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SOMMAIRE

La souche Streptomyces melanosporofaciens EF-76 est un agent de lutte biologique

prometteur et des etudes anterieures ont montre son aptitude a controler la pourriture des

racines du framboisier causee par Ie Phytophthora fragariae var. rubi ainsi, que son aptitude a

inhiber la croissance d'une grande variete de bacteries Gram+ et de champignons. Des genes

vraisemblablement impliques dans la biosynthese de la geldanamycine out ete isoles chez la

souche EF-76. Les evidences experimentales supportant cette affirmation sont I'identification

de la production de geldanamycine comme metabolite secondaire produit par EF-76, la

presence parmi les genes isoles d'une glycosyle transferase impliquee dans la resistance a la

geldanamycine et enfin, la correlation existant entre Ie phenotype d'une souche mutante

sensible a la geldanamycine ne produisant plus Fantibiotique et les deletions qu'elle a subi au

sein de ces memes genes.

Deux souches recombinantes (FP-54 et FP-60) ont ete obtenues par fusion de protoplastes

intraspecifique et differaient quant a leurs proprietes antagonistes envers les souches B. cereus

ATCC 14579, »S'. scabies EF-35 et Phytophthora fragariae var. rubi 390. FP-60 avait perdu sa

capacite a inhiber la croissance de ces microorganismes alors que FP-54 possedait un plus

grand pouvoir d'inhibition de croissance envers ces microorganismes. Alors que FP-60 ne

produisait plus de geldanamycine, FP-54 produisait, en plus de la geldanamycine, au moins

deux autres composes antimicrobiens absents du surnageant de culture de la souche EF-76.

Tout comme la souche sauvage EF-76, FP-54 reduisait les symptomes causes par la gale

commune de la pomme de terre mais il n'y avait aucune difference entre les index de la

maladie, observes en presence de EF-76 et de FP-54. FP-60 ne possedait aucun effet

protecteur centre la gale commune de la pomme de terre. Les resultats obtenus suggerent que

1'antibiose et en particulier la production de geldanamycine par la souche EF-76 est une

propriete importante a 1'efficacite de cette souche en lutte biologique.
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INTRODUCTION

1.1 Les inconvenients de la lutte chimique

Les maladies vegetales causent des pertes economiques importantes aux producteurs

agricoles. Les producteurs utilisent abondamment des produits chimiques de synthese pour

contrer Ie developpement de maladies. L'utilisation de tels produits a des effets nefastes sur

1'environnement et la sante des ecosystemes. La litterature sur Ie sujet est abondante. Dans ce

travail, les inconvenients cites en exemple seront ceux rencontres lors de 1'utilisation des

principaux fongicides pour lutter contre Ie Phytophthora, un agent pathogene important qui

cause des pourritures racinaires et parfois des dommages aux parties aeriennes des plantes.

En depit des resultats spectaculaires apportes par la lutte chimique dans la protection des

plantes contre Ie Phytophthora, des inconvenients majeurs sont appams tels que la presence

de residus chimiques sur les plantes et dans 1'environnement ainsi que 1'apparition de

souches resistantes au metalaxyl (ridomyl) ou a 1'aliette (phosetyl-aluminium ou phosetyl-

Al). Le metalaxyl et Paliette sont les deux principaux fongicides utilises contre Ie P.

fragariae au Canada (Bower et Coffey, 1985a; Davidse et al., 1981; Dolan et Coffey, 1985;

Dowley et O'Sullivan, 1981; Erwin et Ribeiro, 1996; Fenn et Coffey, 1985; Veigh et al.,

1977). Le metalaxyl est en realite un agent fongistatique puisqu'il inhibe la proliferation du

Phytophthom sans pour autant Ie tuer completement. II inhibe la sporulation et la croissance

du mycelium a 1'interieur du tissu infecte mais a un effet limite sur la germination des

sporanges ou des zoospores (Bruck et al., 1980; Davidse, 1987; Schwinn et Margot, 1991;

Schwinn et Urech, 1986). Son mode d'action reside en Finliibition collective de 1'ARN

ribosomique par interference avec 1'activite du complexe ARN polymerase-brin matrice

d'ADN (Davidse, 1997, 1998; Davidse et al, 1991; Schwinn et Urech, 1986).



Le spectre d'activite biologique du phosetyl-Al est plus restreint que celui du metalaxyl

(Cohen et Coffey, 1986). Le phosetyl-Al n'a aucun effet inhibiteur sur la croissance du

mycelium fongique (Cohen et Coffey, 1986; Fernando et Linderman, 1994). Par contre, il

possede un effet mhibiteur marque envers la formation des sporanges du P. citrophthora et

du P. parasitica (Farih et al., 1981). La production de chlamydospores par Ie P. parasitica et

Ie P. cinnamomi etait aussi inhibee par Ie phosetyl-Al (Farih et al., 1981; Coffey et Joseph,

1985). La cible cellulaire du phosetyl-Al n'est pas connue a cejour.

Les pesticides chimiques, dans une large mesure, representent une classe de composes qui,

malgre leur aide incontestable apportee dans la protection des vegetaux, produisent tres

souvent, voire systematiquement, une grande variete de residus toxiques dans

1'environnement. Ceux-ci out une repercussion directe sur la sante des vegetaux, des animaux

et des etres humains. Ces effets nefastes incluent des changements imporants dans la variete

des plantes autochtones. Ie declin de la population de papillons, 1'augmentation du nombre de

malformations chez les amphibiens (Barinaga, 1990; Blaustein et Wake, 1990; Longley et

Sotherton, 1997; Lowcock et al., 1997; Nemes-Kosa et Cserhati, 1995; Russel et al., 1997,

Spawn et al., 1997), 1'implication dans Ie cancer du sein chez la femme et la contamination

du lait matemel (Backwood et al., 1998), ainsi que les effets associes a 1'augmentation du

nombre d'autres cancers et aux maladies genetiques, a la baisse de fertilite masculine et au

vieillissement (Carbonell et al., 1995; Bain et LeBlanc, 1996; Ribas et al., 1997). De plus,

Kolpin et al. (1998) ont montre que les produits de degradation de certains herbicides sont

non seulememt persistants et stables dans 1'environnement avant leur mineralisation

complete, mats encore, parfois aussi toxiques que Ie compose d'origine.

Le bromure de methyle utilise comme gaz de fumigation des sols de fraisieres et

framboisieres contre Ie P. fragariae et autres champignons, pose Ie probleme de 1'exposition

des agriculteurs. Ce pesticide est toxique envers Ie systeme nerveux central et cause des

dommages aux poumons, aux yeux et a la peau. L'exposition directe provoque des maux de



tete, un affaiblissement general, une vision floue, des vertiges, des symptomes de psychoses

et lethargie, ainsi que des pneumonies, paralysies, problemes cardiaques et possiblement Ie

cancer (WHO, 1995). Une etude realisee en Grece a montre que Ie niveau d'exposition de

fermiers au bromure de methyle atteignait 3 fois la limite securitaire, soit 60 mg/m3 au lieu

de 20 mg/m3 pour un temps d'exposition de 10 minutes, seuil fixe par I'lnternational Labour

Organization en 1993 (Dimitriou et Tsoukali, 1998a). Le bromure de methyle est aussi

responsable pour environ 15% de la destruction de 1'ozone (Bojkov, 1995). Dans Ie sol. Ie

bromure de methyle est degrade en ion bromure qui est capte par les plantes et y est

accumule (WHO, 1995). II entre ensuite dans Ie corps humain par la chame alimentaire, avec

les consequences deja mentionnees sur la sante. Bien qu'il soit volatile. Ie bromure de

methyle demeure dans Ie sol jusqu'a 16 jours (Dimitriou et Tsoukali, 1998b). Selon

1'Organisation Mondiale de la Sante (WHO, 1995), il peut meme etre detecte jusqu'a 3

semaines apres la fumigation dans differents types de sols. La teneur maximale en bromure

de methyle se situe dans les 40 cm sous la surface du sol. A cause de ces inconvenients,

1'utilisation du bromure de methyle sera supprimee progressivement aux Etats-Unis des 2001

(Burgess et al., 2000).

Le metalaxyl, quant a lui, possede une grande solubilite dans 1'eau (7,lg/l)

contrairement a de nombreux autres fongicides et pesticides dont la solubilite est de quelques

mg/1 (Greco et al., 1998). Cette particularite lui procure Ie desavantage, plus que les autres

pesticides, de se retrouver aussi bien dans les eaux souterraines que de surface. Or, les

pratiques conventionnelles de traitement de 1'eau n'enlevent pas les pesticides solubles, ce qui

diminue la qualite de 1'eau potable (Thunnan et al., 1992). Outre ses effets polluants et

toxiques, 1'utilisation du metalaxyl a mene a la selection de champignons phytopathogenes

resistants. Cette selection est favorisee par 1'utilisation de fongicides specifiques, des periodes

de contact prolongees avec 1'agent pathogene et 1'administration de doses chimiques sub-

letales (Erwin, 1973; Evans, 1971). La plupart des fongicides exercent leur effet en



interagissant avec une cible proteique specifique et c'est paradoxalement par 1'etude

genetique de champignons phytopathogenes resistants que de nombreux mecanismes de

toxicite ont ete elucides (Steffens et al., 1996). La resistance est done generalement due a une

mutation dans Ie gene cible par Ie poison ayant pour consequence 1'alteration du ou d'un site

d'action du fongicide.

Tres peu de temps apres la premiere introduction du metalaxyl en 1977, la resistance

est apparue chez Ie P. infestans agent causal du mildiou chez la pomme de terre et la tomate

(Davidse et al, 1981; Dowley et O'Sullivan, 1981; Erwin et Ribeiro, 1996). En etudiant la

genetique de la resistance au metalaxyl, Lee et al. (1999) ont suggere que la resistance au

fongicide chez Ie P. infestans est controlee par un seul gene dominant et que cette resistance

varie par 1'effet d'autres genes mineurs. Fabritius et al. (1997) ont mis en evidence que les

genes d'effets mineurs etaient impliques dans 1'expression de la resistance et que ceux-ci sont

situes sur differents chromosomes dans plusieurs isolats du P. infestans. De plus, il a ete

rapporte que ces isolats out un plus grand pouvoir infectieux manifeste par une large etendue

des lesions, une plus grande vitesse de germination des spores du champignon, et une plus

grande capacite a entrer en competition en absence de metalaxyl (Kadish et Cohen, 1992).

Ces faits peuvent etre per^us comme un veritable desastre decoulant de 1'utilisation massive

du metalaxyl. Stehmann et De Waard (1995) out par ailleurs montre que chez Ie Botrytis

cinerea, Ie transport actif du fongicide a 1'exterieur de la cellule etait augmente chez la

souche resistante comparativement a la souche sensible. Ce type de mecanisme diminuant la

concentration du compose chimique a 1'interieur de la cellule peut mener a la resistance a une

large gamme de fongicides. II devient alors tres difficille de lutter contre de telles souches

phytopathogenes (Steffens et al., 1996).

L'aliette etant moins utilise que Ie metalaxyl, les inconvenients relies a son utilisation sont

moins documentes. La degradation du phosetyl-Al dans Ie sol est extremement rapide. Sa

demi-vie se situait entre 0,32 et 1,89 jours dans trois sols qui differaient par leur teneur en

matiere organique, et apres quatre jours, 11 n'etait plus detecte. Les principaux produits de

degradation du phosetyl-Al sont Ie HsPOs et Ie COi (Piedallu et Jamet, 1985). Les bacteries

et champignons du sol sont capables d'oxyder les phosphites en phosphates (Adams et



Conrad, 1953). Generalement, Ie pouvoir fongicide du phosetyl-Al et de son produit de

degradation. Ie HsPOs persistent dans Ie sol pendant plusieurs mois (Veigh et al., 1977). La

resistance au phosetyl-Al et au HsPOs a ete demontree en laboratoire chez plusieurs especes

de Phytophthora (Bower et Coffey, 1985a; Dolan et Coffey, 1985; Fenn et Coffey, 1985). Le

taux de mutation de ces especes isolees dans Ie sol ou sur les plantes etait comparable a celui

trouve chez les souches mutantes resistantes au metalaxyl. Comme dans Ie cas du metalaxyl,

les isolats de Phytophthora resistants au phosetyl-Al etaient plus aptes a entrer en

competition sur la plante et dans Ie sol que les isolats sensibles (Bower et Coffey, 1985b). Le

premier cas relatant 1'inefficacite du phosetyl-Al en nature a ete rapporte par Vegh et al.

(1985). Cela a eu lieu dans une pepiniere ou 1'action du phosetyl-Al s'est revelee etre

inefficace apres son utilisation prolongee dans Ie controle de 1'infection causee par Ie P.

cinnamomi sur Ie Chamaecyparis lawsoniana. Les auteurs ont recupere un isolat du P.

cinnamomi resistant au phosetyl-Al et au HsPOs.

Face aux nombreux inconvenients survenus apres 1'utilisation de fongicides ou de produits

fongistatiques chimiques, d'autres alternatives out ete recherchees afin de proteger les

vegetaux contre leurs agents pathogenes. Elles tentent de relever un double defi, soit celui de

limiter efficacement les pertes agricoles dues aux maladies vegetales et de preserver

1'environnement et la sante des etres vivants. L'une de ces alternatives faisant 1'objets d'une

recherche intensive est la lutte biologique.

1.2 La lutte biologique contre les champignons phytopathogenes du sol

La destruction ou la stabilisation d'une population d'agents pathogenes par des champignons

ou des bacteries antagonistes du sol survient communement dans la nature. II existe des sols



ou malgre des conditions de T°, de pH et de teneur en eau favorables, la presence de la plante

hote et de son agent pathogene, la maladie ne se developpe pas. De tels sols sont appeles sols

suppressifs et Ie phenomene decrit est la fongistase. Lorsque ces sols sont traites a la chaleur

ou par fumigation, ce qui a pour effet d'elimmer les formes vegetatives de champignons et de

bacteries, la maladie se developpe chez la plante suite a 1'introduction de 1'agent pathogene.

Ces sols doivent done leur caracteristique phytoprotectrice a la presence de microorganismes

antagonistes a 1'agent pathogene (Davet, 1996). Corbaz (1990) a defini la lutte biologique

comme etant "toute action mettant enjeu des organismes ou modiflant I'hote, y compris des

methodes culturales, qui permettent de diminuer, par voie directe ou indirecte, les dommages

causes par un parasite". Dans Ie contexte de notre travail, nous limiterons cette definition a

1'utilisation de microorganismes antagonistes protegeant la plante contre des

microorganismes phytopathogenes.

1.2.1 Mecanismes d'antagonisme en lutte biologique

La premiere qualite que doit posseder un microorganisme antagoniste dans Ie sol est la

capacite a coloniser la rhizosphere de la plante. Selon Weller (1988), les bacteries sont

considerees colonisatrices de racines si des qu'introduites dans Ie sol elles se distribuent Ie

long des racines, se multiplient et survivent plusieurs semaines en depit de la competition due

a la microflore rhizospherique indigene. Cette definition elimine les bacteries transitoires de

la rhizosphere ou celles qui ne s'etablissent sur les racines qu'en absence de competition.

Ahmad et Baker (1987) ont utilise Ie terme rhizocompetence ou affinite rhizospherique pour

decrire la capacite des agents de lutte biologique a croitre, a fonctionner et a se maintenir

dans la rhizosphere au fur et a mesure que la racine s'allonge. L'affinite rhizospherique peut

aussi etre definie comme la capacite relative d'une souche a coloniser les racines (de fa9on

superficielle ou interne) ou Ie sol rhizospherique.



Les facteurs menant a la repartition active ou passive des bacteries sont biotiques et

abiotiques, et ils sont encore mal compris. L'eau de percolation joue probablement un role

essentiel dans la distribution passive des bacteries sur les racines (Parke et al., 1986; Liddell

et Parke, 1989). Ce mouvement des bacteries a travers Ie sol au moyen de 1'eau est affecte par

leur niveau de flottabilite et de motilite. La motilite n'est cependant pas systematiquement

necessaire a 1'efficacite en lutte biologique (de Wegger et al., 1987; Bowers et Parke, 1993).

L'osmotolerance, c'est-a-dire la tolerance aux sols sees et a fort potentiel osmotique est aussi

correlee a la capacite de colonisation de la rhizosphere (Loper et al., 1985). La composition

de la surface cellulaire bacterienne, principalement les polysaccharides extracellulaires

influence la colonisation (Vesper, 1987; Anderson et al., 1988). Bien que la plupart des

exsudats soient facilement metabolises par les bacteries du sol, peu d'organismes sont

capables de degrader les hydrates de carbone complexes comme la celullose, 1'hemicellulose

et la pectine (Foster et al., 1983). La capacite a utiliser ces hydrates de carbone peut procurer

un avantage competitifaux bacteries introduites dans Ie sol. Selon Ahmad et Baker (1988), la

grande affinite rhizospherique d'une de leurs souches de Trichoderma harzianum est due a

son activite cellulasique elevee lui permettant ainsi d'utiliser de fa^on competitive les debris

des cellules desquamees et senescentes abondantes dans la rhizosphere.

Les microorganismes capables d'hydrolyser les mucilages qui enrobent les cellules

epidermiques racinaires sont egalement peu nombreux. Ces mucilages contiemient des

glycoproteines hydrosolubles de haut poids moleculaire (Weller, 1988; Davet, 1996) dont la

presence procure un avantage aux bacteries capables de les utiliser.

Les mecanismes par lesquels un microorganisme exerce son effet antagoniste sont la

competition pour la meme niche ecologique, 1'antibiose, Ie mycoparasitisme par 1'excretion

d'enzymes hydrolytiques et la lyse. La production par un microorganisme d'enzymes

capables d'inactiver ou de degrader une phytotoxine bacterienne ou fongique, bien que



n'ayant aucun effet sur la population de 1'agent pathogene demeure un mecanisme a

considerer dans la protection des vegetaux par la lutte biologique.

La competition a ete definie par Clark (1968) comme etant "1'effet nuisible direct d'un

organisme sur un autre ou indirectement, par la suppression de certaines ressources de

1'enviromiement".

La premiere etape menant a 1'infection de I'hote dans Ie sol est generalement la germination

des spares ou la differenciation de certaines composantes du thalle du champignon

pathogene. Les champignons etant heterotrophes, ils doivent trouver dans 1'environnement

leurs sources d'azote et de carbone (Durrieu, 1993). Les agents pathogenes obligatoires des

plantes necessitent, in vitro, des nutriments exogenes pour germer. Les sources exogenes de

carbone necessaires a la germination et a la penetration sont apportees par I'hote sous forme

d'exsudats produits par les graines, les racines ou les parties souterraines d'un organe de la

plante (Schroth et Hildebrand, 1964). Ces composes solubles de faible poids moleculaire

diffuses passivement hors des cellules vegetales, peuvent aussi etre des composes azotes et

des vitamines (Corbaz, 1990). Les zoospores des champignons du genre Pythium et

Phytophthora sont d'ailleurs attirees par les exsudats racinaires. L'exsudation racinaire

concerne des racines vivantes. Cependant, Ie systeme racinaire est en perpetuel

renouvellement et la plupart des racines fines meurent entierement au bout de quelques

semaines, ce qui procure une autre source importante de matieres organiques dans Ie sol. De

nombreuses molecules solubles, insolubles ou gazeuses sont done disponibles a proximite

immediate des racines (Tableau 1) (Davet, 1996).



Tableau 1. Exemple de composes liberes par les racines de plantes

Composes les plus communs

Acides amines

Glucides simples ou polymerises

Acides organiques

Enzymes

Vitamines

Sterols

Derives nucleiques

Proteines provenant de la lyse cellulaire

Composes plus specifiques

Flavonoides

Thiophenes

Benzofuranes

Sulfures organiques

Heterosides

Les microorganismes de la rhizosphere (bacteries et champignons) vont entrer en

competition lorsqu'un element indispensable a leur developpement y est present en quantite

insuffisante. L'organisme Ie plus apte a utiliser rapidement 1'element limitant ou a Ie rendre

inaccessible aux autres, supplantera ses adversaires. La competition est d'autant plus intense

que les microorganismes ont des exigences semblables. Elle a lieu essentiellement au sein

d'une meme niche ecologique et conceme davantage les elements nutritifs que 1'espace vital.

II y aura competition pour 1'espace lorsque les microorganismes sont en competition pour des

sites de penetration a la surface des racines comme les jonctions cellulaires et les sites

d'emergence de nouvelles racines laterales. Les exsudats racinaires sont abondants a ces

endroits (Davet, 1996; Weller, 1988).

Bien que ce soit un phenomene considere comme important en lutte biologique, la

competition est difficille a mettre en evidence (cela est reflete par Ie nombre restreint



d'articles de recherche traitant de ce sujet). Parmi tous les elements presents dans Ie milieu, il

faut reussir a identifier lesquels sont limitants. Pour cela, il faut connaitre avec precision les

besoins des microorganismes, etre capable de mesurer les variations des populations

presentes et de mesurer les facteurs limitants. Neanmoins, lorsque 1'utilisation d'un element

par un microorganisme necessite Ie recours a un mecanisme tres particulier, la competition

peut etre mise en evidence. C'est Ie cas de la lutte pour 1'ion ferrique (Fe ).

Le fer inorganique est un element important dans de nombreuses reactions enzymatiques ou

il intervient comme cofacteur, dans Ie stockage de 1'energie et dans les systemes de transport

d'electrons. Le fer est abondant dans la croute terrestre mais il y est present la plupart du

temps sous forme d'hydroxyde ferrique. Ainsi, Ie fer est seulement disponible pour les

organismes a des concentrations inferieures ou egales a 10 M dans des sols a pH neutre. La

disponibilite de 1'ion Fe chute de fa^on logarithmique lorsque Ie pH du sol augmente

(Handelsman et Stabb, 1996; Moat et Foster, 1995). Cela represente done un veritable defi

pour les microorganismes du sol qui ont besoin de fer a des concentrations micromolaires

pour leur multiplication. Us repondent a la carence en Fe par la synthese et 1'excretion de

composes chelateurs a haute affinite, les siderophores (Moat et Foster, 1995). Les

siderophores sont de petites proteines se liant fortement au fer (Fe ). Le complexe fer-

siderophore est transporte par d'autres proteines a 1'interieur de la cellule ou Ie Fe3+ est reduit

en Fe . Les Pseudomonas fluorescents sont recomius pour produire des siderophores leur

permettant, dans Ie sol, de limiter Ie developpement de certains champignons

phytopathogenes. L'effet fongistatique de sols infestes par Ie Fusarium oxysporum f. sp. Uni,

agent causal de la fonte des semis de Un, a ete leve lorsqu'il y fut introduit une solution de

Fe-EDTA a une concentration de 50 |j.m. La survie des semis de Un etait reduite de 47%

apres quatre semaines en champ comparativement au meme sol infeste, mais non amende de

Fe-EDTA. Ces resultats suggerent que des microorganismes presents dans ces sols

suppressifs ou Ie fer est rare produisaient des siderophores rendant cet element non
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disponible pour 1'agent pathogene (Kloepper et al., 1980). Les memes auteurs ont ensuite

teste la possibilite de convertir un sol non fongistatique ou la maladie peut se developper, en

un sol fongistatique en ajoutant au premier sol, soit la souche B 10 de Pseudomonas isolee du

sol fongistatique, soit son siderophore, la pseudobactine. L'inoculation des graines de Un avec

une suspension de la souche B 10, suivie par la plantation en sol infeste par Ie Fusarium

oxysporum f. sp. Uni augmentait la survie des graines de 48 a 87% en comparaison aux

graines non inoculees (Kloepper et al., 1980). Bien que reel, Ie role des siderophores de

Pseudomonas dans 1'antagonisme a ete minimise par Hamdan et al. (1991). Dans leur etude,

les auteurs out obtenu par mutagenese au transposon deux mutants de P. fluorescens appeles

2-79 et M4-80R. Ces mutants, deficients dans la synthese de siderophores fluorescents

(pyoverdine dans ce cas) et incapables de transporter Ie fer a I'interieur de leurs cellules,

possedaient un effet inhibiteur in vitro aussi important envers Ie Gaeumannomyces graminis

var. tritici (champignon s'attaquant aux racines du ble) que les souches parentales possedant

toujours leurs siderophores. Les deux souches mutantes de P. fluorescens avaient quasiment

Ie meme pouvoir antagoniste que les souches parentales sauvages.

Lorsque les siderophores procurent un reel avantage aux microorganismes qui les

synthetisent, les souches les plus competitives dans des milieux ou Ie fer est en concentration

limitante seront celles qui possederont un siderophore ayant une tres grande affinite pour Ie

fer, une conformation que les autres souches ne pourront pas reconnaTtre et qui, en plus,

disposeront d'un systeme de transport capable d'utiliser les siderophores d'autres especes

(Leong, 1986).

Un autre mecanisme mis en evidence chez certains microorganismes du sol, leur procurant

un effet phytoprotecteur Ie mycoparasitisme. Le mycoparasitisme necessite un contact

physique entre 1'agent antagoniste et 1'agent phytopathogene precedant la lyse cellulaire de ce

dernier. Cependant, la lyse en elle meme, etant Ie resultat de la production d'enzymes

hydrolytiques par Ie microorganisme antagoniste, peut s'effectuer a distance sans aucun

contact physique entre les deux organismes.
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L'agent antagoniste Ie plus cite pour Ie mycoparasitisme est sans aucun doute Ie champignon

du genre Trichoderma (Chet et Inbar, 1994; Haran, 1996). Le mycoparasitisme est un

phenomene complexe qui se deroule en plusieurs etapes. La premiere etape est la stimulation

par laquelle Ie Trichoderma identifie la presence de son hote et dirige ses hyphes vers lui par

chimiotropisme. La nature du stimulus est encore mal comiue (Davet, 1996). Ensuite, vient la

reconnaissance caracterisee par la detection de substances chimiques et d'elements a la

surface du futur champignon parasite. A ce sujet, Elad et al. (1983) ont decouvert que des

glycoproteines appelees lectines etaient produites par certains agents pathogenes comme Ie

Rhizoctonia solani. Ces lectmes semblent etre impliquees dans la reconnaissance et la

specificite de 1'interaction entre Ie Trichoderma et son hote fongique. Le role des lectines

dans Ie mycoparasitisme et la lutte biologique a ete prouve et discute par Inbar et Chet(1992,

1997). Le T. harzianum ne colonisait des fibres de nylon, que lorsqu'elles etaient enduites de

concanavaline A ou de la lectine purifiee du Sclerotium rolfsii, et formait en plus des

appressoria (structures caracteristiques des champignons en phase de parasitisme). Les fibres

de nylon temoins non enduites de glycoproteine n'etaient pas colonisees par Ie T. harzianum

(Inbar et Chet, 1992). Apres la reconnaissance de son hote, les extremites en crochet des

hyphes de Trichoderma secretent des enzymes hydrolytiques telles que les chitmases et les

glucanases, leur permettant de degrader les parois cellulaires fongiques et d'envahir I'hote.

Les resultats obtenus par Lorito et al. (1993) ont demontre que I'endochitinase et

1'exochitinase purifiees de T. harzianum inhibaient la germination des spores et 1'elongation

du tube germinatif des champignons Fusarium spp., Ustilago avenae, U. necator et Botrytis

cinerea. Us ont aussi montre que les deux enzymes purifiees et administrees a des

concentrations superieures a 1 mg/ ml n'avaient aucun effet sur la germination des spores et

1'elongation des hyphes du Pythium ultimum qui ne contient pas de chitine dans sa paroi.

Cette concentration enzymatique etait 6 a 22 fois plus elevee que celles necessaires pour

inhiber les autres genres de champigons testes. Les glucanases excretees par Ie T. harzianum

sont les P-l,3-exo-, P-l,3-endo- et P-l,6-endoglucanases (Haran et al., 1996). L'ultime etape

du mycoparasitisme est la lyse du contenu cellulaire du champignon parasite provoquee par

12



la secretion d'autres enzymes extracellulaires de Trichoderma telles que les proteases et les

lipases. Geremia et al. (1993) ont identifie une protease alcaline (Prbl) chez Ie T. harzianum.

Us ont suggere que Prbl etait impliquee dans Ie mycoparasitisme, puisqu'elle etait induite par

du mycelium sterilise et reprimee par Ie glucose. Pour une efficacite hydrolytique maximale,

toutes ces enzymes agissent en synergie (Haran et al., 1996; Lorito et al., 1993).

Plusieurs etudes out demontre 1'utilisation efficace de sols amendes du Trichoderma dans la

lutte contre Ie Phytophthora. parasitica var. piperina (Mehrotra et Tiwara, 1976), Ie Pythium

slendes (Bolton 1978), Ie Pythium apHanidermatum (Bolton, 1980), Ie Rhizoctonia solani et

Ie Sclerotium rolfsii (Elad et al., 1983). Le T. harzianum est d'ailleurs 1'agent actif du

TRICHODEX utilise centre la pourriture post-recolte des pommes et est combine au T.

potysporum dans Ie BINAB-T, utilise centre la pourriture du bois (Esposito et da Silva, 1998;

Ricard, 1981).

Turhan (1993), au moyen de la microscopie electronique, n'a tenu compte que du

mycoparasitisme comme critere principal de selection de nouvelles souches fongiques

antagonistes a VAlternaria alternata. Par cette methode, 8 nouveaux mycoparasites

^Alternaria ont ete identifes comme agents de lutte biologique prometteurs.

En dehors des champignons mycoparasites, les bacteries antagonistes excretent egalement

des enzymes hydrolytiques responsables de la lyse des parois cellulaires du champignon. La

lyse, en elle meme, peut se manifester sans contact physique entre 1'agent pathogene et Ie

microorganisme antagoniste. Inbar et Chet (1991) ont isole une souche chitinolytique

d'Aeromonas caviae de racines de plants sains de haricots artificiellement infestes par Ie

Sclerotium rolfsii. En serre, la bacterie demontrait une grande capacite a lutter contre Ie

Rhizoctonia solani et Ie Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum agents pathogenes du coton.

Les symptomes de la maladie etaient reduits de 57 a 78% respectivement. L'A. caviae etait

aussi antagoniste au S. rolfsii (reduction des symptomes de la maladie de 60%). Les auteurs

ont montre que VA. caviae lysait partiellement Ie mycelium vivant du R. solam, S. rolfsii et
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du F. oxysporum f. sp. vasinfectum lorsque celui-ci servait d'unique source de carbone en

milieu liquide. Us ont egalement observe une forte activite chitinolytique lorsque de la chitine

colloidale etait utilisee comme source de carbone. L'activite chitinolytique etant reconnue

comme mecanisme important dans la lutte contre les champignons a parois cellulaires

chitineuses ou partiellement chitineuses (Herrera-Estrella et Chet, 1999), elle a ete

directement utilisee comme critere de criblage de bacteries antagonistes a certains

champignons phytopatho genes (Gomes et al., 2000). Mahadevan et Crawford (1997) out

decrit Ie role d'une chitinase dans 1'activite antifongique de Streptomyces lydicus WYEC108.

Cette souche, en plus de produire des antibiotiques, avait la capacite d'excreter de grandes

quantites de chitinase en presence de parois cellulaires du Pythium et de VAphanomyces.

Grace aux outils apportes par les techniques de biologie moleculaire, 1'obtention de

microorganismes mutants affectes negativement ou positivement dans la production

d'enzymes hydrolytiques a permis de mettre en evidence de fa^on incontestable Ie role de la

lyse dans 1'antagonisme. Ainsi, au cours d'experiences realisees en serre, Chernin et al.

(1995) ont illustre 1'efficacite de VEnterobacter agglomerans pour lutter contre Ie Rhizoctonia

solani, un agent pathogene du coton. L'effet antagoniste avait disparu lorsque les plantes

etaient traitees avec la bacterie mutante ne produisant plus d'enzymes chitinolytiques. Le

pourcentage de plants atteints etait 3,5 fois plus faibles avec la souche sauvage

d'Enterobacter agglomerans que celui obtenu avec des graines de coton inoculees avec la

souche mutante.

Les champignons phytopathogenes a parois cellulaires glucaniques, quant a eux, peuvent etre

les victimes de nombreux microorganismes (Ie Trichoderma, Streptomyces et autres

actinomycetes) possedant d'efficaces glucanases. Bien que faible in vitro, 1'activite

cellulolytique de Micromonospora carbonacea lui permettait aisement de degrader les parois

cellulaires des hyphes de Phytophthora cinnamomi et de proteger efficacement la plante

Banksia grandis centre son agresseur, en serre (El-Tarabily et al., 1997). Bien qu'ils aient

illustre Ie role des cellulases de M. carbonacea, les auteurs reconnaissent cependant, que

1'antibiosejoue aussi un role dans leurs essais d'antagonisme.
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Trois activites glucanolytiques differentes ont ete detectees chez des streptomycetes

antagonistes au Phytophthora fragariae var. rubi. Les bacteries possedaient les activites P-

1,3-, P-1,4- et p-l,6-glucanases en presence de laminarme, cellulose et pustulane

respectivement. De plus, elles produisaient des zones de degradation sur milieu solide

contenant comme source de carbone du mycelium fragmente et autoclave du Phytophthom

fragariae var. rubi. Les glucanases produites par ces memes souches lysaient les cellules

vivantes du Phytophthora (Valois et al., 1996). Trejo-Estrada et al. (1998a) ont detecte outre

1'activite chitmase, une activite P-l,3-glucanase chez Ie Streptomyces violaceusniger YCED9

isole du sol, antagoniste au Pythium ultimum agent pathogene de la laitue. Selon les auteurs,

1'enzyme etait impliquee dans 1'antagonisme au P. ultimum.

Meme si les enzymes hydrolytiques contribuent a 1'antagonisme, la lutte biologique est

attribuee, la plupart du temps, a 1'antibiose, sans doute parce que c'est un phenomene

facilement mis en evidence in vitro et cela de fa9on spectaculaire. L'antibiose designe la

situation ou un organisme exerce un effet inhibiteur sur la croissance d'un autre organisme

dont il tend a limiter ou a eliminer la population.

1.2.2 L'antibiose en lutte biologique

L'antibiose repose done sur 1'emission par un microorganisme de metabolites secondaires

solubles ou volatiles responsables de 1'inliibition de la croissance d'un second

microorganisme. Les cas les plus decrits d'antibiose impliquent une bacterie productrice de

metabolites secondaires antagoniste a une autre bacterie ou champignon phytopathogene

(Fravel, 1988; Handelsman et Stabb, 1996; Thomashow, 1996; Weller, 1988). La production

d'antibiotiques requiert que Ie microorganisme producteur ait a sa disposition les elements

15



nutritifs indispensables a la biosynthese de ces substances (Baker, 1968). Les nutriments ne

sont pas disperses de fa9on uniforme dans Ie sol mais sont localises dans la spermosphere, la

rhizo sphere et autour des debris vegetaux et des lesions des plantes. L'extraction des

antibiotiques du sol ou de fragments vegetaux est souvent difflcile. Les facteurs qui

influencent Pefficacite de recuperation des antibiotiques incluent la stabilite de 1'antibiotique,

ses interactions chimiques et physiques avec la matrice de 1'echantillon et Ie solvant

d'extraction, ainsi que les diverses manipulations effectuees tout au long du processus de

recuperation. Ce n'est qu'a partir de 1'antibiotique produit in vitro que les autres

caracteristiques comme la solubilite, la thermostabilite, la photo sensibilite et la vulnerabilite

a 1'oxydation pourront etre determinees. Les antibiotiques produits dans Ie sol s'adsorbent

instantanement sur les matieres organiques et les groupements charges a la surface du sol,

rendant leur recuperation davantage perilleuse (Blum et al., 1994; Chiou, 1989; Weber et

Miller, 1989). Le pH du sol est un parametre dont il faut aussi tenir compte car dans les sols

ou Ie pH se situe entre 4,5 et 6,5 par exemple, les formes non ioniques des acides organiques

et composes phenoliques sont facilement et irreversiblement lies aux matieres organiques du

sol (Chiou, 1989; Hasset et Banwart, 1989) ou polymerises a I'interieur des substances

humiques du sol (Dalton et al., 1983, 1987, 1989). Neanmoins, la detection et Ie dosage

d'antibiotiques dans Ie sol a permis de demontrer, sans equivoque, leur biosynthese in situ et

leur contribution a 1'antagonisme microbien. Thomashow et al. (1990) ont isole 1'antibiotique

acide phenazine-1 carboxylique (PCA) produit par Ie Pseudomonas fluorescens 2-79 de

racines de ble apres Ie traitement des graines par la souche sauvage alors que ce n'etait pas Ie

cas avec la souche mutante ne produisant plus de PCA. Que cela soit en presence ou en

absence de 1'agent pathogene Gaeumannomyces graminis var. tritici, des quantites similaires

de PCA (28 a 43 ng/g racine avec la rhizosphere) etaient detectees avec la souche sauvage de

P. fluorescens 2-79, meme si la population bacteriemie etait 10 fois plus faible sur les racines

en absence de 1'agent pathogene. Lorsque Ie sol etait traite a la vapeur avant les tests

d'antagonisme, la quantite d'antibiotique recuperee etait 10 fois plus grande (250 a 365 ng) et

la population des bacteries introduites etait egalement 10 fois plus importante. Les auteurs
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ont demontre la correlation entre la presence d'antibiotique et Ie controle de la maladie causee

par Ie G. graminis var. tritici.

Le large spectre d'activite biologique associe aux phenazines est semble t-il du a leur

capacite a subir un cycle d'oxydo-reduction en presence d'agents reducteurs varies et

d'oxygene moleculaire. Cela menerait a 1' accumulation de superoxyde toxique, de peroxyde

d'hydrogene et eventuellement a un stress oxydatif cellulaire voire a la mort (Britigan et al.,

Hassan et Fridovich, 1980).

Dans Ie cas ou I'antibiotique produit dans Ie sol est trop instable ou trop peu abondant pour

etre detecte directement, une approche genetique permet de mettre en evidence 1'expression

in situ de genes impliques dans la biosynthese de 1'antibiotique. Cette approche necessite au

prealable une bonne coimaissance de 1'organisation des genes codant pour la biosynthese de

1'antibiotique ainsi qu'une connaissance adequate de leurs fonctions. Gutterson et al., (1986)

ont isole cinq genes afu impliques dans la biosynthese de 1'oomycine A, metabolite

secondaire produit par Ie P. fluorescens Hv37a. Au moyen d'une souche genetiquement

modifiee dans laquelle ils out introduit un plasmide comportant la fusion du promoteur d'un

gene afu (Ie gene afuE) et du gene rapporteur lacZ (codant pour la P-galactosidase), Howie et

Suslow (1991) ont demontre 1'expression in vivo des genes de biosynthese de 1'oomycine A.

L'expression du gene afuE a ete detectee par 1'activite P-galactosidase in situ chez la souche

modifiee genetiquement inoculee sur des graines de coton plantees en sol. L'activite R-

galactosidase etait quasiment absente chez la souche qui comportait la meme modification

genetique ajoutee a la mpture genique par transposon d'un gene afu, la rendant incapable de

produire 1'oomycine A.
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Des mutants du P. fluorescens 2-79 deficients dans la production de PCA ont ete utilises pour

demontrer Ie role de 1'antibiose dans la protection du ble contre Ie G. graminis var. tritici

(Thomashow et Weller, 1988; Thomashow et al., 1990). Les mutants deficients dans la

production de phenazine n'inhibaient plus la croissance du champignon G. gramims var.

tritici et etaient beaucoup moins efficaces dans la protection du ble. Lorsque ces mutants

etaient complementes genetiquement pour retrouver leur phenotype originel, ils retrouvaient

leur activite antifongique in vitro et leur capacite a proteger Ie ble contre 1'agent

phytopathogene. D'apres les travaux de Hamdan et al. (1991), les doubles mutants (deficients

dans la production de PCA et de siderophore pyoverdine) etaient toujours capables d'inhiber

la croissance du champignon in vitro et de limiter, mais dans une moindre mesure, les

symptomes de la maladie. Un deuxieme facteur antifongique a ete identifie chez Ie P.

fluorescens 2-79 comme intermediaire probable de la biosynthese de PCA et capable

d'augmenter Ie pouvoir d'antibiose de la bacterie. Toutefois, la biosynthese de PCA demeure

1'element determinant de controle de la maladie (Hamdan et al., 1991). Toujours par la meme

technique de mutagenese au transposon Tn5, une autre souche. Ie P. fluorescens CHAO

productrice du metabolite secondaire, 2,4-diacetylphloroglucinol (Phi), a ete mutee. Une

souche mutante deficiente dans la production de Phi perdait sa capacite a inhiber in vitro les

champignons Thielaviopsis basicola, causant la pourriture noire des racines du tabac et Ie G.

graminis var. tritici, agent pathogene du ble. Cette bacterie mutante etait aussi fortement

diminuee dans sa capacite a proteger les deux plantes contre leurs agents pathogenes

respectifs. La complementation genetique de la souche mutante lui a redonne sa capacite a

produire Ie Phi, a inhiber la croissance des champignons in vitro et a controler la maladie

chez les plantes. Le Phi a pu etre extrait de la rhizosphere des plants inocules (Keel et al.,

1992)
Les mutants deflcients dans la production d'antibiotique sont un outil de choix pour illustrer

Ie role des antibiotiques dans la lutte biologique. Un autre moyen de mise en evidence

genetique de 1'antibiose est de montrer la relation quantitative qui existe entre la production

d'antibiotique et la suppression de la maladie. La transformation genetique de P. fluorescens

CHAO productrice de Phi et de pyoluteorine avec un fragment d'ADN provenant de son
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propre genome a induit une augmentation de la biosynthese des deux antibiotiques.

Comparativement a la souche sauvage non transformee, la souche recombinante procurait

une meilleure protection aux plants de concombre infectes par Ie Pythium ultimzim, soit un

poids frais vegetal deux fois plus eleve deux semaines apres 1'infection fongique et trois

semaines apres la plantation des graines (Maurhofer et al., 1992).

Une multitude de genes codant pour la biosynthese de nombreux metabolites secondaires

anti-fongiques d'origine bacterienne, impliques dans la protection des vegetaux ont deja ete

caracterises. Voici quelques uns des ces metabolites secondaires: Ie 2,4-

diacetylphloroglicinol de P. fluorescens Q2-87 (Bangera et Thomashow, 1996); la

pradimicine d'Actinomadum hibisca (dairi et al., 1997), un agent antifongique se liant au

mannose a la surface des cellules; 1'AFC-BCll de Burkholderia cepacia BC11 (Kang et al.,

1998), un lipopeptide causant des changements morphologiques, 1'alteration du pH

intracellulaire et de 1'organisation des mitochondries chez les champignons pathogenes

(Thrane et al., 199;), la zwittermicine A de Bacillus cereus (Stohl et al., 1999) et la nystatine

de Streptomyces noursei ATCC 11455 (Brautaset et al., 2000), dont la cible est 1'ergosterol

des membranes cellulaires (Wang et al., 1998). L'etude approfondie du role de ces genes dans

la regulation et la biosynthese des antibiotiques ayant un role majeur en protection des

vegetaux ouvre de grandes possibilites tant dans la comprehension des mecanismes

impliques dans 1'antibiose que dans 1'amelioration des performances des agents de lutte

biologique (Handelsman et Stabb, 1996; Thomashow, 1996).

L'antibiose dans Ie sol a aussi ete observee dans d'autres systemes. Streptomyces

hygroscopicus var. geldanus, qui produit la geldanamycine, controlait la pourriture des

racines de pois causee par Ie Rhizoctonia solani en sol sterile (Rothrock et Gottlieb, 1984).

Trejo-Estrada et al. (1998a; b) out rapporte 1'implication possible de 3 composes

antifongiques (la guanydylfungine A, la nigericine, ionophore pour les cations monovalents

dans les mitochondries (Zoratti et al., 1984) et la geldanamycine) dans 1'antagonisme marque

de Streptomyces violaceusniger YCED9 envers des souches de champignons appartenant a

divers groupes taxonomiques.
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Bien que 1'antibiose soit un mecanisme d'antagonisme important en lutte biologique, les

microorganismes phytopathogenes soumis aux effets toxiques des antibiotiques produits dans

Ie sol, sont eux aussi susceptibles de developper une resistance a ces composes. La resistance

des microorganismes peut etre (i) naturelle par 1'existence d'un ou plusieurs mecanismes de

resistance innes, done propres a Fespece; (ii) acquise, par 1'acquisition d'un mecanisme de

resistance chez une souche habituellement sensible; (iii) croisee, faisant reference au spectre

d'inactivation d'un mecanisme de resistance vis-a-vis de divers antibiotiques appartenant a la

meme famille ou sous-groupe; (iv) chromosomique, lorsqu'elle est liee a une mutation situee

sur Ie chromosome; (v) extrachromosomique lorsqu'elle est liee a un fragment d'ADN

generalement plasmidique; et (vi) associee quand il s'agit de resistance a des families

d'antibiotiques differentes causee essentiellement par des transposons ou elements

genetiques mobiles, situes sur Ie chromosome ou sur un plasmide.

Les mecanismes biochimiques impliques dans la resistance aux antibiotiques sont: (i)

1'inactivation ou la detoxification enzymatique du compose; (ii) 1'interference avec les

mecanismes de transport (impermeabilite et efflux); et (iii) modification de la cible de

1'antibiotique (Moat et Foster, 1995).

L'un des groupes de microorganismes les plus prometteurs en lutte biologique,

essentiellement grace a leur grande capacite de production d'enzymes hydrolytiques

extracellulaires et de metabolites secondaires toxiques est celui des Streptomyces.
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1.2.3 Les Streptomyces antagonistes de bacteries et champignons phytopathogenes

Les Streptomyces sont des bacteries Gram + appartenant au grand groupe des actmomycetes,

qui possede la particularite d'avoir une haute teneur en nucleotides G+C dans Ie genome. Ce

sont des saprophytes du sol, environnement qu'ils colonisent grace a leur croissance sous

forme de filaments branches constituant Ie mycelium. Les hyphes vegetatifs sont

unicellulaires et se differencient en conidies qui participent a la dissemination et a la

persistence des Streptomyces dans Ie sol (Waksman, 1967). Les conidies de Streptomyces

sont resistantes a la penurie de nutriments et a la dessication, contrairement au mycelium

sensible a la secheresse (Karagouni et al., 1993). Les Streptomyces jouent un role essentiel

dans la degradation de la matiere organique du sol en produisant de nombreuses enzymes

extracellulaires. Ces dernieres hydrolysent les polymeres complexes que sont la chitine, la

cellulose. Ie xylane, la lignine etc (McCarthy, 1987; McCarthy et Williams, 1992; Wang et

al., 1989). Le genre Streptomyces est aussi remarquable par la diversite des metabolites

secondaires bioactifs qu'il produit. Soixante et un pourcent des metabolites secondaires

connus a ce jour chez les champignons et les bacteries sont produits par les actmomycetes

dont 80% appartenant au genre Streptomyces (Kieser et al., 2000). Certaines etudes ont aussi

relate la grande capacite des Streptomyces a coloniser la rhizosphere de plantes. Le

Streptomyces griseoviridis se retrouvait en plus haute densite dans la rhizosphere de plants de

navets et de carottes que dans Ie reste du sol lorsque la souche etait inoculee dans Ie sol avant

la plantation des graines (Kortemaa et al., 1997). La capacite a coloniser la rhizosphere

depend des especes vegetales car d'apres Kortemaa et al. (1994), les racines de navet etaient

davantage colonisees que les racines de carottes. Les resultats obtenus par Elliott et al. (1994)

suggerent que diverses especes de Streptomyces sont capables de coloniser les racines de ble

et de s'y multiplier apres que les graines aient ete inoculees puis plantees en sol non sterile.

Tous ces traits phenotypiques procurent aux Streptomyces un avenir prometteur comme

agents de lutte biologique dans la protection des vegetaux.
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De nombreux auteurs ont experimentalement demontre Ie role benefique que jouent les

Streptomyces dans la protection des vegetaux contre les champignons phytopathogenes.

L'amendement de milieux de croissance artificiels pour geraniums avec des suspensions de

spares et mycelium de Trichoderma viride ou de Streptomyces sp. retardait de 3 semaines a

un mois les symptomes causes par Ie Pythium splendes (Bolton, 1978). De meme, Ie degre de

protection contre la pourriture des racines et la fletrissure soudaine de plants de poinsettia

causee par Ie Pythium aphamdermatum etait directement proportionnels a la quantite de

microorganismes antagonistes incorpores (Ie T. viride ou Ie Streptomyces sp.) (Bolton, 1980).

Une autre observation concernant la protection des plantes par les Streptomyces a ete relatee

par Tahvonen (1993). De la tourbe de sphaigne incorporee a des milieux de culture pour

plantes protegeait Ie chou-fleur de la fonte des semis et la tomate de la fletrissure fusarienne.

Get effet disparaissait lorsque la tourbe etait sterilisee et reapparaissait lorsqu'un peu de

tourbe fraiche etait ajoutee a celle sterilisee. Les microorganismes les plus souvent retrouves

dans cette tourbe de sphaigne etaient les bacteries Streptomyces spp. suivies des

champignons Penicillium spp., Motierellla spp. et Trichoderma viride. Plusieurs especes de

Streptomyces prises separement inhibaient la croissance de nombreux champignons in vitro.

L'auteur de cette etude a meme observe une correlation entre Ie niveau de production

d'antibiotique des Streptomyces et leur capacite a proteger la plante centre les champignons

phytopathogenes Alternaria, Fusarium, Rhizoctonia et Pythium en sol sterile (Tahvonen,

1982b). L'une des souches de Streptomyces a etc identifiee comme etant Ie S. griseoviridis

(Tahvonen, 1982a). Un biofongicide commercial (Mycostop) a d'ailleurs ete developpe en

Finlande a partir de cette souche (Lahdenpera, 1991). Les deux principaux mecanismes

decrits, assurant aux Streptomyces leur aptitude a combattre la multiplication des

champignons phytopathogenes sont la lyse et 1'antibiose (Chamberlain et Crawford, 1999; El-

Tarabily et al., 1997; Mahadevan et Crawford, 1997; Rothrock et Gottlieb, 1981; Toussaint et

al., 1997; Trejo-Estrada et al., 1998a; b; Valois et al., 1996). D'autres facteurs pouvant

affecter la protection des vegetaux par les Streptomyces ou autres actinomycetes sont

I'affmite rhizospherique (Elliott et al., 1994; Kortemaa et al., 1994; 1997; Nemec et al., 1996;
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Ryan et Kinlcel, 1997), 1'hyperparasitisme dans Ie cas de Micromonospora carbonacea et de

Actinoplanes Philippines (El-Tarabily et al., 1997) ou la degradation d'une phytotoxine

(Doumbou et al., 1998). Doumbou et al. (1998) ont montre qu'une espece de streptomycete

avait la capacite de degrader la thaxtomine, phytotoxine produite par Streptomyces s cables,

agent causal de la gale commune de la pomme de terre. La degradation de la phytotoxine

pourrait conferer a 1'agent antagoniste, 1'aptitude a proteger la plante centre Ie

microorganisme phytopathogene. Ce type de mecanisme en lutte biologique est cependant

rarement rapporte dans la itterature.

L'antibiose et la lyse etant les deux prmcipaux mecanismes d'antagonisme chez les

Streptomyces, ils ont servi de criteres de selection pour Ie criblage de nombreuses especes de

Streptomyces phytoprotecteurs. Dans un premier temps. Ie criblage des souches s'effectue in

vitro soit par des tests d'antibiose soit par des tests de croissance en milieu gelose contenant

Ie mycelium fragmente du champignon phytopathogene. Ensuite, les souches sont testees en

serre ou chambres de croissance en presence de la plante hote avant d'etre evaluees en champ

ou les facteurs climatiques et edaphiques seront les parametres additionnels entrant en jeu.

Toutes les methodes de criblage sont selectives. De ce fait, seulement une fraction de la

microflore est detectee (Knudsen et al., 1997). D'apres Crawford et al. (1993), les milieux de

culture a faible teneur en nutriments organiques sont meilleurs pour isoler un grand nombre

d'actinomycetes du sol. La majeure partie des actmomycetes qu'ils ont isoles etaient des

Streptomyces. Afin d'isoler des actinomycetes antagonistes au Phytophthora fragariae var.

rubi, Valois et al. (1996) out crible des souches selon leur capacite a hydrolyser les parois

cellulaires fragmentees du champignon en milieu gelose. Us out ainsi, isole des souches

effectivement efficaces en chambre de croissance pour proteger les plants de framboisiers

centre leur agresseur. D'autres methodes de criblage utilisent directement la plante hote

comme substrat au lieu des substrats synthetiques habituels. El-Tarabily et al. (1997) ont

modifie Ie test de pouvoir pathogene decrit par Groom et Perry (1985) pour evaluer

directement sur des carottes, la capacite de 45 actmomycetes a inhiber la croissance du

champignon Pythium color atum. Cinq actinomycetes dont 2 Streptomyces prevenaient la

formation de lesions sur Ie legume. Chamberlain et Crawford (1999) ont, quant a eux, realise
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la croissance de souches de Streptomyces en milieu liquide directement en presence de

chaume. Us ont ensuite melange Ie filtrat de culture a un milieu gelose sur lequel ils ont

evalue, par rapport a des temoins, la capacite de champignons phytopathogenes du gazon a

croitre en presence des metabolites secondaires synthetises par les Streptomyces en presence

de chaume.

Bien qu'il arrive que des souches ayant des proprietes antagonistes spectaculaires in vitro

demontrent une faible capacite a proteger les plantes en serre ou en chambre de croissance

(Crawford et al., 1993; Rothrock et Gottlieb, 1981; Trejo-Estrada et al., 1998b; Yuan et

Crawford, 1995), de nombreux exemples out montre une correlation positive entre les

resultats obtenus in vitro et ceux obtenus in vivo (Chamberlain et Crawford, 1999; Jones et

Samac, 1996; El-Tarabily et al., 1996; 1997; Tahvonen et al., 1993; Trejo-Estrada et al.,

1998b; Valois et al., 1996). Cette correlation positive sera d'autant plus grande que les

conditions de criblages in vitro miment Ie plus possible les conditions retrouvees dans Ie sol,

comme par exemple, Ie pH, ou la nature biochimique des exsudats racinaires ou des

composes vegetaux.

L'utilisation des Streptomyces peut parfois produire des effets indesirables sur les plantes

cultivees. En effet, la germination des graines ou la croissance de certaines plantes peut etre

affectee par les metabolites secondaires produits par les Streptomyces dans la rhizosphere ou

la spermosphere. Les resultats obtenus par Rothrock et Gottlieb (1984) ont demontre la

phytotoxicite de la geldanamycine envers Ie pois (Pisum sativum) lorsque 1'antibiotique

purifie ou la souche productrice, Ie Streptomyces hygroscopicus var. geldanus etaient

introduites dans Ie sol avant la transplantation des graines. Get effet peut cependant, dependre

du stade de croissance de la plante ou de Fespece vegetale puisque Valois et al. (1996) n'ont

remarque aucun effet phytotoxique lorsque la meme espece bacterienne etait introduite en sol

avant la plantation de framboisiers plus matures, ages de 14 jours. On peut aussi suggerer que

la biosynthese de geldanamycine dans la rhizo sphere ou la spermo sphere depend de la

composition chimique ou biochimique du sol ainsi que de la nature des exsudats, variables

d'une plante a 1'autre. En effet, Trejo-Estrada et al. (1998a) n'ont obsen/e aucun effet

herbicide in vivo de la souche productrice de geldanamycine S. violaceusniger YCED9,
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contrairement a Heisey et Putnam (1986) qui out montre 1'effet herbicide de S. hygroscopicus

productrice du meme antibiotique. Parmi les 12 souches d'actmomycetes antagonistes au P.

ultimum isolees par Crawford et al. (1993), la moitie retardait la germination des graines de

laitue et 1'emergence des pousses de 1 a 3 jours. De plus, apres 18 jours de croissance en pots,

la biomasse de certains plants inocules avec les actmomycetes et en absence de 1'agent

pathogene etait reduite de fa^on significative comparativement aux plants temoins non traites

du tout. Les plants traites par les actinomycetes conservaient malgre tout. Ie meme aspect

sain que les plants temoins. Au cours de la meme experience, les auteurs ont neanmoins

observe qu'une de leurs souches augmentait sigmficativement la biomasse des plants

inocules.

Les actinomycetes peuvent done aussi avoir la capacite de promouvoir la croissance des

plants dont ils colonisent la rhizosphere. A ce sujet, les resultats obtenus par Lahdenpera

(1991) ont demontre que Ie biofongicide commercial, Mycostop dont 1'agent bioactifest Ie S.

griseoviridis, protegeait non seulement les fleurs de la fletrissure mais encore, augmentait

leur production de 12 a 33% en comparaison aux fleurs saines non inoculees. Chamberlain et

Crawford (1999) ont aussi observe que deux souches de Streptomyces YCED9 et WYE53

favorisaient la croissance du gazon en absence de champignon phytopathogene. El-Tarabily

et al. (1996; 1997) quant a eux, ont decrit des exemples ou 1'augmentation de la croissance

des plantes due a la presence de Streptomyces se produisait malgre la presence de 1'agent

pathogene. Selon El-Shanshoury (1994), cet effet favorable provoque par ces rhizobacteries

serait du a la biosynthese de regulateurs de croissance vegetaux. Les resultats de son etude

demontrent que 1'enrobage des graines de coton avec de l'acide-3-mdole acetique d'une part

ou des cellules de S. atroolivaceus d'autre part, augmentait Ie poids frais des tiges et des

feuilles de cotonnier par rapport aux graines non inoculees. L'auteur a cependant observe des

effets mains prononces lorsque les graines de coton etaient enduites de filtrat de culture ou de

1'extrait a 1'ether de diethyle du surnageant de culture de la souche S. atroovilaceus. Outre la

croissance des vegetaux, des especes de Streptomyces favoriseraient la germination de

certains champignons mycorhiziens (Tylka et al., 1991).
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Bien que parfois contro verses (Jones et Samac, 1996), des resultats obtenus lors d'etudes de

terrain ont demontre Ie reel potentiel des Streptomyces comme agents de lutte biologique

(Chamberlain et Crawford, 2000; Nemec et al., 1996). Par exemple, Ie biofongicide qui a ete

elabore en Finlande est efficace en champ contre de nombreux champignons

phytopathogenes (Lahdenpera, 1991; Mohammadi, 1992). De meme, la souche EF-76 isolee

en 1992 d'un tubercule de pomme de terre dans notre laboratoire (Faucher et al., 1992) et qui,

en serre, protege efficacement Ie framboisier contre la pourriture des racines causee par Ie P.

fragariae var. rubi (Valois et al., 1996) est en bomie voie d'etre utilisee en champ comme

biofongicide.

1.3 Biosynthese des metabolites secondaires chez les Streptomyces

1.3.1 Generalites

La biosynthese des metabolites secondaires chez les Streptomyces depend generalement de la

phase de croissance des cellules. Elle coincide avec Ie debut de la differenciation

morphologique. En milieu liquide, la production d'antibiotique se produit des la fin de la

phase exponentielle de croissance et au cours de la phase de plateau. En milieu solide (milieu

gelose), la production d'antibiotique debute des la formation du mycelium aerien (Bibb,

1996). La biosynthese des metabolites secondaires est un processus complexe, hautement

regule dont il reste encore de nombreuses zones a eclaircir. Les genes impliques dans cette

biosynthese sont nombreux et regroupes au sein du genome de la bacterie. Cela comprend

non seulement des genes de structure directement impliques dans la synthese des molecules

mais encore ceux impliques dans la regulation de la synthese de 1'antibiotique, la resistance a

1'antibiotique produit et 1'export de ce dernier a 1'exterieur de la cellule. On retrouve aussi

dans cette portion du genome, des genes de fonction inconnue et parfois des transposons. Ces

genes sont eux memes soumis au controle de genes pleiotropes (Bibb, 1996). Le S. coelicolor
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est F actinomycete chez qui la regulation de la biosynthese des antibiotiques a ete Ie plus

etudiee d'un point de vue genetique. Cette espece a done servi de modele pour elucider les

signaux physiologiques et les mecanismes de regulation responsables de la production

d'antibiotiques (Adamidis et Champness, 1992; Adamidis et al., 1990; Bibb, 1996;

Champness et al., 1992; Fernandes-Moreno et al., 1992b; Floriano et Bibb, 1996; Fujii et al.,

1996; Gramajo et al., 1993; Price et al., 1999). Chez Ie S. coelicolor, la transcription d'un

gene codant pour un activateur specifique de la biosynthese d'un antibiotique donne ne se

produit qu'en phase de transition et en phase stationnaire de croissance. Peu de temps apres,

suit la transcription des genes de structure (Gramajo et al., 1993; Takano et al., 1992). Le

debut de la biosynthese d'un antibiotique est influencee par d'autres facteurs physiologiques

et envirormementaux. De petites molecules de signalisation diffusibles jouent un role

important dans Ie declenchement de la production d'antibiotique. Par exemple, les mutants de

S. griseus deficients dans la synthese du facteur A, n'etaient plus capables de synhetiser la

streptomycine (Hara et Beppu, 1981). De meme six molecules de la meme famille que Ie

facteur A de S. griseus (famille des y-butyrolactones) out ete purifiees chez S. coelicolor.

L'une d'entre-elles, detectable seulement en phase de croissance transitoire ou statiomiaire

causait la production precoce d'actinorhodine ou d'undecylprodigiosine chez la souche

sauvage (Anisova et al., 1984; Bibb, 1996; Efremenkova et al., 1985). Etant domie la

synthese localisee dans Ie temps de ce type de molecules, il apparait qu'elles sont produites

davantage en reponse a certains signaux physiologiques et environnementaux plutot

qu'agissant simplement comme indicateurs de la densite cellulaire comme les derives

d'homoserine lactone fabriques par les especes de Vibrio (Bibb, 1996; Fuqua, 1994).

Un autre element important dans Ie declenchement de la biosynthese des antibiotiques est Ie

nucleoside tetraphosphoryle, ppGpp. Le ppGpp est synthetise en grande quantite lorsque Ie

milieu de culture est appauvri en acides amines. De plus, il existe une correlation positive

entre la synthese de ppGpp et la transcription des genes codants pour les activateurs

transcriptionnels des genes de biosynthese de 1'actinorhodine (Strauch, 1991) et de

1'undecylprodigiosine (Takano et al., 1992) chez Ie »Sf. coelicolor. Le ppGpp agit done comme

effecteur intracellulaire de la production d'antibiotique.
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Toujours en ce qui concerne la regulation transcriptioimelle, 1'heterogeneite des facteurs CT

chez Ie >S'. coelicolor possede manifestement un role important dans la transcription des genes

impliques dans la biosynthese des antibiotiques. En analysant 1'ARN polymerase isolee d'une

culture de S. coelicolor en phase de transition, Brown et al. (1992) et Fujii et al. (1996) ont

suggere que les genes de regulation speciflques de la biosynthese d'un antibiotique etaient

transcrits par une holoenzyme differente de la forme majoritairement retrouvee.

D'autres facteurs environnementaux influencent Ie debut de la biosynthese des antibiotiques a

savoir la repression nutritioimelle (Demain et al., 1983; Demain, 1992; Demain et Fang,

1995) et les perturbations metaboliques pouvant mener a un stress physiologique (Hobbs et

al., 1992; Hood et al., 1992; Yang et al., 1995). II n'existe pas encore de modeles clairs

integrant ces nombreuses donnees afin d'elaborer un diagramme qui decrirait tous les facteurs

et leurs interelations induisant la biosynthese des antibiotiques chez les Streptomyces.

Les Streptomyces produisent des milliers de metabolites secondaires d'une diversite

incroyable. Nombreuses sont ces molecules dont les applications sont importantes en

medecine humaine comme agents antibacteriens, antifongiques, immunosuppresseurs,

antitumoraux, hypocholesterolemiant et en agriculture comme fongicides, produits

antiparasites, insecticides, herbicides et agents promouvant la croissance vegetale. Les

groupes chimiques dans lesquels ces metabolites secondaires sont retrouves sont aussi divers

que les polycetides, les peptides, les aminoglycosides, les glycopeptides, les lipopeptides, les

P-lactames, les benzoquinones, les nucleosides, les aminocyclitols etc.

Parmi les 62 metabolites secondaires les plus utiles biosynthetises par les actinomycetes,

dont nombreux sont commercialises, plus du tiers appartiennent au grand groupe des

polycetides, lui meme tres diversifie tant par les structures chimiques qui y sont retrouvees
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que par les applications et les modes d'actions des molecules (Kieser et al., 2000). La souche

EF-76 produit la geldanamycine, un metabolite secondaire de type polycetide.

1.3.2 Les polycetides

Bien que la diversite chimique des polycetides soit remarquable, ils n'en partagent pas moins

un patron commun de biosynthese. Ces molecules sont aussi synthetisees par d'autres

groupes bacteriens, exemple les Pseudomonas (B lender et al., 1999), par les champignons et

par les plantes (Rawlings, 1997). Les polycetides sont formes par la condensation d'acides

carboxyliques a courte chaine, comme par exemple les acides acetique, propionique,

butyrique. Chaque unite contribue a 1'allongement de la chaine de carbones lineaire sur

laquelle Ie carbone -(3 porte toujours un groupement ceto. Certains de ces groupements ceto

sont reduits en groupements hydroxyles ou supprimes lors de I'ajout d'un nouveau residu a la

chaine carbonee, mais la plupart subsistent. Cette persistence du groupement ceto sur

plusieurs carbones de la chaine a donne Ie nom "polycetide" a cette famille de composes

(Collie, 1907'a.; b). La diversite des polycetides vient de la nature des unites batissant la

chaine de carbones, de leur nombre, de leur ordre de succession, des oxy do -reductions et

deshydratations successives, et enfin des modifications tardives comme la cyclisation, les

methylations et les ajouts de sucre. Toutes ces reactions biochimiques sont genetiquement

programmees. Les enzymes responsables de 1'allongement du squelette de carbones, des

oxydo-reductions et deshydratations de la chame en formation sont les polycetides synthases

(PKS). Les polycetides sont separes en deux classes stmcturelles: les polycetides complexes

ou polycetides de type I, synthetises par les PKSs de type I et les polycetides aromatiques ou

polycetides de type II, synthetises par les PKSs de type II. Cette distinction a etc etablie par

analogie avec les synthases d'acides gras (FAS) (Birch, 1967; Hopwood et Sherman, 1990)
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Les acides gras a longue chaine resultent aussi de la condensation decarboxylative d'acides

carboxyliques a courte chame. Les acides gras les plus abondants, c'est a dire ceux a carbones

satures non branches, sont synthetises d'une unite acetate comme unite de depart et d'unites

de malonate pour 1'extension de la chaine. La chaine de carbones, au cours de son elongation,

subit les reactions cy cliques de cetoreduction, deshydratation et enoylreduction. Les FASs

qui synthetisent ces acides gras a longue chame sont regroupes en deux classes distinctes.

Les FASs de type I sont caracteristiques des vertebres. Elles sont constituees de gros

polypeptides multifonctionnels contenant chacun plusieurs domaines catalytiques distmcts.

Par contre, les FASs de type II, caracteristiques des bacteries et des plantes superieures, sont

constituees de petits polypeptides libres dont chacun ne contient qu'une seule activite

catalytique. II y a en plus un petit polypeptide, la proteine porteuse d'acyle (ACP) sur laquelle

est attachee la chaine de carbones en elongation. Cependant, il y a une exception a cette

classification: chez Mycobacterium smegmatis les FASs de type I et II coexistent (Bloch,

1977; Bloch et Vance, 1977). Les acides gras branches resultent simplement de la selection

par les FASs, d'unites de depart (isopropionate ou isobutyrate au lieu d'acetate) ou

d'extension (methylmalonate au lieu de malonate) differentes (Hopwood et Sherman, 1990;

Waldl, 1989).

Les polycetides sont produits par un mecanisme analogue a celui des acides gras a longue

chame. Neanmoins, la biosynthese des polycetides differe de celle des acides gras a longue

chaine en 4 points: (i) diverses unites de depart sont utilisees pour former les polycetides

(acides carboxyliques lineaires ou branches, derives d'acides amines, etc.) alors que 1'acetate,

Ie propionate ou parfois les carboxylates branches sont utilises dans la formation des acides

gras a longue chaine (Hopwood et Sherman, 1990); (ii) un nouveau cycle de condensation

decarboxylative avec une unite d'extension peut se produire sur une chaine qui a deja subi les

reactions de cetoreduction, de deshydratation ou d'enoylreduction; (iii) des centres chiraux

sont introduits au cours de la biosynthese, provenant de la presence d'une chaine laterale sur

1'unite d'extension ou de la conservation d'un groupement hydroxyle dans Ie polycetide (ainsi,

la stereochimie des residus incorpores peut varier Ie long du squelette carbone); (iv) a la fin
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de la synthese de la chaine de polycetide, suivent d'autres modifications comme Ie repliement

de la chaine et la cyclisation, la lactonisation, la glycosylation, etc. (Katz et Donadio, 1993).

Le developpement de systemes de clonage et d'expression genetique adaptes aux

Streptomyces (Kieser et al., 2000) a permis de caracteriser de nombreux genes impliques

dans la biosynthese de polycetides et d'elaborer des modeles mettant en oeuvre Ie

fonctionnement des PKSs, ce qui aurait ete quasiment impossible avec la biochimie

classique.

Comme les FASs de type II, les PKSs de type II sont constituees de proteines

monofonctionnelles separees. Les premiers genes isoles codant pour des PKSs de type II sont

ceux impliques dans la biosynthese de I'actinorhodine chez S. coelicolor (Malpartida et

Hopwood, 1984) et de la tetracenomycine chez S. glaucescens (Bibb et al., 1989; Motamedi

et Hutchinson, 1987). Ces genes sont organises en cadres de lecture ouverts distmcts codant

soit pour 1'ACP sur laquelle est lie Ie squelette carbone, soit une acyle transferase (AT)

responsable du transfer! de 1'unite d'extension du coenzyme A a 1'ACP, soit pour la R-

cetoacyle ACP synthase (KS) enzyme de condensation decarboxylative entre 1'unite

d'extension liee a 1'ACP et la chaine en elongation, soit la P-cetoacyle ACP reductase (KR)

responsable de la reduction de la fonction -ceto distale en fonction hydroxyle, soit parfois

une hydroxyacyle ACP deshydratase (DH) responsable de la formation d'une double liaison

entre 2 atomes de carbone par deshydratation, soit Ie facteur de longueur de chaine (CLF) de

fonction mal connue mais ayant un haut degre d'homologie avec la proteine KS, soit une

cyclase (CYC) responsable de la cyclisation en noyau non aromatique (Hutchinson et Fujii,

1995; Rawlings, 1997). Dans Ie cas de la biosynthese de I'actmorhodine, Ie gene acfVll code

pour une aromatase qui catalyse 2 deshydratations pour former Ie noyau aromatique de la

molecule (Fernandez-Moreno et al., 1992a; Sherman et al., 1991). Parmi les unites de depart

retrouvees dans la formation des polycetides de type II, il y a 1'acetate (actinorhodine,

tetracenomycine). Ie propionate (daunorubicine). Ie butyrate (feudomycine) 1'isobutyrate (13-
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methylaclacinomycine) entre autres, tandis que 1'unite d'extension est toujours Ie malonate.

La chame de carbones s'allonge done de 2 carbones a chaque incorporation d'une unite

d'extension (Bentley et Bennett, 1999; Katz et Donadio, 1993).

En somme, les voies de biosynthese des polycetides aromatiques suivent Ie meme schema, a

savoir, synthese de la chaine de carbones, repliement de la chame, condensations aldoliques

et deshydratations pour former les noyaux aromatiques, hydroxylation a 1'origine de la

fonction quinone et enfin, modifications tardives du polycetide (Katz et Donadio, 1993).

Chez les polycetides de type I ou polycetides (Figure 1) complexes, les fonctions -ceto de la

chaine polycetidique subissent beaucoup plus souvent une reduction que chez les polycetides

aromatiques. Par ailleurs, Us possedent generalement une chaine de carbones bien plus

longue que celle des polycetides de type II, dormant naissance a des molecules gigantesques

qui peuvent posseder plus de 70 atomes de carbone et un poids moleculaire superieur a 1500

comme dans Ie cas de la quinolidomicme produite par 1'actinomycete Micromonospora sp.

(Hayakawa et al., 1993). Le premier residu incorpore dans la chaine de polycetide peut etre

aussi variable que Ie propionate (erythromycine) (Cane et al., 1981; Kaneda et al., 1962), Ie

pipecolate (rapamycine) (Paiva et al., 1993a; 1993b), I'amino-hydroxybenzoate (rifamycine,

geldanamycine) (Ghisalba et Nuesch, 1981). Les unites d'extension quant a elles sont

beaucoup plus classiques, par exemple Ie butyrate. Ie malonate ou Ie malonate substitue

(Bentley et Bemiett, 1999; Rawlings, 1997). Chez de nombreux polycetides de type I, la

chaine de carbones n'est pas synthetisee par la condensation d'acides carboxyliques

identiques comme dans Ie cas de 1'erythromycine synthetisee a partir de la condensation

decarboxylative de 6 methylmalonates sur 1'unite de depart, Ie propionate (Cane et al., 1986;

Cane et Yang, 1987). Deux unites d'extension comme Ie malonate et Ie methylmalonate

peuvent entrer dans la composition d'un meme polycetide. Leurs nombres et leurs

combinaisons doimeront deux molecules aussi differentes en ce qui concerne leurs formules

chimiques et leurs modes d'action que 1'immunosuppresseur rapamycine (7 acetates + 7

propionates incorpores) et 1'antibiotique rifamycine (2 acetates + 8 propionates incorpores)

(Lancini et Cavalleri, 1997). Chez les actinomycetes, les chaines laterales -methyle et -ethyle
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du polycetide complexe resultent generalement de I'incorporation d'unites de propionate et de

butyrate a 1'interieur du squelette carbone.

Les PKSs de type I sont des proteines multifonctionnelles geantes (Figure 1) dont la taille

peut atteindre 1000 kDa (Cortes et al., 1990; Schwecke et al., 1995). Cortes et al. (1990)et

Donadio et al. (1991) ont isole les premiers genes codant pour une PKS de type I. II s'agit des

genes impliques dans la biosynthese du precurseur non glycosyle de 1'erythromycine, Ie 6-

desoxyerythronolide B (6dEB). L'organisation et la caracterisation approfondie de ces genes

et de leurs fonctions sert de modele dans 1'etude genetique de la biosynthese des polycetides

de type I.

La 6dEB synthase (DEBS) est constistuee de 3 grandes proteines multifonctionnelles

d'environ 300 IcDa chacune. Au sein de chaque proteine, les sites actifs sont organises en

modules contenant chacun les sites KS, AT, KR, et ACP (Ie site KR est absent d'un module

chez les PKSs impliques dans la biosynthese de la rapamycine (Schwecke et al., 1995),

rifamycine (August et al., 1998), nystatine (Brautaset et al., 2000), et pykromycine (Xue et

al., 1998). Les sites DH et ER (enoyle reductase) sont alternativement presents selon les

modifications requises sur la chaine de polycetide en formation. Chaque module est

responsable d'un cycle d'extension de la chame de polycetide, c'est a dire de 1'incorporation

d'un acide carboxylique a courte chaine, et de la modification des groupements fonctioimels.

La derniere proteine de la DEBS contient Ie site TE (Thioesterase) qui decroche Ie polycetide

du domaine ACP lorsque sa synthese est terminee. D'autres enzymes codees par des genes

separes formeront 1'erythromycine finale (Dhillon et al., 1989; Stassi et al., 1993; Weber et

al., 1990). Le site TE est absent de la PKS formant la rapamycine (Schwecke et al., 1995), sa

fonction etant assuree par une autre proteine distincte. La DEBS contient 2 modules (soit un

total de 9 ou 10 sites actifs) par proteine multifonctionnelle, mats cela varie en fonction du

polycetide forme. Ainsi, la PKS formant la rapamycine contient 4 ou 6 modules par proteine

multifonctiomielle et chaque module contient 4 a 6 domaines catalytiques distincts

(Schwecke et al., 1995). Le nombre de proteines multifonctionnelles necessaires pour

synthetiser un polycetide varie egalement. II est de trois dans Ie cas de 1'erythromycine

(Donadio et al., 1991) mais atteint cinq dans Ie cas de la nysatine (Brautaset et al,2000).
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Figure 1. Formation du precurseur de 1'erythromycine, Ie 6-desoxyerythronolide B (6-

dEB) par une PKS de type I. (D'apres Donadio et al., 1991).
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Contrairement au cas de la DEBS, il y a un domaine de "chargement" identifie ("loading

domain") en amont du premier module de la PKS, responsable de la fixation de 1'unite de

depart prealablement a I'incorporation des unites d'extension (Schwecke et al., 1995; Tang et

al., 1998; Xue et al, 1998). Par centre, Ie domaine de chargement est constitue d'une proteine

separee dans Ie cas de la biosynthese de la nysatine (Brautaset et al., 1998).

L'etude des sequences des nombreux genes disponibles codant pour les PKSs de type I

permet aujourd'hui d'attribuer a chaque domaine catalytique la reaction chimique qu'il opere

avec un haut degre de certitude. Toutefois, la specificite pour Ie substrat des differentes

enzymes representees dans la proteine multifonctionnelle varie beaucoup d'un domaine a un

autre. L'acyle transferase du module de chargement tolere generalement une unite de depart

differente de celle normalement requise pour initier la formation de la chaine de polycetide.

Par centre, la specificite des autres domaines AT envers les unites d'extension est tres grande

et va meme jusqu'a la stereo specificite (Khosla et al., 1999). Les domaines KS, ACP, KR,

ER, et DH peuvent aussi accepter des substrats vraiment differents de leurs substrats naturels.

Khosla et al. (1999) suggerent aussi que les modules sont tolerants a la substitution de

domaines homologues (ouvrant ainsi la voie a la fabrication de nouvelles molecules par genie

genetique) et que chaque domaine agit de £09011 autonome. Aucune interaction entre les

activites enzymatiques des differents sites catalytiques d'une proteine multifonctionnelle n'a

encore ete decelee.

Pareillement au cas des polycetides de type II, les genes de modifications tardives vont

achever la biosynthese du metabolite secondaire. Les genes codant la regulation de la

biosynthese, 1'export et 1'autoresistance a la molecule produite sont aussi regroupes dans la

meme portion du genome bacterien. De nombreux cadres de lecture ouverts de fonctions

inconnues se retrouvent egalement au sein du groupe de genes impliques dans la biosynthese

des antibiotiques. Ces genes couvrent une large portion du chromosome dont la taille depasse

100 kb dans Ie cas de la rapamycine (Schwecke et al., 1995) et de la nystatine (Brautaset et

al., 2000).
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1.3.3 La geldanamycine

CH3 CH3 OCH3

0
CH30

Figure 2. Structure chimique de la geldanamycine.

La geldanamycine est un metabolite secondaire isole pour la premiere fois en 1970 de

1'actmomycete Streptomyces hygroscopicus var. geldanus (DeBoer et al., 1970). D'apres les

resultats obtenus par ces auteurs, la geldanamycine possedait des activites antiprotozoaires,

antibacterieimes (contre les bacteries Gram + et Gram -), antifongiques et etait capable

d'inhiber la croissance de deux lignees cellulaires eucaryotes. Dans les conditions

experimentales decrites, la geldanamycine ne possedait aucune activite antivirale.

Le compose chimique est cristallisable, de couleurjaune et sa formule brute est C29H4oN209

pour une masse moleculaire de 560. Sasaki et al. (1970) ont caracterise davantage cette

molecule et en out deduit sa formule eclatee. La geldanamycine est un polycetide de type I et

appartient au sous groupe restreint des ansamycines. Elle est caracterisee par une chaine de

polycetide qui vient se cycliser autour du noyau benzoquinone. Une fonction amide et deux

fonctions 0-methyle sont greffees sur la chaine de polycetide. Une autre fonction 0-methyle

est situee sur Ie noyau benzoquinone. Grace a 1'utilisation de molecules precurseurs marquees

au C ([methyle- C]methionine, [carboxy- C]propionate de sodium, [carboxy- C]acetate
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de sodium, [carboxy C]malonate de sodium et C-formate de sodium) et la resonnance

magnetique nucleaire (spectre de 1JC), Johnson et al. (1974) out suggere que Ie squelette

carbone de la geldanamycine etait forme de 3 unites d'acetate et de 4 unites de propionate.

D'apres les informations connues sur la biosynthese des polycetides de type I, il est possible

de suggerer avec un haut degre de surete que les unites d'acetate formant la geldanamycine

proviennent du malonylCoA et les unites de propionate du methylmalonylCoA. Le noyau

benzoquinone (C7N) sur lequel est attache la chaine de polycetide est 1'acide 3-amino-5-

hydroxybenzo'i'que (AHBA), a en croire les informations disponibles sur la biosynthese de la

rifamycine (un autre polycetide de type I du sous groupe des ansamycines) (Hunziker et al.,

1998; Wehrli, 1977). L'AHBA est un derive de la voie de biosynthese de 1'acide shildmique

(Ghisalba et Nuesch, 1981; Kjm et al., 1996) et est tres certainement 1'unite de depart dans la

biosynthese de la geldanamycine.

En plus des activites inhibitrices decrites par DeBoer et al. (1970), la geldanamycine possede

aussi un pouvoir herbicide (Heisey et Putnam, 1986) et antitumoral (Neckers et al., 1999;

Yamald et al., 1989). Le mode d'action de la geldanamycine envers les bacteries n'est pas

connu. Toutefois, par analogie avec Ie mode d'action connu de la rifamycine, la

geldanamycine pourrait inhiber la transcription en se liant a 1'ARN polymerase, empechant

cette derniere de se Her a 1'ADN (Wehrli, 1977). Le mode d'action de la geldanamycine

envers les champignons n'a jamais ete etudie non plus. Par centre, les mecanismes par

lesquels la geldanamycine controle la proliferation des cellules tumorales sont mieux connus.

Cela fait d'ailleurs de cette molecule un agent chimique tres prometteur dans la lutte contre Ie

cancer. La geldanamycine se lie a la proteine de choc thermique Hsp90, 1'une des proteines

intracellulaires les plus abondantes. La presence de la proteine Hsp90 est necessaire au bon

fonctionnement des mecanismes de signalisation cellulaire medies par plusieurs tyrosine et

serine/ threonine Idnases. La proteine Hsp90 est done associee a de nombreuses autres

proteines elles-memes impliquees dans la proliferation cellulaire, et consequemment

produites en plus grande quantite (2 a 10 fois plus) dans les cellules cancereuses que dans les

cellules normales. En se liant a l'Hsp90, la geldanamycine iiihibe directement la proliferation
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des cellules tumorales. Un analogue de la geldanamycine est actuellement en phase I d'etude

clinique (Neckers et al., 1999).

1.4 Buts du projet de recherche

Valois et al. (1996) out isole 11 souches d'actmomycetes ayant la capacite de proteger les

plants de framboisiers contre Ie Phytophthora fragariae var. rubi. Ces souches produisaient

des glucanases hydrolysant in vitro les parois cellulaires du champignon et etaient capables

d'inhiber sa croissance par la production de metabolites secondaires. L'une de ces souches, la

souche EF-76 a ete caracterisee par Toussaint et al. (1997) comme etant Ie Streptomyces

hygroscopicus sbsp. geldanus, renomme S. melanosporofaciens par Doumbou et al. (2001).

Le surnageant de culture de la souche EF-76 inhibait la croissance du P. fragariae var. rubi

in vitro et 1'antibiotique produit a ete identifie comme etant la geldanamycine. Les genes

impliques dans la biosynthese de la geldanamycine sont inconnus. Le premier objectif du

projet est done d'amorcer Fetude moleculaire sur la biosynthese de 1'antibiotique. Bien

qu'Allen et Ritchie (1994) aient isole des sequences d'ADN d'une souche de S.

hygroscopicus, impliquees dans la biosynthese de cette molecule, ils ne les out pas

sequencees et aucune information genetique n'est disponible sur la biosynthese de la

geldanamycine. La caracterisation de genes impliques dans la production de geldanamycine

par la souche EF-76 permettra aussi d'illustrer la presence de modifications chromosomiques

chez des souches mutantes affectees dans la production de geldanamycine et obtenues par

recombinaison genetique.

Les deux mecanismes d'antagonisme identifies chez la souche EF-76 sont fort probablement

correles a son effet phytoprotecteur. Le deuxieme but du projet de recherche est done
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d'obtenir des mutants alteres dans la production de geldanamycine, de partiellement les

caracteriser au point de vue phenotypique, biochimique et phytoprotecteur et de determiner

1'implication de la geldanamycine dans 1'antagonisme envers differents microorganismes et

la lutte biologique contre 1'agent phytopathogene S. scabies.

39



CHAPITRE 1

1.0 Analyse de sequences en amont du gene codant pour une polycetide synthase de type I

chez la souche productrice de geldanamycine Streptomyces melanosporofaciens EF-76

Des resultats preliminaires obtenus dans notre laboratoire ont montre que Streptomyces

melanosporofaciens EF-76 (Doumbou et al., 2001), anciennement Streptomyces

hygroscopicus var. geldanus EF-76 est un agent de lutte biologique prometteur (Toussaint et

al., 1997; Valois et al., 1996). L'une des proprietes attribuees a la souche EF-76 est

1'antibiose due notamment a la production de geldanamycine (Toussaint et al., 1997).

D'autres auteurs ont egalement rapporte que des souches productrices de geldanamycine

protegeaient certaines plantes contre des agents pathogenes (Rothrock et Gottlieb, 1984;

Trejo-Estrada et al., 1998a). La geldanamycine a ete decrite pour la premiere fois par DeBoer

(1970) comme etant un antibiotique biosynthetise par Streptomyces hygroscopicus var.

geldanus. Elle possede un large spectre d'actvite avec des effets antibacterien, antifongique,

herbicide et antitumoral (DeBoer et al, 1970; Heisey et Putnam, 1986; Neckers et al., 1999;

Yamald et al., 1989). La geldanamycine appartient au grand groupe des polycetides de type I.

Aucune sequence genetique impliquee dans la biosynthese de ce metabolite secondaire

n'etant disponible. Ie but de cette etude etait d'en amorcer 1'etude moleculaire. Une sonde a

ete confectionnee a partir d'un fragment d'ADN de 1.3 kb produit de 1'amplification par PCR

d'une portion du genome codant pour la biosynthese d'un polycetide de type I. Grace a la

sonde, un fragment d'ADN genomique a ete isole chez la souche EF-76. II comprenait

plusieurs genes situes en amont d'un gene partiel codant pour une polycetide synthase. II

s'agit entre autres de genes codant pour un represseur de la transcription, un systeme

d'export actif de type ABC transporteur et une glycosyle transferase. L'expression

heterologue du gene codant la glycosyle transferase dans S. lividans a montre son implication
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dans la resistance a la geldanamycine. La region genomique isolee chez EF-76 etant a la fois

impliquee dans la biosynthese d'un polycetide de type I, la regulation de sa biosynthese,

1' export du compose biosynthetise et la resistance a la geldanamycine, elle appartient

vraisemblablement au locus de biosynthese de la geldanamycine. Des genes de ce locus ont

ete utilises afin de caracteriser des souches mutantes affectees dans la production de

geldanamycine et obtenues par recombinaison genetique.

Ces travaux sont decrits a la section 1.1. Cette section est constituee de 1'article S. Agbessi,

C. Dery et C. Beaulieu (2002). Analysis of genetic sequences lying upstream of genes

encoding a type-I polyketide synthase in the geldanamycin producer strain Streptomyces

melanosporofaciens EF-76. Biotechnology Letters (soumis pour publication). J'ai effectue la

totalite des travaux presentes dans cet article. J'ai redige cet article. C. Beaulieu et C. Dery

ont supervise les travaux presentes.
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Abstract

The strain S. melanosporofaciens EF-76, isolated in our laboratory was an efficient and

promising biocontrol agent, that displays a significant ability to control strawberry root rot

induced by Phytophthora fragariae var. rubi and was able to inhibit the growth of a wide

range of Gram+ bacteria and fungi. The strain EF-76 produces geldanamycin, a type-I

polyketide that is believed to play a significant role in pathogen antagonism. A DNA fragment

possibly involved in geldanamycin biosynthesis was isolated from EF-76. This fragment

comprises sequences upstream from the genes encoding a type-I polyketide synthase, as well

as a glycosyltransferase involved in the resistance to geldanamycin. Some sequences which

could be targeted for antibiotic biosynthesis, regulation and export are also present on that

segment.
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Introduction

Polyketides are antibiotics produced by bacteria, fungi and plants. These compounds are

divided into two groups: type-I polyketides are bio synthesized by type-I polyketide synthases

(PKSs), composed of large multifunctional polypeptides, while type-II polylcetides are

bio synthesized by iterative type-II PKSs consisting of several monofunctional proteins

(Hopwood and Sherman, 1990).

The type-I PKSs multifunctional enzymes have repetitive domains, each responsible for a

single enzymatic reaction. The catalytic domains are organized into modules which determine

the biochemical order of the substrate selection for the aliphatic chain elongation and also the

degree of reduction of the chain during elongation. Genes encoding the type-I PKSs show

strong amino acid sequence similarity between each other. Type-I polyketide biosynthetic

genes in actmomycetes are clustered on a continuous segment of the genome (Katz and

Donadio,1993). In addition to PKSs genes, these biosynthetic gene clusters contain one or

more regulatory genes (Bate et al., 1999), genes responsible for antibiotic export (August et

al., 1998; Molnar et al., 1996), those for biosynthesis of the precursors (Molnar et al., 1996),

those for production of oxidoreductases (August et al., 1998; Molnar et al., 1996) as well as

some of the genes responsible for late modification of the antibiotic (Lomovskaya et al., 1999)

and at least one gene for self-resistance (Hernandez et al, 1993; Jenldns and Cundliffe, 1991;

Lomovskaya et al., 1996). The mechanisms of self-resistance fall into three general classes

(Cundliffe, 1989): (i) inctivation of the antibiotic by chemical modification (Cundliffe, 1992;

Stohl et al., 1999), (ii) rapid efflux of the antibiotic from the vicinity of the target site

(Caballero et al., 1991) and (iii) modification of the sensitive target with an insensitive form

(Xueetal.,1998).

Type-I polyketides include, erythromycin (Donadio et al., 1991; Bevitt et al., 1992; Donadio

and Katz, 1992), avermectm (MacNeil et al., 1992), oleandomycin (Swan et al., 1994),

rapamycin (Schwecke, 1995; Aparicio et al., 1996), rifamycin B (Tang et al., 1998) and
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geldanamycin (Alien and Ritchie, 1994; Wehrli, 1977). Geldanamycin is a benzoquinone

ansamycin polyketide produced by Streptomyces hygroscopicus sbsp. geldanus (DeBoer et al.,

1970). It consists of an aromatic nucleus and a long aliphatic bridge (polyketide) joining two

non-adjacent positions of the nucleus (Alien and Ritchie, 1994; Wehrli, 1977). Geldanamycin

has antiprotozoal, antibacterial (DeBoer et al., 1970), herbicidal (Heisey and Putnam, 1986),

antifungal (DeBoer et al., 1970) and antitumor activities (Neckers et al., 1999). Moreover,

numerous studies were, published about the anticancer activity of geldanamycin, making it a

promising clinical drug candidate (Neckers et al., 1999). Although some of the DNA

sequences involved in geldanamycin biosynthesis were cloned (Alien and Ritchie, 1994), no

nucleotide sequence was ever published about the geldanamycin biosynthesis cluster.

S. hygroscopicus sbsp. geldanus was shown as a potential biocontrol agent of plant diseases

(Rothrock and Gottlieb, 1981; 1984; Valois et al., 1996; Toussaint et al., 1997). We isolated a

geldanamycin producing strainfrom apotato tuber (Faucher et al., 1992). S.

melanosporofaciens strain EF-76 (Doumbou et al., 2001), formerly named S. hygroscopicus

sbsp. geldanus EF-76 (Toussaint et al., 1997). This strain has demonstrated a good potential

biocontrol agent (Valois et al., 1996). In this study, we report on the analysis of the genetic

sequences lying upstream a type-I PKS encoding gene in the geldanamycin producer S.

melanosporofaciens EF-76. The DNA fragment includes genes which might be components of

a regulatory and export system and some that confer self-resistance to geldanamycin.

IVtaterials and methods

Bacterial strains and culture conditions

S. melanosporofaciens EF-76 chromosomal DNA was used for the construction of the

genomic library. S. Uvidans TK24 (Hopwood et al., 1985) was used as the recipient strain for

heterologous expression of EF-76 genes. S. hygroscopicus sbsp. geldanus ATCC 55256, S.

hygroscopicus sbsp. hygroscopicus ATCC 21240, Saccharopolyspora erythraea NRRL 2359,

S. lividans TK24 and 5'. melanosporofaciens EF-76 were used as sources of genomic DNA for
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PCR amplification. Escherichia coli JM 109 F' (Promega Fisher scientific Ltd., Nepean,

Canada) was used for plasmid library construction, subcloning and ssDNA for sequencing.

Streptomyces strains were grown either in yeast malt extract medium (YME) (Pridham et al.,

1956-1957) or in trypticase soy broth (TSB) (Difco Laboratories, Montreal, Canada) at 30°C.

E. coli JM109F' was grown in Luria-Bertani (LB) broth or agar (Sambrook et al., 1989) at

30°C. Whenever necessary, culture media were supplemented with tetracycline (5 mg/1, final

cone.), kanamycin (50 mg/1), ampicillin (100 mg/1), isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside

(IPTG, 0.2 mM) and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galacturonic acid (X-gal, 40 p-g/ml).

Construction ofEF-76genomic library

Total genomic DNA was isolated from the EF-76 strain according to the procedure of

Hopwood et al. (1985) and was partially digested with the restriction enzyme BamRl.

Digested DNA was ligated into the dephosphorylated BamRl site of pAlter-1 (Promega).

JM109F' electrocompetent cells were transformed by electroporation at 2.5 kV using a Biorad

gene pulser transfection apparatus (Biorad, Mississauga, Canada). Plasmid preparation, DNA

restriction digests, ligation reactions and gel electrophoresis were performed using standard

procedures (Sambrook et al., 1989). DNA fragments were isolated from agarose gels with a

gene clean kit and following the manufacturer's instructions (Bio/Can Scientific, Mississauga,

Canada).

Southern hybridization analysis

For Southern blot analysis, DNA was transferee! to Hybond N nylon membrane (Amersham

Pharmacia Biotech, Baie d'Urfe, Canada) following the manufacturer's recommendations. The

digoxigenin-dUTP labeling of probes, hybridization and blot development were performed

with a labeling and colorimetric development kit as specified by the manufacturer (Roche

Molecular Biochemicals, Laval, Canada). The prehybridization (2h30) and hybridization

(overnight) temperature were 68°C. After the incubation, the membranes were washed twice
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in 2 X SSC (0.15M NaCl plus 0.015M sodium citrate) containmg 0.1% SDS for 7 minutes at

68°C and twice in 0.1 X SSC containing 0.1% SDS for 20 minutes at 68°C.

Polymerase chain reaction

PCR reactions were carried out in 50 ^il of a reaction mixture containing 1.5 mM MgCli, 10%

dimethyl sulfoxyde, 0.2 mM of each deoxynucleoside triphosphate, 5 pmol of each

oligonucleotide primer, 0.2 (J-g of chromosomal DNA and 2.5U ofTaq DNA polymerase. Two

degenerate primers designed from the conserved regions of the active sites ofketoacylsynthase

(K8 primer) and acyltransferase (AT primer) genes of some type-I polyketide synthase genes

available from the Genbank database were used to amplify the genomic DNA. The sequences

of the primers used were as follows: KS primer: 5'-

GCTCTAGAGCTGYTCGTCGTCGCTGGTSGCG-3' and AT primer: 5'-

GCTCTAGAGCGATCTCGCCCTGCGARTGGCC-3'. The degenerate bases follow the

standard code. A five minutes predenaturation step at 95 °C was followed by 35 cycles of

denaturation at 95°C for 1 minute, annealing at 57°C for 1 minute and extension at 72°C for 2

minutes, with a final extension at 72°C for 10 minutes. The amplicon obtained from EF-76

DNA was digested with Xbal, cloned into the dephosphorylated Xbal site of pUC119

(Stratagene, La Jolla, California), partially sequenced for verification and then digoxigenin-

dUTP labelled for use as a probe.

DNA sequencing and sequence analysis

Sequencing templates were obtained by random subcloning in pAlter-1 of small fragments

generated by Kpnl, Sphl, Pstl, Sail, Smal, BamRl, Nael, Sad and Sau3A digestions. Single

stranded DNAs were prepared from the series of subclones by using the R408 helper phage

(Promega). The DNA inserts were sequenced on both strands by the dideoxynucleotide chain

termination method using the ALFexpress DNA analysis system and the Autocycle

Sequencing kit (Amersham pharmacia biotech). DNA and protein sequence homology

searches were done by using the BLAST programs (Altschul et al., 1990). Sequences were
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analysed by using the University of Wisconsin Genetics Computer Group (GCG, Madison,

Wisconsin, USA) programs.

Assay for geldanamycin resistance

Geldanamycin producer EF-76 was streaked in the center of YME plates and was incubated 5

days before being overlaid with molten TSA (0.3% agar) containing the wild strain S. Uvidans

TK24 or recombinant strains ofTK24 carrying either pFD666 (Denis and Brzezinski, 1991) or

pFDBm3. The plasmid pFDBm3 was constructed by ligating a 3 kb BamH.1 insert carrying a

glycosyltransferase gene and a chitosanase obtained from the EF-76 40kb fragment into

pFD666. The recombinant strains were obtained by protoplast transformation (Hopwood et al.

1985). Growth inhibition was recorded after 48h growth.

Results

Isolation of DNA encoding type-I PKS from EF-76. Type-I PKS-encoding genes have

highly conserved sequences (Hopwood and Sherman, 1990; Tang et al., 1998; Schwecke et al.,

1995). Therefore, a 1.3 kb fragment was amplified from EF-76 DNA by PCR using two

degenerate primers designed from the conserved regions of the active sites ofketoacylsynthase

and acyltransferase of some type-I polyketide synthase genes. The same two primers were

used to amplify the genomic DNAs from S. hygroscopicus var. geldanus ATCC 55256 (an

other geldanamycin producer strain), S. hygroscopicus var. hygroscopicus ATCC 21240 (not a

type-I PKS producer), Saccharopolyspora erythraea NRRL 2359 (erythromycin type-I PK8

producer) and S. Uvidans TK24 (actinorhodin type-II PKS producer). No amplification

product was observed among non producers of type I-PKS (Fig. 1, lanes 4, 5), whereas the

expected 1.3 kb amplicon was obtained from type-I PK8 producers (Fig. 1, lanes 1, 2, 3).

These results demonstrate the specificity of the 1.3 kb amplicon. The partial sequencing of this

fragment (data not shown) confirmed that it belongs to the type-I PKS genes. This 1.3 kb PCR

fragment was labelled and used as a probe to screen a plasmid library constmcted with the EF-

76 DNA in order to identify subclones containing PKS genes. One positive clone carrying a 40

47



kb insert was identified. The 40kb insert was first subcloned and randomly sequenced to

evaluate the coverage of the polyketide synthase encoding genes. The PKS-gene region was

actually represented by a 2.7 kb truncated ORF with high homology to type-I PKS genes (Fig.

2) Three enzymatic domains were present on the portion obtained: KS, AT and DH.

The KS domain showed a high degree of identity with those from other type-I PKSs (Fig. 3).

Moreover, the active site cysteine (C) and the sequences around DTACSSsL were perfectly

conserved. The AT domain has the active site sequence GHSXG (Fig. 4) in which the serine

(S) is the active site residue. The other conserved amino acids were tyrosine (Y) and histidine

(H) in the motif YasHs. Comparison of the active site amino acid sequences of acyltransferase

domains from biosynthetic clusters coding for erythromycin and rapamycin biosynthesis with

those of the partial PKS ORF of S. melanosporofaciens EF-76 (Fig. 4) suggests that

methylmalonyl-CoA is the substrate of the acyltransferase of EF-76, as it is the case for

erythromycin and rapamycin producers. The partial PKS ORF of S. melanosporofaciens EF-

76 is terminated by part of a DH domain. The consensus sequence HXXXGXXXXP (where X

stands for any a.a), present in the DH domain from rapamycin and erythromycin is absent

here. The histidine (H) is part of the active site and the glycine (G) is replaced by an aspartate

(D) like in the eighth and tenth module of the rifamycin polyketide synthase (Fig. 5, Tang et

al, 1998).

Deduced functions of genes lying upstream the PKS part. Analysis of the upstream DNA

sequence shows four ORFs(ORF2 to ORF5) that extend beyond the 5' terminus of the EF-76

truncated ORF. All these 4 ORFs are transcribed in the same direction and are in the opposite

direction of the PKS partial ORF. Database searches revealed that ORF2 is homologous to a S.

coelicolor putative transcriptional regulator of the lad family. The ORFs 3, 4 and 5 encode a

membrane protein, an ATP binding protein and a transporter respectively. Two other potential

genes were found downstream this export/regulation region. ORF6 lied immediately

downstream to ORF5 and its deduced protein product shows sequence identity to members of

the family of long-chain alcohol dehydrogenases. The ORF7 encodes a putative protein of

unknown function.
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Although geldanamycin is not known to be a glycosylated compound, a glycosyltransferase

(GTF) was identified approximately 14 kb upstream of the PKS region and may still belong to

the biosynthetic cluster. A putative role for the glycosyltransferase was investigated. A 3kb

BamHl fragment containing the glycosyltransferase and a chitosanase was subcloned in the

pFD666 plasmid and transformed in S. Uvidans TK24. The TK24 recombinant strain was then

spread on a plate around a 5-days old inoculum of the geldanamycin producer strain, EF-76.

TK24 and TK24 carrying pFD666 without insert were used as controls. The strain TK24

containing the plasmid with the glycosyltransferase (TK24+pFD666:GTF) was resistant to

geldanamycin, but not TK24 and TK24(pFD666), as shown in Fig. 7. Sequence analysis

indicates that the enzyme encoded by the glycosyltransferase gene could be flexible with

regards to its substrate. This enzyme would catalyze the biosynthesis of lipopolysaccharides or

that of disaccharides (Fig. 8). The chitosanase gene next to the glycosyltransferase gene may

provide aminosugars as substrates for the glycosyltransferase.

Discussion

We have sequenced a region of DNA from the geldanamycin producer strain, S.

melanosporofaciens EF-76, that is involved in the biosynthesis of a type I polyketide. This

PKS region exhibited the typical modular organization found in type I multifunctional

polyketide synthases (Katz and Donadio, 1993). Although the KS domain is shorter than usual

(Aparicio et al., 1996; Tang et al., 1998), the putative ribosome binding site sequence GAGG

located 12 nucleotides upstream of the GTG initiation codon indicates the probable starting

point of the ORF mRNA translation (Strohl, 1992) and brings evidence of the integrity of the

beginning of the ORF. According to the sequence homologies, the KS domain may be

involved in decarboxylative condensation instead of precursor loading since a cysteine residue

is present in the active site (Bisang et al., 1999). Nevertheless, it may be inactive or still have a

loading function. The AT domain immediately following it is an AT specific domain for the
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incorporation of a propionate unit in the compound. The DH domain appears complete and

functional according to the comparative sequence analysis.

There are some experimental evidences supporting the hypothesis that this chromosomal PKS

region could be involved in the biosynthesis of geldanamycin. A mutant with a deletion of this

DNA region, obtained by protoplast fusion, is deficient in geldanamycin production (Agbessi

et al., submitted for publication). This 3-kb PKS region will be used as a probe to find the

remaining part of this gene cluster by chromosome walking. This approach should allow us to

elucidate the nature of the polyketide bio synthesized by this cluster.

The genetic information accumulated so far has demonstrated that most genes

encoding enzymes for secondary metabolites biosynthesis, regulation, export and self-

resistance are clustered on the Streptomyces genome (August et al., 1998; Bate et al., 1999;

Hemandez et al., 1993; Jenldns and Cundliffe, 1991; Lomovskaya et al., 1996; 1999; Molnar

et al., 1996). The genes flanking the PKS 5' region that we isolated here seem strong

candidates for transcription regulation, antibiotic export and self-resistance, in view of their

putative activities and location. The ORF2 is a putative transcriptional regulator. The ORFs 3,

4 and 5 found upstream of the PKS genes of EF-76 encode a membrane protein, an ATP

utilizing protein and a transporter, respectively. It is a gene organization similar to that of the

efflux system and found at the relative same position. The efflux system consists of an active

trasnport made of two components: a membrane protein (ORF 3) and an ATP utilizing protein

(ORF4) as found in the members of the ABC transporter superfamily (Mendez and Salas,

1998). The presence ofefflux proteins encoding genes in polyketides and other actinomycete

secondary metabolites encoding genes has been reported by Aparicio et aL, 2000; August et

al, 1998; Brautaset et al, 2000; Piel et al, 2000 and Schwecke et al., 1995. When there is no

other gene candidates for the antibiotic self-resistance like a rRNA methyl-transferase (Xue et

al., 1998), a phosphotransferase (Kobayashi et al., 2000) or an acetyltransferase (Strohl et al.,

1999) for instance, the efflux proteins are usually associated to both antibiotic export and self-

resistance (Aparicio et al., 2000; August et al., 1998; Piel et al., 2000). The gene arrangement
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found upstream of the PKS for the sequence studied here fits well with the efflux proteins

charasteristics.

The modification of secondary metabolites by neighbouring glycosyltransferases is usually

essential for the bioactivity of the metabolite (Bechthold et al., 1995; Femandez et al., 1998;

Gaisser et al., 1997; Gandecha et al., 1997; Merson-Davies and Cundliffe, 1994; Summers, et

al., 1997; Vara et al., 1989). On the other hand, two glycosyltransferases have been reported to

be involved in macrolide inactivation: mgt from •S'. Uvidans (Cundliffe, 1992; Jenldns and

Cundliffe, 1991) and OleD from S. antibioticus, the oleandomycin producer (Hernandez et al.,

1993; Quiros et al., 1998). OleD inactivates oleandomycin by addition ofglucose to the 2'-OH

group of the desosamine attached to the macrolactone ring (Vilches et al., 1992).

Geldanamycin is not known as a glycosylated compound but the glycosyltransferase gene in

the flanking region of the PKS modules may still belong to this biosynthetic cluster. The

cloning of this glycosyltransferase gene from EF-76 in S. Uvidans TK24 allowed the growth of

this strain in the presence of geldanamycin. This suggests that this specific

glycolsyltransferase can inactivate geldanamycin. Since the self resistance gene are usually

located in proximity to the antibiotic biosynthetic cluster, the fact that the EF-76

glycosyltransferase gene confers resistance towards geldanamycin provides an additional

indication that the partial PKS cluster identified in this study is involved in geldanamycin

production or modification. The cloning of antibiotic resistance genes followed by

investigation of adjacent DNA sequences for presence of structural and/or regulatory genes

was reported to be an effective strategy for the identification of secondary metabolites gene

clusters in actmomycetes (Butler et al., 1989; Donadio et al., 1991; Motamedi and Hutchinson,

1987; Vara et al., 1985). The role of the chitosanase gene located next to the

glycosyltransferase gene will have to be elucidated.

S. melanosporofaciens EF-76 is an efficient and promising biocontrol agent, that displayed a

significant ability to control both strawberry root rot induced by Phytophthora fragariae var.

rubi (Valois et al., 1996) and common scab of potato (Agbessi et al., submitted for

publication). This strain was also shown to be able to inhibit the growth of a wide range of
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Gram-positive bacteria and fungi (Toussaint et al., 1997; Valois et al., 1996) and produces

geldanamycin. Since antibiosis appears to play a significant role in pathogen antagonism, the

isolation of the antibiotic biosynthesis genes from EF-76 will bring tools to further evaluate

their role in biocontrol. In this work, we isolated a DNA fragment from S. melanosporofaciens

EF-76 that is strongly believed to be involved in the biosynthesis of geldanamycin. Deletion of

part of this chromosomal region causes the loss of both geldanamycin self-resistance and

production (Agbessi et al. submitted for publication). This implies that resistance genes and

biosynthesis genes are clustered in the EF-76 genome. Further genetic information will

confirm the correlation between the DNA fragment characterized in this study and the

geldanamycin biosynthetic cluster.
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1.3kb

FIG. 1. PCR amplification of genomic DNA from different actinomycete strains.

The 1.3 kb fragment indicated by an arrow was amplified only from type I polyketide

producer strains. 1. EF-76; 2. »S'. hygroscopicus var. geldanus^TCC 55256; 3.

Saccharopolyspora erythraea NRRL 2359; 4. S. hygroscopicus var. hygroscopicus^TCC

21240; 5. S. lividans TK24.
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VTIDTACSSSLVA
GGTCTCGAGGGCCCGGCC GTG ACC ATC GAC ACC GCC TGC TCG TCG TCG CTG GTG GCG

13
40

LHLAAQALRQGECSLALA 31
CTG CAC CTT GCC GCG CAG GCG CTG CGG CAG GGT GAA TGC TCG CTG GCG CTG GCG 94

GGVAVMSTPGTFVEFSRQ 49
GGC GGG GTG GCC GTG ATG TCC ACC CCC GGC ACC TTC GTG GAG TTC AGC CGT CAG 148

RGLAPDGRCKAFAAAADG 67
CGG GGT CTT GCG CCG GAC GGC CGG TGC AAG GCG TTC GCG GCG GCA GCG GAC GGT 202

TGWGEGVGMLLLERLSDA 85
ACG GGC TGG GGC GAG GGT GTG GGC ATG CTG CTG CTG GAG CGG CTG TCG GAC GCG 256

RRNGHQILAVVRGSAVNQ 103
CGG CGC AAC GGA CAC CAG ATC CTC GCG GTG GTA CGC GGC TCC GCC GTC AAC CAG 310

DGASNGLTAAQWPSQQRV 121
GAC GGT GCG AGC AAC GGG CTC ACC GCG GCC CAA TGG CCC TCG CAA CAG CGG GTG 364

I RAALANARLSAAEVDVV 139
ATC CGG GCG GCG CTG GCC AAC GCG CGG CTG TCG GCG GCC GAG GTG GAC GTG GTC 418

EAHGTGTTLGDPIEAQAL
GAG GCG CAT GGT ACG GGT ACC ACG CTG GGC GAC CCG ATC GAG GCG CAG GCG CTT

157
472

LATYGREHTDDQPLWLGS 175
CTT GCC ACG TAG GGC CGT GAA CAC ACC GAC GAC CAG CCC CTG TGG CTC GGC TCG 526

IKSNIGHTQAAAGVAGIM 193
ATC AAG TCC AAC ATC GGG CAC ACC CAG GCC GCG GCC GGT GTC GCG GGC ATT ATG 580

KMVLAMRHGLLPQTLGVD 211
AAG ATG GTG CTT GCC ATG CGG CAT GGT CTG TTG CCG CAG ACG CTG GGC GTC GAC 634

EPSPHIDWTAGASKLLTE
GAA CCG TCG CCG CAC ATC GAC TGG ACG GCG GGA GCC TCG AAG CTG CTC ACC GAG

229

ARAWPETDRPRRAGVS S F
GCC AGG GCC TGG CCC GAG ACC GAC CGC CCA CGG CGG GCG GGC GTC TCG TCC TTC

247
742

GLSGTNGHIILEQEPPTE 265
GGC CTC AGC GGC ACC AAC GGC CAC ATC ATT CTC GAA CAG GAG CCG CCG ACC GAG 796

ADEETSQEDAQLPPAVVP 283
GCC GAC GAG GAA ACC TCC CAG GAG GAC GCG CAA CTT CCT CCC GCC GTC GTG CCA 850

WVLSAKSDAGVRGQAARL 301
TGG GTG CTG TCG GCG AAG TCC GAT GCC GGT GTG CGG GGG CAG GCC GCG CGA CTG 904

QSAVAGDTSPGMTDIGLS 319
CAG TCG GCG GTG GCC GGG GAT ACC AGC CCG GGG ATG ACG GAC ATC GGT CTG TCG 958

LVTTRAAFERRAVVLGGD 337
CTG GTC ACC ACG CGT GCG GCG TTC GAG CGG CGG GCG GTG GTA CTG GGT GGT GAC 1012

RAALVSGLTALTEGREAT 355
CGT GCC GCG CTC GTC AGT GGC CTG ACC GCG CTG ACC GAG GGC CGG GAG GCG ACG 1066
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GVVRGAVVGSDARVAFVF 373
GGC GTG GTG CGG GGG GCC GTG GTC GGC TCC GAT GCC CGA GTG GCC TTT GTC TTT 1120

PGRGVAVGGDGGWVAGVF 391
CCT GGT CGA GGG GTC GCA GTG GGT GGG GAT GGC GGC TGG GTT GCT GGA GTC TTC 1174

AGVRGAIGECAAASAPFV 409
GCC GGT GTT CGC GGA GCG ATT GGT GAG TGT GCG GCG GCT TCG GCG CCG TTC GTC 1228

DWSLGDVLRGGKGAAEAL 427
GAC TGG TCG CTC GGG GAT GTG TTG CGG GGT GGG AAG GGT GCT GCG GAG GCG TTG 1282

ERVDVVQPVLWAVMVSLA 445
GAG CGG GTG GAT GTG GTG CAG CCG GTG TTG TGG GCG GTG ATG GTG TCG TTG GCG 1336

ELWRSYGVEPAAVIGHSQ 463
GAG CTG TGG CGT TCG TAG GGT GTG GAG OCT GCG GCC GTT ATC GGT CAT TCG CAG 1390

GEIAAACVAGALSLEDAA 481
GGT GAG ATC GCG GCG GCG TGT GTG GCG GGT GCG TTG TCG CTG GAG GAC GCC GCG 1444

RVVALRSQALRALSGGGG 499
CGC GTG GTG GCG TTG CGA AGC CAA GCA CTG CGG GCG TTG TCC GGC GGT GGT GGC 1498

MVSVSLPVKAVRERLVRW 517
ATG GTG TCG GTA TCA CTG CCC GTG AAG GCG GTA CGA GAG CGG CTG GTC CGG TGG 1552

GERLSVAAVNGPSAVVVS 535
GGT GAG CGG CTG TCG GTG GCA GCG GTG AAC GGG CCC TCG GCG GTT GTT GTC TCG 1606

GDADALDELLAVCEGEEI 553
GGT GAC GCG GAC GCG TTG GAC GAG CTG CTG GCG GTG TGC GAG GGC GAG GAG ATC 1660

RARRI PVDYASHCAHVEE 571
CGG GCC CGT CGC ATC CCC GTG GAC TAC GCC TCG CAC TGC GCC CAT GTG GAG GAA 1714

IEETLLRELADIAPRASS 589
ATC GAG GAG ACG TTG TTG CGG GAG CTG GCG GAT ATC GCT CCC CGG GCG TCG TCG 1768

VPFYSRVTAGVLDTTGLD 607
GTG CCG TTC TAG TCC AGG GTC ACG GCA GGC GTG CTC GAT ACG ACC GGA CTG GAC 1822

AGYWYRNLRQTVRFDETV 625
GCC GGG TAG TGG TAC CGG AAT CTG CGT CAG ACG GTC CGC TTC GAT GAG ACC GTA 1876

RTLLADGFQVFIEASAHP 643
CGC ACC CTC CTG GCC GAC GGC TTC CAG GTG TTC ATC GAG GCC AGC GCC CAC CCC 1930

VLTMGVEQTAEDHGTRVT 661
GTC CTG ACG ATG GGA GTG GAG CAG ACG GCC GAG GAC CAC GGC ACC CGC GTC ACC 1984

AVGSLRRDDGGPDRFATS 679
GCC GTC GGT TCC CTG CGC CGC GAC GAT GGC GGT CCC GAC CGG TTC GCC ACC TCC 2038

LAEAYVGGAPVDWARMFA 697
CTC GCC GAG GCG TAT GTC GGC GGC GCG CCC GTC GAC TGG GCG AGG ATG TTC GCC 2092

GTGAERADLPTYAFQRTH 715
GGA ACG GGC GCG GAG CGG GCC GAT CTG CCG ACG TAT GCC TTC CAG CGC ACG CAC 2146
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FWLESETVEAGDVPSVGL 733
TTC TGG CTG GAG TCC GAG ACG GTC GAG GCC GGT GAT GTG CCG TCG GTG GGG CTG 2200

DSAGHPLLGAAVPLPDSD 751
GAC TCG GCC GGG CAT CCG TTG CTG GGT GCC GCC GTG CCG CTG CCC GAC TCC GAC 2254

GFLLTGRLSLRTHPWVAD 769
GGC TTC CTG CTC ACC GGC CGG CTG TCG CTC CGT ACC CAT CCC TGG GTC GCC GAC 2308

HAVADVTLLPGTAFVELL 787
CAC GCG GTG GCG GAT GTA ACG CTG CTG CCC GGG ACG GCC TTC GTG GAG CTG CTG 2362

MRAGDAVGCDRVDELTLG 805
ATG CGG GCC GGT GAC GCG GTC GGC TGC GAC CGG GTG GAC GAA CTG ACC CTG GGA 2416

APLVLPEQGTVRLQVAVG 823
GCA CCG CTT GTG CTG CCC GAG CAG GGC ACG GTC CGG CTG CAG GTC GCC GTC GGC 2470

GPDEAGRRSVGVYAQTED 841
GGC CCC GAC GAG GCG GGG CGG CGC TCG GTC GGT GTG TAG GCG CAG ACG GAG GAC 2524

GPWTQHATGVLGGGVLGG 859
GGC CCC TGG ACG CAG CAC GCG ACC GGT GTG CTC GGC GGC GGT GTG CTC GGC GGC 2578

GSSSADRVTETEAWPPTG 877
GGC AGC AGC TCG GCC GAT CGC GTC ACT GAG ACG GAG GCA TGG CCA CCG ACT GGT 2632

AEAVDVAGLYERFARTG 894
GCG GAG GCC GTT GAT GTC GCC GGG CTC TAG GAG AGG TTC GCC CGG ACC GGA 2683

FIG. 2. Nucleotide sequence of the truncated PKS part. The putative ribosomal-binding site is
underlined.
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ARDWTSDGHP
GREWARNGHP
...w......

IAYTFGLEGP
VAYCLGLEGP
ISYTMGLEGP
VAYHFGVEGP
VSYTFGFEGP
..Y..G.EGP

PGTFVEFSRQ
PTAFVEFSRQ
PGAFTEFRSQ
PGVFVDFSRQ
VETFVEFSRQ
PIGVIGMSRQ
........ .Q

HQILAVVRGS
HEVLAVVRGS
RPVLAVLAGS
HEVLAVVRGS
HQVLAVVRGS
HRVLAVLRGS

LAV. . GS

EAHGTGTTLG
EAHGTGTTLG
EAHGTGTRLG
EAHGTGTALG
EAHGTGTTLG
EAHGTGTALG
EAHGTGT.LG

AGIMKMVLAM
GGIIKMVMAM
AGVMKAVLAL
TGLLKVVLAL
AGVIKMVMAM
AAVIKMVQAL
......V...

RRAGVSSFGL
RRAAVSSFGV
RRAGVSSFGI
RRARVSAFGI
RRAGVSSFGI
RRAGVSSFGI
RRA.VS.FG.

AVTVDTACSS
AMTVDTACSS
SISVDTACSS
AVTVDTACSS
AVTVDTACSS
..T.DTACSS

RGLAPDGRCK
RGLAPDGRCK
GGLAADGRCK
RALAADGRSK
RGLAPDGRCK
RGMAEDGRVK
...A.DGR.K

AVNQDGASNG
AVNQDGASNG
AVNQDGASNG
ALNQDGASNG
AVNSDGASNG
AVNQDGASNG
A.N.DGASNG

DPIEAQALLA
DPIEAQALLA
DPIEVHALLS
DPIEANALLD
DPIEAEALIA
EPIEAQALLA
.PIE..AL..

RHGLLPQTLG
RHGVLPQTLH
RHGEMPRTLH
RNGELPATLH
RHGVLPRTLH
RQDTLPPTLH
R......TL.

SGTNGHIILE
SGTNAHTIIE
SGTNAHVIVE
SGTNAHVIVE
GGTNAHVVLE
SGTNAHLILE
.GTN.H...E

S. aver

Ery5
Ery3
Rif2
Rif3

QAPPAQDEGP AGALVDGPLA WVLSARSDAA LRAQAARLRP SAR..GEVRP
EAP.EADEPE PAPDSG.PVP LVLSGRDEQA MRAQAGRLAD HLAPEPRNSL
EAP.EREHRE TTAHDGRPVP LVVSARTTAA LRAQAAQIAE LLE.RPDADL
EVP.APVATP RPEPAGFLVP VLLSARSAAG LRGQAARLAG FLG..AEVRV
EAP.ADDTAE ADVPD.AVVP VVISARSTGS LAGQAGRLAA FLD..GDVPL

FIG. 3. Comparison of the amino acids sequence of the EF-76 KS domain with the KS domains from
erythromycin (Ery3, Q03132; Ery5, Q03133), rifamycin (Rif2, Q9F847; Rif3, Q52789) and a type I polyketide of
S. avermitilis (Q93H83). The conserved amino acids mentioned in the text are underlined and the cysteine residue
of the active site is shown in bold.
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EF-76 AT
Rifl
Rif3
Ery2

Consensus

,EE TSQEDAQLPP ...AVVPWVL
RDWPRGDRPR RAGVSSFGVS GTNVHLIIEE APEEPAAAVP TSADVVPLVV
REWPRNGRPR RAGVSAFGVS GTNAHLILEE APAEEPVPTP .EVPLVPVVV
VPWPAGERPR RAGVSSFGVS GTNAHVIVEE APAEQEAART .ERGPLPFVL

w EE E ,v.

EF-76 AT
Rifl
Rif3
Ery2

Consensus

EF-76 AT
Rifl
Rif3
Ery2

Consensus

SAKSDAGVRG QAARLQSAVA GDTSPGMTDI GLSLVTTRAA FERRAVVLGG
SARSTGSLAG QADRLT...E VDVP. .LGHL AGALVAGRAV LEERAVVVAG
SARSRASLAG QAGRLAGFVA GDAS.. LAGV ARALVTNRAA LTERAVMVVG
SGRSEAVVAA QARALAEHLR DTPELGLTDA AWTLATGRAR FDVRAAVLGD

QA. RA, RA.

DRAALVSGLT ALTEGREATG VVRGAVVGSD ARVAFVFPGR GVAVGGDGGW
SAEEARAGLG ALARGEAAPG VVTG.TAGKP GKVVWVFPGQ GTQWVGMGRE
SREEAVTNLE ALARGEDPAA VVTG.RAGSP GKLVWVFPGQ GSQWIGMGRE
DRAGVCAELD ALAEGRPSAD AVAP.VTSAP RKPVLVFPGQ GAQWVGMARD

AL..G..... .V........ .....VFPG. G....G....

EF-76 AT
Rifl
Rif3
Ery2

Consensus

EF-76 AT
Rifl
Rif3
Ery2

Consensus

EF-76 AT
Rifl
Rif3
Ery2

Consensus

EF-76 AT
Rifl
Rif3
Ery2

Consensus

VAGVFAGVRG AIGECAAASA PFVDWSLGDV LRGGKGAAEA LERVDVVQPV
LLDASPVFAE RIKECAAALD QWTDWSLLDV LRG...DGD. LDSVEVLQPA
LLDSSPVFAE RVAECAAALE PWIDWSLLDV LRG...ESDL LDRVDVVQPA
LLESSEVFAE SMSRCAEALS PHTDWKLLDV VRG.DGGPDP HERVDVLQPV

..CA.A. .DW.L.DV .RG.

LWAVMVSLAE LWRSYGVEPA AVIGHSQGEI AAACVAGALS
CFAVMVGLAA VWESAGVRPD AVVGHSQGEI AJWCVSGALT
SFAMMVGLAA VWQSVGVRPD AVVGHSQGEI AAACVSGALS
LFSIMVSLAE LWRAHGVTPA AVVGHSQGEI AAAHVAGALS

...V.V.QP.

LEDAARVVAL
LDDAAKVVAL
LQDAAKVVAL
LEAAAKVVAL

....MV.LA. .W...GV.P. AV.GHSQGEI AAA.V.GAL. L..AA.VVAL

RSQALRA.LS GGGGMVSVSL PVKAVRERLV RWGERLSVAA VNGPSAVVVS
RSQAIAARLS GRGGMASVAL SEDEANARLG LWDGRIEVAA VNGPASVVIA
RSQAIATRLA GRGGMASVAL SEEDATAWLA PWADRVQVAA VNSPASVVIA
RSQVLRE.LD DQGGMVSVGA SRDELETVLA RWDGRVAVAA VNGPGTSVVA

RSQ.....L. .GGM.SV. .w. .VAA VN.P v

GDADALDELL AVCEGEEIRA RRIPVDYASH CAHVEEIEET LLRELADIAP
GDAQALDEAL EVLAGDGVRV RQVAVDYASH TRHVEDIRDT LAETLAGITA
GEAQALDEVV DALSGQEVRV RRVAVDYGSH TNQVEAIEDL LAETLAGIEA
GPTAELDEFF AEAEAREMKP RRIAVRYASH SPEVARIEDR LAAELGTITA

G....LDE.. R...V.Y.SH ...V..IE.. L...L..I..

EF-76 AT
Rifl
Rif3
Ery2

Consensus

RASSVPFYSR VTAG.VLDTT GLDAGYWYRN LRQTVRFDET VRTLLADGFQ
QAPDVPFRST VTGGWVRDAD VLDGGYWYRN LRNQVRFGPA VAELLEQGHG
QAPKVPFYST LIGDWIRDAG IVDGGYWYRN LRNQVGFGPA VAELVRQGHG
VRGSVPLHST VTGE.VIDTS AMDASYWYRN LRRPVLFEQA VRGLVEQGFD

VP. ...... .....D.....D.. YWYRN LR..V.F... V..L...G..
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EF-76 AT VFIEASAHPV LTMGVEQTAE DHGTRVTAVG SLRRDDGGPD RFATSLAEAY
Rifl VFVEVSAHPV LVQPISELT. ....DAVVTG TLRRDDGGLR RLLTSMAELF
Rif3 VFVEVSAHPV LVQPLSELSD ....DAVVTG SLRREDGGLR RLLTSMAELY
Ery2 TFVEVSPHPV LLMAVEETAE HAGAEVTCVP TLRREQSGPH EFLRNLLRAH

Consensus .F.E.S.HPV L.. ....... .......... .LRR...G

EF-76 AT VGGAPVDWAR MFAGTGAERA DLPTYAFQRT HFWLESETVE AGDVPSVGLD
Rifl VRGVRVDWAT LVP...PARV DLPTYAFDHQ HFWLR.PAAQ A.DAVSLGQA
Rif3 VQGVPLDWTA VLPR..TGRV DLPKYAFDHR HYWLR.PAES ATDAASLGQA
Ery2 VHGVGADLRP AVAG..GRPA ELPTYPFEHQ RFWPR..PHR PADVSALGVR

Consensus V.G...D... .......... ..P.Y.F... ..W..........D....G..

EF-76 AT SAGHPLLGAA VPLPDS
Rifl AAEHPLLGAV VRLPQSDGLV FTSRLSLRTH PWLADHTIGG VVLFPGTGLV
Rif3 AADHPLLGAV VELPQSDGLV FTSRLSVRTH PWLADHAVGG VVILPGSGLA
Ery2 GAEHPLLLAA VDVPGHGGAV FTGRLSTDEQ PWLAEHVVGG RTLVPGSVLV

Consensus ...HPLL.A. V..P.....V FT.RLS.... PWLA.H..GG

FIG. 4. Comparison of the amino acid sequence of the EF-76 AT domain with the
methylmalonyl-CoA acyltransferase domains from erythromycin (Ery2, Q03131) and
rifamycin (Rifl, 052790; Ri£3, 052789). The conserved amino acids of the active site
(August et al., 1998, Donadio and Katz, 1992) are underlined and the serine residue of the
active site is shown in bold character.
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EF-76 DH
Rif3
Rifl
Ery2
Consensus

EF-76 DH
Rif3
Rifl
Ery2

Consensus

EF-76 DH
Rif3
Rifl
Ery2

Consensus

EF-76 DH
Rif3
Rifl
Ery2

Consensus

EF-76 DH
Rif3
Rifl
Ery2
Consensus

EF-76 DH
Rif3
Rifl
Ery2

Consensus

....DGFLLT GRLSLRTHPW VADHAVADVT LLPGTAFVEL LMRAGDAVGC
LPQSDGLVFT SRLSLKSHPW LAGHAIGGVV LIPGTVYVDL ALRAGDELGF
LPQSDGLVFT SRLSLRTHPW LADHTIGGVV LFPGTGLVEL AVRAGDEAGC

W TP........ ....... IEK PE.SGNLDG.

LPQSDG...T .RLSL..HPW ...H....V. L.PGT..... ..R.G...G.

DRVDELTLGA PLVLPEQGTV RLQVAVGGPD EAGRRSVGVY AQTEDG.PWT
GVLEELVIEA PLVLGERGGV RVQVAVSGPN ETGSRAVDVF SMREDGDEWT
PVLDELVTEA PLVVPGQGGV NVQVTVSGPD QNGLRTVDIH SQRDD..VWT
....DWLVVT PLISP..... .......... .......... .......EWT

PL.......V ..QV.V.GP. ..G.R.V... ....D...WT

QHATGVLGGG
RHATGLLGAS TSREPSRFDF AAWPPAGAEP IDVENFYTDL TERGYAYSGA
RHATGTVSAT PASSPG.FDF TAWPPPDGQR VEIGDFYADL AERGYAYGPL
EMLCEAINAN .......... ......GG,

FDF .AWPP..... .....FY.DL .ERGYAY...

FQGMRAVWRR GDEVFAEVAL PDDHREDAGK FGLHPALLDA ALHTNAFANP
FQGVRAVWQR GEDVFAEVAL PEDRREDAAR FGLHPALLDA ALQTGTIAAA
....RALR.. .....CEVDT S......ASR TEMAQAVAQA G...TGFRG .

FQG.RA...R G..VF.EV. .REDA.. ........ .A

.VLGGGSSSA
DDD...RSVL PFAWNGLVLH AVGASALRVR VAPGGPDALT FQAADETGGL
ASGQPGKSVM PFSWNRLALH AVGAAGLRVR VAPGGPDALT VEAADETGAP

,VLSLL SSDESACRPG VPAGAVGLLT LVQALGDAG.
.......SV. PF.WN.L.L. .......... V..G....LT ..........

DRVTETE
VVTMDSLVSR EVSAAQLETA AGEERDSLFQ VDWIEVPATE TAATEH.AEV
VLTMDSLILR EVALDQLDTA RAG...SLYR VDWTPLPTVD SAVPAGRAEV

.VDAPVWCLT QGA....... ...VRTPADD DLARPA.QTT

EV, VDW,

FIG. 5. Comparison of the amino acids sequence of the EF-76 DH domain with the DH
domains from erythromycin (Ery2, Q03131) and rifamycin (Rifl, 052790; Rif3, 052789).
The conserved amino acids of the active site (see Results section) are underlined and the
active site site is shown in bold.
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? ^ ? _? ? p ? _? p
-//- >tPKS ORF2 ORF3 ORF4 ORF5 ORF6 ORF7 GTF Chi

1kb

FIG. 6. Gene arrangement and restriction sites in the DNA region encoding a type I PKS, isolated in EF76.

The EF-76 DNA fragment is shown by the heavy line. The arrows are used to indicate the gene position and size.

The restriction enzymes are designated as follows: B, BamHl; EV, EcoRN; El, EcoRL The ORFs are designated as follows:

tPKS, truncated PKS; ORF2, transcription regulator; ORF3, membrane protein; ORF4, ATP binding protein; ORF5,

transporter; ORF6, alcohol dehydrogenase; ORF7, unknown; GTF, glycosyltransferase and Chi, chitosanase.
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FIG. 7. Assay ofgeldanamycin inactivation by S. lividans TK24 transformed with a gene
encoding a glycosyl transferase. The geldanamycin producer strain EF-76 is streaked in the
middle of the plate and the indicator strain is spread around it (see Material and Methods for
more details). •S'. lividans TK24 wt (A) is sensitive to geldanamycin. S. Imdans TK24
(pFD666) (B) is sensitive to geldanamycin. S. Imdans TK24 (pFDBm3) (C) is resistant to
geldanamycin and is even able to biosynthesize its red pigment, actinorhodin.
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EF-76 GTF
St. coel
Sh. boy d.
R. meli
Se. marce
C. ores

A. tuine

GGTISTTLNL AAALADR.HE VTIVSMLRHR THPRFVIDPR
GGTNRTVINL AEALSVQ.HD VEIVSVFRRA NATKFEISPR
GGTERVIANV ANSLSEI.YD IRIYSLSTTE GECFYPLNER

VTIVLPGLGA GGTEHVVNLV ANHWVRRGCK VTIITLEPPD AKPYYALDPK
.GAEKVVLTL CQGMQQQGHD VSLISL...R DVCNYPIPSG

L GGLEQVFLDY QPILEAW... .... .AARRG GRCVGWRKG
GGAELFLADL VKAGPHSWRA CFLSGGATAE DLAEAGRPPV

Consensus GG.

EF-76 GTF
St. coel
Sh. boy d
R. meli
Se. marce
C. cres

A. tume

VTXVPLVDIH
ITVRALVDLR
IHIKHMGMMC
ISIERLG.LP
IDYQVVADRS

GKMA
MLSAGEKMLS

ADAADP...L
PGSSDRGAAG
YEHEKS...V
PQRAGK....

RAPWRK....

VAQANR. . . .

IRRNSS....

LHQPAEVFPT
SDEPSAWPR
LKKTFKKLIN
IEAGLLVLKR
LTELSRRAAA
.TPPLSAMP.
FGALARGAAD

AEKRYRQYSR
QEEFFAQYSR
VFYSINEFKK
IYRLRSAIRR
LDRAIAEHER
...ALTDWDP

VMAVAWQLSR

LTDQRAREYL
FTDERIIRDL
IRSNYIIGVN
SQPDFVLSFL
QHGAFDLVFS
ITVGAARALV
EAKHFDVICA

Consensus

EF-76 GTF
St. coel
Sh. boyd
R. meli
Se. marce
C. cres
A. tume

RSCDADVIIG
RRTDADWVG
KNINILLVLS
TRTNVLTLLA
NLHKTDRIVS
KTYRPALIFS
NSQKALFVCA

TRPGINVYLA RFAPPRALR.
TRPSLNLFVA AHTREGALR.

FLL NYKRKRDYKL
T........I GLQAPVIVS.

RSKRLASDRL WFCIHGILS.
,H GQRPARVFD.

LA AKLSRRPLVW

IAQEHLTHDT
VAQEHMTHLA
IGWEHFAHNA
.ERNNPALQP
..TSYLGHRK
...KAAPADV
ILHDIVTDTA

HTKRLRAQLA
IPPAVRAEMA
PMSLFTRILR
FGPVWKWVQR
GLDRWLKQRK
VRAVCLHKPS
FSATNRRASL

Consensus

EF-76 GTF
St. coel
Sh. boy d.
R. meli
Se. marce
C. ores

A. tume

R.QYRDLESV
R.VYPRLDAI
ELLYKYLDDL
R.LYPRAFGL
IANVYQGRNI
FDVTPGTHYV
AFARIFARLV

VTTTEADAAV
TTVTEADAGS
IVLTKFDEEY
VTMTKGALDY
VAVSQAVGGD
CVGQHLAALA
AVNSEETGRA

YRARMRLPGG
FMENTPIPGI
YKAKK....1

FPEKMR. . .3
LQQNLPIRPR
IERGAP..AD
FIEAGG.EAD

RILAIPNSVP
TVVGIPNSVP
KTTVIENAYT
RGWVIANAVD
RLAVINNPFD
HVWLVPNAVK
KVRIVYNGFD

DPGPPPPTAA
RPSVQP..3 D
AMDVDNLKTV
LPGEWQ..KR
IDAIRQQAAA
PPGVEAQPFA
PAKAKLHDAG

Consensus

EF-76 GTF
St. coel
Sh. boy d
R. mell
Se. marce
C. cres

A. tume

Consensus

,N.

PTSSP..... ..... .RRTA GARQAVRPAH RGVHRRRRQA .PGLVSARLW
CTRKI..... ..... .VVSA GRMHHVKRYD LLIRAFGSLA .DEFPDWQLR
SKGNV..... ..... .ILSI GRHTSQKRFD KLLHIWKEIV .KKNDGLKLR
RGNNI..... ......LAAV GRLTRQKGFD LLIEAFARIA .TRHPEWKLV
PCELAGQDY. ......LVHV GRFHATKRHD RLLKAYVQSG .IQAP.LALI
EAGRPIR... ..... .IVAA GRLHPKKGFD VLIHAVGKLR .AWDYEVTCE
MAARLRAELG LGPQPLVGLF GRLSEWKGQH VFLDALAAME GVQAVIVGGA

G,

EF-76 GTF
St. coel
Sh. boyd
R. mell
Se. marce
C. cres

A. tume
Consensus

LGRGQGAAPG
IYGDGGEAGK
IVGDGPLLDE
IWGEGDDRKS
GTGDDARVAE
IAGEGDERGA
LFGQEAYEAR

AD...QEAGP
LRTLVTELGL
NKKLAQKLNL
LEALRDALDL
VKRLAADLGI
LEGLIRDLDL
IREQASRLGL

GGPGGADGAV
SGRALLMGGF
SDSVVFAPPT
RDRVELPGVT
AERVLFLGFQ
EASVTLKGWT
DGRVRFLGFR

SPIEAEFAKA
SPIDSEWAKG
KKINEEYQNA
QRPGLWVETA
ANPYPFIRHA
GDVAGFLATG
SDVPELMASM

SIVASAS.DA
SIAAVTS.SA
SLFLMTS.DY
DVFVLSS.RY
SLLVLSS.DS
DLFAFPS.HQ
DVVAHTSIVA

s

63



EF-76 GTF
St,
Sh.
R.

Se.

a.

A.

coel
boy d

mell
marce

ere s
tume

ESFGMTLVEA MRCGTPWAT DCPLGPAEII NDGVDGRLVP MGDRQALAVA
ESFGMTLVEA MRCGLPWST DCPVGPREIL SDGEDGFLVP NGQVSGIAWG
EAFPMVLLEA LKNGLPCIAF DCDTGPRDII VNGVDGFVIP INDSLKFVEK
EGWGIVLLEA MAAGLPWSF ACEWGPSDMV KHGEDGILVP SNNVDALAEA
EGFGNVLVES LLCGTPWST RCPGGPAEIL EKAGMANALA ELNAASLAEK
EGFPLTLLEA MAVGLPWAS EID.GPLEIL TDGRDGRLVP DNDPDRLAEA
EPFGRVWEA MMCGRPWAT RGG.GVTEII RDGETGLLVP PGDASALA?A

Consensus E.......E

EF-76 GTF LCDLIADEPD RHRMGKAARA AAR.RFDPAH VARAYEELFG DLAATRSARA
St. coel LRRLMADEVL RRDMGEAALR NAA.RYDPAA VADRYVRLFE DAARRRAAAV
Sh. boyd TIDVMNNENL RYQLSSNAKV NVE.RFNEEH ISKKWLIKLK QLQ,
R. meli LSRMLGDGEL RSRLAANAEA SAK.RYLPER ILSQWDAVAS SALKHSAREH
Se. marce MAEIYANPP. .....QINQQ QLL.SYGLEP ICRQYIELKE K,
C. cres LAELISDRET AVRLGAAARQ QVLTEYSPQE LARRLEAALD GMTSRA....
A. tume LGTILSDPAL AQRLGQSGRE DVSDRFSLQE TCRSVSALLT EAA.

Consensus

EF-76 GTF WQRRK..GPG RPRGPGPAPP APLTPATP
St. coel RGYRAPAGSR RTGAPATVPP VGIGAATVDV VADGAGWLRF STEGPGDGRH
Sh. boyd
R. meli .......... .ARAVSAAEP G...SA.

Se. marce
C. cres

A. tuine

Consensus ...R...G.. R........P .... .AT

FIG. 8. Alignment of the amino acids sequence of the EF-76 glycosyltransferase (GTF) with
those from S. coelicolor (st. coei, 069854), Shigella boydii (sb. boyd, Q93CS6),
Rhizobium meliloti {R. meii, Q92VF2), Serratia marcescens (se. marce, Q9X978),
Caulobacter crescentus (c. cres, Q9A3M9) and Agrobacterium tumefaciens (A. tume,
AAL44372). The amino acids identical to thoseofthe EF-76 GTF sequence are shown in bold.
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CHAPITRE 2

2.0 Proprietes antagonistes de deux souches recombinantes de Streptomyces

melanosporofaciens obtenues par fusion de protoplastes intraspecifique

Des etudes menees anterieurement ont permis d'isoler une souche d'abord identifiee comme

S. hygroscopicus var. geldanus EF-76 capable de proteger, en serre, Ie framboisier contre la

pourriture des racines causee par Ie Phytophthora fragariae var. rubi (Toussaint et al., 1997;

Valois et al., 1996). La souche EF-76 a ete renommee »S'. melanosporofaciens (Doumbou et

al., 2001). Parmi les mecanismes d'antagonisme mis en evidence chez EF-76, Pantibiose par

la production de geldanamycine lui permettait d'inhiber la croissance du champignon

(Toussaint et al., 1997; Valois et al., 1996). La geldanamycine est un metabolite secondaire a

large spectre d'activite, qui inhibe la proliferation des bacteries, des champignons, de

certaines cellules vegetales et de cellules tumorales de mammiferes (De Boer et al., 1970

Heisey et Putnam, 1986; Neckers et al., 1999; Yamald et al., 1989).

Le but de cette etude etait de determiner Ie role de la geldanamycine dans 1'antagonisme

envers Bacillus cereus ATCC 14579, Phytophthora fragariae var. rubi P390 et Streptomyces

scabies EF-35 et dans la lutte biologique contre la gale commune de la pomme de terre

causee par S. scabies. La fusion de protoplastes intraspecifique a ete utilisee pour generer par

recombinaison des mutants stables et prototrophes de la souche EF-76, affectes dans leurs

proprietes antagonistes envers les trois microorganismes utilises. La souche FP-60 qui ne

produisait plus aucun metabolite secondaire toxique detectable, etait egalement incapable

d'inhiber la croissance des microorganismes. Par contre, FP-54 possedait un pouvoir

antagoniste superieur a la souche sauvage envers les memes microorganismes. L'extraction

et la separation des produits extraits du surnageant de culture de FP-54 a montre que ce

mutant produisait au moins deux autres nouveaux composes toxiques en plus de la
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geldanamycine. Des sondes realisees a partir de sequences provenant d'une region

chromosomique impliquee dans la biosynthese d'un polycetide de type I chez EF-76, n'out

pas permis de detecter des deletions majeures dans les genes de biosynthese chez FP-54. Par

centre, les memes sondes ont permis de mettre en evidence Ie rearrangement genetique

survenu au niveau des genes de biosynthese et des genes adjacents chez FP-60. Les essais de

lutte biologique realises en champ ont montre que tant EF-76 que FP-54 protegeaient de

fa9on significative la pomme de terre contre la gale commune causee par S. s cables sans pour

autant observer un effet plus marque pour la souche FP-54. Le mutant FP-60, quant a lui, ne

possedait aucun effet phytoprotecteur et augmentait meme Ie pouvoir pathogene de la souche

S. scabies. Cela suggere 1'existence d'une communication biochimique entre les souches FP-

60 et S. s cables dans la rhizosphere des tubercules de pommes de terre.

Cette etude suggere que 1'antibiose due a la production de geldanamycine chez EF-76 joue

un role capital dans la lutte biologique centre S. scabies. De plus, la fusion de protoplastes

intraspecifique s'est revelee etre une excellente methode non seulement pour ameliorer

certaines proprietes des souches antagonistes mais encore pour generer des nouvelles

molecules bioactives chez les Streptomyces.

Ces travaux sont decrits a la section 2.1. Cette section est constituee de 1'article S. Agbessi, J.

Beausejour, C. Dery et C. Beaulieu. (2002). Antagonistic Properties of Two Recombinant

Strains of Streptomyces melanosporofaciens Obtained by Intraspecific Protoplast Fusion.

Applied and Environmental Microbiology. (soumis pour publication). J'ai realise les

experiences qui ont trait a la creation et a la caracterisation des mutants par fusion de

protoplastes intraspecifique. Julie Beausejour a effectue les essais sur plantes. J'ai redige cet
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article en collaboration avec J. Beausejour et C. Beaulieu. C. Beaulieu et C. Dery ont

supervise Ie travail.
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ABSTRACT

Intraspeciflc protoplast fusion was used to produce stable prototrophic recombinants of

Streptomyces melanosporofaciens EF-76, a biocontrol agent of plant disease producing

geldanamycin. Two recombinant strains (FP-54 and FP-60) that differed with regard to their

antagonistic properties against Bacillus cereus ATCC 14579, S. scabies EF-35 and

Phytophthora fragariae var. rubi 390 were characterized. FP-60 lost the ability to inhibit the

growth of these microbial strains while FP-54 exhibited higher antagonistic activities against

them. FP-60 was deficient in geldanamycin biosynthesis whereas FP-54 was shown to

produce, in addition to geldanamycin, at least two other antimicrobial compounds that were

absent in the culture supernatants ofEF-76. As the wild strain EF-76, FP-54 reduced common

scab symptoms on potato tuber but no significant difference was observed between the disease

index attributed to tubers treated with EF-76 or with FP-54. FP-60 showed no protective effect

against common scab. The disease index of tubers treated with this recombinant was worse

than the index associated with potato tubers from control treatments.
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INTRODUCTION

Biological control brings a promising alternative to chemical control of plant diseases. Soil

ecosystems have been an extraordinary source of potential biocontrol agents (18, 49) and

Streptomyces species are among the most promising antagonistic microorganisms (8, 11).

Streptomyces species are Gram-positive, sporulating bacteria that represent a high proportion

of the soil microbial biomass. They produce numerous extracellular enzymes involved in the

decomposition of soil organic matter (31, 32, 48) as well as bioactive secondary metabolites

(22). Furthermore, some reports show that streptomycetes colonize plant rhizo sphere with

high efficiency (2, 7, 9, 24,25).

Several studies demonstrated the ability of Streptomyces strains to protect plants against

pathogens. Mechanisms involved in actmomycete-plant pathogen antagonism were described

as antibiosis and lysis (5, 10, 30, 39, 44-47), phytotoxin degradation (6) and rhizocompetence

(9, 24, 25, 35, 41). Mycostop is an example of biopesticides available on the market that are

made out of Streptomyces spares or mycelium (26, 33).

In our laboratory, we are studying S. melanosporofaciens strain EF-76 (7, 47). This strain,

isolated from a potato tuber (12), has been selected after a screening for both the ability to lyse

Phytophthora fragariae cell walls and the capacity to inhibit P. fragariae growth (47). The

antagonistic property of EF-76 was not restricted to oomycete pathogens as Phytopthora but

extended to most fungi and Gram-positive bacteria (44). The wide range of microbial

antagonism attributed to EF-76 is apparently due to geldanamycin production (44). As EF-76,

other geldanamycin-producing strains were shown to protect plants against pathogens (40, 46).

Gene manipulation provides a way to investigate the importance of genetic traits of biocontrol

agents. Protoplast fusion is a method commonly used with Streptomyces species to modify

their phenotypic traits. For example, Pettey and Crawford (36) obtained the recombinant strain

Streptomyces SR10 by an interspeciflc protoplast fusion between S. viridosporus T7A and S.

setonii 75 vi2. The recombinant Streptomyces SRI 0 was a better lignin decomposer than the

two parental strains. Recombination frequency is much lower in intraspecific crosses (1).
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Intraspeciflc crosses have been used to increase antibiotic production (19, 23, 42) and to

construct complex genotypes to facilitate genetic mapping (1).

The purpose of this study was to use intraspecific protoplast fusion of *S'. melanosporofaciens

EF-76, formerly S. hygroscopicus var. geldanus, to produce stable genetic modifications, to

compare the phenotypic properties of the recombinant strains to the ones of EF-76 and to

evaluate their ability to control common scab of potato caused by S. s cables.

MATERIAL AND METHODS

Microbial strains and culture media. S. melanosporofaciens EF-76 and S. scabies EF-35

were isolated in our laboratory from potato tubers (12). EF-76 is an effective biocontrol agent

(47) that produces geldanamycin (44). EF-35 is a plant pathogen causing common scab of

potato (16). Strains FP-54 and FP-60 were obtained by the intraspecific protoplast fusion of

the wild type strain EF-76. Antagonistic property of protoplastic fusants was tested on two

indicator species Bacillus cereus ATCC 14579 and P. fragariae var. rubi 390 (47).

Streptomyces strains, B. cereus and P. fragariae var. rubi were grown on yeast malt extract

(YME) broth or agar (15 g/1) (37), on trypticase soy broth (TSB) (Difco Laboratories,

Montreal, Canada) and on potato dextrose agar (PDA, Difco Laboratories, Montreal, Canada),

respectively.

Protoplastic fusion. Protoplasts of the strain EF-76 were made according to the procedure

described by Hopwood et al. (20). A solution of 50 % PEG in P buffer (20) was added to 108

protoplasts. These protoplasts were resuspended by pipetting, and kept 5 minutes at room

temperature. Samples of this suspension were plated on R2YE medium (20) and incubated at

30°C. After their regeneration on R2YE plates, colonies were streaked on YME medium for

the screening of strains improved or deficient in antibiotics production.

In vitro antibiosis assays. The ability of Streptomyces fusant strains to inhibit the growth of

B. cereus ATCC 14579 and of S. scabies EF-35 was tested on YME plates as follows.

Streptomyces strains (10s spares) were streaked in the center ofYME plates. The plates were
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incubated 5 days at 30°C and were then covered with an overlay of soft trypticase soy agar

medium (TSA, 0.3 % agar) containing B. cereus ATCC 14579 or S. scabies EF-35 (500 jiil of

an overnight culture in 4 ml of soft TSA). After 24 h at 30°C, the diameter of the antibiosis

zones around the Streptomyces inoculum was recorded. This experiment was carried out in

five replicates.

Crossed resistance tests between EF-76 and two fusant strains (FP-54 and FP-60) were carried

out as described above except that YME was used instead of TSA and that plates were

incubated 48 h following the overlay.

Ability of the fusant strains to inhibit P. fragariae var. rubi was tested as follows. Fusant

strains were streaked (10° spares) in the center of PDA plates and incubated for 2 days at

30°C. A piece of PDA medium (8 mm-diameter) from a 7-day-old culture of P. fragariae var.

rubi 390 was then placed at 1 cm from the border of the Streptomyces inoculum. Phytophthora

growth inhibition was recorded after 5-7 days ofincubation at 15°C.

Antibiotics were isolated from YME cultures of the fusant strains and of the wild strain EF-76

grown 96 h at 30°C. Cultures (0.5 1) were centrifuged at 5000 X g for 15 min and the

supernatants were filtered through paper (Osmonics, Minnetonka, MN). The filtrates were

extracted three times with 1/3 volume of chloroform. The chloroform fractions were

evaporated on a Buchi Rotavapor R-14 (Buchi Laboratoriums Technik AG., Flawil,

Switzerland). The resulting material was then dissolved in chloroform and separated by thin

layer chromatography on glass plates precoated with 0.5 mm silica gel 60F-250 (EM science,

Zurich, Switzerland) using chloroform:methanol (95:5). After migration, the TLC was air

dried and overlaid with soft TSA containing B. cereus ATCC 14579. The TLC plate was then

incubated overnight at 30°C and the presence or absence of zones of growth inhibition was

then recorded.

Phenotypic properties of the fusant strains. The taxonomic identity of two selected fusant

strains (FP-54 and FP-60) was determined by partial sequencing of their 16S rRNA gene (7).

The phenotypic stability of FP-54 and FP-60 was assessed by streaking one colony of each

strain on a fresh YME medium. A new transfer was made every week for a six-week period.
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Colony aspect and antagonistic properties of fusant strains were examined after this six-week

period.

Prototrophy of FP-54 and FP-60 was verified by inoculating them on minimal medium

[(NH4)2S04 2 g/1, K2HP04 0.5 g/1, MgS04.7 H^O 0.2 g/1, FeS04.7 W 0.01 g/1, glucose 5 g/1

and agarose 15 g/1]. Bacterial growth was observed after 5 days of incubation at 30°C. The

prototrophic wild strain EF-76 was used as a positive control. The ability of the two fusant

strains to produce B-l,3-glucanase, B-l,4-glucanase and B-l,6-glucanase was tested in the

same minimal medium containing, instead of glucose, 0.4 % laminarm (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO), 1 % carboxymethylcellulose (Fluka, Buchs, Switzerland) and 1 % pustulan

(Calbiochem, San Diego, CA), respectively. The plates were incubated 5 days at 30°C and

were then overlaid with a solution of Congo red 0.2 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) during

10 min followed by 2 washes with a 1 M NaCl solution. A clear zone appeared around

colonies when the carbohydrates had been degraded.

Growth curves of EF-76, FP-54 and FP-60 were established as follows. Two-day old dense

cultures were used after standardization to inoculate 100 ml of a fresh YME medium. The

flasks were incubated with shaking at 30°C. Ten ml samples were then taken out periodically.

The dry weight of cells recovered from these samples was determined. This experiment was

carried out in triplicate.

Southern blot analysis. BamRl -digested genomic DNAs was transferred onto Hybond N

nylon membrane (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfe, Canada) following

manufacturer recommendations. Genomic DNAs were hybridized with four probes (Kp38,

Bm27, Bm3, BS15). These probes all came from a contiguous 40 kb DNA fragment ofEF-76

genome that has been cloned in a plasmid vector (unpublished data). Kp38 contains a 1.3 kb

sequence involved in a type-I polyketide synthase biosynthesis. The 2.2 kb Bm27 probe

carries a 1.2 kb sequence encoding a putative formaldehyde dehydrogenase. Bm3 contains a 3

kb sequence encoding a putative transporter, a chitosanase and a glycosyl transferase. BS15

contains a 2.2 kb sequence encoding a putative alcohol dehydrogenase and a methyl malonate-

semialdehyde dehydrogenase. Digoxigenin-dUTP labeling of probes was performed with a

labeling kit according to manufacturer specifications (Roche Molecular Biochemicals, Laval,
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Canada). Prehybridization (150 min) and hybridization (overnight) were done at 68°C. After

the incubation, the membranes were washed twice in2XSSC(150 mM NaCl, 15 mM sodium

citrate) containing 0.1 % SDS for 7 min at 68°C and twice in 0.1 X SSC containing 0.1% SDS

for 20 min at 68°C. Blot development was performed with a colorimetric development kit

according to manufacturer specifications (Roche Molecular Biochemicals, Laval, Canada).

Biocontrol assay in controlled and field conditions. The ability of the fusant strains to

reduce common scab symptoms was tested both in controlled and field conditions. Bacterial

inocula for the growth chamber assay were prepared by growing the pathogenic strain S.

s 'cables EF-35 for 2 weeks at 30 C, in 50 ml tubes containing vermiculite saturated with Say-

solution composed of 20 g sucrose, 1.2 g L-asparagine, 0.6 g I<2HP04 and 10 g yeast per liter

of water (12). Antagonistic strain EF-76 and fusant strains FP-54 and FP-60 were grown on

YME agar for 10 days at 30 C. Their spores were collected and mixed with tale (108 spores/g

tale). Scab-free potato tubers (Solanum tuberosum cv. Green Mountain) were planted in 25 cm

diameter pots containing sterile sand and vermiculite (2:1) mixed with the inoculum. At

plantation, 0.5 g of tale with or without an actmomycete strain was sprinkled on the top of

each tuber. Pots were randomly distributed in a growth chamber. Potatoes were grown at 25 C

with a 16 h-photoperiod. Plants were watered every three days and a soluble fertilizer (20-20-

20) was added every two weeks. Progeny tubers were harvested after 12 weeks and were

examined visually for common scab symptoms. A disease index (1 to 10) corresponding to the

surface of coverage by common scab lesions was assigned to each infected tuber. The

experiment was carried out in five replicates.

The field experiment was carried out in a field naturally infested by »S'. scabies (L'Assomption,

Canada). Plots consisting of 4 rows of 0.5 m X 4 m were planted with 104 seed potatoes

(Solanum tuberosum cv. Shepody). Plots were arranged as a completely randomized block

with four replicates. The inoculum to be applied on the tubers was prepared as follows. Strains

EF-76, FP-54 and FP-60 were grown 7 to 10 days in a 5 1 bioreactor, in YME supplemented

with 10 mM CaCOs to improve sporulation. The cultures were then centrifuged and the pellets

were freeze-dried for 18 hours. Dried biomass (Ig) were mixed with tale (300 g). Tale

containing lyophilized spares (0.5 g) was sprinkled on the top of each tuber at plantation. In
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control plots, tale without spores was applied on potato seeds. At harvest, tubers were

examined for common scab symptoms as described above.

RESULTS

In vitro antibiosis. Several hundreds colonies were recovered from the protoplast fusion

experiment. Among these colonies, 100 were streaked on YME medium and tested for their

ability to inhibit the growth of B. cereus ATCC 14579. Seven isolates were positively or

negatively affected in their inhibition power against Bacillus when compared to the wild strain

EF-76. Two fusants (FP-54 and FP-60) were more deeply studied. FP-60 lost the ability to

inhibit the growth of B. cereus ATCC 14579 as well as the growth of P. fragariae var. rubi

390 and S. scabies EF-35 (Fig. 1). FP-54 exhibited higher antagonistic activities against B.

cereus ATCC 14579, P. fragariae var. rubi 390 and S, scabies EF-35 than the wild strain EF-

76 (Fig. 1).

FP-60 lost the ability to synthesize geldanamycin (Table 1) and its growth was inhibited in the

presence ofEF-76 as well as ofFP-54. In addition to geldanamycin (Rf 0.51), FP-54 produced

two toxic compounds (Rf 0.82 and 0.72) that were absent in the supernatant of the wild strain

grown in the same conditions (Table 1). Crossed resistance experiments established that

growth of FP-54 and EF-76 were not affected by the presence of each other or by the presence

ofFP-60.

Stability, prototrophy, growth curves and glucanolytic activities of the fusants. After 5

successive plate transfers, FP-54 and FP-60 kept the same morphological aspect and retained

their antagonistic properties. As the wild type strain, FP-54 and FP-60 were prototrophic and

were able to grow on a minimal medium. FP-54 and FP-60 retained their R-1,3; R-1,4- and R-

1,6-glucanolytic activities as shown by their ability to catabolize laminarin, cellulose, and

pustulan, respectively. FP-54 and FP-60 had growth patterns different from the wild type

strain. At stationary phase, the biomass reached by FP-54 and FP-60 was significantly smaller

than the one ofEF-76 (Fig. 2). FP-54 and FP-60 exhibited a 168 rDNA sequence identical to
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the one of S. melanosporofaciens EF-76 on the 600 bp region sequenced for the three strains

(7).
Genetic characterization of FP-54 and FP-60. The fact that new toxic compounds were

detected in FP-54 and that geldanamycin was not produced anymore by FP-60 suggested that

genetic modifications occurred in the genome of the fusants. Probes Kp38, Bm27, Bm3 and

BS15 (see materials and methods for more details) were used in hybridization with the

genomic DNAs of EF-76, FP-54 and FP-60. No genetic modification was identified in the

genome ofFP-54 using Kp38, a probe that contains sequences of a type I polylcetide synthase

(Fig. 3). In contrast, the hybridization pattern obtained with FP-60 was quite different from the

ones of EF-76 and FP-54. FP-60 was also the only strain displaying no hybridization signal

with the probes Bm3, Bm27 and BS15 (Fig. 4)

Biocontrol assay. S. melanosporofaciens EF-76 had the capacity to reduce common scab as

shown by the biocontrol assays carried out in controlled and field conditions. The disease

index was reduced from 6.30 to 4.81 and from 2.83 to 2.49 in growth chamber and field

experiments, respectively (Fig. 5). Strain FP-54 also reduced common scab severity on potato

tuber but no significant difference was observed between the disease index attributed to tubers

treated with EF-76 or with FP-54 (Fig. 5). In field trials, FP-60 showed no protective effect

against common scab; worse the disease index of tubers treated with this recombinant was

higher than the index associated with potato tubers from control treatment (Fig. 5).

DISCUSSION

Several authors showed that protoplast fusion is a genetic recombination technique that could

provide stable changes in the genome of Streptomyces species (14, 38, 50). In this study, we

used S. melanosporofaciens strain EF-76, a geldanamycin producer (44) and a biocontrol

agent of plant diseases (47) to carry out intraspecific protoplast fusion. Two stable
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prototrophic recombinants for which taxonomic identity was confirmed by a partial

sequencing of their 16S rDNA (7) were characterized for their antagonistic properties and

their efficiency to control common scab of potato.

The two fusants (FP-54 and FP-60) differed in their antagonistic properties against Gram-

positive bacteria and fungi. FP-54 exhibited a higher ability to inhibit the growth of B. cereus,

*S'. scabies and P. fragariae var. rubi than did the wild strain S. melanosporofaciens EF-76. In

contrast, FP-60 displayed no antagonistic activity against the same microbial species.

Robinson et al. (38) showed that it was possible to increase the level of antibiotic production

by protoplast fusion. However, the higher antagonistic activity of FP-54 observed in vitro was

not attributable to an increase in geldanamycin production (data not shown). Higher

antagonism towards B. cereus, S. scabies and P. fragariae var. rubi could be the consequence

of a cumulative toxic effect of various secondary metabolites. Indeed, FP-54 was shown to

produce, in addition to geldanamycin, at least two other antimicrobial compounds that were

absent in culture supernatants of EF-76 grown in the same conditions. Chemical

characterization of these compounds is in progress. Biosynthesis of new toxic compounds by

recombinant strains obtained by intraspecific protoplast fusion of S. antibioticus (13) as well

as by interspecific protoplast fusion of S. hygroscopicus var. yingchengenisis with S.

qingfengmyceticus (50) has been previously reported. The recovery of fusant strains deficient

in antibiotic biosynthesis has also been reported by Fujimoto et al. (13). The inability ofFP-60

to inhibit the growth of B. cereus, S. scabies and P. fragariae var. rubi coincided with the

absence of geldanamycin in its supernatant.

Intraspecific protoplast fusion might affect more than one phenotypic trait (13). In this study,

FP-54 and FP-60 were affected in their antibiosis properties but were still prototrophic and

retained their B-1,3-; B-1,4- and B-1,6 glucanolytic activities. However, FP-60 exhibited other

phenotypic properties that distinguished it from the wild strain. FP-60 spares did not turn

black at maturity and this strain was sensitive to geldanamycin.

As other genetic recombination processes, protoplast fusion involves crossing-over at one or

several points of the bacterial chromosome with a high recombination frequency (14, 19,42).

Differences observed in the hybridization patterns obtained when the probe Kp38 was
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hybridized to DNA digests from EF-76 and FP-60 demonstrated that FP-60 underwent genetic

recombination. DNA deletions appear to take place during the recombination event since no

hybridization signals were detected when three other DNA fragments (Bm27, Bm3 and BS15)

were used as probe. The four probes used in the hybridization study all came from a 40kb

contiguous DNA fragment ofEF-76 genome. There is some evidence that this 40 kb fragment

could be involved in geldanamycin biosynthesis. The fragment contains sequences encoding a

type I polyketide antibiotic biosynthesis and alterations in this fragment coincided with

sensitivity to geldanamycin and deficiency in geldanamycin production.

Even though, FP-54 exhibited a higher antagonistic activity against some microbial species,

the fusant strain was not altered in its capacity to produce geldanamycin and was resistant to

the antibiotic. Probes used in this study were not useful to monitor the genetic recombination

events that occurred in FP-54.

Previous greenhouse trials showed that EF-76 was an efficient biocontrol agent against

raspberry root rot induced by Phytopthora fragariae var. rubi (47). This strain was also shown

to be able to inhibit the growth of a wide range of Gram-positive bacteria and fungi (44, 47).

In this study, we demonstrated that EF-76 could inhibit the growth of *S'. scabies, a causal

agent of common scab. Inoculation of potato seeds with this strain reduced the common scab

index both in growth chamber and field conditions. Geldanamycin-producing strains were

previously shown to be efficient in the control offungal plant diseases (40, 45). This study is

to our knowledge the first demonstration of biocontrol by a geldanamycin-producing strain

against a bacterial disease. However, other Streptomyces strains have been shown useful to

control potato scab (6, 29). This study also represents the first attempt to evaluate protoplast

fusion as a way to modify the biocontrol efficiency of a Streptomyces strain. The effect on

potato scab of seed inoculation with two fusants exhibiting higher or null antagonistic

properties against S. scabies was analyzed. FP-54, the fusant exhibiting a higher antagonistic

activity against S. scabies in vitro reduced common scab severity on potato tubers but no

significant difference was observed between the disease index attributed to tubers treated with

FP-54 or with the wild strain in both controlled and field conditions. These results indicate that

FP-54 survived in soil but the higher antagonistic activity displayed by the strain in vitro did
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not contribute to an improvement of its biocontrol capacity. Mukherjee et al. (34) reported that

some artificially induced mutations affecting microbial growth may have negative

consequence in field trials.

FP-60, the fusant deficient in geldanamycin production, lost the capacity to protect potato

against common scab suggesting that geldanamycin biosynthesis is a mechanism associated

with biocontrol. Antibiosis has been previously shown to play a major role in biocontrol (4,

17, 21, 43). In field trials, FP-60 is not only ineffective as biocontrol tool but potatoes treated

with this fusant had a disease index higher than potatoes from control treatment. How this

fusant did stimulate common scab infection has not been elucidated yet but it has been

established that FP-60 is nonpathogenic by itself on potato (data not shown). Preliminary data

indicated that sterile culture supernatants from FP-60 induced an increase in thaxtomin A

production when added to S. scabies cultures. Thaxtomin A production by S. scabies

contributes to the development of common scab symptoms (15, 27) and symptom severity

(28). Moreover, this phytotoxin is essential to S. scabies pathogenicity (16). Evidence for

interspecies communication between streptomycetes has been brought by Becker et al. (3)

who showed that some streptomycetes were able to produce diffusible chemicals that trigger

secondary metabolites production in other species. As the streptomycetes analyzed by Becker

et al. (3) were isolated from potato scab suppressive and conductive soils, these authors

suggested that interspecies communication may affect disease incidence.

Several streptomycetes have been reported to be efficient biocontrol agents of plant disease

and some of them are commercially available (8). In this study, we showed that intraspecific

protoplast fusion can be used to modify the efficiency of a biocontrol agent. An extended

screening could thus be undertaken with the objective to look for more efficient biocontrol

tools. Interspecific protoplast fusion between two Streptomyces strains displaying

complementary properties should also be considered as a potential way to increase the

efficiency ofbiocontrol agents and their range of action.
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FIG. 1. Growth of Streptomyces scabies EF-35 in the presence of Streptomyces

melanosporofaciens strains FP-60 (A), EF-76 (B), and FP-54 (C).
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FIG. 2. Growth curves of Streptomyces melanosporofaciens strain EF-76 (A) and of two

fusant strains FP-60 and FP-54 in a complex medium.
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EF76 FP54 FP60

FIG. 3. Hybridization between Ml -digested genomic DNAs of Streptomyces

'melanosporofaciens strains EP-76. FP-54 and FP-60 and probe Kp38. This probe contains

regions of the ketoacylsynthase and acyltransferase domains of type-I polyketide synthase

(PKS) genes. Since type-I PKSs multifunctional enzymes have repetitive domain

hybridization between S. n.elanospor.faciens genomic DNA and probe Kp38 gwes several

signals^The two most intense signals that correspond to the 3.8 and 5.5 BamW fragments of

EF-76 were absent in FP-60 hybridization pattern.



FIG. 4. Hybridization BamRl -digested genomic DNAs and probes Bm27 (A), Bm3 (B), and

BS15 (C). Bm27 contains a sequence encoding a putative formaldehyde dehydrogenase. Bm3

contains some sequences encoding a putative transporter, a chitosanase, and a glycosyl

transferase. BS15 contains some sequences encoding a putative alcohol dehydrogenase and a

methyl malonate-semialdehyde dehydrogenase.
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FIG. 5. Effect of Streptomyces melanosporofaciens EF-76 and of two fusant strains on

common scab of potato. Assay in growth chamber (A) and in field (B). Bars accompanied by a

same letter indicate that the corresponding treatments did not significantly differ (p < 0.05).
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TABLE 1. Antagonistic properties ofEF-76 and fusant strains FP-54 and FP-60

Strains Antagonistic properties against B. Rf of products inhibiting the

subtilis, ,S. scabies and Phytophtora growth of B. subtilis

fragariae var. rub f

~EF^76^ 0.51b,0.44u

FP54 ++ 0.85,0.72,0.51b,0.44c

FP60

-, no growth inhibition; +, growth inhibition; ++, higher level of growth inhibition

Rf corresponding to geldanamycin (Toussaint et al. 1997)

c Rf corresponding to an oxydized product of geldanamycin
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CHAPITRE 3: DISCUSSION

Le premier objectif de ce projet etait d'amorcer 1'etude moleculaire de la biosynthese de la

geldanamycine. Bien que Ie compose chimique soit connu depuis 1970 (DeBoer et al., 1970)

et que plusieurs etudes aient mentionne tant son implication potentielle dans la protection des

vegetaux, (Rothrock et Gottlieb, 1984; Trejo-Estrada et al., 1998a) que son activite

antitumorale (Neckers et al., 1999; Yamald et al., 1989), aucune information n'est a ce jour

disponible sur les genes impliques dans sa biosynthese. Alien et Ritchie (1994) furent les

premiers a isoler des sequences d'ADN de la souche S. hygroscopicus 3602 impliquees dans

la biosynthese de ce metabolite secondaire, sans toutefois les avoir caracterisees. De

nombreuses sequences genetiques codant pour des polycetides de type I, groupe de

metabolites secondaires auquel appartient la geldanamycine, sont disponibles dans les

banques de donnees. La strategic choisie et decrite dans ce projet pour isoler des genes

impliques dans la biosynthese de la geldanamycine fut done d'utiliser une sonde d'ADN

obtenue par Ie marquage d'un fragment du genome de la souche S. melanosporofaciens EF-

76, par PCR. Les deux amorces ayant servi a amplifier Ie fragment genomique ont ete

confectionnees d'apres les homologies de sequences observees au niveau des sites actifs

presents chez les polycetides synthases de type I. Les sites actifs choisis appartenaient aux

domaines enzymatiques KS et AT. Un clone possedant un insert de 40 kb a ete detecte avec

la sonde. La region codant la biosynthese du squelette de polycetide ne comprenait que les

trois premiers domaines, KS, AT et DH, d'un cadre de lecture ouvert. La specificite du

domaine AT pour une methylmalonyl-CoA coincide avec la posibilite d'incorporation

d'unites de propionates dans la molecule de geldanamycine.

Bien que Ie gene codant la PKS soit incomplet, les genes adjacents apportent de

F information pertinente sur la fonction du gene codant pour la PKS. En effet, la plus

importante generalisation qui peut etre faite sur tous les loci impliques dans la biosynthese

des metabolites secondaires chez les streptomycetes et par analogie chez les autres bacteries,

est qu'ils comprennent aussi les genes de regulation, d'export et de resistance a la molecule

produite. On peut citer en exemple I'actinorhodme (Femandes-Moreno et al., 1992a), la
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rapamycine (Schwecke et al., 1995), la rifamycine (August et al., 1998) et la nystatine

(Brautaset et al., 2000). Ainsi les genes retrouves en amont de la region PKS chez la souche

EF-76, soit ceux codant pour un represseur de la transcription et un systeme de transport actif

sont susceptibles d'appartenir au locus de biosynthese d'un polycetide et pourraient etre

impliques dans 1'exportation de la molecule. Par contre, 1'appartenance au locus de la

glycosyle transferase localisee a 14 kb en amont de la region PKS pourrait etre mise en

doute, d'autant plus qu'il n'a jamais ete rapporte que la geldanamycine etait un compose

glycosyle (DeBoer, et al., 1970; Johnson et al., 1974; Sasald et al., 1970). Nous croyons que

Ie gene de la glycosyle transferase pourrait appartenir au locus de biosynthese. Les resultats

obtenus dans cette etude out demontre que 1'acquisition du gene de la glycosyle transferase

rendait *S'. Uvidans resistant a la geldanamycine. Comme les genes de resistance cotoient

generalement les genes de biosynthese de 1'antibiotique, ceci est une indication que Ie gene

de PKS identifie dans cette etude code effectivement pour la geldanamycine. Le mecanisme

par lequel la glycosyle transferase confere la resistance a la geldanamycine demeure inconnu.

La resistance procuree par les glycosyle transferases survient generalement chez les

antibiotiques glycosyles (Cundliffe, 1992; Hernandez et al., 1993; Jenldns et Cundliffe, 1991;

Quiros et al., 1998; Vilches et al., 1992). Des etudes supplementaires doivent etre effectuees

pour determiner la fonction precise et les substrats de la glycosyle transferase. Un mecanisme

de resistance par transglycosylation serait inedit a la geldanamycine puisqu'il n'a pas ete

rapporte pour la rifamycine, un autre antibiotique du sous-groupe des ansamycines (August

etal.,1998).

Un autre resultat experimental vient supporter 1'idee selon laquelle la sequence genetique

isolee chez EF-76 est impliquee dans la biosynthese de la geldanamycine. Le mutant FP-60

qui a ete obtenu par fusion de protoplastes intraspeciflque de la souche EF-76 et qui est

incapable de produire la geldanamycine a subi des rearrangements genetiques de la region
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PKS identifiee. De plus, elle porte une deletion qui s'etend au gene codant pour la glycosyle

transferase ce qui pourrait etre relie a sa perte de resistance envers la geldanamycine.

Le fragment d'ADN de 40 kb isole chez S. melanosporofaciens EF-76 servira maintenant de

point de depart a Fobtention de la totalite du locus. L'obtention du locus entier permettra de

confirmer Ie role de cette region genetique dans la biosynthese de la geldanamycine. De plus,

il foumira des outils moleculaires (fragments specifiques d'ADN pour des experiences de

rupture genique) qui permettront d'elucider Ie role de Pantibiose et de la production de

geldanamycine dans la lutte biologique centre differents agents pathogenes.

Des resultats preliminaires ont demontre que la souche EF-76 est un agent prometteur de

lutte biologique. Elle possedait la capacite de proteger les plants de framboisier contre Ie P.

fragariae var. rubi en produisant des glucanases qui hydrolysaient les parois cellulaires du

champignon et etaient capables d'inhiber sa croissance par la production de geldanamycine

(Valois et al., 1996; Toussaint et al., 1997). Les deux mecamsmes d'antagonisme identifies

chez la souche etaient certainement correles a son effet phytoprotecteur, Ie deuxieme objectif

du projet etait d'obtenir des mutants alteres dans la production de geldanamycine, de les

caracteriser et de determiner 1'implication de la geldanamycine dans 1'antagonisme envers

differents microorganismes et dans la lutte biologique centre 1'agent phytopathogene S.

scabies. La fusion de protoplastes intraspecifique de la souche sauvage s'est averee etre une

technique efficace permettant d'obtenir des recombinants phenotypiquement stables. Apres Ie

criblage des recombinants pour les phenotypes recherches, deux souches mutantes out etc

etudiees davantage: FP-54 dont Ie pouvoir inhibiteur envers les souches B. cereus, S. scabies,

et P. fragariae var. rM^f etait augmente in vitro, et FP-60 qui ne possedait plus aucun effet

inhibiteur envers les memes microorganismes. FP-54 et FP-60 avaient neanmoins conserve
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leur caractere prototrophe et leurs actvites enzymatiques glucanolytiques. L'effet antagoniste

amplifie de la souche FP-54 in vitro pourrait etre attribue a 1'effet toxique cumulatif des

nouveaux metabolites secondaires qu'elle produit. Par contre, 1'effet antagoniste annule de la

souche FP-60, pourrait etre du a sa deficience dans la production de geldanamycine. Les

sondes d'ADN obtenues a partir des sequences d'ADN impliquees dans la biosynthese d'un

polycetide de type I, n'ont pas permis de detecter des deletions majeures dans les genes de

biosynthese chez FP-54. Les rearrangements genetiques survenus chez cette souche auraient

neanmoins pu etre mis en evidence par la technique de 1'electrophorese a champ pulse, qui

aurait permis de mieux separer les gros fragments d'ADN. Des etudes supplementaires sont

requises pour identifier les modifications genetiques qui sont survenues lors de la fusion de

protoplastes.

Lors des essais effectues en serre et en champ, centre S. scabies, FP-60 n'etait pas apte a

proteger la pomme de terre contre la gale commune et augmentait meme Ie pouvoir

pathogene de S. scabies, ce qui suggere 1'existence d'une communication biochimique entre

FP-60 et S. scabies. La communication entre deux genres microbiens differents a ete mise en

evidence par Fedi et al. (1997). Dans leurs travaux, les auteurs ont demontre que Ie

champignon phytopathogene Pythium ultimum reprimait 1'expression de genes chez

Pseudomonas fluorescens Fl 13 et alterait sa capacite a coloniser la rhizosphere. Nos resultats

preliminaires suggerent aussi une communication interspecifique entre FP-60 et S. scabies.

En effet, FP-60 produirait un metabolite extracellulaire qui eliciterait la production de

thaxtomine chez la souche pathogene. Si ce signal de communication est produit chez la

souche sauvage EF-76, son action serait masquee par la production de geldanamycine qui

inhibe la croissance de 1'agent pathogene. II apparait done que 1'antibiose due a la production

de geldanamycine est une propriete essentielle au pouvoir antagoniste de la souche EF-76

envers les agents pathogenes responsables de la gale commune. L'antibiose est d'autant plus

importante dans Ie cas de la gale commune que la production par la souche EF-76 de B-

glucanases qui s'averent capables de lyser la paroi glucanique des champignons pathogenes

tels les oomycetes, n'a pas d'effet sur les parois bacteriennes. Par contre, la souche FP-54 qui

montrait une habilete plus elevee a inhiber la croissance de »S'. scabies in vitro ne procurait
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pas un meilleur effet protecteur en champ comparativement a la souche sauvage EF-76. Des

facteurs incontrolables peuvent en effet attenuer les resultats parfois spectaculaires obtenus m

vitro. II peut s'agir de la biodiversite microbienne du sol et des conditions environnementales

(Jones et Namac, 1996; Knudsen et al., 1997), par exemple. Mais en premier lieu, une

affinite rhizospherique adequate de 1'agent de lutte biologique est primordiale pour contrer

les maladies racinaires des vegetaux. Elle est variable selon les especes de microorganismes

antagonistes (Miller et al., 1990) et depend de facteurs aussi divers que Ie stade de croissance

de la plante, son espece, son cultivar et Ie type de sol lors de la plantation (Kortemaa et al.,

1994; Kortemaa et al., 1997; Miller et al, 1990; Nemec et al., 1996; Ryan et Kinlcel, 1997).

En ce qui conceme Ie cas particulier des microorganismes antagonistes modifies

genetiquement, leur croissance pourrait etre affectee negativement par les mutations induites,

ayant pour consequence des resultats mitiges lors des essais en champ (Mukherjee et al.,

1999). Carroll et al. (1995) ont neanmoins demontre qu'une rupture genique au transposon

dans les genes de biosynthese du metabolite secondaire 2,4-diacetylphloroglucinol, produit

par la souche P. fluorescens Fl 13 n'avait pas d'effet nefaste sur sa survie dans la rhizosphere

de la bettrave sucriere.

Les resultats obtenus ont montre que la fusion de protoplastes est une methode performante

pour modifier les caracteristiques antagonistes d'un Streptomyces. Cette methode possede en

plus 1'avantage de n'utiliser aucun marqueur genetique, comme la resistance a un

antibiotique, qui pourrait etre propage dans 1'environnement. La fusion de protoplastes intra

comme interspecifique permet egalement de generer de nouvelles molecules bioactives par la

modification des genes de biosynthese ou la derepression de genes silencieux (Fujimoto et

al., 1990; Xiuefen et Qi, 1989; Yamashita et al., 1985). Dans une perspective de lutte

integree impliquant 1'utilisation conjointe d'un biofongicide et d'un fongicide chimique, la

tolerance au fongicide chimique devrait etre un critere additionnel lors du criblage de

souches antagonistes amelioreres (Mukherjee et al., 1999).
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CONCLUSION GENERALE

Une portion du genome de la souche S. melanosporofaciens EF-76 appartenant

vraisemblablement au locus de biosynthese de la geldanamycine a ete isolee. Elle comprend

en amont de la section codant pour une polycetide synthase de type I, une glycosyle

transferase responsable de la resistance a la geldanamycine. De plus, la portion d'ADN isolee

chez EF-76 a subi des deletions majeures chez une souche recombinante qui ne produit plus

de geldanamycine et qui est en plus, devenue sensible a 1'antibiotique. II y a done une

correlation entre les genes deletes chez la souche mutante et Ie phenotype observe.

Les resultats obtenus suggerent que 1'antibiose et en particulier la production de

geldanamycine chez EF-76 est une propriete essentielle a I'efflcacite de la souche en lutte

biologique, c'est a dire a sa capacite a reduire de fa9on significative les symptomes causes

par Pagent phytopathogene chez la plante. En effet, la souche recombinante FP-60 deflciente

dans la production de geldanamycine, etait inapte a proteger la pomme de terre contre la gale

commune, mais pire, augmentait Ie pouvoir pathogene de la souche S. scabies EF-35. Les

interactions entre Ie especes microbiennes dans 1'environnement etant complexes, il est done

important de bien les comprendre afin de developper des biopesticides efficaces en champ.

La fusion de protoplastes intraspecifique s'avere etre une methode avantageuse dans une

perspective d'amelioration des Streptomyces utiles en lutte biologique, dans la mesure ou elle

n'implique pas la propagation de marqueurs genetiques dans 1'environnement. Elle permet

d'obtenir des recombinants phenotypiquement stables et prototrophes et elle permet de

generer des phenotypes complexes dont ceux desires seront retenus apres un criblage

adequat.
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D'apres les resultats obtenus au cours de ce projet, la fusion de protoplastes mtraspeciflque

est egalement une methode puissante pour generer de nouvelles molecules bioactives, dont

certaines peuvent etre plus toxiques que celle produite par la souche sauvage. De plus, la

stabilite des modifications genomiques survenues induit la Constance des molecules extraites

du surnageant de culture bacterienne, ce qui represente un avantage appreciable en vue de la

caracterisation chimique de ces nouvelles molecules. Enfin, les sequences genetiques isolees,

impliquees dans la biosynthese de la geldanamycine pourront aussi fournir des outils

moleculaires en vue du suivi du phenotype et de la survie des souches dans la rhizosphere des

plants au cours du temps.

De nouvelles perspectives de travail s'offrent a nous suite a la realisation de ce travail: (i)

Fisolement de la totalite du locus de biosynthese de la geldanamycine chez EF-76 par la

technique de "marche sur Ie chromosome", (ii) la caracterisation chimique des nouveaux

metabolites secondaires produits par la souche FP-54 ainsi que 1'evaluation de leur pouvoir

antimicrobien et antitumoral, (iii) 1'utilisation de la fusion de protoplastes intra et

interspeciflque tant pour ameliorer les performances des souches utiles en lutte biologique

que pour generer des nouveaux antibiotiques ou des antibiotiques hybrides, et enfln, (iv)

Famorce d'un nouvel axe de recherche sur la communication entre les souches pathogenes

causant la gale commune de la pomme de terre et les autres actinomycetes du sol.
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