Transformation par Agrobacterium

Agrobacterium :

Ces bactéeries sont attiréees par les
composes pheéenoliques déegages par les
plantes dicotyledones lorsqu'elles sont
blessees.

AU Nniveau de cette blessure,

Agrobacterium est capable de se fixer sur
les cellules du vegetal.

A la suite de ce contact, ces cellules
vegetales se mMultiplient de maniere
importante, donnant naissance 4dA une
formation tumorale ou a une mMmultiplication
anpnarchique des racines (selon le cas). 4

Les bactéeries du genre Agrobacterium (bacile Gram -
,aerobie strict, famille des Rhizobiacées) sont dans la nature
avant tout, des pathogenes des vegetaux supérieurs.

Agrobacterium tumefaciens Agrobacterium rhizogenes
est l'agent causal des provoque le syndrome du
tumeurs du collet chevelu racinaire (hairy

(crown galll). root). 4




Ces bacteries sont attirees par les
composes phénoliques degages par les
plantes dicotyleédones Ilorsqu'elles sont
blessees.

AU Nniveau de cette blessure,
Agrobacterium est capable de se fixer sur
les cellules du vegertal.

A la suite de ce contact, ces cellules
vegetales se Mmultiplient de maniere
Importante, donnant naissance 4a une
formation tumorale ou ad une mMmultiplication
anarchique des racines (selon le cas). 4

C’est par I’¢tude de ces infections qu’a été découverte la propriété qu’ont ces
bactéries de transférer une partie de leur ADN dans le noyau de certaines
cellules végétales.
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L"ADN ainsi fransfere, ou ADN-T, est un
fragment de quelgues milliers de paires de
bases, délimité a chaque extrémité par des
bordures constitfuéees de la méme seqguence
de 25 pb.

Cet ADN-T code pour:

 Des genes de synthese d'opines: substrat
nutritif aminocarbonée des bactéries.

» Des genes de biosynthese de substances de
croissance vegeéetale : auxines + cytokinines
responsables de |la formation des tumeurs et
de la prolifération anarchique des racines.

I est contenu(l’'ADN-T) dans un
plasmide qu'on appelle selon le cas:

« Plasmide Ti pour «Tumor inducing»n: Cas
de Agrobacterium tumefaciens.

« Plasmide Ri pour « root inducing »
Cas de Agrobacterium rhizogenes.
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Ori Ag. Tum: Origine de replication.
Vir : fonction de virulence responsable du ftransfert de |I' ADN-T.
OCC: Fonction de déegradation des opines

ADN en rouge: Partie transférée ne s'exprimant que dans la

cellule vegetale: ONC: gene responsable de |'oncogenicite,
OPS: géne codant une opine.

LB: Bordure gauche, RB: Bordure droite.

Le transfert du matériel géenetique, qui met en
jeu une batterie tres mportante de genes de la
bacterie, n'est condifionne, au niveau de I"ADN-

T, que par l'existence de ses frontieres droite et
gauche.

Cette proprieté permet d’'insérer entre ces
bordures et a la place des genes portés par
I’ADN-T, n"importe quel sequence d’ADN.

Un tel plasmide est dit « désarméeé » car il a perdu
tout pouvoir pathogene.
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La construction la plus simple mplique:
= Un gene d'intéerét (Gl).

= UnNn gene pour la sélection des cellules
vegetales transformees (GS).

= Un gene rapporteur (GR).




Le plasmide Ti est une Mmolecule dont la faille est
d’'environ 200 Kb ce qui le rend difficilement
manipulable in vitro.

La construction géenéetique est alors réalisé dans
un petit plasmide capable de se multiplier dans
E.coli.

Ce plasmide est ensuite intfroduit par conjugaison
ou par transformation dans Agrobacterium ou il
va intéegrer par homologie |le plasmide Ti
(désarme) dans une séqguence se trouvant entre
les frontieres droite et gauche de I’ ADN-T.

Apres transformation, les bactéries receptrices
sont sélectionnées gréce au gene de
selection bactérien.

Exemple: résistance a une tétracycline.

L'infection d'une culture cellulaire de la plante &
fransformer permet le transfert de ["ADN-T
contenant le gene d’'intérét.




La culture des cellules infectees sur milieu nuftritif
contenant un agent de sélection permetira la
sélection de celles qui ont recu la construction.

Exemples :
Resistance a la kanamycine (gene nptll).
Resistance a I'hygromycine (gene hpt),

Ces substances agissent sur les cellules
vegetales cultiveées in vitro, et seules les cellules
transformeées avec I|le gene conferant Ila
resistance seront susceptibles de se multiplier
en leur présence.

Interet de "utilisation d’un gene rapporteur:

Les facteurs environnementaux peuvent modifier
I'expression géenétique chez les plantes. On parle
alors d’'interaction plante-environnement.

De ce fait, la réussite de l'infroduction du gene
d’'inferét a l'intérieur de |la plante ne garantie
pas sa bonne expression.




