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Les résultats présentés montrent
cogénes et non oncogénes est I'up d
d'Agrobacterium tumefaciens a I'obte
substances de croissance est égaleme

oncogenes que nous avons étudiées (en particulier § Gly,
gu'incapables d’induire des tumeurs de prolifération illi
d’inoculation possédent cependant cet ARN tumorigéne

Lere oncogene a été démontré.

Le GorF, L., M. I. AAroN-Da CUNHA, and M. BELJIANSKI.
bacierium tumefaciens, souches oncogeénes el non onco,
I'induction des tumeurs chez Darura stramonium. Can. J.

que I'ARN infectieux isolé des bactéries de souches on-
es €léments absolument nécessaires de la participation
ntion de la tumeur du collet (crown-gall). La présence de
nt indispensable. Les bactéries des diverses souches non

Aj s et antérieurement B,-TR1) bien
mitée dans les conditions habituelles
que I'on peut extraire et dont le carac-

1976. Un ARN extrait d'Agro-
genes, élément indispensable A
Microbiol. 22: 694-701.

An RNA bound to the reverse transcriptase of Agrobacterium tumefaciens has been isolated

and shown to be oncogenic for stem t

tions. The tumorous nature of the cellular change
strated by serial grafts of tumors on Datura stems a

a medium without supplemental auxins and cyt
prerequisite for expression of the oncogenic potential of the RNA.

A was isolaled from avirulent and attenuated strains of Agrobacterium
ttenuated derivatives of strain ACy, which have been **heat-cured"’ of the

tissues of Datura stems was a
Further, infectious RN
tumefaciens including a

issues of Datura stramonium grown under axenic condi-

induced by the infectious RNA was demon-
nd by cultivation of tumorous tissue in vitro on
okinins. Active cellular proliferation within

plasmid associated with virulence. It is proposed that the infectious RNA is an essential but not
the sole component of the tumor-indi:cing mechanism of the crown-gall bacterium.

Introduction

Agrobacterium tumefaciens est la seule espéce
bactérienne qui posséde la capacité d’induire une
tumeur chez les plantes (crown-gall) (34). Cette
bactérie agit sur la cellule végétale par Pinter-
médiaire d'un principe inducteur (10) qui serait
efficace en présence de plusieurs éléments diffé-
rents, la nature de certains restant a préciser.

Parmi les trés nombreuses souches d’Agro-
bacterium utilisées, certaines sont dites atténuées
car inoculées a des pois en germination, elles
conduisent & I'apparition de cals de prolifération
limitée. On sait cependant que les bactéries atté-
nuées Agq inoculées en présence d'une source
exogéne d’auxine sont capables de donner des

'Regu iz 16 juin 1975.

tumeurs qui échappent définitivement aux méca-
nismes de régulation de croissance (9). D’autres
sont qualifiées d'avirulentes; la structure de leur
membrane peui étre altérée mais on sait par
exemple que les modifications de la structure
de la paroi imputables 3 “I'action des acides
aminés” sont sans rapport direct avec I'ex pression
du pouvoir oncogéne de ces bactéries (24).

Le fait que la cancérisation donne aux cellules
végétales induites des propriétés nouvelles et
permanentes a conduit & émettre I'hypothése que
des informations génétiques ou épigénétiques en
provenance de la bactérie pouvaient étre con-
tenues dans les acides nucléiques.

Ii a été montré depuis longtemps que des
préparations &’ADN provenant des bactéries
oncogénes A. rumefaciens induisent, par inocu-
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lation a des plantes sensibles, des excroissances
dont le caractére tumoral n’a pas été toujours
mis en évidence (7, 14, 17, 18, 25, 26, 32, 33, 35,
39). Dans un cas cependant (5) les proliférations
obtenues aprés inoculation de préparations
d"*‘acides nucléigues totaux™ semblent répondre
aux critéres d’identification d’une cancérisation.

Une corrélation entre la présence de plasmides
et Je caractére “virulence” de différentes souches
d’A. tumefaciens a été établie (38, 40). Cependant,
aucune démonstration mettant en évidence le
role primordial de 'ADN du plasmide dans Ja
tumorigénése n’a été apportée.

La transformation des celiules végétales con-
ditionnées en cellules tumorales semble exiger la
participation d’un acide ribonuciéique puisqu’elle
est susceptible d'étre inhibée par I'action d’une
ribonucléase pendant la période d'induction (11).
D’autres travaux ont montré que PARN pouvait
en effet jouer un role important dans le processus
de la transformation tumorale chez les végétaux.
Des hyperplasies dont le caractére tumoral n'a
pas été défini selon les critéres requis ont été
obtenues 4 la suite d’inoculation de préparations
d’acides ribonucléiques totaux extraits soit des
bactéries A. tumefaciens (36) soit de tumeurs
végétales initialement induites par des bactéries
de souche virulente (31). Beljanski er coll. (3)
ont mis en évidence, chez A. tumefaciens, deux
fractions d'ARN, l'un lié 2 une ADN polymé-
rase dépendante de ’ARN (transcriptase inverse)
et Pautre lié¢ & TADN de la bactérie. Ces deux
fractions d’ARN, purifiées et ne contenant pas
d’ADN, ont éié inoculées dans des plantes
saines (fragments de tiges de Datura stramoniuin)
cultivées dans des conditions auxiniques bien
définies. Ces ARN provoquent I'apparition d’ex-
croissances dont le caractére tumoral a été
démontré (1, 3).

Le probléme se pose de savoir si des mutants
d’A. tumefaciens devenus incapables d’induire
des hyperplasies de prolifération illimitée doivent
cette déficience & ce qu'ils ne peuvent élaborer
ou libérer un ARN infectieux dans les conditions
habituelles de nos expériences de cancérisation.
Les résultats présentés ici montrent que six
mutants d’A. tumefaciens qui ont totalement ou
partiellement perdu la capacité d’induire les
tumeurs, synthétisent un ARN oncogéne capable
de provoquer, en association avec les “auxines,”
la cancérisation des cellules conditionnées chez
D. stramonium.

Matériel et méthodes

Matériel végétal utilisé pour mettre en évidence la partici-
pation de 'ARN a I'induction tumorale

L’authenticité des diverses souches d’A. rumefaciens a
€té vérifiée par la production de 3-céto lactose (6) et par
la réaction immunologique avec un sérum anti-Bs. Afin
de déterminer leur capacité 4 induire les tumeurs, les
différentes souches bactériennes ont été testées sur pois
(Pisum sativum L., variété Annonay) selon une technique
déja décrite (23). Ceci permet donc de différencier par
une méthode quantitative, les bactéries en oncogénes,
“atténuées” ou non oncogénes (tableau 1).

Nous avons choisi pour nos expériences le D. stra-
menium L. a cause de sa grande sensibilité a I’action
tumorigéne de la bactérie. Cette plante a été utilisée pour
déterminer, selon une technique décrite antérieurement
(1, 3), le pouvoir oncogéne des ARN provenant de huit
souches d’A. tumefaciens. Des fragments de tiges sont
prélevés sur des plantes obtenues en serre et dépouillées
de leurs feuilles, stérilisés par une solution d’hypo-
chlorite de calcium (solution a 90 g/litre pendant 10 min),
rincés soigneusement 2 ’eau stérilé et mis en culture sens
inversé dans des tubes contenant du milieu solide Mura-
shige et Skoog (28) additionné de kinétine (3 x 10~7 g/ml)
et d’acide indolylacétique (3 x 10~7 g/ml). Par suite du
déplacement polarisé de I'auxine de I'extrémité apicale
vers P'extrémité racinaire, 'auxine endogéne est alors
concentrée au niveau de Iz section racinaire des fragments
de tige. Un cal auxinique de 1aille limitée apparait environ
10 jours aprés la mise en culture. Les préparations d'ARN
(5 2 10 pg en solution dans de I'eau stérile) ont alors été
introduites goutte & goutte dans une petite entaille prati-
quée sous le cal dans des conditions axéniques. Sur des frag-

TABLEAU 1. Origine des divers mutants d’A. tumefaciens

utilisés
Souche
parentale Mutants Yirulence
Bs +4+
Vio
résistant & la valine (19) O
Bs-TRI1
transformé par un ARN
de E. coli (4) O
As +++
5 Gly
résistant & Ia glycine (37) O
AGB
sans sélection évidente (16) +
93
mutant spontané apparu
dans une population de¢
Ag résistants A 1a show-
domycine (21) +
AC;. ++ 4+
Avtsl wpeat-cured” (29) T
115 \ +

NOTE: + -+, souche oncogtne; +, souche atténude; O, souche
non oncogéne.
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ments de tiges témoins, de 'eau stérile remplace la soly-
tion d’ARN. Les proliférations obtenues dans les deux
cas ont été étudiées afin de melire en évidence certains
caractéres propres aux tissus tumoraux.

La démonstration de |a nature tumorale des hyper-
plasies obtenues en présence d’ARN a été faite par des
expériences de transplantation par grefle sur des jeunes
plantes de Darura cultivées aseptiquement in vitro sur
milicu gélosé Murashige et Skoog modifié (suppression
du glycocolle; kinétine, 3 x 10-7 g/m|: 2,4-p, 108 g/ml;
PH ajusté a 5.5). La technique de greffe (22) consiste a
pratiquer deux incisions longitudinales le long de la tige
porte-greffe, les greffons introduits dans I'entaille sont
alors en contact avec lc cambium. Seules les hyperplasics
transplantables par greffe sont ensuite définies comme
étant tumorales (8).

La culture in vitro des tissus des tumeurs obtznues
apres transplantation des hyperplasies induites par inocu-
lation des ARN extraits des diverses souches d’ 4. rume-
Jaciens a été réalisge sur milieu Murashige et Skoog
modifi¢, renfermant ou non des substances de croissance,
Les méthodes de mise en culture des tissus végétaux et
leur repiquage ont fait I'objet de descriptions trés com-
plétes (13). L’ensemble des opérations eflectuées pour
mettre en évidence l'induction tumorale par I'ARN
est résumé dans la figure 1.

Isolement de ' ARN lié & la transeriptase inverse chez A.
tumefaciens

Les bactéries ont été cultivées 2 30 °C en miliey nutritif
Bacto tryptone - yeast extract — NaCl (10:5:5 g/litre;
pPH = 7.3), puis centrifugées et lavées en présence de
Mg?*, 102 M. L’isolement de 'ARN lig a Ia transcrip-
tase inverse a été réalise selon la technique décrite par
Beljanski (2). L’extrait brut a été obtenu i partir de
bactéries broyées dang une French cell Press puis traitées
par les sons. Les ribosomes ont é1é ¢liminés par pré-
cipitation a l'aide de SO4(NH.); (23% de saturation)
(contrairement aux ribosemes d'E. coli qui précipitent
avec SO4(NH,), 2 409 de saturation). Les protéines du
Surnageant ont été précipitées par SO,4(NH,), (707, de
saturation), dialysées et
cellulose DEAE (DE 52) équilibrée avec du tampon
Tris=HCl 10-2 ps (PH = 7.3). L*¢lution des protéines a
ét€ réalisée par un gradient linéaire Tris-HC] 10-2 M
(PH = 7.3), Tris-HCI 10-2 M(pH = 7.3) + KCl 0.5 M
+ mercapto-éthanol 10-3 M. La position de la trans-
criptase inverse liée PARN a été recherchée par déter-
mination de la radioactiviié acido-précipitable de chacune
des fractions incubées dans le milieu sujvant: Tris-HCl
1072 M (pH = 7.65) 25 pmol; MgCl; 2 pmol; 3 4 —
XTP (ATP + GTP + TTP) 5nmol de chacun et
d-PHICTP 50000 ¢pm 5 nmol; fraction éluée de Ja
colonne 0.05 m|. L'incubation a été fajte a 36° pendant
20 min. L’ARN endogéne sert de matrice 3 PPenzyme
(transcriptase inverse) auquel il est lié, ce dernier pouvant
donc polymériser les XTP contenus dans Je milieu
d’incubation. Les fractions i
inverse liée 3 'ARN ont €té réunies et PARN a éié séparé
de I'enzyme par le phénol, purifié par le chloroforme,
puis précipité par Palcool et dialysé contre de ['eau
distillée. Ce lype ’ARN ne contenant pas d’ADN a été
défini précédemment (2, 3). Avant d'érre inoculées, les
Préparations d'’ARN ont 1€ traitées par le chloroforme
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Fra. 1. Schéma représentant I'ensemble des opérations
effectuées pour mettre en ¢évidence I’induction tumorale
par 'ARN infecticux, 1, dépdt d’une goutte d’eau stérile;
2, prolifération induite sur la plaie; 3, échec de la greffe
du cal obtenu; 4, échec de la culture in vitro des tissus du
cal sur milien dépourvu de substances de croissance;
5, dépdt d'une goutte de la solution stérile d’ARN;
6, prolifération induite sur Ia plaie; 7, succés de la greffe
de P'hyperplasie obtenue; 8, succes de Ja mise en culture

in vitro des tissus de |a tumeur greffée; sur milieu dépour-
vu de substances de croissance,

et dialysées stérilement contre de I'cau distiliée. La
stérilité des préparations d’ARN a été vérifie par en- ¢
semencement sur boite de Pétri contenant du miljeu
nutritif gélosé.

Résultats

1. Nous avons comparé les propriétés onco-
génes des ARN extraits de bactéries atténuées
(Age, 93, A,,, et A11s), de bactéries avirulentes
(5 Gly et V,,) ainsi que de bactéries virulentes
(A¢ et ACyp). Des cals volumineux apparaissent
sur la presque totalité des plantes trois semaines
environ aprés I'inoculation de I'ARN purifié et
il n’y a aucune différence apparente entre les
hyperplasies obtenues aprés inoculation des
différents ARN (figure 2),

2. Les tissus des hyperplasies obtenues par
inoculation de PARN de chacune des souches
de bactéries citées ci-dessus ont été grefiées sur
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FiG. 2. Fragment inversé de tige de Datura stramonium
cultivé in vitro et inoculé par un ARN infectieux. ¢, cal
auxinique: p, prolifération induite par I'ARN.

des jeunes plantes saines de Datura cultivées in
vitro sur milicu gélosé Murashige et Skoog
modifié. Les greffons ont proliféré jusqu'a former
des tumeurs (figure 3). Ces hyperplasies sont
donc bien de nature tumorale puisque trans-
plantables par greffe.

Ce qui caractérise les proliférations obtenues
par inoculation de 'ARN lié 4 la transcriptase
inverse extrait des bactéries 5 Gly (non onco-
génes) et A5 (atténuées), c’est que les tumeurs
obtenues aprés transplantation par greffe sur des
plantes saines sont volumineuses. Ces tumeurs
sont susceptibles d’étre transplantées a nouveau.
Les proliférations obtenues avec les ARN ex-
traits des bactéries des autres souches ont donné,
aprés la premiére transplantation, des tumeurs
dont la taille, plus limitée, ne permet pas tou-
jours d'effectuer des transplantations successives.
Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus

précédemment par inoculation des ARN tumo-
rigénes provenant des bacléries oncogénes Bg
et non oncogénes Bg-TRI1 ainsi que 1I BN Vy
(3). Les hyperplasies induites par '’ARN extrait
des bactéries B;-TR1 donnent naissance a une
lignée de cellules tumorales dont la transplanta-
tton s'effectue sans difficultés.

3. 1l est généralement admis que les tissus
sains ont besoin pour proliférer d'un apport
exogéne de substances de croissance alors que les
tissus tumoraux sont capables de les synthétiser
eux-mémes. Afin de déterminer leur auxotrophie,
les explantats provenant des proliférations ob-
tenues aprés transplantation sur des plantes
saines ont été mis en culture in vitro sur des
milieux contenant ou non des substances de
croissance. Les tissus des tumeurs obtenues
aprés transplantation des hyperplasies induites
par ARN extrait des bactéries B,-TR1 ont subi
avec succes six passages successifs sur des milieux
ne contenant aucune substance de croissance, ce
qui confirme bien leur caractére cancéreux. Ces
expériences sont poursuivies. Les tissus tumo-
raux provenant des grefles des hyperplasies
induites par inoculation des ARN extraits des
autres souches d'A. rumefuciens étudiées com-
mencent a étre cultivées in vitro et la nature
tumorale des explantats continuera a étre
éprouvée par d’autres expériences de greffe.

Discussion

La premiére étape de la transformation tumo-
rale (conditionnement) correspond & I’établisse-
ment d’un état physiologique des cellules végé-
tales qui deviennent alors sensibles a I'action
transformante de la bactérie ou de I'’ARN
infectieux (induction), et cet état est déterminé
par la blessure des tissus de la plante (10). Nos
résultats font apparaitre, dans les conditions de
cette induction tumorale, une phase préliminaire :
il semble nécessaire que le tissu conditionné ait
commencé & se multiplier sous la forme d'un cal
désorganisé (état précancéreux (20)) avant de
devenir sensible a I'action de '’ARN infectieux.
Ces considérations sont donc en rapport avec
I’hypothése selon laquelle le “‘principe induc-
teur” élaboré par la bactérie entiére pourrait
comporter plusieurs éléments de nature diffé-
rente I'un d’entre eux contribuant & créer au
voisinage de la plaie un afflux d’auxine (ou
d’autres substances de croissance) nécessaire 2
I'action de ’ARN infectieux.
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tien du pouvoir oncogéne des ARN provenant d’Agrobacterium tumefaciens:
tumeurs obtenues aprés transplantation des hyperplasics induites par inoculation des ARN extraits
de (a) ACys, (bet €) Ag, (d) Ay, {eet /) Ay,s, (&) Vioet (het i) 5 Gly; (c) et (f) représentent des
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L'un des éléments au moins du principe in-
ducteur tumorigéne (PIT) n’est pas fixé sur les
plasmides auxquels Zaenen er coll. (40) attri-
buent un réle indispensable a 'expression du
pouvoir oncogéne des cellules bactériennes
entiéres. En effet, deux mutants d'A. rumiefuciens
(A11a et A} 5) obtenus aprés un traitement par
la chaleur de la souche oncogéne ACqy et
dépourvus de plasmides possédent un ARN
infectieux capable de provoquer I'apparition des
tumeurs une fois inoculé dans les conditions de
nos expériences. Il en est de méme pour les
bactéries de la souche 11 BN V, étudiée preéceé-
demment (38). Ceci cependant n’exclut pas la
participation du plasmide lors de la tumorisation
chez les plantes par les bactéries enticres, I'ADN
du plasmide pourrait coder pour la synthése de
PARN tumorigéne (15). Par certaines pro-
priétés, I'ARN tumorigéne se rapproche de
FARN “viroide™ isolé par Diener et Raymer (12)
a partir de feuilles infectées de Solumum tibero-
sum L. et qui est capable d'induire une maladic
particuliére de la pomme de terre. Nos résultats
sont & rapprocher également de ccux oblenus
par Mishra er coll. (27) sur l'effet d'un ARN
particulier sur la reversion d'un  caractére
génétique chez Neurospora.

Le fait que I'ARN infecticux des bactéries A.
tumefaciens de souches non oncogénes d'A.
tumefaciens soit capable dinduire des tumeurs
alors que les bactéries dont il est issu. en sont
incapables pourrait sexpliquer ainsi: ou bien la
libération de 'ARN a partir de ces bactéries
non oncogénes ne peut s‘accomplir in site ou
bien cet ARN une fois excrété est rapidement
détruit. Pour que I'ARN puisse exprimer son
pouvoir oncogéne, il est nécessaire que son
action soit associée a celle des substances de
croissance. On peut donc penser que les bactéries
non oncogeénes ou atténuées ne synthétisent
pas ces substances de croissance en quantité
suffisante ou qu'elles sont incapubles de dé-
clencher les mécanismes qui commundent la
régulation du taux de ces substances dans les
cellules infectées.

Quant au mécanisme daction in vivo par
lequel cet ARN oncogéne participe & la trans-
formation des cellules saines de la plante en
cellules tumorales, il y a deux possibilités: 'ARN
peut étre transcrit en ADN par une transcriptase
inverse présente dans les cellules de la plante, ou
bien cet ARN “s’accroche™ a 'ADN des cellules
hotes perturbant le processus normal de sq

replication ce qui aboutit alors & I'établissement
d’un état tumoral. Le mécanisme par lequel les
bactéries entiéres A. tumefaciens induisent des
tumeurs est sans doute le méme que celui par
lequel 'ARN infecticux agit.

Conclusions

Les bactéries A. tfumefaciens (souches onco-
geénes, atténuées ou non oncogénes) possédent
toutes un élément indispensable 2 la cancérisa-
tion, c’est-a-dire un ARN infecticux capable de
donner par inoculation a des tiges de Datura en
culture des proliférations susceptibles de subir
une transplantation par greffe. 1l est important
de noter que dans ce cas, comme dans celui des
expériences précédemment citées (3), les hyper-
plasies induites en présence d'un ARN n'ap-
paraissent que si I'inoculation est faite au voisi-
nage d'un cal “auxinique.” Ces conditions parti-
culi¢res sont réalisées par I'inversion du frag-
ment de tige dans le milicu de culture ce qui
provoque un afflux d’auxine a son extrémité
supérieure. Les mémes préparations d'ARN
inoculées & des tiges de Darura in vivo en serre
ne donnent licu & aucune excroissance appré-
ciable,

Les préparations d’ARN obtenues i partir
des bactéries de souches non oncogénes B,-TRI,
5 Gly et A, 5 ont donné des proliférations sup-
portant des transplantations successives. Cepen-
dant, les hyperplasies induites par inoculation
des ARN extraits d'autres souches d'A. fumie-
Jaciens (tableau 1) ont donné aprés la premicre
transplantation des tumeurs de taille limitée.
Bien que les conditions expérimentales soient
apparemment les mémes, ces résultats pour-
raient s’expliquer par des différences dans I'état
physiologique de la plante inoculée et de Ia
plante porte-greffe. Nous poursuivons I'étude
de ces tumeurs afin d'en préciser les caractéres.
Les résultats obtenus avec I'ARN extrait des
bactéries B,-TR1 sont les plus avancés puisque
les hyperplasics obtenues par grefe proliférent
en culture in vitro sur un milieu ne comportant
aucune substance de croissance (1), contraire-
ment a ce qui a été rapporté par d'autres (30).
Les cultures des tissus tumoraux provenant des
greffes des hyperplasies induites par inoculation
des ARN extraits des autres souches d'A. runie-
Jaciens étudiées sont en cours ct les résultats
définitifs seront présentés ultérieurement.

Nos résultats sont parfaitement en accord avece
I’hypothése (11) selon laquelle un ARN par-
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ticulier joue un réle important dans induction
de la tumeur du collet chez les plantes.
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