i.e. 31.0% for X. oryzae pv. 163 

oryzae MAFF311018 and 29.8% for X. axonopodis pv. citri 306. HpaP from R. 164 

solanacearum GMI1000 shares also low identity (27.6%) with the characterized T3S4 165 

protein HpaCXcv 85-10 (Lorenz et al., 2008; Schulz and Büttner, 2011) (Fig. 1a). A 166 

comparative genomic analysis shows that the organization of loci containing the 167 

hpaP/hpaCXcv genes is colinear. An alignment between HpaP and HpaCXcv using the 168 

MAFFT program (Katoh et al., 2002) highlighted that homology between these two 169 
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on Arabidopsis thaliana. (a) Kaplan-Meier survival
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Fig. 3 HpaP is not secreted in vitro, nor
translocated in planta. (a) After 8, 12 and 18 hours of
culture in secretion medium, Ralstonia solanacearum
wild-type strain cell pellet (CP) and culture supernatant
(SN) were analyzed by immunoblotting. HpaP protein
(22 kDa) was detected using anti-HA antibody. PopP2
was used as a positive control of the functional
secretion of the strain used. This western blot is
representative of three independent replicates. (b)
Translocation assay of HpaP and PopP2 proteins in
Nicotiana tabacum leaves using HpaP-CyaA’ and
PopP2-CyaA’ (positive control) fusion proteins. cAMP
levels were detected using cAMP Biotrak competitive
enzyme immunoassay. Four independent biological
replicates were made.
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strongly reduced in virulence on tomato.
Kaplan-Meier survival analysis of tomato plants
inoculated with Ralstonia solanacearum wild-type
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and the complemented strain hpaP::hpaP+ (black
circles). Each strain was root inoculated on 24
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Wilcoxon tests are shown below the graph. Red
boxes indicate P-values of <0.01. Data were
pooled from three independent experiments.



proteins is mainly located in the C-terminal region, which was described to harbor the 170 

T3S4 domain (Lorenz et al., 2008) (Fig. 1c).  171 

 172 

 HpaP is a virulence factor on both Arabidopsis thaliana and tomato plants 173 

The hpaP mutation did not affect the growth of the bacterium in complete or minimal 174 

media (data not shown). A mutant strain complemented by the wild-type allele was 175 

generated by using a plasmid derived from a recently published construction allowing 176 

stable insertion in a permissive chromosomal site (Monteiro et al., 2012). We then 177 

root inoculated susceptible host plants A. thaliana ecotype Col-0 and Solanum 178 

lycopersicum cv. Marmande VR with the GMI1000 strain, the hpaP mutant and the 179 

complemented strain and symptoms were scored daily. As shown previously (van 180 

Gijsegem et al., 2002) the hpaP mutant was hypovirulent on tomato. We validated 181 

this result by showing that this reduced virulence on tomato could be complemented 182 

by an ectopic copy of hpaP gene (Supplementary Fig. S1). We also showed that the 183 

hpaP mutant is strongly reduced in aggressiveness on A. thaliana and this was also 184 

confirmed by complementation (Fig. 2). 185 

 186 

HpaP is not secreted nor translocated via the type III secretion system and is 187 

able to self-interact 188 

Since the T3S4 protein HrpPPst is translocated into plant cells (Morello and Collmer, 189 

2009), we assayed the secretion and translocation of HpaP. First, the presence of 190 

HpaP-HA was monitored after 8, 12 and 18 hours of growth using a T3SS-inducing 191 

minimal medium (Guéneron et al., 2000) (see Material and Methods). Immunoblotting 192 

of the cell pellet and culture supernatant extracts using anti-HA antibody revealed 193 

that HpaP-HA was produced in bacterial cells at all the sampling times but not 194 

secreted in these conditions (Fig. 3a). PopP2 secretion was monitored as a positive 195 

secretion control to check that HpaP-HA does not lead to an altered type III secretion 196 

in this strain (Fig. 3a). In order to verify if HpaP could be translocated in planta, we 197 

infiltrated Nicotiana tabacum leaves using the wild-type strain and a hrcV mutant (a 198 

T3SS impaired mutant) carrying HpaP-CyaA’ fusion protein, as described by Cunnac 199 

et al. (2004). We checked that GMI1000 strain carrying HpaP-CyaA’ is able to induce 200 

an HR on tobacco plants to make sure that the T3SS is still functional in this strain 201 

(data not shown). Plant leaf material was sampled 7 hours after infiltration of the 202 

recombinant R. solanacearum strains and extracts were assayed for cAMP 203 
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Fig. 5 HpaP modulates the secretion of AvrA, PopP1 and HrpY.
Ralstonia solanacearum GMI1000 wild-type strain (triangles) and hpaP
mutant (squares) were cultivated in secretion medium. Culture
supernatants were harvested after 8, 12 and 18 hours of culture and
analyzed by immunoblotting. PopP1 (a), AvrA (b), GALA7 (c), and PopP2
(d) type III effectors, and HrpY pilin (e), were detected using their
respective antibodies for three independent biological replicates. Band
intensities for all conditions were quantified using GeneTools (Syngene).
For each protein, the band intensity corresponding to the wild-type strain
after 8 hours of culture was used as an internal reference. For other time
points of the wild-type and of the hpaP mutant, ratios of band intensities
compared to this reference were calculated. Means and standard errors at
each time point were plotted on the graphs and correspond to
measurements of three independent biological replicates.
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Supplementary Fig. S2 HpaP modulates the secretion of AvrA and PopP1.

Ralstonia solanacearum wild-type strain (WT), hpaP and hrcV mutants were

cultivated in secretion medium, cell pellets (CP) and culture supernatants (SN)

were harvested after 8, 12 and 18 hours of culture and analyzed by

immunoblotting. Effector proteins PopP1 (43 kDa), AvrA (26 kDa), PopP2 (53 kDa),

GALA7 (68 kDa) and type three secretion system pilin HrpY (14 kDa) were detected

using their respective antibodies. T3Es and HrpY were visualized in the CP and not

in the SN of hrcV mutant (a type three secretion system defective mutant). Three

independent biological replicates were made. Western blots of one representative

experiment are presented here.



quantification (Fig. 3b). Four independent biological replicates were made and no 204 

significant difference (paired t-test, P-value = 0.13) was detected between the wild-205 

type strain and the hrcV mutant, showing that HpaP is not translocated via T3SS. 206 

We then investigated the ability of HpaP to self interact, similarly to what was 207 

described for HpaCXcv T3S4 protein (Büttner et al., 2006). We performed in vitro 208 

glutathione S-transferase (GST) pull-down assays using the HpaP full length protein. 209 

GST-HpaP fusion protein was expressed in E. coli and immobilized on glutathione 210 

sepharose before incubating with an E.coli lysate expressing 6His-HpaP. Eluates 211 

containing bound proteins were then analyzed using GST and 6His-specific 212 

antibodies. We were able to detect 6His-HpaP in the presence of GST-HpaP but not 213 

with GST alone, indicating that HpaP is able to self-interact, under dimeric or 214 

oligomeric forms (Fig. 4). 215 

 216 

HpaP modulates the secretion of PopP1, AvrA and HrpY, but is dispensable for 217 

effector translocation in plant cells 218 

In order to assay the potential role of HpaP in regulating the secretion/translocation 219 

of T3Es, we first analyzed the secretion of several T3Es in the wild-type and hpaP 220 

mutant strains. The T3SS-defective mutant hrcV mutant was used as a control (Table 221 

1; Fig. 5 and Fig. S2). Four previously well characterized R. solanacearum T3Es 222 

were selected for the assay: PopP1 (Lavie et al., 2002; Poueymiro et al., 2009), 223 

PopP2 (Deslandes et al., 2003), AvrA (Poueymiro et al., 2009; Turner et al., 2009) 224 

and GALA7 (Angot et al., 2006). Strains were grown in secretion medium for 8, 12 225 

and 18 hours and cell pellets and culture supernatants were harvested at each time 226 

points before analyzing the protein extracts by immunoblotting using specific anti-T3E 227 

antibodies (see Material and Methods). All the T3Es were detected in the cell pellet 228 

extracts without significant variation along the sampling time course and among 229 

bacterial strains. This indicates that HpaP doesn’t seem to play a role in the 230 

production of these T3Es. The four T3Es were detected in the culture supernatant of 231 

the wild-type strain and of the hpaP mutant (but not in the hrcV mutant). A 232 

quantification of the Western blot signal, followed by a statistical analysis (ANOVA) 233 

showed no significant difference in secretion between the wild-type strain and the 234 

hpaP mutant for GALA7 (P-value = 0.55) nor PopP2 (P-value = 0.37). However, 235 

these analyses revealed that AvrA and PopP1 were respectively more (P-value = 236 

0.026) and less (P-value = 0.004) secreted in the hpaP mutant compared to the wild-237 



   
   
Table 2 Translocation in planta is not dependent on HpaP. Translocation assay of type three 
effectors (T3Es) AvrA, GALA7, PopP1 and PopP2 in Nicotiana tabacum leaves using T3E-
CyaA’ fusion proteins in the wild-type strain (WT), the hpaP mutant and the hrcV mutant (a 
type three secretion system defective mutant). cAMP levels (nmol cAMP/mg of total soluble 
proteins) were measured using cAMP Biotrak competitive enzyme immunoassay in four 
independent biological replicates. Average ratios and standard errors of translocated protein in 
the wild-type compared to the hpaP mutant were calculated for the four replicates.  

   WT  hrcV/WT   hpaP/WT   

AvrA  100  0.04 ± 0.03  183 ± 149  

GALA7  100  0.09 ± 0.07  126 ± 132  

PopP1  100  0.03 ± 0.02  48 ± 28  

PopP2  100  1 ± 1.5  104 ± 63  

 



type strain. As a control, the diminution of PopP1 secretion was complemented in the 238 

hpaP::hpaP+ strain (Supplementary Fig. S3). We also quantified the secretion of the 239 

R. solanacearum HrpY pilus protein, and observed that the HrpY signal is increased 240 

in the hpaP mutant cell pellets (P-value = 10-4) (Supplementary Fig. S2) and 241 

supernatants (P-value = 0.009) compared to the wild-type strain. This enhanced 242 

secretion of HrpY in the hpaP mutant significantly increased over time (P-value = 243 

0.004) (Fig. 5 and supplementary Fig. S2) and therefore suggested that T3E 244 

secretion modulation in the hpaP mutant was not due to a lack of type III pilin 245 

assembly. 246 

We then looked for the in planta translocation of AvrA, GALA7, PopP1 and PopP2 by 247 

infiltrating N. tabacum leaves with the wild-type strain, the hpaP and hrcV mutants, 248 

expressing each T3E-CyaA’ fusion proteins (see Material and Methods). In order to 249 

monitor comparative translocation assays, all T3E-CyaA’ fusion proteins were 250 

integrated by single homologous recombination at each T3E locus, resulting in 251 

reporter fusions expressed by the cognate T3E promoters. In planta cAMP levels 252 

were measured in four independent biological replicates (Table 2). Considering that 253 

the amount of cAMP produced by T3E-CyaA’ fusion proteins in the four replicates 254 

could vary more than 50%, as reported previously (Schechter et al., 2004), we 255 

calculated the ratio of cAMP production in the two mutants versus the wild-type strain 256 

after normalizing each cAMP quantification within each biological replicate as a 257 

percentage of the wild-type cAMP production (Table 2). All four T3Es are 258 

translocated in planta as they were detected in significantly higher level in the wild-259 

type and in the hpaP mutant compared to the hrcV mutant, indicating that their 260 

translocation in planta was not dependent on HpaP. Ratios of translocated proteins in 261 

the wild-type compared to the hpaP mutant were calculated. No difference was 262 

detected between the wild-type and the hpaP mutant, except for PopP1 whose 263 

translocation is reduced for all replicates, with an average translocation of 48% in the 264 

hpaP mutant compared to the wild-type (Table 2). 265 

 266 

HpaP interacts specifically with PopP1 267 

We then examined whether HpaP could physically interact with the T3Es analyzed in 268 

the secretion/translocation studies. Yeast two-hybrid assays using the BD and AD 269 

domains of the transcription factor Gal4 were performed. In the case of an 270 

interaction, cells are able to grow on a selective minimal medium lacking histidine 271 
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solanacearum wild-type strain (WT), hpaP mutant and
complemented strain (hpaP::hpaP+) were cultivated in
secretion medium for 8 hours. Culture supernatant (SN)
was harvested and effector proteins PopP1 (43 kDa) and
PopP2 (53 kDa) were analyzed by immunoblotting using
anti-PopP1 and anti-PopP2 antibodies.
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Fig. 6 HpaP interacts specifically with the type III effector (T3E)
PopP1. (a) Interaction studies between HpaP and several T3Es. Yeast
cells were co-transformed by AD-HpaP and either BD-PopP1, BD-PopP2,
BD-AvrA or BD-GALA7. Double transformation and interaction were tested
by plating yeasts on SD/-Leu/-Trp and SD/-Leu/-Trp/-His, respectively. 3-
aminotriazole (3-AT) was added to suppress autoactivation when
necessary. Three biological replicates were done giving the same results.
(b) In vitro validation of the interaction between HpaP and PopP1. GST and
GST-HpaP were immobilized on glutathione sepharose and incubated with
an E.coli lysate containing 6His-PopP1. Total cell lysates (TE) and eluted
proteins (eluates) were analyzed using antibodies directed against GST
and the 6His epitope. Bands corresponding to GST and GST fusion
proteins are marked by asterisks, lower bands represent degradation
products. Experiments were repeated twice with similar results.
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Fig. 7 Interaction studies with HpaP deletion derivatives mutated in the
T3S4 domain. (a) Deletions in the T3S4 domain do not abolish self-
interaction of HpaP. Immobilized GST, GST-HpaP, GST-HpaP∆149-153 and
GST-HpaP∆156-160 were incubated with 6His-HpaP. Total cell lysates (TE) and
eluted proteins (eluates) were analyzed using antibodies directed against
GST and the 6His epitope. Bands corresponding to GST and GST fusion
proteins are marked by asterisks, lower bands represent degradation
products. (b) Deletions in the T3S4 domain do not abolish interaction
between HpaP and the type III effector PopP1. Yeast cells were co-
transformed by BD-PopP1 and either AD-HpaP∆149-153 or AD-HpaP∆156-160.
Double transformation and interaction were tested by plating yeasts on SD/-
Leu/-Trp and SD/-Leu/-Trp/-His, respectively. 3-aminotriazole (3-AT) was
added to suppress autoactivation. (a) and (b) experiments were repeated
twice with similar results.



(SD/-Leu/-Trp/-His). When required, we added to the selective medium the minimal 272 

concentration of 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT) (see Material and Methods) required to 273 

suppress the interactions between baits (BD-T3E) and the prey AD-T-antigen used 274 

as a negative control. Among the four T3Es tested, HpaP was found to interact only 275 

with PopP1 (Fig. 6a). To confirm this interaction, a GST-HpaP fusion protein was 276 

expressed in E. coli and immobilized on glutathione sepharose before incubating with 277 

an extract from E. coli expressing 6His-PopP1. Bound proteins were eluted and 278 

analyzed using anti-GST and anti-6His antibodies. 6His-PopP1 was detected only in 279 

the presence of GST-HpaP and not with GST alone, confirming the interaction 280 

between HpaP and PopP1 (Fig. 6b). 281 

 282 

Two deletions of five amino acids in the T3S4 domain of HpaP do not abolish 283 

self-interaction nor interaction with PopP1, but are essential for HpaP function 284 

In order to characterize the contribution of the T3S4 domain in HpaP function, we 285 

generated two deletions of five amino acids, in the most conserved regions between 286 

HpaP and HpaCXcv (Schulz and Büttner, 2011) (Fig. 1c). We analyzed the 287 

involvement of these regions in the ability of HpaP to self-interact or to interact with 288 

PopP1. GST pull-down assays were performed using the two HpaP derivatives 289 

(GST-HpaP149-153 and GST-HpaP155-160) using anti-GST and anti-6His antibodies. 290 

Equal amounts of 6His-HpaP were detected with either HpaP or the deleted versions 291 

(Fig. 7a), indicating that these conserved amino acids in the T3S4 domain of HpaP 292 

are dispensable for its self-interaction. We then examined whether the T3S4 deletion 293 

derivatives of HpaP were still able to bind to PopP1 in the yeast two-hybrid assay. 294 

Cells were co-transformed with BD-PopP1 and AD-HpaP149-153 or AD-HpaP155-160, 295 

and plated on the different minimal media. AD-HpaP derivatives required 3-AT to 296 

suppress the interactions with the negative control bait BD-p53. We detected an 297 

interaction between PopP1 and the two HpaP deleted versions, indicating that the 298 

two deletions of five amino acids did not alter the capacity of HpaP to bind PopP1 299 

(Fig. 7b). We also tested whether the two deletions designed in the HpaP T3S4 300 

domain had an impact on PopP1 secretion. The hapP mutant was complemented  301 

with the two hpaP T3S4-deletion derivatives (strains hpaP::hpaP149-153 and 302 

hpaP::hpaP155-160) using the same stable chromosomal insertion system (see 303 

Material and Methods). We checked that the mutated proteins were indeed produced 304 
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Fig. 8 hpaP∆∆∆∆149-153 and hpaP∆∆∆∆156-160 mutants behaved similarly to the hpaP
mutant. (a) PopP1 is specifically less secreted in both hpaP deletion derivative
mutants (hpaP::hpaP∆149-153 and hpaP::hpaP∆156-160) compared to the wild-type
version (hpaP::hpaP+). Ralstonia solanacearum strains were cultivated in secretion
medium, cell pellets (CP) and culture supernatants (SN) were harvested after 8, 12
and 18 hours of culture and analyzed by immunoblotting. Effector proteins PopP1
(43 kDa) and PopP2 (53 kDa) were detected using their respective antibodies. Two
independent biological replicates were made with similar results. Both hpaP deletion
mutants are strongly reduced in virulence on tomato (b) and Arabidopsis thaliana
(c). Kaplan-Meier survival analysis of plants inoculated with Ralstonia solanacearum
wild-type strain (WT) (red squares), hpaP mutant (green stars) and the deletion
mutants hpaP::hpaP∆149-153 (yellow diamonds) and hpaP::hpaP∆156-160 (black
triangles). Each strain was root inoculated on 24 tomato and at least 16 A. thaliana
plants. P-values from Gehan-Breslow-Wilcoxon tests are shown below each graph.
Red boxes indicate P-values <0.01. Data were pooled from three independent
experiments.

WT hpaP

hpaP <0.0001 -

hpaP::hpaP∆∆∆∆149-153 <0.0001 0.0103

hpaP::hpaP∆∆∆∆156-160 <0.0001 0.031

WT hpaP

hpaP <0.0001 -

hpaP::hpaP∆∆∆∆149-153 <0.0001 0.2403

hpaP::hpaP∆∆∆∆156-160 <0.0001 0.4889



in the complemented strains, at the same level than the wild-type construct 305 

(Supplementary Fig. S4). Interestingly, secretion of PopP1, but not PopP2, was 306 

highly reduced at all the time points tested in the supernatants of both strains 307 

carrying hpaP deletion derivatives compared to the wild-type version (Fig. 8a). 308 

Finally, these two strains were assayed for their pathogenicity on tomato and A. 309 

thaliana. Whatever the host, hpaP::hpaP149-153 and hpaP::hpaP155-160 strains 310 

behaved similarly to the hpaP mutant on tomato (Fig. 8b) and on A.thaliana (Fig. 8c), 311 

showing a dramatic decrease in their aggressiveness compared to the wild-type (P-312 

value <0.0001); this suggests that both regions of five amino acids in the putative C-313 

terminal T3S4 domain of HpaP are involved in PopP1 efficient secretion and are 314 

required for R. solanacearum pathogenicity. 315 

 316 

DISCUSSION 317 

 318 

T3SS-dependent pathogenesis of R. solanacearum appears to be extremely 319 

complex, notably due to the large repertoire of T3Es of the bacterium and to 320 

functional redundancy (Remigi et al., 2011; Sole et al., 2012). Studying key proteins 321 

putatively involved in the regulatory mechanisms linked to secretion/translocation of 322 

T3Es is therefore an attractive way to identify sets of T3Es potentially required for 323 

disease establishment. Few work is available on such type III regulators in R. 324 

solanacearum, as only the putative class IB chaperone, HpaB, was demonstrated to 325 

be required for the translocation of 66 T3Es in strain RS1000 (Mukaihara et al., 326 

2010), leading to a hrp- phenotype of the hpaB mutant (Mukaihara et al., 2004). 327 

HpaP was originally described as a hrp-associated protein involved in R. 328 

solanacearum pathogenicity towards tomato plants (Gough et al., 1993; van 329 

Gijsegem et al., 2002). HpaP does not have the characteristics of a chaperone stricto 330 

sensu as described by Parsot et al. (2003). Indeed, HpaP is larger (22 kDa) than 331 

most chaperones (ca 15 kDa), and is unusually rich in proline residues (Gough et al., 332 

1993). We validated in this study the strong impact of the hpaP mutation on the 333 

aggressiveness of R. solanacearum on tomato plants, and also highlighted the effect 334 

of the same mutant on A. thaliana. Since we showed that HpaP isn’t itself secreted or 335 

translocated into plant cells, and modulates the secretion of T3 substrates, we 336 

hypothesize that HpaP has rather an indirect role in the contribution to pathogenicity 337 

of R. solanacearum towards tomato and A. thaliana. We also showed that HpaP 338 
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Supplementary Fig. S4 Control of the production of the
HpaP wild-type protein and of two HpaP deletion
derivatives (HpaP∆∆∆∆149-153 and HpaP∆∆∆∆155-160). Ralstonia
solanacearum wild-type strain (WT) and hpaP mutantssolanacearum wild-type strain (WT) and hpaP mutants
expressing the hpaP wild-type version (hpaP+) or hpaP
deletion derivatives (hpaP∆149-153 and hpaP∆155-160) were
cultivated in secretion medium for 8 hours. Cell pellet (CP)
extracts were harvested and HpaP proteins (26 kDa) were
detected by immunoblotting using anti-HA antibody.



could self-interact, as its homolog HpaCXcv (Büttner et al., 2006). Interestingly, 339 

Büttner et al. (2006) showed that HpaCXcv could interact with a Xanthomonas 340 

chaperone, HpaBXcv, and that both proteins could form homo- and hetero- oligomeric 341 

complexes promoting the secretion of the same set of T3Es. Since a hpaBXcv 342 

ortholog exists in R. solanacearum, also named hpaB, it would be worth investigating 343 

if a functional HpaP-HpaB interaction occurs also in R. solanacearum. 344 

Production of the HrpY pilin of R. solanacearum was found to be more abundant in 345 

the supernatant of a hpaP mutant. However, this variation in the pilin subunit 346 

secretion does not lead to a hrp- phenotype, while it is the case for two YscP/FliK 347 

related proteins, HrpPPst and Yersinia spp. YscP. The latter controls the needle 348 

length of the T3SS, preventing effector secretion until the needle is completely 349 

formed (Agrain et al., 2005; Journet et al., 2003). Thus, the yscP mutant produces 350 

needles of indeterminate length and is unable to secrete T3Es efficiently (Edqvist et 351 

al., 2003; Journet et al., 2003). The hrpPPst mutant is strongly affected in its 352 

pathogenicity as no effectors are secreted and only a very low amount of the pilin 353 

subunit is secreted (Morello and Collmer, 2009). In our study, the putative over-354 

secretion of HrpY by the hpaP mutant does not lead to a general over-secretion of 355 

the T3 substrates. Indeed, our data show that some T3Es seem not to be 356 

deregulated by the hpaP mutant in their secretion/translocation (PopP2 and GALA7), 357 

while the secretion/translocation of other T3Es appears modulated (PopP1 and 358 

AvrA). We observed that PopP1 and AvrA were less and more secreted, respectively, 359 

in a hpaP mutant compared to the wild-type strain (Fig. 5). While the over-secretion 360 

of AvrA apparently doesn’t lead to an increased translocation in planta, the 361 

quantitative lower secretion of PopP1 in the hpaP mutant correlates with a lower 362 

translocation in planta (Table 2). It is tempting to speculate that this decreased 363 

secretion/translocation of PopP1 results from a regulation of PopP1 delivery through 364 

a direct HpaP-PopP1 interaction (Fig. 6). This regulation appears specific to PopP1, 365 

since neither differential secretion/translocation nor direct interaction was identified 366 

with PopP2 which belongs to the same YopJ/AvrRxv family. How direct or indirect 367 

interactions of HpaP with PopP1 and AvrA, respectively, promote their differential 368 

secretion remains to be addressed. To date, no link between secretion/translocation 369 

control by a protein of the YscP/FliK family and a direct interaction with T3Es could 370 

be inferred. Büttner et al. (2006) showed that secretion was abolished for four X. 371 

campestris pv. vesicatoria T3Es (AvrBs3, XopC, XopJ and XopF1), and HpaCXcv was 372 



 



shown to be specifically involved in XopJ and XopF1 translocation whereas AvrBs3 373 

and XopC translocation was HpaCXcv independent. Direct interaction studies also 374 

showed that HpaCXcv was able to bind to AvrBs3 and XopF1, two T3Es with different 375 

translocation behaviours. Secretion of the HrpEXcv pilin was not affected in the 376 

absence of HpaCXcv (Büttner et al., 2006). Lorenz and co-workers (2008) postulated a 377 

type III secretion hierarchy in X. campestris pv. vesicatoria between early (HrpB2, a 378 

protein required for pilus assembly) to later T3SS substrates (translocon and T3E 379 

proteins). Our findings that HrpY is significantly over-produced in the cell pellets in 380 

absence of HpaP suggest a control of HpaP on HrpY production or stability. HrpY is 381 

also over-secreted in the hpaP mutant, with a regular increase over the time. This 382 

could be linked to a switch model, where HpaP would act temporally by inhibiting 383 

HrpY secretion at later time points when the pilus is formed. HpaP appears therefore 384 

to control secretion of at least three T3SS substrates, including early (HrpY) and late 385 

substrates (AvrA and PopP1).  386 

To date, we still don’t know if there is an order in the delivery of R. solanacearum 387 

T3Es, but this study show that HpaP is a key player in pathogenicity on diverse 388 

hosts, potentially through quantitative regulation of T3Es delivery into the plant cells. 389 

It also suggests that T3S4 homolog proteins have developed different modes of 390 

action, which is also supported by their relatively low level of conserved identity at the 391 

protein level compared to T3SS structural components (Fig. 1). The fact that HpaP 392 

and HpaCxcv proteins are not secreted indicates they do not act as molecular ruler 393 

proteins as T3S4 proteins from animal pathogenic bacteria. It is noteworthy that the 394 

highest identity between both proteins is located in the C-terminal part, defined as the 395 

putative T3S4 domain. This domain was initially described in animal pathogenic 396 

bacteria as required to switch substrate specificity for T3Es export when T3SS 397 

assembly is completed (Agrain et al., 2005). This study identified two sequences of 398 

five amino acids in the T3S4 domain of HpaP in R. solanacearum required for 399 

pathogenicity. Indeed, while the HpaP deletion derivatives are still able to interact 400 

with the HpaP wild-type protein or with PopP1 (Fig. 7), we demonstrated that both 401 

hpaP deletion derivatives can’t complement the hpaP disruption mutant phenotype 402 

for efficient PopP1 secretion or for disease establishment on tomato plants or on A. 403 

thaliana (Fig. 8). Büttner et al. (2006) showed that the hpaCXcv mutant was displaying 404 

reduced disease symptom formation and reduced HR on susceptible and resistant 405 

pepper, respectively. Moreover, Schulz and Büttner work (2011) demonstrated that 406 



Table 1 Strains and plasmids used in this study.  
 
 

Relevant characteristicsa  References  

Plasmids used for cloning  

pENTR/SD/D-
TOPO 

GatewayTM entry vector, Shine-Dalgarno sequence, Kmr Invitrogen (Carlsbad, 
CA) 

pDONR207 GatewayTM entry vector, Gmr Cmr  Invitrogen (Carlsbad, 
CA) 

pGEX-GW GatewayTM expression vector, N-terminal GST fusion, Apr  Invitrogen (Carlsbad, 
CA)  

pTH19-GW GatewayTM expression vector, N-terminal 6His tag, Apr  Invitrogen (Carlsbad, 
CA)  

pNP78 pENTR/SD/D-TOPO containing KQGS* between AttL1 and AttL2 sites, Kmr  This study  

pGBG  MatchmakerTM pGBKT7 yeast expression vector made GatewayTM compatible, 

N-terminal BD fusion, Kmr,Cmr  

L. Deslandes 
(unpublished)  

pGAD  MatchmakerTM pGADT7 yeast expression vector made GatewayTM compatible, 

N-terminal AD fusion, Apr,Cmr  

L. Deslandes 
(unpublished)  

pLBy10 pDONR207 derivative carrying hpaP, Gmr  This study  

pMP17  pDONR207 derivative carrying AvrA, Gmr  This study 

pNP200  pDONR207 derivative carrying GALA7, Gmr  This study  

pDL154 pLBy10 derivative carrying hpaP deletion codons 149 to 153, Gmr  This study  

pDL152 pLBy10 derivative carrying hpaP deletion codons 156 to 160, Gmr  This study  

pNP260  pRCG derivative (Monteiro et al., 2012) with the GALA7 promoter followed by a 
GatewayTM destination cassette and a single HA epitope tag, Gmr Kmr  

This study  

pNP329 pRCG derivative (Monteiro et al., 2012) with the GALA7 promoter followed by a 
GatewayTM destination cassette and a triple  HA epitope tag, Gmr Kmr  

This study  

pSC205  pET26B(+) derivative carrying a Gateway cassette, Kmr This study  

pMT1  pSC205 derivative carrying CyaA4-1197 N-terminal part, Kmr  This study  

pCM351  Allelic exchange vector, Apr, Gmr, Tcr  Marx and Lidstrom 
(2002)  

pAM5  pLAFR3 carrying 2 kb fragment containing hrpB, Tcr  Gueneron et al. (2000)  

Final vectors introduced in R. solanacearum by natural transformation  

pGG18  pCM351 carrying upstream and downstream DNA fragments of the hpaP gene  This study  

pGGL7 pNP260 derivative carrying hpaP, Gmr Kmr  This study  

pDL185 pNP329 derivative carrying hpaP deletion codons 149 to 153, Gmr  This study 

pDL186 pNP329 derivative carrying hpaP deletion codons 156 to 160, Gmr  This study  

pMT2 pMT1 derivative carrying hpaP, Kmr  This study  



the same two sequences of five amino acids were involved in these reduced 407 

responses. Thus, HpaP and HpaCxcv proteins significantly contribute to bacterial 408 

pathogenicity on their respective hosts, and the conserved sequences in the putative 409 

T3S4 domains appear to be essential in this process. This work also shows that the 410 

HpaP T3S4 sequences have distinct functional roles, being dispensable for the 411 

HpaP-PopP1 interaction but necessary for HpaP-dependent PopP1 secretion. We 412 

haven’t yet been able to connect the plant phenotypes observed with the hpaP 413 

deleted mutants with its control over T3E translocation. Our hypothesis is that, 414 

beyond PopP1, HpaP could control delivery of other T3Es, collectively resulting in the 415 

strong hypoaggressive phenotype of the hpaP mutant.Thus, to advance further in the 416 

functional characterization of HpaP, a global comparison of the secretomes of the 417 

wild-type strain and of the hpaP mutant could help to identify the sets of T3Es whose 418 

secretion/translocation is controlled in part by HpaP and for their collective 419 

involvement for disease establishment. 420 

 421 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 422 

 423 

Bacterial strains, plasmids, and growth conditions 424 

Bacterial strains and plasmids used in this work are listed in Table 1. E. coli strains 425 

were grown at 37°C in Luria-Bertani medium (Ausubel et al., 1989). R. solanacearum 426 

strains were grown in complete BG or minimal medium (MM) as described by 427 

Poueymiro et al. (2009). When needed, antibiotics were added at the following final 428 

concentrations (mg. L-1): kanamycin 25; gentamycin 10; ampicillin 50; 429 

chloramphenicol 25 for E. coli ; kanamycin, 50; spectinomycin, 40; gentamycin, 10; 430 

tetracyclin, 10 for R. solanacearum. Plasmids used in this study were constructed by 431 

Gateway technology (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following the instructions of the 432 

manufacturer. 433 

 434 

Phylogenetic analysis 435 

Construction of the phylogenetic tree was based on sequence similarities using the 436 

maximum likelihood principle (Guindon et al., 2009) via the phylogeny.fr platform 437 

(Dereeper et al., 2008). Sequences were first aligned using the MAFFT program and 438 

edited using GBlocks (Castresana, 2000). We selected ten sequenced strains that 439 

belong to all phylotypes: the reference strain GMI1000 (Salanoubat et al., 2002) from 440 



pMT3  pMT1 derivative carrying PopP1, Kmr  This study  

pMT4  pMT1 derivative carrying PopP2, Kmr  This study  

pMT5  pMT1 derivative carrying AvrA, Kmr  This study  

pMT6  pMT1 derivative carrying GALA7, Kmr  This study  

Final vectors used for yeast two hybrid assays  

pDL49  pGAD derivative carrying hpaP, Apr This study  

pDL158  pGAD derivative carrying hpaP deletion codons 149 to 153, Apr  This study 

pDL159  pGAD derivative carrying hpaP deletion codons 156 to 160, Apr  This study  

pLD1  pGBG derivative carrying PopP1, Kmr  This study  

pLD2  pGBG derivative carrying PopP2, Kmr  This study  

pDL2  pGBG derivative carrying AvrA, Kmr  This study  

pNP210  pGBG derivative carrying GALA7, Kmr  This study  

Final vectors used for pull-down assays  

pDL188  pGEX-GW derivative carrying KQGS*, Apr  This study  

pDL189  pGEX-GW derivative carrying hpaP, Apr  This study  

pDL171  pGEX-GW derivative carrying hpaP deletion codons 149 to 153, Apr  This study 

pDL172  pGEX-GW derivative carrying hpaP deletion codons 156 to 160, Apr  This study 

pDL190  pTH19-GW derivative carrying hpaP, Apr  This study  

pDL191  pTH19-GW derivative carrying PopP1, Apr  This study  

Yeast strain    

AH109  MatchmakerTM yeast strain  BD Biosciences, Palo 
Alto, USA 

E.coli strain    

BL21(DE3) F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
- mB

-) Invitrogen, Life 
technologies, USA  

R. solanacearum strains  

GMI1000 wild-type strain  Salanoubat et al. (2002) 

GMI1415 hpaP::Tn5B20 mutant, Kmr  Gough et al. (1993)  

GMI1694 hrcV ::Ω mutant, Spr  Cunnac et al. (2004) 

GRS747 GMI1000∆hpaP mutant, Gmr  This study  

a Apr, Cmr, Gmr, Kmr, Tcr and Spr stand for resistances to ampicillin, chloramphenicol, gentamicin, kanamycin, tetracycline, and 
spectinomycine, respectively. 

   
   
 



the phylotype I, Molk2 (C. Boucher and S. Genin, unpublished) from phylotype IIa, 441 

IPO1609 (Guidot et al., 2009), CFBP2957 (Remenant et al., 2010), UW551 (Gabriel 442 

et al., 2006) and Po82 (Xu et al., 2011) from phylotype IIb, CMR1594 (Remenant et 443 

al., 2010) from phylotype III and PSI07 (Remenant et al., 2010), Blood Disease 444 

Bacterium (BDB) strain R229 and Ralstonia syzygii strain R24 (Remenant et al., 445 

2011) from phylotype IV. 446 

 447 

Creation of a hpaP deletion strain, hpaP and hpaP∆T3S4 complementation 448 

constructs  449 

A hpaP deletion mutant was generated through a double recombination event using 450 

the pCM351 cre-lox vector base (Marx and Lidstrom, 2002) carrying upstream and 451 

downstream DNA fragments of the hpaP gene and named pGG18 (primers in 452 

Supplementary Table S1). This construct was used to naturally transform strain 453 

GMI1000 through natural transformation as described (Gonzalez et al., 2011), thus 454 

resulting in the ∆hpaP strain GRS747.  455 

The GMI1415 hpaP mutant was complemented either with a wild-type hpaP copy or 456 

two independent T3S4 domain deletion variants. The hpaP wild-type sequence 457 

contained in the GatewayTM entry vector pLBy10 was cloned into pNP260. Linearized 458 

plasmid was then integrated at a defined bacterial chromosome site (Monteiro et al., 459 

2012) into naturally competent hpaP mutant as described by Gonzalez et al. (2011) 460 

(hpaP::hpaP+). To generate the hpaP T3S4 deletion derivatives, pLBy10 was used 461 

as a template for PCR amplification to generate deletions using the QuikChange II XL 462 

Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). 463 

Independent deletions were introduced between amino acids 149 to 153 and 156 to 464 

160 (primers in Supplementary Table S1). Chromosomal insertions of the hpaP 465 

deletion derivatives cloned into pNP329 were integrated into the hpaP mutant 466 

(hpaP::hpaP149-153 and hpaP::hpaP155-160) by natural transformation as described 467 

above.  468 

 469 

Plant assays and statistical analysis  470 

Twenty-four tomato plants (Solanum lycopersicum L. cultivar Super Marmande VR) 471 

were inoculated with 40 ml of a bacterial suspension containing 108 bacteria/mL as 472 

described by Gonzalez et al. (2011). For A. thaliana Col-0 ecotype, 16 plants were 473 

inoculated with 108 bacteria/mL as described by Deslandes et al. (1998), without 474 



 

 

 

 

 

 

Table S1 Primers used in this study. 

 
Primers used: 
 

Forward primer sequence 5'->3' 
 

Reverse primer sequence 5'->3 
 

to clone upstream and 
downstream fragments of 
hpaP on pGG18 
 

 

CTGGATCGCGCCGGCCCACGT GCTGTAGCGCGGCGGCCATG 

ATCCGCTCACCGACGACGACG 

 

ATGTCGAACTCGAACTCTGGT 

 
 
to generate pDL154 
(hpaP∆149-153) 
 

ACCCGCCTCACGCACACGCTATCG 
 
 

CGATAGCGTGTGCGTGAGGCGGGT 
 
 

to generate pDL152 
(hpaP∆155-160) 

TCGCCGCACACGGAGGCCGGACAC 
 

GTGTCCGGCCTCCGTGTGCGGCGA 
 

 
to amplify CyaA’ 
( CyaA4-1197) 

 

CGGAAAGCTTGAGCAATCGCATCAG 
 
 

GTGGAACGCTAGCTCGAGGTCA 
 
 

 



cutting the roots. Symptom appearance was scored daily and independently for each 475 

plant, using a macroscopic scale describing the observed wilting: 0 for no wilting; 1 476 

for 25% of leaves wilted; 2 for 50%; 3 for 75% and 4 for complete wilting. For 477 

subsequent analysis the data were transformed into a binary index: 0 for less or 478 

equal to 50% leaves wilted and 1 for >50% wilted leaves. The disease developments 479 

of two given strains were compared using the Kaplan-Meier survival analysis (Bland 480 

and Altman, 1998) with the Gehan-Breslow-Wilcoxon method to compute the P-value 481 

to test the null hypothesis of identical survival experience of the tested strains. A P-482 

value smaller than 0.01 was considered significant. Each pathogenicity test was 483 

repeated three times, and statistical analyses were performed with Prism version 5.0 484 

(GraphPad Software). 485 

 486 

In vitro secretion assays and immunoblot analysis 487 

GMI1000 wild-type strain, GMI1694 hrcV mutant and GMI1415 hpaP mutant, carrying 488 

the pAM5 plasmid (Guéneron et al., 2000) that lead to a higher transcriptional activity 489 

of T3SS-regulated genes (Table 1), were first cultivated in BG medium in overnight 490 

cultures, pelleted for 5 min at 4000 rpm and then resuspended in MM at 491 

OD600nm=0.2. MM Bacteria cultures were then harvested after 8, 12 and 18 h of 492 

culture, set at the same concentration and pelleted for 10 min at 5000 rpm. Pelleted 493 

cells and supernatants were then treated as described by Poueymiro et al. (2009). To 494 

compare the secretion of T3Es and of HrpY pilin between strains, equal amounts of 495 

protein were loaded onto a SDS-PAGE, followed by electrophoresis and transfer to 496 

Protran BA85 nitrocellulose membranes (Whatman, Germany). Antibodies used for 497 

Western blotting were AvrA (Poueymiro et al., 2009), PopP1 (Lavie et al., 2002), 498 

PopP2 (Courtesy of L. Deslandes, INRA/CNRS, Castanet Tolosan). The GALA7 499 

polyclonal rabbit antibody was generated by a classical immunization protocol 500 

(GeneCust Europe, Luxembourg) with the full length GALA7 protein purified from 501 

E. coli as a 6His tagged protein. By using R. solanacearum single gala mutants, and 502 

E. coli overexpresing recombinant GALA6 and GALA7 it was shown that this 503 

antibody is specific to GALA7 and can’t recognize its closest paralog GALA6. GALA7 504 

antibody was used at 1:10,000 dilution. Goat anti-rabbit antibody conjugated with 505 

horseradish peroxidase was used as secondary antibody (1:50,000) (Santa Cruz 506 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, U.S.A.). At least three independent biological 507 

replicates were made. Same experiments were made using hpaP::hpaP+, 508 



 



hpaP::hpaP149-153 and hpaP::hpaP156-160 carrying the pAM5 plasmid. Experiment 509 

was repeated twice. 510 

 511 

Adenylate cyclase (CyaA) translocation assay  512 

Translocation assays were carried out mostly as described in Poueymiro et al. 513 

(2009). In order to allow the insertion of N-terminal part of the CyaA gene (CyaA’= 514 

CyaA4-1197) at the locus of each protein studied, CyaA’ was amplified (primers in 515 

Supplementary Table S1) and cloned into pSC205 plasmid. hpaP and T3Es studied 516 

(AvrA, GALA7, PopP1 and PopP2) were then integrated into pMT1. HpaP-CyaA’ and 517 

T3E-CyaA’ constructs were integrated into naturally competent strains (GMI1000 518 

wild-type strain, GMI1694 hrcV mutant and GRS747 hpaP mutant). Bacteria carrying 519 

the protein-CyaA’ fusion were grown overnight at 28°C in BG medium supplemented 520 

with half doses of antibiotics, then pelleted for 5 minutes at 4000 rpm and 521 

resuspended in sterile water at OD600nm=0.1. Bacteria were infiltrated into Nicotiana 522 

tabacum cv. Bottom Special leaves, tissues were harvested after 7 hours and frozen 523 

in liquid nitrogen. cAMP dosage was carried out using Amersham cAMP Biotrak 524 

Enzyme immunoassay (EIA) kit by GE Healthcare (Buckinghamshire, UK). Four 525 

independent biological replicates were made for each protein translocation tested. 526 

 527 

Yeast two-hybrid analysis 528 

Yeast two-hybrid analysis was performed using Matchmaker GAL4 Two-Hybrid 529 

System 3 (Clontech) according to the manufacturer’s instructions. Generation of 530 

plasmids carrying BD or AD fusions were done by GatewayTM LR recombination 531 

using pGBG and pGAD. Saccharomyces cerevisiae strain AH109 was co-532 

transformed with BD and AD fusion containing vectors and plated onto low-stringency 533 

minimal synthetic-dropout (SD) medium (lacking leucine and tryptophan) to select for 534 

the presence of both plasmids. Double transformants were tested for interaction by 535 

spotting six successive 10-fold dilutions onto minimal SD medium lacking leucine, 536 

tryptophan and histidine. 3-AT was added to suppress autoactivation by the bait 537 

protein when necessary (0.5, 1, 2 and 5 mM 3-AT with GALA7, HpaPderivatives, 538 

PopP2 and AvrA, respectively). Co-transformation of these two plasmids with our 539 

constructs was also performed to verify the specificity of interaction. Each interaction 540 

test was performed on four different colonies. Two to three biological repetitions were 541 

made for each interaction tested. 542 



 



 543 

Glutathione S-transferase (GST) pull-down assays 544 

GST an GST fusion proteins were synthesized in E. coli BL21(DE3). Bacterial cells 545 

from 50 mL cultures were resuspended in phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4 546 

and sonicated 10 times for 15 s at 4°C by a Analog Sonifier Cell Disruptor (Branson). 547 

Insoluble cell debris were removed by centrifugation at 16.000 g for 20 min at 4°C 548 

and soluble GST and GST fusion proteins were immobilized on a glutathione 549 

sepharose matrix for 1h at room temperature. Unbound proteins were removed by 550 

washing twice with cold PBS containing 0.1% Triton X-100. Glutathione sepharose 551 

matrix was then incubated with E. coli lysates containing the 6His fusion proteins for 552 

1h at room temperature. Unbound proteins were removed by washing four times with 553 

cold PBS containing 0.1% Triton X-100 and bound proteins were eluted twice with 10 554 

mM reduced glutathione for 15 min at room temperature. 2 µL of input protein lysate 555 

and 20 µL of eluted proteins were analyzed by 10% SDS-PAGE and immunoblotting 556 

using anti-GST and anti-6His horseradish peroxidase-labeled antibodies. Antibody 557 

reactions were visualized by enhanced chemiluminescence (GE Healthcare). 558 

Experiments were repeated at least twice. 559 

 560 
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Figure 32. HpaP ne module pas la sécrétion de l’ET3 PopA mais i nhibe son
accumulation dans la bactérie . La souche sauvage GMI1000 (bleue) et le
mutant hpaP (rouge) ont été cultivés en milieu minimum inducteur de la sécrétion
de type III. Les surnageants de culture et les culots bactériens ont été séparés
après 8, 12 et 18h de culture, puis analysés par Western Blot à l’aide d’anticorps
dirigés contre PopA (A). L’intensité des bandes a été quantifiée à l’aide du logiciel
GeneTools (Syngene). La valeur obtenue pour la souche GMI1000 au temps 8h a
servi de référence. Pour chaque valeur a été calculé le ratio des intensités
comparé à cette référence. Les graphes représentent les moyennes des ratios
obtenus pour trois répétitions biologiques (B). Les barres d’erreur correspondent à
l’erreur standard de la moyenne des trois valeurs. L’astérisque symbolise une
différence significative entre la souche GMI1000 et le mutant hpaP (p-value <
0,01).



II. HpaP module l’accumulation dans la bactérie de 
la harpine PopA  

Les résultats précédents suggèrent que HpaP module la sécrétion des ET3s 

PopP1 et AvrA de manières positive et négative, respectivement. En revanche, la 

sécrétion des ET3s PopP2 et GALA7 n’est pas altérée chez le mutant hpaP. La 

modulation de la sécrétion d’ET3s par HpaP présente donc une certaine spécificité. 

Hormis pour ces ET3s, l’effet de HpaP a également été analysé sur la sécrétion de la 

protéine PopA, caractérisée comme une probable harpine (Arlat et al., 1994). 

Comme pour l’étude de la sécrétion des autres ET3s, la souche sauvage GMI1000 et 

le mutant hpaP ont été cultivés en milieu minimum, activateur de la sécrétion de type 

III. Les culots cellulaires et les surnageants ont été analysés par Western Blot après 

8, 12 et 18 heures de culture, à l’aide d’un anticorps dirigé contre PopA (Figure 32 

A). La quantification des bandes suivie d’un test statistique (ANOVA) révèle que la 

sécrétion de PopA n’est pas différentielle entre la souche sauvage et le mutant hpaP 

(p-value = 0,89) (Figure 32 B). En revanche, la quantité de PopA dans les culots 

bactériens est significativement plus importante dans le mutant hpaP que dans la 

souche sauvage (p-value = 1,8.10-4). Ces résultats suggèrent que HpaP ne contrôle 

pas la sécrétion de PopA mais exerce un effet inhibiteur sur le niveau d’accumulation 

cytoplasmique de cet ET3. 

III. La mutation de hpaP n’affecte pas la croissance 
bactérienne in planta 

Les résultats présentés dans l’article mettent en avant le rôle capital de la 

protéine HpaP pour le pouvoir pathogène de R. solanacearum sur plusieurs plantes 

hôtes, dont A. thaliana. Afin de mieux caractériser le rôle de HpaP dans 

l’établissement de la maladie, la croissance de R. solanacearum in planta a été 

déterminée 5 jours après inoculation, après broyage des plantes d’A. thaliana 

inoculées, étalement et dénombrement des colonies sur boîtes de Pétri. La souche 

sauvage GMI1000, le mutant hpaP, ainsi que ce même mutant exprimant la version 

sauvage de hpaP ou les versions de délétion des acides aminés conservés du 
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Figure 33. Croissance in planta de différents mutants du
gène hpaP. La souche sauvage GMI1000, le mutant hpaP,
ainsi que ce même mutant exprimant la version sauvage de
hpaP (hpaP::hpaP+) ou les versions de délétion des acides
aminés conservés du domaine T3S4 (hpaP::hpaPΔ149-153 et
hpaP::hpaPΔ156- 160) ont été inoculés par arrosage sur A.
thaliana à une densité cellulaire de 108 ufc/mL. Les populations
bactériennes in planta ont été déterminées 5 jours après
inoculation, après broyage des plantes infectées, étalement et
dénombrement des colonies sur boîtes de Pétri. Les résultats
représentent la moyenne des données obtenues sur trois lots
indépendants de trois plantes. Les barres d’erreur
correspondent à l’erreur standard de la moyenne des trois
valeurs. Les groupes statistiquement différents, obtenus à
l’aide d’un test ANOVA et d’un test de Tukey (p-value < 0,05),
sont indiqués par les lettres a et b. Trois répétitions biologiques
ont été réalisées et donnent des résultats similaires.



domaine T3S4 (acides aminés 149 à 153 et 156 à 160) ont été utilisés. Le mutant 

hrcV, dont le SST3 est déficient, a été inclus comme témoin d’une souche non 

pathogène. Les résultats indiquent que la souche sauvage est capable de se 

multiplier in planta à hauteur d’environ 8 log(UFC/gMF) (Figure 33). Conformément 

aux attentes, le mutant hrcV exhibe une croissance in planta beaucoup plus faible 

que celle atteinte par la souche sauvage, avec une différence d’environ 4 log 

comparé à cette dernière. De manière plus surprenante, les données révèlent que 

les mutants hpaP exprimant ou non une version sauvage de hpaP se multiplient de 

manière similaire à la souche sauvage. Les mutants hpaP exprimant les versions de 

délétion des deux régions conservées du domaine T3S4 se comportent quant à eux 

comme le mutant hpaP. Un test ANOVA suivi d’un test de Tukey ont permis de 

révéler une différence significative entre le comportement du mutant hrcV et celui de 

l’ensemble des autres souches, dont les croissances in planta ne sont pas 

significativement différentes. Ces résultats mettent en exergue la capacité du mutant 

hpaP à se multiplier in planta comme la souche sauvage, en dépit d’un pouvoir 

pathogène significativement plus faible. 

IV. La diminution de sécrétion/translocation de 
PopP1 chez le mutant hpaP n’impacte pas 
l’avirulence de R. solanacearum GMI1000 sur 
l’écotype résistant St40 du Pétunia 

Les résultats présentés dans l’article suggèrent que la sécrétion et la 

translocation de l’ET3 PopP1 sont diminuées chez le mutant hpaP, par rapport à la 

souche sauvage GMI1000. Or, PopP1 a été caractérisé comme un facteur 

d’avirulence sur l’écotype St40 du Pétunia : alors que la souche GMI1000 est 

avirulente sur cet écotype, un mutant popP1 se révèle virulent (Lavie et al., 2002). De 

même, la souche virulente Rd15 devient avirulente lorsqu’elle exprime PopP1. Nous 

avons dès lors testé si le niveau de sécrétion de PopP1 par le mutant hpaP était 

suffisant pour entraîner l’avirulence de la bactérie. La souche sauvage, le mutant 

hpaP et le mutant popP1 ont été inoculés sur l’écotype St40 du Pétunia. Des courbes 

de survie ont été réalisées en suivant régulièrement les symptômes. Quatre 
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GMI1000 popP1

GMI1000 <0,0001

hpaP 1 <0,0001

GMI1000 popP1

GMI1000 <0,0001

hpaP 0,3173 <0,0001

A

GMI1000 hpaP

GMI1000 popP1

GMI1000 <0,0001

hpaP 1 <0,0001

GMI1000 popP1

GMI1000 <0,0001

hpaP 1 <0,0001

Figure 34. Pouvoir pathogène du mutant hpaP sur l’écotype St40 du Pétunia,
résistant à R. solanacearum GMI1000. A) Courbes de survie de plantes de Pétunia
inoculées avec la souche sauvage GMI1000 (rouge) et les mutants popP1 (bleu) et hpaP
(vert). Chaque souche a été inoculée par arrosage sur au moins 16 plantes, à une densité
cellulaire de 108 ufc/mL. Les quatre répétitions biologiques sont représentées. Les p-
values issues des tests de Gehan-Breslow-Wilcoxon sont affichées sous chaque graphe.
Les cases oranges indiquent les p-values inférieures à 0,01. B) Photos des plantes prises
17 jours après inoculation.

B

popP1

GMI1000

hpaP

popP1

Légende



GMI1000 popP1 hpaP

hpaP/popP1 0,0101 <0,0001 0,0101

GMI1000

popP1

hpaP/popP1

hpaP

Légende

hpaP/popP1 0,0101 <0,0001 0,0101

Figure 35. Pouvoir pathogène du double mutant hpaP/popP1
sur l’écotype St40 du Pétunia, résistant à R. solanacearum
GMI1000. Courbes de survie de plantes de Pétunia inoculées
avec la souche sauvage GMI1000 (rouge), les mutants popP1
(bleu), hpaP (vert), et le double mutants hpaP/popP1 (rose).
Chaque souche a été inoculée par arrosage sur 18 à 32 plantes à
une densité cellulaire de 108 ufc/mL. Les p-values issues des tests
de Gehan-Breslow-Wilcoxon sont affichées sous le graphe. Les
cases oranges indiquent les p-values inférieures à 0,01.



hpaP

GMI1000 0,0435

hpaP

GMI1000 0,2708

hpaP

GMI1000 0,0002

hpaP

GMI1000 0,7918

hpaP

GMI1000 0,1098

Figure 36. Implication de HpaP dans le pouvoir pathogène de R. solanacearum sur
Aubergine . Courbes de survie de plantes d’Aubergine inoculées avec la souche sauvage
GMI1000 (rouge) et le mutant hpaP (vert). Chaque souche a été inoculée par arrosage sur 24
plantes à une densité cellulaire de 108 ufc/mL. Les cinq répétitions biologiques sont
représentées. Les p-values issues des tests de Gehan-Breslow-Wilcoxon sont affichées sous
chaque graphe. Les cases oranges indiquent les p-values inférieures à 0,01.

GMI1000

hpaP

Légende



répétitions biologiques ont abouti à des résultats similaires. La souche GMI1000 est 

incapable de provoquer des symptômes de maladie, contrairement au mutant popP1 

(Figure 34). Les données montrent également que le mutant hpaP est non virulent. 

Ces résultats suggèrent deux scénarios distincts : i) le niveau de translocation de 

PopP1 par le mutant hpaP est suffisant pour exercer sa fonction de facteur 

d’avirulence, ou ii) à la perte de l’effet avirulent de PopP1 chez le mutant hpaP 

s’ajoute un effet négatif sur la translocation d’autres ET3s collectivement requis pour 

le pouvoir pathogène. 

Afin de tester ces hypothèses, le pouvoir pathogène d’un double mutant hpaP-

popP1 sur l’écotype St40 du Pétunia a été comparé aux précédentes souches. Les 

résultats indiquent que la courbe de survie liée au double mutant hpaP-popP1 est 

significativement différente de celles de la souche sauvage (p-value = 0,010) et du 

mutant popP1 (p-value < 0,0001) (Figure 35). Le double mutant hpaP-popP1 semble 

donc virulent mais présente un pouvoir pathogène diminué par rapport au mutant 

popP1. Ceci suggère d’une part que la perte de virulence du mutant hpaP sur 

Pétunia est conférée par le facteur d’avirulence PopP1, et d’autre part que HpaP 

module probablement la translocation d’un ou plusieurs autres ET3s importants pour 

le pouvoir pathogène de R. solanacearum sur Pétunia en absence de PopP1. 

V. HpaP revêt une importance hôte-dépendante pour 
le pouvoir pathogène de R. solanacearum 

HpaP s’est révélé important pour le pouvoir pathogène de R. solanacearum sur 

plusieurs plantes hôtes (A. thaliana, Tomate et Pétunia en absence de PopP1), sans 

être nécessaire à la virulence de la bactérie. En revanche, HpaP est strictement 

requis pour la virulence sur M. truncatula (F. Vailleau, données non publiées). Le 

comportement du mutant hpaP a également été analysé vis-à-vis de l’Aubergine. Le 

mutant hpaP et la souche sauvage GMI1000 ont été inoculés sur Aubergine par 

arrosage et les symptômes ont été suivis au cours du temps lors de cinq répétitions 

biologiques. Quatre d’entre elles ont abouti à des résultats similaires : les courbes de 

survie associées à la souche GMI1000 et au mutant hpaP ne se sont pas révélées 

statistiquement différentes (p-value > 0,01) (Figure 36). A l’inverse, une différence 

significative a été identifiée pour une des cinq répétitions (p-value = 0,0002). 
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Figure 37. HpaP interagit spécifiquement avec HpaD . Les interactions entre
HpaP et les CT3s putatives HpaB, HpaD et FliT-like ont été testées par double-
hybride chez la levure dans les deux sens d’interaction. Les croissances des
levures sur les milieux sélectifs –LT (sans leucine ni tryptophane ; témoin de co-
transformation) et –LTH (-LT sans histidine ; témoin d’interaction) sont
représentés. Les résultats positifs sont encadrés en rouge. Les protéines de
fusion AD-TAg (antigène T) et BD-p53 sont utilisées comme témoins. AD :
domaine d’activation ; BD : domaine de liaison à l’ADN. Deux répétitions
biologiques ont été réalisées et donnent des résultats similaires.



Globalement, les résultats semblent plutôt indiquer que la mutation de hpaP 

n’impacte pas le pouvoir pathogène de la bactérie sur Aubergine. L’importance de 

HpaP pour la pathogénie de R. solanacearum apparait ainsi hôte-dépendante. 

VI. HpaP interagit physiquement avec la CT3 putative 
HpaD 

Précédemment, nous avons tenté d’identifier des interactions protéine-protéine 

entre HpaP et quatre ET3s dont les profils de sécrétion chez le mutant hpaP ont été 

suivis (PopP1, PopP2, GALA7, AvrA). Seule une interaction entre HapP et PopP1 a 

été démontrée. Afin d’avoir une vision plus complète des ET3s dont la sécrétion 

pourrait être contrôlée par HpaP, des tests d’interaction en double-hybride chez la 

levure ont été réalisés avec 38 ET3s supplémentaires (38 fusionnés  au domaine AD, 

dont 15 également fusionnés au domaine BD ; Tableau 4). Aucune nouvelle 

interaction n’a pu être mise en évidence (données non montrées). Notons cependant 

que l’unique interaction positive détectée en double-hybride chez la levure (i.e. entre 

HpaP et PopP1) n’est identifiable que lorsque la protéine HpaP est fusionnée au 

domaine AD, et pas au domaine BD. De plus, l’identification de l’interaction de la 

protéine HpaP avec elle-même a nécessité l’utilisation de la technique du GST pull-

down, aucune interaction n’étant visible en double-hybride chez la levure. Ces 

observations suggèrent que l’utilisation de HpaP fusionnée au domaine BD ne puisse 

peut-être pas permettre d’identifier de potentielles interactions en double-hybride 

chez la levure. 

L’ensemble des tests d’interaction protéine-protéine réalisés jusqu’à présent ont 

mis en exergue la capacité de la protéine de type T3S4 HpaP et des CT3s putatives 

HpaB et HpaD à interagir avec un ET3 commun : PopP1. Dès lors, il est possible que 

HpaP puisse être associée physiquement à des CT3s, en participant potentiellement 

au contrôle de la sécrétion d’ET3s ciblés de manière commune. Ainsi, les 

interactions entre HpaP et les trois CT3s putatives HpaB, HpaD et FliT-like ont été 

testées en double-hybride chez la levure, et ce dans les deux sens d’interaction. Les 

résultats indiquent une interaction spécifique entre HpaP et HpaD (Figure 37). Il faut 

de nouveau noter que cette interaction n’est détectée que lorsque HpaP est 

fusionnée au domaine AD, soutenant l’hypothèse précédemment avancée qu’une 
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protéine de fusion BD-HpaP ne permet probablement pas l’identification 

d’interactions protéine-protéine par double-hybride chez la levure. 
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Plasmides pour 
les tests 

d'interaction en 
double-hybride

Descriptions Références

pGBG vecteur d'expression dans la levure pGBKT7 Matchmaker
TM

possédant une 
cassette Gateway

TM
, permet l'expression d'une fusion N-terminale avec le 

domaine de liaison à l'ADN (BD) de GAL4, Km
R
, Cm

R

L. Deslandes (LIPM)

pGAD vecteur d'expression dans la levure pGADT7 Matchmaker
TM

possédant 
une cassette Gateway

TM
, ppermet l'expression d'une fusion N-terminale 

avec le domaine d'acivation (AD) de GAL4, Ap
R
, Cm

R

L. Deslandes (LIPM)

pDL1 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripAW, Km
R

cette étude

pDL2 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripAA, Km
R

cette étude

pDL3 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripG4, Km
R

cette étude

pDL4 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripG5, Km
R

cette étude

pLD1 vecteur dérivé de pGBG portant le gène popP1, Km
R

L. Deslandes (LIPM)

pLD2 vecteur dérivé de pGBG portant le gène popP2, Km
R

L. Deslandes (LIPM)

pGG19 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripAV, Km
R

G. Gacon-Labat (LIPM)

pGG20 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripAG, Km
R

G. Gacon-Labat (LIPM)

pGG21 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripAD, Km
R

G. Gacon-Labat (LIPM)

pGG22 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripAZ1, Km
R

G. Gacon-Labat (LIPM)

pGG23 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripAJ, Km
R

G. Gacon-Labat (LIPM)

pGG24 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripAF1, Km
R

G. Gacon-Labat (LIPM)

pGG25 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripO1, Km
R

G. Gacon-Labat (LIPM)

pGG26 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripAK, Km
R

G. Gacon-Labat (LIPM)
R

Tableau 5. Liste des plasmides et souches utilisés dans cette étude

pGG27 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripW, Km
R

G. Gacon-Labat (LIPM)

pAA101 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripG1, Km
R

A. Angot (LIPM)

pAA103 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripG3, Km
R

A. Angot (LIPM)

pAA96 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripG6, Km
R

A. Angot (LIPM)

pNP210 vecteur dérivé de pGBG portant le gène ripG7, Km
R

N. Peeters (LIPM)

pDL5 vecteur dérivé de pGBG portant le gène hpaP, Km
R

cette étude

pDL6 vecteur dérivé de pGBG portant le gène hpaB, Km
R

cette étude

pDL7 vecteur dérivé de pGBG portant le gène hpaD, Km
R

cette étude

pDL8 vecteur dérivé de pGBG portant le gène fliT-like, Km
R

cette étude

pDL9 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripI, Ap
R

cette étude

pDL10 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripU, Ap
R

cette étude

pDL11 vecteur dérivé de pGAD portant le gène RSp0216, Ap
R

cette étude

pDL12 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripAV, Ap
R

cette étude

pDL13 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripAG, Ap
R

cette étude

pDL14 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripAD, Ap
R

cette étude

pDL15 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripAZ1, Ap
R

cette étude

pDL16 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripAJ, Ap
R

cette étude

pDL17 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripAF1, Ap
R

cette étude

pDL18 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripO1, Ap
R

cette étude

pDL19 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripZ, Ap
R

cette étude

pDL20 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripAM, Ap
R

cette étude



I. Matériel 

I.1. Souches bactériennes et conditions de 
croissance 

Les souches bactériennes utilisées au cours de ces travaux sont listées dans 

l’article du chapitre II des résultats et dans le Tableau 5. Les souches d’E. coli et de 

R. solanacearum ont été cultivées respectivement à 37°C en milieu Luria-Bertani 

(Ausubel et al., 1989) et à 28°C en milieu riche BG ou en milieu minimum comme 

précédemment décrit (Poueymiro et al., 2009). Lorsque nécessaire, des antibiotiques 

ont été rajoutés aux concentrations finales suivantes (mg. L-1) : kanamycine 25, 

gentamycine 10, ampicilline 50 et chloramphenicol 25 pour E. coli ; kanamycine 50, 

spectinomycine 40, gentamycine 10 et trétracycline 10 pour R. solanacearum.  

I.2. Matériel végétal et conditions de culture 

Les plantes suivantes ont été utilisées dans ces travaux : l’écotype Col-0 

d’A. thaliana, la Tomate (Solanum lycopersicum cv. Super Marmande VR), 

l’Aubergine (Solanum melongena cv. MM738), la lignée A17 de M. truncatula, le 

Pétunia (Petunia hybrida écotype St-40) et le Tabac (Nicotiana tabacum cv. Bottom 

Special). 

Les graines d’A. thaliana sont stérilisées dans de l’eau de Javel à 12°Cl 

pendant 20 minutes puis rincées 5 fois dans de l’eau distillée stérile. Elles sont 

ensuite semées en boîtes de Pétri sur milieu Murashige-Skoog (4,41 g.L-1 ; pH 5,8) 

supplémenté avec du saccharose (30 g.L-1) et de la vitamine B5. Les boîtes sont 

ensuite placées en chambre de culture (20°C ; 16h lumière/8h obscurité). Les 

plantules d’une semaine sont finalement repiquées sur des blocs de tourbe (Jiffy) 

puis cultivées en chambre de culture (22°C ; 8h lumière/16h obscurité). 

Les graines de M. truncatula sont scarifiées chimiquement dans un bain d’acide 

sulfurique pur (H2SO4) pendant 5 minutes. Après 2 rinçages dans de l’eau distillée, 

les graines sont désinfectées par 5 mL d’eau de Javel à 12°Cl pendant 1 minute et 

30 secondes puis rincées 6 fois dans de l’eau distillée stérile. Les graines sont mises 
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pDL21 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripH2, Ap
R

cette étude

pDL22 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripAK, Ap
R

cette étude

pDL23 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripAN, Ap
R

cette étude

pDL24 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripAW, Ap
R

cette étude

pDL25 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripQ, Ap
R

cette étude

pDL26 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripV1, Ap
R

cette étude

pDL27 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripAY, Ap
R

cette étude

pDL28 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripH1, Ap
R

cette étude

pDL29 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripR, Ap
R

cette étude

pDL30 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripW, Ap
R

cette étude

pDL31 vecteur dérivé de pGAD portant le gène RSp0882, Ap
R

cette étude

pDL32 vecteur dérivé de pGAD portant le gène RSp0218, Ap
R

cette étude

pDL33 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripA2, Ap
R

cette étude

pDL34 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripA4, Ap
R

cette étude

pDL35 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripA3, Ap
R

cette étude

pDL36 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripA5, Ap
R

cette étude

pDL37 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripA1, Ap
R

cette étude

pDL38 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripTPS, Ap
R

cette étude

pDL39 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripAA, Ap
R

cette étude

pDL40 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripG4, Ap
R

cette étude

Tableau 5 (suite). Liste des plasmides et souches u tilisés dans cette étude

pDL40 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripG4, Ap cette étude

pDL41 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripG5, Ap
R

cette étude

pDL42 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripG6, Ap
R

cette étude

pDL43 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripG7, Ap
R

cette étude

pDL44 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripB, Ap
R

cette étude

pDL45 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripG1, Ap
R

cette étude

pDL46 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripG3, Ap
R

cette étude

pDL47 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripH3, Ap
R

cette étude

pDL48 vecteur dérivé de pGAD portant le gène ripTAL, Ap
R

cette étude

pLD3 vecteur dérivé de pGAD portant le gène popP1, Ap
R

L. Deslandes (LIPM)

pLD4 vecteur dérivé de pGAD portant le gène popP2, Ap
R

L. Deslandes (LIPM)

pDL49 vecteur dérivé de pGAD portant le gène hpaP, Ap
R

cette étude

pDL50 vecteur dérivé de pGAD portant le gène hpaB, Ap
R

cette étude

pDL51 vecteur dérivé de pGAD portant le gène hpaD, Ap
R

cette étude

pDL52 vecteur dérivé de pGAD portant le gène fliT-like, Ap
R

cette étude

Souches de 
R. solanacearum

Descriptions Références

GMI1658 mutant popP1::Ω, Sp
R

Lavie et al., 2002

GRS474 mutant hpaB::Ω, Sp
R

S. Genin (LIPM)

GRS266 mutant hpaD::Ω, Sp
R

S. Genin (LIPM)

GRS513 mutant fliT-like::Ω, Sp
R

S. Genin (LIPM)

GMI1415∆popP1 hpaP::Tn5B20, popP1::Ω, Km
R
, Sp

R
F. Vailleau (LIPM)



à imbiber 30 minutes dans le dernier bain d’eau puis sont étalées en boîtes de Pétri 

sur du Bacto-Agar (Difco, 7g.L-1) et incubées à 4°C pendant 48 h. Les graines sont 

ensuite transférées à 20°C pendant 16h puis les plantules germées sont repiquées 

sur boîtes de Pétri carrées (12 x 12 cm) contenant du milieu Fahräeus incliné (Barker 

et al., 2007). Une interface de papier de germination CYG (Mega International) 

(Vailleau et al., 2007) empêche les racines de pénétrer dans le milieu gélifié. Les 

boîtes sont placées verticalement en chambre de culture (25°C ; 16h lumière/8h 

obscurité). 

Les graines de Tomate, Aubergine, Pétunia et Tabac sont semées sur terreau 

et cultivées sous serre (20-22°C ; 16h lumière/8h obscurité). 

II. Méthodes 

II.1. Test de sécrétion de protéines in vitro 

Les souches de R. solanacearum portant le plasmide pAM5 (Guénéron et al., 

2000), qui permet un plus fort niveau de transcriptions des gènes du SST3 régulés 

par HrpB, sont cultivées en milieu BG liquide pendant une nuit à 28°C. Les cultures 

sont ensuite centrifugées à 4000 rpm pendant 5 min et les culots sont resuspendus à 

une DO égale à 0,2 dans 50 mL de milieu minimum additionné de glutamate 10 mM, 

de saccharose 10 mM et de Rouge Congo à une concentration finale de 1000 µg.mL-

1. Les bactéries sont cultivées à 28°C et, au temps voulu, environ 50 mL de culture 

sont prélevés, en ajustant le volume pour avoir les mêmes quantités de bactéries 

pour toutes les souches. Après centrifugation à 5000 rpm pendant 10 min à 

température ambiante, les surnageants et les culots sont séparés. Les surnageants 

sont filtrés (0,22 µm) et aliquotés par 1 mL dans des tubes de 2 mL. Un microlitre de 

TCA 25 % froid est ajouté et le tout est incubé pendant la nuit dans la glace à 4°C. 

Les culots sont eux resuspendus dans 2 mL d’eau milliQ et aliquotés par 150 µL 

dans des tubes de 1,5 mL. Cinquantes microlitres de Laemmli 4X sont ajoutés et le 

tout est incubé pendant 5 min à 85°C avant d’être conservé à -20°C. Les aliquots de 

surnageants sont ensuite centrifugés 15 min à 13000 rpm à 4°C puis les culots sont 

lavés 2 fois avec 1 mL d’acétone 90% froid. Les culots sont mis à sécher 10 min à 

température ambiante et conservés à -20°C. Les culots sont finalement resuspendus 
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dans 36 µL de Laemmli 1X et 4 µL de Tris 2M pH 7,5. Les quantités de protéines 

présentes dans les surnageants et les culots des cultures initiales en milieu minimum 

sont analysées par Western-Blot. 

II.2. Test de pouvoir pathogène et analyses 
statistiques 

Les tests de pouvoir pathogène ont tous été réalisés via une inoculation par 

arrosage avec une suspension bactérienne de 108 bactéries/mL. Pour A. thaliana, 16 

plantes ont été inoculées comme décrit par Deslandes et al. (1998) mais sans couper 

les racines. Pour la Tomate, l’Aubergine et le Pétunia, respectivement 24, 12 et 16 

plantes ont été inoculées comme décrit par Gonzalez et al. (2011). Les tests sur M. 

truncatula ont été effectués in vitro selon Vailleau et al. (2007). Pour l’ensemble des 

plantes, les symptômes ont été suivis régulièrement et notés selon l’échelle 

macroscopique suivante : 0 pour une absence de symptômes ; 1, 2 et 3 pour 

respectivement 25 %, 50 % et 75 % de feuilles flétries ; et 4 pour un flétrissement 

total de la plante. Les données ont ensuite été transformées pour obtenir une 

notation binaire : 0 pour une note inférieure ou égale à 2, et 1 pour une note 

supérieure à 2. Le développement des symptômes de maladie est représenté par 

des courbes de survie selon l’analyse de Kaplan-Meier. Les cinétiques de 

flétrissement des souches ont été comparées deux à deux à l’aide du test non-

paramétrique  de Gehan-Breslow-Wilcoxon. Une p-value inférieure à 0,01 a été 

considérée comme significative. Les analyses statistiques ont été réalisées avec le 

logiciel Prism version 5.0 (GraphPad Software). 

II.3. Quantification des bactéries in planta 

Les parties aériennes de trois lots de 3 plantes d’A. thaliana par souche 

inoculée ont été coupées à leur base, lavées 1 min dans de l’éthanol 70 % puis 3 fois 

1 min dans de l’eau stérile. Après avoir été séché et pesé, le matériel végétal a été 

broyé dans un mortier contenant un peu de sable de Fontainebleau. Huit millilitres 

d’eau stérile ont été ajoutés et, après homogénéisation, 1 mL a été prélevé. 

Plusieurs dilutions ont été effectuées et étalées sur boîtes de Pétri sur milieu solide à 

l’aide d’un étaleur automatique Spiral (Interscience) avant incubation deux jours à 
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28°C. Le nombre de colonies a été déterminé et rapporté à la masse de matière 

fraîche végétale selon le protocole fourni (Interscience). Un test statistique ANOVA et 

un test de Tukey ont été effectués pour comparer les tailles des populations 

bactériennes moyennes. 

II.4. Tests d’élicitation de la HR sur Tabac 

Les tests d’élicitation de la HR ont été réalisés sur des plants de Tabac âgés de 

4 semaines. Chaque souche bactérienne a été inoculée par infiltration foliaire à l’aide 

d’une seringue sans aiguille, à une densité cellulaire de 108 bactéries/mL. Les 

Tabacs inoculés ont été incubés en chambre de culture (28°C ; 12h lumière/12h 

obscurité) et le développement des symptômes de HR a été suivi 24h et 48h après 

infiltration. 

II.5. GST pull-down 

Les souches bactériennes portant les plasmides d’intérêt sont cultivées dans 

200 mL de milieu LB jusqu’à une absorbance à 600 nm égale à 0,6. L’expression de 

la GST ou des protéines de fusion GST et 6His est induite par l’ajout de 0,1 mM 

d’IPTG. Après 4h de culture à 28°C, les cultures sont divisées en volumes de 50 mL 

et sont centrifugées à 5000 rpm pendant 10 min à température ambiante. Une 

électrophorèse SDS-PAGE avec coloration au bleu de Coomassie est réalisée avec 

des aliquots de culture prélevés avant centrifugation afin de vérifier le niveau de 

production et la solubilité des protéines recombinantes. Les culots sont conservés à -

20°C jusqu’à utilisation. Chaque culot est ensuite resuspendu dans 1 mL de tampon 

PBS (140 mM NaCl ; 2,7 mM KCl ; 10 mM Na2HPO4 ; 1,8 mM KH2PO4 ; pH 7,4) puis 

lysé par sonication 10 fois pendant 15 sec à 4°C, à intervalles d’une minute (Analog 

Sonifier Cell Disruptor, Branson). La solution obtenue est centrifugée à 16000 g 

pendant 20 min à 4°C et le surnageant est filtré (0,22 µm). Environ 400 µL de 

surnageant contenant la protéine GST ou la protéine de fusion GST sont incubés 

avec 50 µL de résine de Gluthatione-Sépharose (Amersham, Biosciences) sous 

agitation douce pendant 1 h à température ambiante. La résine est ensuite lavée 3 

fois avec 800 µL de PBS additionné de Triton X-100 0,1 %. Pour chaque lavage, une 

centrifugation est réalisée à 1000 g pendant 5 min à 4°C. La résine lavée est incubée 
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avec 400 µL de surnageant contenant la protéine de fusion 6His sous agitation 

douce pendant 1 h à température ambiante. La résine est lavée 4 fois comme 

précédemment. Cent microlitres de tampon d’élution (10 mM GSH ; 50 mM Tris-

HCl pH 8) préparé extemporanément sont ajoutés à la résine lavée. Le tout est 

incubé sous agitation à 700 rpm pendant 15 min à température ambiante avant que 

les protéines éluées soient récupérées par centrifugation à 1000 g pendant 5 min. 

Cette dernière étape d’élution est répétée 2 fois. 

II.6. Western-Blot 

Les Western-Blot sont réalisés selon les protocoles classiques (Ausubel et al., 

1989). Les protéines sont séparées sur gel SDS-PAGE à 10 % d’acrylamide puis 

transférées sur des membranes de nitrocellulose. Les anticorps sont utilisés aux 

dilutions suivantes : α-GALA7 à 1/10000, α-AvrA à 1/3000, α-PopP1 à 1/20000, α-

PopP2 à 1/10000, α-PopA à 1/15000, α-HrpY à 1/15000, α-GST à 1/40000, α-6His à 

1/10000, α-HA (Roche Applied Science) à 1/5000 et α-lapin conjugué à la 

peroxydase de raifort « HRP » (Santa-Cruz) à 1/50000. 

II.7. Double-hybride chez la levure 

Les tests d’interaction en double-hybride chez la levure sont réalisés en 

fusionnant les protéines d’intérêt aux domaines de liaison à l’ADN (BD pour Binding 

Domain) et d’activation (AD pour Activation Domain) de la protéine Gal4, par clonage 

dans les plasmides pGBG et pGAD, dérivés compatibles avec la technologie 

Gateway des plasmides pGBKT7 et pGADT7 du kit Matchmaker3 (DB Bioscience). 

La souche de Saccharomyces cerevisiae AH109 (BD Bioscence) est co-transformée 

par les vecteurs pGBG et pGAD contenant les protéines d’intérêt. Les double 

transformants sont ensuite repiqués par des dépôts de dilution sériée d’un facteur 10 

sur un milieu sélectif témoin de la double transformation (sans leucine ni 

tryptophane) et sur un milieu plus sélectif témoin de l’interaction entre les deux 

protéines de fusion (milieu sans leucine ni tryptophane ni histidine). Lorsque 

nécessaire, une concentration déterminée de 3-Amino-1,2,4-triazole (3-AT) est 

ajoutée au milieu témoin de l’interaction pour supprimer l’autoactivation par une 
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protéine de fusion seule. Chaque test d’interaction est effectué sur 4 colonies 

indépendantes issues de la double transformation.  

II.8. Bioinformatique 

Les alignements de séquences ont été réalisés grâce au programme MAFFT 

(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server). Les pourcentages d’identité ou de similarité 

entre protéines ont été ensuite calculés à l’aide du programme SIAS 

(http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html). 
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I. Caractérisation des CT3s putatives HpaB, HpaD 
et FliT-like 

Lors du premier volet de ces travaux, nous nous sommes attachés à étudier le 

rôle des CT3s putatives HpaB, HpaD et FliT-like. Alors que ces trois protéines 

partagent une des caractéristiques typiques des CT3s (Thomas et al., 2012), à savoir 

un poids moléculaire inférieur à 20 kDa, seules HpaB et HpaD présentent un 

caractère acide, qui se traduit par un point isoélectrique compris entre 4 et 5. La 

protéine FliT-like fait en effet figure d’exception avec un point isoélectrique égal à 9,2 

donc nettement plus élevé. Un élément important et partagé par ces trois protéines 

est leur régulation transcriptionnelle dépendante de la protéine HrpB (Cunnac et al., 

2004b ; Occhialini et al., 2005), facteur de régulation clé du SST3, suggérant des 

fonctions liées au SST3. Enfin, ces dernières n’ayant pas été détectées chez la 

souche RS1000 de R. solanacearum comme étant transloquées dans le cytoplasme 

des cellules végétales via le SST3 (Mukaihara et al., 2010), un rôle d’ET3 semble 

être exclu. Parmi les nombreuses CT3s identifiées à ce jour chez les différentes 

bactéries pathogènes de plantes ou d’animaux, seule la protéine Spa15 chez 

Shigella spp. semble transiter à travers le SST3 (Faherty & Maurelli, 2009). La 

localisation des CT3s apparaît ainsi très majoritairement restreinte à la cellule 

bactérienne, à l’instar des protéines HpaB, HpaD et FliT-like. 

I.1. HpaB, une CT3 de première importance 

Afin de tester l’hypothèse d’un rôle de CT3s pour HpaB et HpaD, nous avons 

dans un premier temps cherché à identifier des interactions protéine-protéine avec 

des ET3s, en double-hybride chez la levure. Les résultats révèlent que HpaB est 

capable d’interagir avec au moins dix ET3s. Ces ET3s ne présentent pas de relations 

apparentes, certains d’entre eux appartenant à différentes familles d’ET3s, telles que 

les familles GALA et YopJ. La capacité de HpaB à interagir avec de nombreux ET3s 

suggère que cette protéine appartienne à la classe IB des CT3s. Cette hypothèse est 

soutenue par le fait que le gène hpaB est localisé au sein du cluster hrp, les gènes 

codant pour les CT3s de classe IB étant classiquement situés au niveau des îlots de 

pathogénie codant pour les constituants des SST3s. Cependant, la dichotomie 
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classiquement admise entre CT3s de classe IA et IB, en particulier basée sur le 

nombre d’ET3s dépendants de la chaperonne, n’est en réalité pas aussi claire. En 

effet, il existe plusieurs cas de protéines qui présentent les caractéristiques 

emblématiques des CT3s de classe IA mais pour lesquelles des interactions ont été 

révélées avec plusieurs ET3s. Ainsi, le gène codant pour la protéine CesT chez 

E. coli jouxte celui codant pour l’ET3 Tir, dont la sécrétion est dépendante de CesT, 

ce qui a aboutit en premier lieu à catégoriser CesT comme CT3 de classe IA. Or il a 

été démontré que CesT interagit non seulement avec Tir, mais également avec une 

dizaine d’autres ET3s répartis dans le génome bactérien (Abe et al., 1999 ; Elliott et 

al., 1999 ; Thomas et al., 2005).  

Nous avons pu mettre en évidence que la protéine HpaB est requise pour 

éliciter les symptômes de la HR sur Tabac, suggérant que les ET3s AvrA et PopP1, 

collectivement responsables de la mise en place de la HR suite à leur 

reconnaissance in planta, ne sont plus transloqués par un mutant hpaB. D’autre part, 

l’inoculation de ce mutant sur différentes plantes hôtes a révélé que la protéine HpaB 

est strictement nécessaire à la virulence de R. solanacearum sur l’ensemble des 

plantes hôtes testées, à savoir A. thaliana, M. truncatula, l’Aubergine et la Tomate. 

HpaB joue donc un rôle capital pour le pouvoir pathogène de la bactérie. Pour 

exercer un tel rôle sur la virulence de la bactérie, une première hypothèse peut être 

émise suggérant que HpaB contrôle la sécrétion d’un très grand nombre d’ET3s. 

Dans ce cas, quelle que soit l’espèce hôte, il est envisageable qu’un nombre 

suffisamment important d’ET3s nécessaires à l’établissement de la maladie ne soient 

plus transloqués. Sur M. truncatula, l’absence de sécrétion du seul ET3 GALA7 

pourrait suffire à expliquer la perte de virulence du mutant hpaB, GALA7 étant 

strictement requis pour la virulence de R. solanacearum sur cette plante hôte (Angot 

et al., 2006). Une deuxième hypothèse pourrait faire intervenir HpaB dans la mise en 

place du SST3 lui-même, ou a minima du pilus ou du translocon, ne permettant ainsi 

pas la translocation des ET3s dans la cellule eucaryote. Les études menées sur la 

souche RS1000 de R. solanacearum jouent en faveur de la première hypothèse. En 

effet, Mukaihara et al. (2010) ont démontré que HpaB est requis pour l’export via le 

SST3 de 66 ET3s mais pas pour l’export des harpines et des protéines du 

translocon. D’autre part, toujours chez la souche RS1000, l’observation en 

microscopie électronique de pili Hrp extracellulaires similaires à ceux produits par la 
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souche sauvage suggère que HpaB ne soit pas impliqué dans l’assemblage du SST3 

(Mukaihara et al., 2004). D’autres travaux, réalisés sur l’homologue de HpaB chez la 

bactérie phytopathogène X. campestris pv. vesicatoria, que l’on nommera HpaBXcv, 

concordent avec les données obtenues chez R. solanacearum. En effet, la sécrétion 

des protéines du pilus et du translocon n’est pas affectée chez un mutant hpaBXcv 

(Büttner et al, 2006 ; Lorenz et al., 2008), permettant notamment la translocation d’au 

moins quelques ET3s, dont AvrBs3 et XopC (Büttner et al, 2006). 

Bien que certains ET3s paraissent toujours transloqués par un mutant hpaBXcv, 

les ET3s sont globalement peu ou pas sécrétés in vitro. Il est probable que la 

translocation de nombreux ET3s soit par conséquent affectée, sachant que ce 

mutant n’est pas capable d’induire l’apparition des symptômes de maladie sur plante 

hôte (Büttner et al., 2004). Ce phénotype est également retrouvé pour un mutant de 

l’homologue de HpaBXcv chez X. oryzae,  qui exhibe une translocation affectée pour 

15 des 16 ET3s identifiés (Cho et al., 2008 ; Furutani et al., 2009). Dans l’ensemble, 

les données concernant HpaB chez Xanthomonas spp. concordent avec les résultats 

obtenus chez R. solanacearum. HpaB paraît jouer un rôle primordial dans le pouvoir 

pathogène de ces bactéries, en promouvant la sécrétion/translocation d’un large 

répertoire d’ET3s. Une différence réside dans le fait que nous n’ayons pas révélé 

d’interaction entre monomères de HpaB, contrairement à ce qui a été démontré pour 

HpaBXcv ainsi que pour l’ensemble des CT3s de classe IB chez les différentes 

bactéries pathogènes de plantes ou d’animaux (pour revue, voir Büttner, 2012). Il est 

cependant possible que l’interaction ne puisse simplement pas avoir lieu dans le 

cadre du système hétérologue qu’est le double-hybride chez la levure. 

Chez X. campestris pv. vesicatoria, un modèle a été proposé pour la fonction 

de la CT3 HpaBXcv, intégrant d’autres protagonistes impliqués dans le contrôle de la 

sécrétion par le SST3 (voir aussi la mini-revue sur les CT3s en introduction). Dans un 

premier temps, il semblerait que la protéine HpaA interagisse avec HpaB, permettant 

la sécrétion des substrats précoces (protéines du pilus et du translocon). En absence 

de HpaA, HpaB inhibe la sécrétion de ces substrats précoces, probablement en 

obstruant leur accès à la base du SST3. Dans un second temps, une fois le pilus et 

le translocon assemblés, HpaA serait relargué à l’extérieur de la cellule bactérienne 

en transitant via le SST3. La CT3 HpaB serait dès lors libre d’interagir avec les ET3s 

et de promouvoir leur sécrétion/translocation. Compte tenu de la forte homologie 
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entre HpaBXcv et HpaB chez R. solanacearum (49,7 % d’identité), et de la cohérence 

des résultats obtenus pour les deux espèces bactériennes, il est tout à fait 

envisageable que HpaB joue un rôle similaire chez R. solanacearum. Cependant, 

aucun homologue de HpaA n’a été identifié chez cette bactérie.  

I.2. HpaD et FliT-like, de potentielles CT3s 
spécifiques à R. solanacearum  

Les protéines HpaD et FliT-like présentent la capacité à interagir avec elles-

mêmes, ce qui est une propriété largement partagée par les CT3s des différentes 

classes. Comme pour HpaB, des interactions avec des ET3s ont également été 

mises en évidence avec la CT3 putative HpaD. Cette protéine parait ainsi pouvoir 

interagir physiquement avec au moins neuf ET3s. A l’instar de HpaB, HpaD interagit 

avec des ET3s sans relations apparentes, dont certains sont membres des familles 

d’ET3s GALA et YopJ. Ces interactions suggèrent un rôle de CT3 de classe IB pour 

HpaD, en accord avec la localisation du gène hpaD au niveau du cluster de gènes 

hrp codant pour le SST3. De manière intéressante, sept ET3s interagissent à la fois 

avec HpaD et HpaB (Figure 38), laissant supposer que ces deux protéines puissent 

agir de concert pour contrôler la sécrétion d’un même groupe d’ET3s. Cependant, si 

tel est effectivement le cas, il semble que cela n’implique pas d’interaction directe 

entre HpaD et HpaB, comme le révèlent les tests en double-hybride chez la levure. 

La littérature fait état d’autres cas de substrats communs à deux CT3s, bien que 

ceux-ci soient exceptionnels. Ces exemples comprennent l’interaction des deux 

CT3s SseA et SsaE avec la protéine du translocon SseB chez Salmonella spp. 

(Zurawsky & Stein, 2004 ; Miki et al., 2009) et l’interaction des deux CT3s CesD et 

CesD2 avec la protéine du translocon EspD chez E. coli (Wainwright & Kaper, 1998 ; 

Neves et al., 2003). HpaB et HpaD représenteraient donc le premier cas de CT3s 

interagissant avec des ET3s communs. Il reste cependant à démontrer que ces deux 

protéines sont effectivement nécessaires à la sécrétion des ET3s en question. 

L’aptitude de FliT-like à interagir avec des ET3s n’a pas été testée. En 

revanche, il apparait que FliT-like et HpaB puissent interagir entre elles. Les CT3s 

exercent majoritairement leurs fonctions sous forme d’homodimères, mais certains 

exemples de CT3s associées en hétérodimères ont déjà été rapportés. Ainsi, chez 
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Yersinia spp., les CT3s YscE et YscG, associées en hétérodimères, interagissent 

avec la sous-unité YscF de l’aiguille et promeuvent sa sécrétion (Allaoui et al., 1995 ; 

Sun et al., 2008). Un rôle identique a été identifié pour les homologues de ces CT3s 

chez E. coli et P. aeruginosa (Quinaud et al., 2005 ; Sal-Man et al., 2013). Deux 

autre cas de CT3s fonctionnant sous forme hétérodimérique ont également été 

caractérisés chez Yersinia spp. (SycD-YscY et SycN-YscB) (Bröms et al., 2005 ; 

Schubot et al., 2005). La capacité de HpaD à interagir de manière homomérique peut 

sembler contradictoire avec un potentiel rôle sous forme d’hétérodimères avec FliT-

like, il a cependant été montré que les CT3s fonctionnant sous forme 

d’hétérodimères peuvent s’associer en homodimères en absence de l’autre 

partenaire (Imada et al., 2010). 

L’inoculation des mutants hpaD et FliT-like sur différentes plantes hôtes a 

révélé que ces deux protéines peuvent jouer un rôle dans le pouvoir pathogène, bien 

que moindre comparé à celui de la protéine HpaB. Les résultats suggèrent que HpaD 

et FliT-like sont impliqués dans la pathogénie de R. solanacearum sur A. thaliana. 

D’une manière moins certaine, HpaD pourrait l’être également sur M. truncatula. Il 

s’avère donc que l’importance de HpaD et FliT-like est dépendante de l’espèce hôte. 

Il est possible que ce comportement reflète l’importance, elle aussi hôte-spécifique, 

des ET3s potentiellement contrôlés par HpaD et FliT-like, en accord avec un 

hypothétique rôle de ces protéines en tant que CT3s. Ces résultats suggèrent par 

ailleurs que FliT-like, malgré son interaction avec HpaB, n’est pas aussi important 

pour le contrôle de la sécrétion des ET3s que ne l’est HpaB. Cette observation est 

confirmée par le fait que FliT-like élicite des symptômes de HR sur Tabac de manière 

comparable à la souche sauvage, indiquant que FliT-like, contrairement à HpaB, 

n’est pas requis pour la translocation in planta des ET3s AvrA et PopP1. La protéine 

HpaD n’apparait pas non plus nécessaire à la translocation de ces ET3s. Afin de 

valider l’ensemble de ces données, il sera nécessaire de tester la complémentation 

phénotypique de ces différentes mutations via l’intégration dans les mutants des 

versions sauvages correspondantes.   
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II. Caractérisation de la protéine de type T3S4 HpaP 

Le deuxième volet des travaux a été consacré à la caractérisation fonctionnelle 

de la protéine HpaP, membre putatif de la famille des protéines de type T3S4. La 

majeure partie des résultats obtenus ont fait l’objet d’une publication et sont discutés 

dans le cadre de celle-ci. La discussion qui suit est ainsi essentiellement centrée sur 

les résultats complémentaires à l’article. 

II.1. Rôle de HpaP dans le contrôle de la sécrétion 
de type III 

Les résultats publiés dans l’article mettent en évidence un rôle de la protéine 

HpaP dans le contrôle du processus de sécrétion de type III. La protéine HpaP 

semble impliquée dans le contrôle de l’export de substrats précoces, telle la sous-

unité HrpY du pilus, comme dans celui des substrats tardifs que sont les ET3s. De 

plus, HpaP parait exercer un effet positif ou négatif sur la sécrétion des ET3s, selon 

la protéine considérée. Nos résultats révèlent également que HpaP n’est 

probablement pas impliqué dans la sécrétion de la protéine PopA, caractérisée 

comme une probable harpine (Arlat et al., 1994 ; Racapé et al., 2005). En revanche, 

HpaP semble exercer un effet inhibiteur sur l’accumulation de PopA dans la bactérie, 

suggérant une régulation de la synthèse ou de la stabilité de PopA par HpaP. Un 

effet de modulation du niveau d’accumulation de substrats du SST3 dans le 

cytoplasme bactérien n’a jamais été décrit pour la protéine T3S4 HpaC chez 

X. campestris pv. vesicatoria (Büttner et al., 2006 ; Lorenz & Büttner, 2011). Il est 

intéressant de noter que HpaP semble exercer ce rôle également vis-à-vis de la 

sous-unité HrpY du pilus, mais pas vis-à-vis des différents ET3s testés. Il est ainsi 

tentant d’émettre l’hypothèse que la protéine HpaP puisse être impliquée dans un 

processus de régulation négative de substrats du SST3 autres que les ET3s. Si tel 

est le cas, la nature d’une telle régulation reste une question ouverte. Cependant, il 

existe plusieurs exemples de protéines impliquées dans le contrôle de la sécrétion de 

type III, comme des CT3s, jouant également un rôle de régulateurs transcriptionnels 

de certains substrats du SST3. Ainsi, chez S. flexneri, la CT3 Spa15, outre le fait de 

promouvoir la sécrétion d’ET3s, agit comme un co-anti-activateur participant à 

l’inhibition de l’expression de gènes codant pour des ET3s (Parsot et al., 2005). 
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Malgré l’hypothèse d’un contrôle de HpaP sur la sécrétion de nombreux ET3s 

pour expliquer son importance pour le pouvoir pathogène, aucune interaction avec 

d’autres ET3s que PopP1 n’a pu être mise en évidence. Il ne peut pas être écarté 

que la quinzaine d’ET3s testés n’interagisse réellement pas avec HpaP. L’interaction 

de HpaP avec de nombreux ET3s resterait néanmoins tout à fait possible, au vu des 

74 ET3s que renferme la souche GMI1000 (Poueymiro & Genin, 2009). Il est 

cependant également envisageable que la fonction de HpaP dans le contrôle de la 

sécrétion d’ET3s n’implique pas d’interactions directes avec ces ET3s, ou qu’un 

autre partenaire protéique soit nécessaire à ces interactions. Dans ce cas, le fait 

qu’une interaction ait été observée entre HpaP et PopP1 pourrait être le reflet d’une 

fonction particulière de cet ET3. Des protéines transloquées et donc caractérisées 

comme ET3s ont déjà été identifiées comme jouant également un rôle particulier 

dans le contrôle de la sécrétion de type III : chez X. campestris pv. vesicatoria, HpaA 

est une protéine transloquée et nécessaire à la translocation de nombreux substrats 

du SST3 (Huguet et al., 1998 ; Lorenz et al., 2008) ; chez P. syringae et 

E. amylovora, la protéine HrpJ est un facteur de pathogénicité transloqué qui est 

impliqué dans la hiérarchie de sécrétion (Fu et al., 2006 ; Nissinen et al., 2007 ; 

Crabill et al., 2012).  

Outre une interaction HpaP-PopP1, nous avons mis en exergue une interaction 

entre HapP et la CT3 putative HpaD. Ce résultat suggère l’existence de complexes 

protéiques HpaP-CT3s, qui pourraient intervenir dans le contrôle de la sécrétion des 

ET3s. Cette hypothèse coïncide notamment avec le fait que PopP1 interagisse avec 

HpaP et HpaD. En revanche, les nombreux autres ET3s interagissant avec HpaD ne 

semblent pas interagir avec HpaP. Une telle interaction entre protéine à domaine 

T3S4 et CT3 a précédemment été identifiée chez X. campestris pv. vesicatoria, entre 

HpaC et HpaBXcv (Büttner et al., 2006). La sécrétion d’un certain groupe d’ET3s 

semble par ailleurs contrôlée à la fois par HpaC et HpaBXcv. Nos travaux n’ont pas 

révélé d’interaction entre les homologues respectifs HpaP et HpaB chez 

R. solanacearum, mais cette différence pourrait résider dans l’utilisation de deux 

techniques de test d’interaction différentes. 
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II.2. HpaP est un facteur de spécificité d’hôte 

Le mutant hpaP exhibe des comportements différents en fonction des plantes 

hôtes : une perte de virulence sur M. truncatula, une diminution du pouvoir 

pathogène sur A. thaliana et la Tomate, et enfin un pouvoir pathogène identique à la 

souche sauvage sur l’Aubergine. En accord avec la modulation de la sécrétion des 

ET3s AvrA et PopP1 que nous avons révélée, l’importance hôte-dépendante de 

HpaP pour le pouvoir pathogène soutient un rôle de cette protéine dans le contrôle 

de la sécrétion d’ET3s, l’importance de chacun des ET3s étant variable en fonction 

de l’espèce hôte. A ce jour, aucun autre phénotype hôte-dépendant n’a été décrit 

pour des mutants de protéines T3S4. Ceci peut s’expliquer en partie par l’utilisation 

récurrente d’une seule espèce hôte pour les tests de virulence avec les autres 

bactéries étudiées, dont les spectres d’hôtes sont généralement beaucoup plus 

réduits que dans le cas de R. solanacearum. 

L’impact de la mutation de hpaP sur les étapes du processus infectieux sur 

M. truncatula a été analysé par microscopie à l’aide de souches exprimant le gène 

rapporteur codant pour la protéine GUS (β-glucuronidase ; M. Prévot, données non 

publiées). Les résultats suggèrent que le mutant hpaP soit capable de pénétrer au 

sein des tissus racinaires, bien que sa progression paraisse limitée aux cellules de 

l’épiderme. Ce qui a été confirmé par la quantification des bactéries in planta, 

révélant que le mutant hpaP se multiplie faiblement comparé à la souche sauvage, et 

de manière similaire à un mutant dont le SST3 est déficient. Si l’on considère que le 

caractère non virulent du mutant hpaP sur M. truncatula est lié à une perturbation de 

la sécrétion d’ET3s, cette perte de virulence peut s’expliquer de manière simple par 

deux hypothèses : i) la mutation de hpaP perturbe la sécrétion d’un ou plusieurs 

ET3s agissant normalement comme facteur(s) de virulence, ou ii) la perturbation de 

la sécrétion d’ET3s par la mutation de hpaP aboutit à la reconnaissance par la plante 

d’un ou plusieurs ET3s agissant dès lors comme facteur(s) d’avirulence. Afin de 

tester ces deux hypothèses, des expériences de co-inoculation ont été réalisées, 

consistant à inoculer simultanément la souche sauvage et le mutant hpaP sur 

M. truncatula. Les résultats ont mis en exergue un développement des symptômes 

de maladie très faible suite à une telle co-inoculation, comparé à l’inoculation de la 

souche sauvage seule (F. Vailleau, données non publiées). Cet effet dominant 
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négatif du mutant hpaP sur la souche sauvage soutient la deuxième hypothèse, 

c’est-à-dire qu’un ou plusieurs facteur(s) d’avirulence serai(en)t sécrété(s) par le 

mutant hpaP et éliciterai(en)t les réponses de défense de la plante. Notons que cette 

seconde hypothèse n’implique pas de rejeter la première, les deux effets « absence 

de facteur(s) de virulence » et « présence de facteur(s) d’avirulence » pouvant 

parfaitement être couplés. 

Afin de tenter d’identifier le facteur d’avirulence en question, et dans l’hypothèse 

où il est unique, des tests de pouvoir pathogène sur M. truncatula ont été effectués 

en inoculant des double mutants hpaP/ET3, l’objectif étant de retrouver un pouvoir 

pathogène similaire à celui de la souche sauvage. Ces tests ont été poursuivis avec 

ma participation ces dernières années et la caractérisation d’une protéine inconnue, 

qui s’est révélée être un bon candidat, a été entamée. 

II.3. HpaP est un élément important dans les étapes 
tardives de l’infection 

Le mutant hpaP n’est pas affecté dans sa capacité à se multiplier dans 

A. thaliana, alors qu’il est fortement affecté dans son pouvoir pathogène sur cette 

plante hôte. L’aptitude de ce mutant à coloniser la plante parait donc différente sur 

A. thaliana et sur  M. truncatula, mais ceci peut s’expliquer aisément par la perte de 

virulence complète que présente le mutant hpaP sur M. truncatula. De manière 

surprenante, il semble donc que HpaP soit nécessaire, en tout cas sur A. thaliana, à 

l’établissement des symptômes de maladie, mais pas à la pénétration dans les 

racines ni à la colonisation massive du xylème. A l’inverse, chez X. campestris pv. 

vesicatoria, un mutant hpaC se multiplie moins que la souche sauvage dans des 

feuilles de Poivron (Lorenz & Büttner, 2011). Une première hypothèse pour expliquer 

ce comportement du mutant hpaP pourrait proposer que l’absence de la protéine 

HpaP elle-même, et non les conséquences de son absence sur le SST3 et les ET3s, 

serait directement responsable de la diminution des symptômes. Le fait que HpaP ne 

semble ni sécrété ni transloqué tend cependant à rejeter cette hypothèse. Une 

deuxième hypothèse pourrait envisager un rôle du SST3 et des ET3s, dont la 

sécrétion est modulée par HpaP, dans l’apparition des symptômes. La fonction de 

certains ET3s serait donc directement liée aux symptômes, ce qui a été suggéré pour 
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les ET3s de la famille GALA chez R. solanacearum. En effet, un septuple mutant 

gala1-7 est fortement affecté dans son pouvoir pathogène sur A. thaliana mais se 

multiplie in planta comme la souche sauvage (Angot et al., 2006). De même, une 

observation similaire a été rapportée pour deux mutants d’ET3 chez P. syringae 

(Badel et al., 2003 ; Lopez-Solanilla et al., 2004). La façon dont certains ET3s 

pourraient être impliqués dans le développement des symptômes de maladie reste 

cependant inconnue. En tout état de cause, un rôle des ET3s dans les étapes 

tardives de l’infection est soutenu par une récente analyse du transcriptome de 

R. solanacearum au cours de l’infection. Celle-ci révèle que des gènes codant pour 

des constituants du SST3 et pour des ET3s sont fortement exprimés in planta 

lorsque la bactérie a atteint une densité cellulaire élevée dans les vaisseaux du 

xylème (Jacobs et al., 2012). Des observations similaires ont également été 

obtenues par qRT-PCR (Monteiro et al., 2012a). 

Le flétrissement causé par R. solanacearum est directement lié à la production 

d’EPS en grande quantité dans le xylème. L’activation de l’expression des gènes 

codant pour les EPS dépend en partie du régulateur central PhcA, qui est contrôlé 

par un système dépendant de la densité cellulaire impliquant la production et la 

détection de la molécule signal 3-OH PAME (Flavier et al., 1997 ; Genin & Denny, 

2012). Au-delà d’une densité cellulaire de 107 bactéries.mL-1, PhcA est activé et 

induit l’expression du gène codant pour le régulateur XpsR, qui active directement la 

transcription de l’opéron eps (Huang et al., 1995). Cependant la synthèse des EPS 

est également sous le contrôle d’autres régulateurs, notamment des systèmes à 

deux composants VsrA/VsrD et VsrB/VsrC qui induisent respectivement l’expression 

du gène xpsR et de l’opéron eps (Schell et al., 1994 ; Huang et al., 1995 ; Huang et 

al., 1998). Ces systèmes à deux composants répondent à des signaux métaboliques 

encore inconnus, mais il serait envisageable que certains ET3s soient responsables 

d’une modification de l’environnement métabolique de la bactérie in planta, 

aboutissant à la synthèse des EPS. Partant du principe que HpaP module la 

sécrétion de certains ET3s, cette hypothèse permettrait d’expliquer l’absence de 

symptômes élicités par le mutant hpaP, malgré une multiplication bactérienne in 

planta similaire à la souche sauvage. 
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Lors de ces travaux, nous nous sommes intéressés à la caractérisation 

fonctionnelle de plusieurs protéines potentiellement impliquées dans le contrôle du 

processus de sécrétion de type III. La dernière décade témoigne d’un nombre 

croissant d’études qui visent à comprendre les fonctions assumées par les différents 

acteurs du contrôle de la sécrétion des substrats du SST3. C’est particulièrement vrai 

pour les bactéries pathogènes d’animaux, pour lesquelles des modèles de régulation 

intégrant plusieurs protagonistes protéiques ont commencé à émerger. Les données 

sont cependant bien plus éparses concernant les bactéries phytopathogènes, et 

spécialement la bactérie modèle R. solanacearum.  

Le premier volet a été consacré à l’étude de trois CT3s putatives : HpaB, HpaD 

et FliT-like. Nos travaux ont mis en évidence la capacité de HpaB à interagir avec de 

nombreux ET3s. En accord avec ces résultats, HpaB s’est révélé être une protéine 

centrale pour la virulence de R. solanacearum sur les différentes plantes hôtes 

testées, ainsi que pour l’élicitation des symptômes de HR sur Tabac. L’ensemble de 

ces données suggère que HpaB contrôle la sécrétion d’un large répertoire d’ET3s, 

caractérique typique des CT3s de classe IB. 

Les protéines HpaD et FliT-like paraissent également être impliquées, bien que 

dans une moindre mesure, dans le pouvoir pathogène de R. solanacearum, et ce de 

manière hôte-spécifique. Ces deux protéines ont exhibé la capacité à interagir de 

façon homomérique, alors que FliT-like parait également pouvoir interagir de manière 

hétéromérique avec HpaB. 

Le deuxième volet des travaux a consisté à étudier le rôle de la protéine T3S4 

putative HpaP dans le contrôle du processus de sécrétion de type III. Nos résultats 

indiquent que la protéine HpaP interagit avec elle-même et n’est ni sécrétée, ni 

transloquée dans la cellule végétale. La protéine HpaP parait être fortement 

impliquée dans le pouvoir pathogène de R. solanacearum, et de manière hôte-

spécifique. Cette observation concorde avec un rôle dans la modulation de la 

sécrétion de substrats du SST3 que nous avons révélé pour HpaP, et qui pourrait 

faire intervenir des interactions entre HpaP et les substrats du SST3. Une implication 

de HpaP dans l’établissement d’une hiérarchie de sécrétion entre substrats précoces 

et tardifs est par ailleurs suggérée. Nos résultats soutiennent également un rôle 

important de HpaP, et donc potentiellement des ET3s, dans les étapes tardives de 
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l’infection. Finalement, un première caractérisation fonctionnelle du domaine T3S4 

localisé dans la région C-terminale de HpaP a démontré la stricte nécessité de ce 

domaine pour la fonction de HpaP dans le contrôle de la sécrétion de l’ET3 PopP1 et 

dans le pouvoir pathogène de la bactérie. A l’inverse, les interactions protéine-

protéine identifées impliquant HpaP ne semblent pas dépendre du domaine T3S4. 

Dans l’ensemble, ces travaux représentent une avancée dans l’identification 

des acteurs impliqués dans l’orchestration de la sécrétion de type III chez 

R. solanacearum, ainsi que dans la compréhension des mécanismes moléculaires 

mis en jeu. En accord avec les données disponible chez la souche RS1000 de 

R. solanacearum et chez la bactérie phytopathogène X. campestris pv. vesicatoria, il 

est plus que probable que la protéine HpaB agisse comme une CT3 de classe IB. Il 

est en revanche encore trop tôt pour affirmer que les protéines HpaD et FliT-like 

jouent également un rôle de CT3, en particulier pour FliT-like pour laquelle 

l’identification de partenaires protéiques parmi les ET3s n’a pas été entreprise. Il est 

notable que les protéines HpaD et FliT-like soient conservées chez l’ensemble des 

souches de R. solanacearum, R. syzygii et BDB séquencées, suggérant ainsi un rôle 

conservé au sein du complexe d’espèces R. solanacearum. Quoi qu’il en soit, il sera 

nécessaire de valider les interactions identifiées par une autre technique que le 

double-hybride chez la levure. En ce sens, des techniques de purification par affinité 

peuvent être envisagées. Il serait particulièrement intéressant d’utiliser ces 

approches en conditions d’interactions natives, c’est-à-dire dans la cellule de 

R. solanacearum, et de les coupler à une analyse par spectrométrie de masse, afin 

d’identifier les interactions protéiques de manière plus exhaustive. Une telle 

approche revêt également l’intérêt de pouvoir identifier des complexes protéiques 

mettant en jeu plus de deux partenaires. La caractérisation de HpaD et FliT-like 

comme CT3 exigera d’autre part de démontrer le contrôle de ces protéines dans la 

modulation de la sécrétion de substrats du SST3. Dans cette optique, l’analyse de 

surnageants de culture par spectrométrie de masse pourrait également apporter une 

vision globale, en comparant les sécrétomes de la souche sauvage et des différents 

mutants d’intérêt. 

Un rôle de la protéine HpaP est fortement suggéré dans la modulation de la 

sécrétion de substrats du SST3, incluant la sous-unité du pilus et des ET3s. Les 

approches évoquées précédemment seront de même utiles afin de déterminer de 
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manière plus exhaustive quelles sont les protéines qui interagissent avec HpaP et 

dont la sécrétion est dépendante de cette protéine. Pour l’instant, aucune donnée 

n’indique clairement qu’il y ait un lien entre l’interaction d’une protéine avec HpaP et 

le contrôle de sa sécrétion par HpaP. Bien que HpaP soit vraisemblablement 

impliqué dans le contrôle de la sécrétion, il n’est cependant pas certain que cette 

protéine exerce une fonction d’orchestration de la hiérarchie de sécrétion entre 

substrats précoces (la piline), intermédiaires (les protéines du translocon) et tardifs 

(les ET3s). Cette question devra être adressée clairement dans les travaux futurs. 

Les données accumulées ces dix dernières années à l’égard de protéines de 

type T3S4 chez les bactéries modèles pathogènes d’animaux ont significativement 

amélioré la compréhension des fonctions endossées par cette famille de protéines. Il 

ressort un rôle de la protéine YscP chez Yersinia spp. et des homologues chez 

Salmonella spp. et Shigella spp. dans le contrôle de la longueur de l’aiguille du 

SST3. Il est intéressant de noter une dichotomie marquée sur ce point entre les 

bactéries pathogènes d’animaux et les bactéries phytopathogènes, pour lesquelles 

les pili de type III arborent des tailles beaucoup plus variables. L’hypothèse principale 

pour expliquer cette différence suggère que les bactéries phytopathogènes doivent 

s’adapter à des épaisseurs variables des parois cellulaires des différentes plantes 

hôtes. 

Il apparaît également que les protéines de type T3S4 occupent chez les 

bactéries pathogènes un rôle dans la modulation de la sécrétion de divers substrats 

du SST3, une fonction dans la mise en place d’une hiérarchie de sécrétion ayant 

parfois été mise en évidence. Cependant, une dichotomie entre agents pathogènes 

d’animaux et pathogènes de plantes n’apparaît dans ce cas pas du tout évidente. En 

effet, les travaux réalisés sur les trois espèces modèles les plus étudiées parmi les 

bactéries pathogènes d’animaux ont abouti à l’émergence d’autant de modèles pour 

expliquer les mécanismes de contrôle de la sécrétion par les protéines T3S4. Les 

modèles de la règle moléculaire, du mètre ruban et le modèle basé sur l’assemblage 

de la tige interne ont ainsi été proposés dans le cadre d’études sur Yersinia spp., 

Shigella spp. et Salmonella spp. De la même manière, des différences notables sont 

à signaler concernant le rôle des protéines de type T3S4 dans la modulation de la 

sécrétion de type III chez les bactéries phytopathogènes. Par exemple, chez X. 

campestris pv. vesicatoria, l’absence de la protéine HpaC n’a aucun effet sur la 
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sécrétion de la piline, alors que chez P. syringae l’absence de la protéine T3S4 HrpP 

affecte négativement la sécrétion de la piline. De manière intéressante, le rôle de 

HpaP chez R. solanacearum se révèle être encore différent, la piline HrpY étant sur-

sécrétée par un mutant hpaP. Un autre point de divergence concerne la capacité des 

protéines de type T3S4 à transiter par le SST3 : ces protéines ne sont pas des 

substrats du SST3 chez X. campestris pv. vesicatoria et R. solanacearum alors que 

l’homologue chez P. syringae est transloqué. Par ailleurs, chez les bactéries 

pathogènes d’animaux, les protéines de type T3S4 décrites sont toutes sécrétées. 

Nos travaux soulignent ainsi les divergences fonctionnelles dont font preuve les 

protéines de type T3S4 chez les bactéries pathogènes, malgré une implication 

générale dans les mécanismes de contrôle de la sécrétion dépendante du SST3.     
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RESUME 

La bactérie phytopathogène Ralstonia solanacearum est l’agent responsable du 
flétrissement bactérien sur plus de 200 espèces végétales, dont des espèces agronomiques, 
faisant de cette bactériose une des plus importantes dans le monde. Le pouvoir pathogène 
de la bactérie repose en grande partie sur sa capacité à injecter des protéines, appelées 
effecteurs de type III (ET3s), via le système de sécrétion de type III (SST3). La dernière 
décennie a été notamment marquée par la découverte chez les bactéries pathogènes de 
nombreuses protéines impliquées dans le contrôle du processus de sécrétion de type III. 
Chez R. solanacearum, ces mécanismes de contrôle de la sécrétion restent méconnus, 
contrairement aux mécanismes de régulation transcriptionnelle. Au cours de ces travaux, 
nous nous sommes attachés à caractériser les fonctions des protéines HpaB (RSp0853), 
HpaD (RSp0848) et FliT-like (RSc2897) pour lesquelles plusieurs éléments suggèrent un 
potentiel rôle comme chaperonnes de type III (CT3s), ainsi que de la protéine HpaP qui 
présente un domaine T3S4 (Type III Secretion Substrate Specificity Switch). Nous avons pu 
mettre en évidence la capacité de certaines CT3s à interagir entre elles et, pour HpaB et 
HpaD, à interagir avec de nombreux ET3s. De plus, les trois CT3s putatives semblent 
impliquées dans le pouvoir pathogène de R. solanacearum, HpaB s’avérant même 
indispensable à la virulence de la bactérie. D’autre part, nos travaux mettent en exergue 
l’importance de la protéine HpaP pour le pouvoir pathogène de la bactérie et son implication 
dans le contrôle de la sécrétion de substrats du SST3. Les résultats suggèrent notamment 
que HpaP promeut la sécrétion de l’ET3 PopP1 en interagissant physiquement avec ce 
dernier. Finalement, la caractérisation de séquences conservées du domaine T3S4 révèle 
l’importance de cette région pour la fonction de la protéine HpaP. L’ensemble de ces travaux 
suggère l’implication de plusieurs protéines dans le contrôle du processus de sécrétion de 
type III et souligne la divresité des mécanismes mis en jeu impliquant les protéines de type 
T3S4 chez les bactéries pathogènes. 

Mots-clés : flétrissement bactérien, système de sécrétion de type III (SST3), 
chaperonnes de type III (CT3s), type III secretion substrate specificity switch (T3S4), pouvoir 
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