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SOMMAIRE

La souche Streptomyces melanosporofaciens EF-76 est un agent de lutte biologique
prometteur et des études antérieures ont montré son aptitude a contréler la pourriture des
racines du framboisier causée par le Phytophthora fragariae var. rubi ainsi, que son aptitude a
inhiber la croissance d’une grande variété de bactéries Gram+ et de champignons. Des genes
vraisemblablement impliqués dans la biosynthése de la geldanamycine ont été isolés chez la
souche EF-76. Les évidences expérimentales supportant cette affirmation sont I’identification
de la production de geldanamycine comme métabolite secondaire produit par EF-76, la
présence parmi les génes isolés d’une glycosyle transférase impliquée dans la résistance a la
geldanamycine et enfin, la corrélation existant entre le phénotype d’une souche mutante
sensible a la geldanamycine ne produisant plus ’antibiotique et les délétions qu’elle a subi au

sein de ces mémes geénes.

Deux souches recombinantes (FP-54 et FP-60) ont été obtenues par fusion de protoplastes
intraspécifique et différaient quant a leurs propriétés antagonistes envers les souches B. cereus
ATCC 14579, S. scabies EF-35 et Phytophthora fragariae var. rubi 390. FP-60 avait perdu sa
capacité a inhiber la croissance de ces microorganismes alors que FP-54 possédait 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 composés antimicrobiens absents du surnageant de culture de la souche EF-76.
Tout comme la souche sauvage EF-76, FP-54 réduisait les symptomes causés par la gale
commune de la pomme de terre mais il n’y avait aucune différence entre les index de la
maladie, observés en présence de EF-76 et de FP-54. FP-60 ne possédait aucun effet
protecteur contre la gale commune de la pomme de terre. Les résultats obtenus suggérent que
Iantibiose et en particulier la production de geldanamycine par la souche EF-76 est une

propriété importante a 1’efficacité de cette souche en lutte biologique.
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INTRODUCTION
1.1 Les inconvénients de la lutte chimique

Les maladies végétales causent des pertes économiques importantes aux producteurs
agricoles. Les producteurs utilisent abondamment des produits chimiques de syntheése pour
contrer le développement de maladies. L utilisation de tels produits a des effets néfastes sur
I’environnement et la santé des écosystémes. La littérature sur le sujet est abondante. Dans ce
travail, les inconvénients cités en exemple seront ceux rencontrés lors de I’utilisation des
principaux fongicides pour lutter contre le Phytophthora, un agent pathogéne important qui
cause des pourritures racinaires et parfois des dommages aux parties aériennes des plantes.
En dépit des résultats spectaculaires apportés par la lutte chimique dans la protection des
plantes contre le Phytophthora, des inconvénients majeurs sont apparus tels que la présence
de résidus chimiques sur les plantes et dans 1’environnement ainsi que l’apparition de
souches résistantes au métalaxyl (ridomyl) ou a aliette (phosétyl-aluminium ou phosétyl-
Al). Le métalaxyl et aliette sont les deux principaux fongicides utilisés contre le 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 métalaxyl est en réalité un agent fongistatique puisqu’il inhibe la prolifération du
Phytophthora sans pour autant le tuer complétement. Il inhibe la sporulation et la croissance
du mycélium a Iintérieur du tissu infecté mais a un effet limité 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 réside en 1’inhibition collective de I’ARN
ribosomique par interférence avec l’activité du complexe ARN polymérase-brin matrice

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



Le spectre d’activité biologique du phosétyl-Al est plus restreint que celui du métalaxyl
(Cohen et Coffey, 1986). Le phosétyl-Al n’a aucun effet inhibiteur sur la croissance du
mycélium fongique (Cohen et Coffey, 1986; Fernando et Linderman, 1994). Par contre, il
posséde un effet inhibiteur marqué envers la formation des sporanges du P. citrophthora et
du P. parasitica (Farih et al., 1981). La production de chlamydospores par le P. parasitica et
le P. cinnamomi était aussi inhibée par le phosétyl-Al (Farih et al., 1981; Coffey et Joseph,

1985). La cible cellulaire du phosétyl-Al n’est pas connue a ce jour.

Les pesticides chimiques, dans une large mesure, représentent une classe de composés qui,
malgré leur aide incontestable apportée dans la protection des végétaux, produisent tres
souvent, voire systématiquement, une grande variété de résidus toxiques dans
l'environnement. Ceux-ci ont une répercussion directe sur la santé des végétaux, des animaux
et des étres humains. Ces effets néfastes incluent des changements imporants dans la variété
des plantes autochtones, le déclin 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), l'implication dans le cancer du sein chez la femme et la contamination
du lait maternel (Backwood et al., 1998), ainsi que les effets associés a I'augmentation du
nombre d'autres cancers et aux maladies génétiques, a la baisse de fertilité masculine et au
vieillissement (Carbonell et al., 1995; Bain et LeBlanc, 1996; Ribas et al., 1997). De plus,
Kolpin et al. (1998) ont montré que les produits de dégradation de certains herbicides sont
non seulememt persistants et stables dans l'environnement avant leur minéralisation
compléte, mais encore, parfois aussi toxiques que le composé d'origine.

Le bromure de méthyle utilisé comme gaz de fumigation des sols de fraisiéres et
framboisiéres contre le P. fragariae et autres champignons, pose le probleme de 1'exposition
des agriculteurs. Ce pesticide est toxique envers le systeme nerveux central et cause des

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



téte, un affaiblissement général, une vision floue, des vertiges, des symptomes de psychoses
et 1éthargie, ainsi que des pneumonies, paralysies, problemes cardiaques et possiblement le
cancer (WHO, 1995). Une étude réalisée en Gréce a montré que le niveau d'exposition de
fermiers au bromure de méthyle atteignait 3 fois la limite sécuritaire, soit 60 mg/m® au lieu
de 20 mg/m® pour un temps d'exposition de 10 minutes, seuil fixé par I'International Labour
Organization en 1993 (Dimitriou et Tsoukali, 1998a). Le bromure de méthyle est aussi
responsable pour environ 15% de la destruction de l'ozone (Bojkov, 1995). Dans le sol, le
bromure de méthyle est dégradé en ion bromure qui est capté par les plantes et y est
accumulé (WHO, 1995). 1l entre ensuite dans le corps humain par la chaine alimentaire, avec
les conséquences déja mentionnées sur la santé. Bien qu'il soit volatile, le bromure de
méthyle demeure dans le sol jusqu'a 16 jours (Dimitriou et Tsoukali, 1998b). Selon
'Organisation Mondiale de la Santé (WHO, 1995), il peut méme étre détecté jusqu'a 3
semaines aprés la fumigation dans différents types de sols. La teneur maximale en bromure
de méthyle se situe dans les 40 cm sous la surface du sol. A cause de ces inconvénients,
l'utilisation du bromure de méthyle sera supprimée progressivement aux Etats-Unis dés 2001

(Burgess et al., 2000).

Le métalaxyl, quant a lui, posséde une grande solubilit¢ dans l'eaun (7,1g/l)
contrairement a de nombreux autres fongicides et pesticides dont la solubilité est de quelques
mg/l (Greco et al., 1998). Cette particularité lui procure le désavantage, 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'enlévent pas les pesticides solubles, ce qui
diminue la qualité¢ de l'eau potable (Thurman et al., 1992). Outre ses effets polluants et
toxiques, l'utilisation du métalaxyl a mené a la sélection de champignons phytopathogenes
résistants. Cette sélection est favorisée par l'utilisation de fongicides spécifiques, des périodes
de contact prolongées avec l'agent pathogéne et l'administration de doses chimiques sub-

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



interagissant avec une cible protéique spécifique et c'est paradoxalement par I'étude
génétique de champignons phytopathogénes résistants que de nombreux mécanismes de
toxicité ont été élucidés (Steffens et al., 1996). La résistance est donc généralement due a une
mutation dans le géne ciblé par le poison ayant pour conséquence l'altération du ou d'un site
d'action du fongicide.

Trés peu de temps apres la premiére introduction du métalaxyl en 1977, la résistance
est apparue chez le 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 étudiant la
génétique de la résistance au métalaxyl, Lee et al. (1999) ont suggéré que la résistance au
fongicide chez le P. infestans est contrdlée par un seul gene dominant et que cette résistance
varie par l'effet d'autres génes mineurs. Fabritius et al. (1997) ont mis en évidence que les
génes d'effets mineurs étaient impliqués dans 'expression de la résistance et que ceux-ci sont
situés sur différents chromosomes dans plusieurs isolats du P. infestans. De plus, il a été
rapporté que ces isolats ont un plus grand pouvoir infectieux manifesté par une large étendue
des Iésions, une plus grande vitesse de germination des spores du champignon, et une plus
grande capacité a entrer en compétition en absence de métalaxyl (Kadish et Cohen, 1992).
Ces faits peuvent étre pergus comme un véritable désastre découlant de ’utilisation massive
du métalaxyl. Stehmann et De Waard (1995) ont par ailleurs montré que chez le Botrytis
cinerea, le transport actif du fongicide a Uextérieur de la cellule était augmenté chez la
souche résistante comparativement a la souche sensible. Ce type de mécanisme diminuant la
concentration du composé chimique a l'intérieur de la cellule peut mener a la résistance a une
large gamme de fongicides. Il devient alors tres difficille de lutter contre de telles souches
phytopathogenes (Steffens et al., 1996).

L'aliette étant moins utilisé que le métalaxyl, les inconvénients reliés a son utilisation sont
moins documentés. La dégradation du phosétyl-Al dans le sol est extrémement rapide. Sa
demi-vie se situait entre 0,32 et 1,89 jours dans trois sols qui différaient par leur teneur en
matiére organique, et aprés quatre jours, il n'était plus détecté. Les principaux produits de
dégradation du phosétyl-Al sont le H3POs et le CO, (Piedallu et Jamet, 1985). Les bactéries
et champignons du sol sont capables d'oxyder les phosphites en phosphates (Adams et



Conrad, 1953).  Généralement, le pouvéir fongicide du phosétyl-Al et de son produit de
dégradation, le H3PO3 persistent dans le sol}penvdaht plusieuré mois (Veigh et al., 1977). La
résistance au phosétyl-Al et au H3P03‘ a été démontrée en laboratoire chez plusieurs espéces
de Phytophthora (Bower et Coffey, 1985a; Dolan et Coffey, 1985; Fenn et Coffey, 1985). Le
taux de mutation de ces espéces isolées dans le sol ou sur les plantes était comparable a celui
trouvé chez les souches mutantes résistantes au métalaxyl. Comme dans le cas du métalaxyl,
les isolats de Phytophthora résistants au phosétyl-Al étaient plus aptes a entrer en
compétition sur la plante et dans le sol que les isolats sensibles (Bower et Coffey, 1985b). Le
premier cas relatant l'inefficacité du phosétyl-Al en nature a été rapporté par Vegh et al.
(1985). Cela a eu lieu dans une pépiniére ou l'action du phosétyl-Al s'est révélée Etre
inefficace aprés son utilisation prolongée dans le controle de l'infection causée par le P.
cinnamomi sur le Chamaecyparis lawsoniana. Les auteurs ont récupéré un isolat du P.

cinnamomi résistant au phosétyl-Al et au H3POs.

Face aux nombreux inconvénients survenus aprés l'utilisation de fongicides ou de produits
fongistatiques chimiques, d'autres alternatives ont été recherchées afin de protéger les
végétaux contre leurs agents pathogénes. Elles tentent de relever un double défi, soit celui de
limiter efficacement les pertes agricoles dues aux maladies végétales et de préserver
I'environnement et la santé des étres vivants. L'une de ces alternatives faisant l'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 bactéries antagonistes du sol survient communément dans la nature. Il existe des sols



ol malgré des conditions de T°, de pH et de teneur en eau favorables, la présence de la plante
hote et de son agent pathogéne, la maladie ne se développe pas. De tels sols sont appelés sols
suppressifs et le phénomene décrit est la fongistase. Lorsque ces sols sont traités a la chaleur
ou par fumigation, ce qui a pour effet d'¢liminer les formes végétatives de champignons et de
bactéries, la maladie se développe chez la plante suite a I’introduction de 1’agent pathogéne.
Ces sols doivent donc leur caractéristique phytoprotectrice a la présence de microorganismes
antagonistes a l'agent pathogéne (Davet, 1996). Corbaz (1990) a défini la lutte biologique
comme étant "toute action mettant en jeu des organismes ou modifiant I'hote, y compris des
méthodes culturales, qui permettent de diminuer, par voie directe ou indirecte, les dommages
causés par un parasite". Dans le contexte de notre travail, nous limiterons cette définition a
l'utilisation de microorganismes antagonistes protégeant la plante contre des

microorganismes phytopathogénes.

1.2.1 Mécanismes d'antagonisme en lutte biologique

La premiére qualité que doit posséder un microorganisme antagoniste dans le sol est la
capacité a coloniser la rhizosphére de la plante. Selon Weller (1988), les bactéries sont
considérées colonisatrices de racines si dés qu'introduites dans le sol elles se distribuent le
long des racines, se multiplient et survivent plusieurs semaines en dépit de la compétition due
4 la microflore rhizosphérique indigéne. Cette définition élimine les bactéries transitoires de
la rhizosphére ou celles qui ne s'établissent sur les racines qu'en absence de compétition.

Ahmad et Baker (1987) ont utilisé le terme rhizocompétence ou affinité rhizosphérique pour
décrire la capacité des agents de lutte biologique & croitre, a fonctionner et 4 se maintenir
dans la rhizosphére au fur et & mesure que la racine s'allonge. L'affinité rhizosphérique peut
aussi étre définie comme la capacité relative d'une souche a coloniser les racines (de fagon

superficielle ou interne) ou le sol rhizosphérique.



Les facteurs menant a la répartition active ou passive des bactéries sont biotiques et
abiotiques, et ils sont encore mal compris. L'eau de percolation joue probablement un role
essentiel dans la distribution passive des bactéries sur les racines (Parke et al., 1986; Liddell
et Parke, 1989). Ce mouvement des bactéries a travers le sol au moyen de l'eau est affecté par
leur niveau de flottabilité et de motilité. La motilité n'est cependant pas systématiquement
nécessaire a l'efficacité en lutte biologique (de Wegger et al., 1987; Bowers et Parke, 1993).
L'osmotolérance, c'est-a-dire la tolérance aux sols secs et a fort potentiel osmotique est aussi
corrélée a la capacité de colonisation de la rhizosphére (Loper et al., 1985). La composition
de la surface cellulaire bactérienne, principalement les polysaccharides extracellulaires
influence la colonisation (Vesper, 1987; Anderson et al., 1988). Bien que la plupart des
exsudats soient facilement métabolisés par les bactéries du sol, peu d'organismes sont
capables de dégrader les hydrates de carbone complexes comme la celullose, 'némicellulose
et la pectine (Foster et al., 1983). La capacité a utiliser ces hydrates de carbone peut procurer
un avantage compétitif aux bactéries introduites dans le sol. Selon Ahmad et Baker (1988), la
grande affinité rhizosphérique d'une de leurs souches de Trichoderma harzianum est due a
son activité cellulasique élevée lui permettant ainsi d'utiliser de fagon compétitive les débris
des cellules desquamées et sénescentes abondantes dans la rhizosphére.

Les microorganismes capables d'hydrolyser les mucilages qui enrobent les cellules
épidermiques racinaires sont également peu nombreux. Ces mucilages contiennent des
glycoprotéines hydrosolubles de haut poids moléculaire (Weller, 1988; Davet, 1996) dont la

présence procure un avantage aux bactéries capables de les utiliser.

Les mécanismes par lesquels un microorganisme exerce son effet antagoniste sont la
compétition pour la méme niche écologique, l'antibiose, le mycoparasitisme par l'excrétion
d'enzymes hydrolytiques et la lyse. La production par un microorganisme d'enzymes

capables d'inactiver ou de dégrader une phytotoxine bactérienne ou fongique, bien que



n'ayant aucun effet sur la population de l'agent pathogéne demeure un mécanisme a

considérer dans la protection des végétaux par la lutte biologique.

La compétition a été définie par Clark (1968) comme étant "l'effet nuisible direct d'un
organisme sur un autre ou indirectement, par la suppression de certaines ressources de
I'environnement".

La premiére étape menant & l'infection de I'hdte dans le sol est généralement la germination
des spores ou la différenciation de certaines composantes du thalle du champignon
pathogéne. Les champignons étant hétérotrophes, ils doivent trouver dans I'environnement
leurs sources d'azote et de carbone (Durrieu, 1993). Les agents pathogénes obligatoires des
plantes nécessitent, in vitro, des nutriments exogeénes pour germer. Les sources exogenes de
carbone nécessaires a la germination et a la pénétration sont apportées par I'hdte 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 composés solubles de faible poids moléculaire
diffusés passivement hors des cellules végétales, peuvent aussi étre des composés azotés et
des vitamines (Corbaz, 1990). Les zoospores des champignons du genre Pythium et
Phytophthora sont d'ailleurs attirées par les exsudats racinaires. L'exsudation racinaire
concerne des racines vivantes. Cependant, le systtme racinaire est en perpétuel
renouvellement et la plupart des racines fines meurent entiérement au bout de quelques
semaines, ce qui procure une autre source importante de matiéres organiques dans le sol. De
nombreuses molécules solubles, insolubles ou gazeuses sont donc disponibles a proximité

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



Tableau 1. Exemple de composés libérés par les racines de plantes

Composés les plus communs Composés plus spécifiques
Acides aminés Flavonoides
Glucides simples ou polymérisés Thiophenes
Acides organiques Benzofuranes
Enzymes Sulfures organiques
Vitamines Hétérosides
Stérols
Dérivés nucléiques
Protéines provenant de la lyse cellulaire

Les microorganismes de la rhizosphere (bactéries et champignons) vont entrer en
compétition lorsqu'un élément indispensable a leur développement y est présent en quantité
insuffisante. L'organisme le plus apte a utiliser rapidement 1'élément limitant ou a le rendre
inaccessible aux autres, supplantera ses adversaires. La compétition est d'autant plus intense
que les microorganismes ont des exigences semblables. Elle a lieu essentiellement au sein
d'une méme niche écologique et concerne davantage les éléments nutritifs que I'espace vital,
Il y aura compétition pour l'espace lorsque les microorganismes sont en compétition pour des
sites de pénétration a la surface des racines comme les jonctions cellulaires et les sites
d'émergence de nouvelles racines latérales. Les exsudats racinaires sont abondants a ces
endroits (Davet, 1996; Weller, 1988).

Bien que ce soit un phénoméne considéré comme important en lutte biologique, la

compétition est difficille & mettre en évidence (cela est reflété par le nombre restreint



d'articles de recherche traitant de ce sujet). Parmi tous les éléments présents dans le milieu, il
faut réussir a identifier lesquels sont limitants. Pour cela, il faut connaitre avec précision les
besoins des microorganismes, étre capable de mesurer les variations des populations
présentes et de mesurer les facteurs limitants. Néanmoins, lorsque l'utilisation d'un €lément
par un microorganisme nécessite le recours & un mécanisme trés particulier, la compétition

peut étre mise en évidence. C'est le cas de la lutte pour I'ion ferrique (Fe*™).

Le fer inorganique est un élément important dans de nombreuses réactions enzymatiques ou
il intervient comme cofacteur, dans le stockage de 1'énergie et dans les systémes de transport
d'électrons. Le fer est abondant dans la crofite terrestre mais il y est présent la plupart du
temps sous forme d'hydroxyde ferrique. Ainsi, le fer est seulement disponible pour les
organismes a des concentrations inférieures ou égales a 10®M dans des sols a pH neutre. La
disponibilité de 1'ion Fe** chute de fagon logarithmique lorsque le pH du sol augmente
(Handelsman et Stabb, 1996; Moat et Foster, 1995). Cela représente donc un véritable défi
pour les microorganismes du sol qui ont besoin de fer a des concentrations micromolaires
pour leur multiplication. Ils répondent a la carence en Fe** par la synthése et l'excrétion de
composés chélateurs a haute affinité, les sidérophores (Moat et Foster, 1995). Les
sidérophores sont de petites protéines se liant fortement au fer (Fe*"). Le complexe fer-
sidérophore est transporté par d'autres protéines a l'intérieur de la cellule ou le Fe’" est réduit
en Fe**. Les Pseudomonas fluorescents sont reconnus pour produire des sidérophores leur
permettant, dans le sol, de limiter le développement de certains champignons
phytopathogenes. L'effet fongistatique de sols infestés par le Fusarium oxysporum f. sp. lini,
agent causal de la fonte des semis de lin, a été levé lorsqu'il y fiit introduit une solution de
Fe-EDTA a une concentration de 50 pm. La survie des semis de lin était réduite de 47%
aprés quatre semaines en champ comparativement au méme sol infesté, mais non amendé de
Fe-EDTA. Ces résultats suggérent que des microorganismes présents dans ces sols

suppressifs ou le fer est rare produisaient des sidérophores rendant cet élément non
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disponible pour l'agent pathogéne (Kloepper et al., 1980). Les mémes auteurs ont ensuite
testé la possibilité de convertir un sol non fongistatique ou la maladie peut se développer, en
un sol fongistatique en ajoutant au premier sol, soit la souche B10 de Pseudomonas isolée du
sol fongistatique, soit son sidérophore, la pseudobactine. L'inoculation des graines de lin avec
une suspension de la souche B10, suivie par la plantation en sol infesté par le Fusarium
oxysporum f. sp. lini augmentait la survie des graines de 48 a 87% en comparaison aux
graines non inoculées (Kloepper et al., 1980). Bien que réel, le rdle des sidérophores de
Pseudomonas dans I'antagonisme a été minimisé par Hamdan et al. (1991). Dans leur étude,
les auteurs ont obtenu par mutagenése au transposon deux mutants de P. fluorescens appelés
2-79 et M4-80R. Ces mutants, déficients dans la syntheése de sidérophores fluorescents
(pyoverdine dans ce cas) et incapables de transporter le fer a l'intérieur de leurs cellules,
possédaient un effet inhibiteur in vitro aussi important envers le Gaeumannomyces graminis
var. tritici (champignon s'attaquant aux racines du blé) que les souches parentales possédant
toujours leurs sidérophores. Les deux souches mutantes de P. fluorescens avaient quasiment
le méme pouvoir antagoniste que les souches parentales sauvages.

Lorsque les sidérophores procurent un réel avantage aux microorganismes qui les
synthétisent, les souches les plus compétitives dans des milieux ot le fer est en concentration
limitante seront celles qui posséderont un sidérophore ayant une trés grande affinité pour le
fer, une conformation que les autres souches ne pourront pas reconnaitre et qui, en plus,
disposeront d'un systéme de transport capable d'utiliser les sidérophores d'autres especes
(Leong, 1986).

Un autre mécanisme mis en évidence chez certains microorganismes du sol, leur procurant
un effet phytoprotecteur le mycoparasitisme. Le mycoparasitisme nécessite un contact
physique entre l'agent antagoniste et l'agent phytopathogene précédant la lyse cellulaire de ce
dernier. Cependant, la lyse en elle méme, étant le résultat de la production d'enzymes
hydrolyﬁques par le microorganisme antagoniste, peut s'effectuer a distance sans aucun

contact physique entre les deux organismes.
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L'agent antagoniste le plus cité pour le mycoparasitisme est sans aucun doute le champignon
du genre Trichoderma (Chet et Inbar, 1994; Haran, 1996). Le mycoparasitisme est un
phénomeéne complexe qui se déroule en plusieurs étapes. La premiere étape est la stimulation
par laquelle le Trichoderma identifie la présence de son hote et dirige ses hyphes vers lui par
chimiotropisme. La nature du stimulus est encore mal connue (Davet, 1996). Ensuite, vient la
reconnaissance caractérisée par la détection de substances chimiques et d'éléments a la
surface du futur champignon parasité. A ce sujet, Elad et al. (1983) ont découvert que des
glycoprotéines appelées lectines étaient produites par certains agents pathogénes comme le
Rhizoctonia solani. Ces lectines semblent étre impliquées dans la reconnaissance et la
spécificité de l'interaction entre le Trichoderma et son hote fongique. Le role des lectines
dans le mycoparasitisme et la lutte biologique a été prouvé et discuté par Inbar et Chet (1992,
1997). Le T. harzianum ne colonisait des fibres de nylon, que lorsqu'elles étaient enduites de
concanavaline A ou de la lectine purifiée du Sclerotium rolfsii, et formait en plus des
appressoria (structures caractéristiques des champignons en phase de parasitisme). Les fibres
de nylon témoins non enduites de glycoprotéine n'étaient pas colonisées par le 7. harzianum
(Inbar et Chet, 1992). Apres la reconnaissance de son hote, les extrémités en crochet des
hyphes de Trichoderma sécrétent des enzymes hydrolytiques telles que les chitinases et les
glucanases, leur permettant de dégrader les parois cellulaires fongiques et d'envahir I'hdte.
Les résultats obtenus par Lorito et al. (1993) ont démontré que I'endochitinase et
l'exochitinase purifiées de 7. harzianum inhibaient la germination des spores et 1'élongation
du tube germinatif des champignons Fusarium spp., Ustilago avenae, U. necator et Botrytis
cinerea. Ils ont aussi montré que les deux enzymes purifiées et administrées a des
concentrations supérieures a 1 mg/ ml n'avaient aucun effet sur la germination des spores et
'élongation des hyphes du Pythium ultimum qui ne contient pas de chitine dans sa paroi.
Cette concentration enzymatique était 6 a 22 fois plus élevée que celles nécessaires pour
inhiber les autres genres de champigons testés. Les glucanases excrétées par le 7. harzianum
sont les B-1,3-exo-, B-1,3-endo- et B-1,6-endoglucanases (Haran et al., 1996). L'ultime étape

du mycoparasitisme est la lyse du contenu cellulaire du champignon parasité provoquée par
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la sécrétion d'autres enzymes extracellulaires de Trichoderma telles que les protéases et les
lipases. Geremia et al. (1993) ont identifié une protéase alcaline (Prbl) chez le 7. harzianum.
Ils ont suggéré que Prb1 était impliquée dans le mycoparasitisme, puisqu'elle était induite par
du mycélium stérilisé et réprimée par le glucose. Pour une efficacité hydrolytique maximale,
toutes ces enzymes agissent en synergie (Haran et al., 1996; Lorito et al., 1993).

Plusieurs études ont démontré 1'utilisation efficace de sols amendés du 7richoderma dans la
lutte contre le Phytophthora. parasitica var. piperina (Mehrotra et Tiwara, 1976), le Pythium
slendes (Bolton 1978), le Pythium aphanidermatum (Bolton, 1980), le Rhizoctonia solani et
le Sclerotium rolfsii (Elad et al., 1983). Le T. harzianum est d'ailleurs l'agent actif du
TRICHODEX utilisé contre la pourriture post-récolte des pommes et est combiné au 7.
polysporum dans le BINAB-T, utilisé contre la pourriture du bois (Esposito et da Silva, 1998;
Ricard, 1981).

Turhan (1993), au moyen de la microscopie électronique, n'a tenu compte que du
mycoparasitisme comme critére principal de sélection de nouvelles souches fongiques
antagonistes a ’Alternaria alternata. Par cette méthode, 8 nouveaux mycoparasites

d'Alternaria ont été identifés comme agents de lutte biologique prometteurs.

En dehors des champignons mycoparasites, les bactéries antagonistes excrétent également
des enzymes hydrolytiques responsables de la lyse des parois cellulaires du champignon. La
lyse, en elle méme, peut se manifester sans contact physique entre l'agent pathogéne et le
microorganisme antagoniste. Inbar et Chet (1991) ont isolé une souche chitinolytique
d’Aeromonas caviae de racines de plants sains de haricots artificiellement infestés par le
Sclerotium rolfsii. En serre, la bactérie démontrait une grande capacité a lutter contre le
Rhizoctonia solani et le Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum agents pathogénes du coton.
Les symptdmes de la maladie étaient réduits de 57 a 78% respectivement. 1’4, caviae était
aussi antagoniste au S. rolfsii (réduction des symptomes de la maladie de 60%). Les auteurs

ont montré que 1'4. caviae lysait partiellement le mycélium vivant du R. solani, 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. Ils ont également observé une forte activité chitinolytique lorsque de la chitine
colloidale était utilisée comme source de carbone. L'activité chitinolytique étant reconnue
comme mécanisme important dans la lutte contre les champignons a parois cellulaires
chitineuses ou partiellement chitineuses (Herrera-Estrella et Chet, 1999), elle a été
directement utilisée comme critére de criblage de bactéries antagonistes a certains
champignons phytopathogénes (Gomes et al., 2000). Mahadevan et Crawford (1997) ont
décrit le role d'une chitinase dans l'activité antifongique de Streptomyces Iydicus WYEC108.
Cette souche, en plus de produire des antibiotiques, avait la capacité d'excréter de grandes
quantités de chitinase en présence de parois cellulaires du Pythium et de 1'Aphanomyces.
Grice aux outils apportés par les techniques de biologic moléculaire, l'obtention de
microorganismes mutants affectés négativement ou positivement‘ dans la production
d'enzymes hydrolytiques a permis de mettre en évidence de fagon incontestable le role de la
lyse dans l'antagonisme. Ainsi, au cours d'expériences réalisées en serre, Chernin et al.
(1995) ont illustré l'efficacité de I'Enterobacter agglomerans pour lutter contre le Rhizoctonia
solani, un agent pathogéne du coton. L'effet antagoniste avait disparu lorsque les plantes
étaient traitées avec la bactérie mutante ne produisant plus d'enzymes chitinolytiques. Le
pourcentage de plants atteints était 3,5 fois plus faibles avec la souche sauvage
d'Enterobacter agglomerans que celui obtenu avec des graines de coton inoculées avec la
souche mutante.

Les champignons phytopathogénes a parois cellulaires glucaniques, quant a eux, peuvent étre
les victimes de nombreux microorganismes (le 7richoderma, Sireptomyces et autres
actinomycetes) possédant d'efficaces glucanases. Bien que faible in vitro, l'activité
cellulolytique de Micromonospora carbonacea lui permettait aisément de dégrader les parois
cellulaires des hyphes de Phytophthora cinnamomi et de protéger efficacement la plante
Banksia grandis contre son agresseur, en serre (El-Tarabily et al., 1997). Bien qu'ils aient
illustré le role des cellulases de M. carbonacea, les auteurs reconnaissent cependant, que

l'antibiose joue aussi un rdle dans leurs essais d'antagonisme.
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Trois activités glucanolytiques différentes ont ét¢ détectées chez des streptomycetes
antagonistes au Phyfophthora fragariae var. rubi. Les bactéries possédaient les activités -
1,3-, B-1,4- et P-1,6-glucanases en présence de laminarine, cellulose et pustulane
respectivement. De plus, elles produisaient des zones de dégradation sur milieu solide
contenant comme source de carbone du mycélium fragmenté et autoclavé du Phytophthora
fragariae var. rubi. Les glucanases produites par ces mémes souches lysaient les cellules
vivantes du Phytophthora (Valois et al., 1996). Trejo-Estrada et al. (1998a) ont détecté outre
l'activité chitinase, une activité p-1,3-glucanase chez le Streptomyces violaceusniger Y CED9
isolé du sol, antagoniste au Pythium ultimum agent pathogéne de la laitue. Selon les auteurs,

l'enzyme était impliquée dans l'antagonisme au P. ultimum.

Méme si les enzymes hydrolytiques contribuent a l'antagonisme, la lutte biologique est
attribuée, la plupart du temps, a l'antibiose, sans doute parce que c'est un phénomeéne
~ facilement mis en évidence in vifro et cela de fagon spectaculaire. L'antibiose désigne la
situation ou un organisme exerce un effet inhibiteur sur la croissance d'un autre organisme

dont il tend a limiter ou a éliminer la population.

1.2.2 L'antibiose en lutte biologique

L'antibiose repose donc sur l'émission par un microorganisme de métabolites secondaires
solubles ou volatiles responsables de l'inhibition de la croissance d'un second
microorganisme. Les cas les plus décrits d'antibiose impliquent une bactérie productrice de
métabolites secondaires antagoniste a une autre bactérie ou champignon phytopathogene
(Fravel, 1988; Handelsman et Stabb, 1996; Thomashow, 1996; Weller, 1988). La production

d'antibiotiques requiert que le microorganisme producteur ait a sa disposition les éléments
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nutritifs indispensables a la biosynthése de ces substances (Baker, 1968). Les nutriments ne
sont pas dispersés de fagon uniforme dans le sol mais sont localisés dans la spermosphere, la
rthizosphére et autour des débris végétaux et des lésions des plantes. L'extraction des
antibiotiques du sol ou de fragments végétaux est souvent difficile. Les facteurs qui
influencent l'efficacité de récupération des antibiotiques incluent la stabilité de l'antibiotique,
ses interactions chimiques et physiques avec la matrice de I'échantillon et le solvant
d'extraction, ainsi que les diverses manipulations effectuées tout au long du processus de
récupération. Ce n'est qu'a partir de l'antibiotique produit in vifro que les autres
caractéristiques comme la solubilité, la thermostabilité, la photosensibilité et la vulnérabilité
a l'oxydation pourront étre déterminées. Les antibiotiques produits dans le sol s'adsorbent
instantanément sur les matiéres organiques et les groupements chargés a la surface du sol,
rendant leur récupération davantage périlleuse (Blum et al., 1994; Chiou, 1989; Weber et
Miller, 1989). Le pH du sol est un parameétre dont il faut aussi tenir compte car dans les sols
o le pH se situe entre 4,5 et 6,5 par exemple, les formes non ioniques des acides organiques
et composés phénoliques sont facilement et irréversiblement liés aux matiéres organiques du
sol (Chiou, 1989; Hasset et Banwart, 1989) ou polymérisés a l'intérieur des substances
humiques du sol (Dalton et al., 1983, 1987, 1989). Néanmoins, la détection et le dosage
d'antibiotiques dans le sol a permis de démontrer, sans équivoque, leur biosynthése in sifu et
leur contribution a 1'antagonisme microbien. Thomashow et al. (1990) ont isolé l'antibiotique
acide phénazine-1 carboxylique (PCA) produit par le Pseudomonas fluorescens 2-79 de
racines de blé aprés le traitement des graines par la souche sauvage alors que ce n'était pas le
cas avec la souche mutante ne produisant plus de PCA. Que cela soit en présence ou en
absence de l'agent pathogéne Gaeumannomyces graminis var. tritici, des quantités similaires
de PCA (28 a 43 ng/g racine avec la rhizosphére) étaient détectées avec la souche sauvage de
P. fluorescens 2-79, méme si la population bactérienne était 10 fois plus faible sur les racines
en absence de l'agent pathogéne. Lorsque le sol était traité & la vapeur avant les tests
d'antagonisme, la quantité d'antibiotique récupérée était 10 fois plus grande (250 a 365 ng) et

la population des bactéries introduites était également 10 fois plus importante. Les auteurs
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ont démontré la corrélation entre la présence d'antibiotique et le contrdle de la maladie causée

par le G. graminis var. trifici.

Le large spectre d’activité biologique associé aux phénazines est semble t-il dii a leur
capacité a subir un cycle d’oxydo-réduction en présence d’agents réducteurs variés et
d’oxygéne moléculaire. Cela ménerait a I’accumulation de superoxyde toxique, de peroxyde
d’hydrogéne et éventuellement a un stress oxydatif cellulaire voire a la mort (Britigan et al.,

Hassan et Fridovich, 1980).

Dans le cas ou l'antibiotique produit dans le sol est trop instable ou trop peu abondant pour
étre détecté directement, une approche génétique permet de mettre en évidence l'expression
in situ de génes impliqués dans la biosyntheése de l'antibiotique. Cette approche nécessite au
préalable une bonne connaissance de 1'organisation des genes codant pour la biosynthese de
l'antibiotique ainsi qu'une connaissance adéquate de leurs fonctions. Gutterson et al., (1986)
ont isolé cinq genes afu impliqués dans la biosynthése de ['oomycine A, métabolite
secondaire produit par le P. fluorescens Hv37a. Au moyen d'une souche génétiquement
modifiée dans laquelle ils ont introduit un plasmide comportant la fusion du promoteur d'un
géne afu (le géne afuF) et du gene rapporteur lacZ (codant pour la 3-galactosidase), Howie et
Suslow (1991) ont démontré 'expression in vivo des genes de biosynthese de 'oomycine A.
L'expression du géne afuE a été détectée par l'activité p-galactosidase in situ chez la souche
modifiée génétiquement inoculée sur des graines de coton plantées en sol. L'activité B-
galactosidase était quasiment absente chez la souche qui comportait la méme modification
génétique ajoutée a la rupture génique par transposon d'un géne afi, la rendant incapable de

produire I'oomycine A.
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Des mutants du P. fluorescens 2-79 déficients dans la production de PCA ont été utilisés pour
démontrer le role de 'antibiose dans la protection du blé contre le G. graminis var. tritici
(Thomashow et Weller, 1988; Thomashow et al., 1990). Les mutants déficients dans la
production de phénazine n'inhibaient plus la croissance du champignon G. graminis var.
tritici et étaient beaucoup moins efficaces dans la protection du blé. Lorsque ces mutants
¢taient complémentés génétiquement pour retrouver leur phénotype originel, ils retrouvaient
leur activité antifongique in vitro et leur capacité a protéger le blé contre l'agent
phytopathogene. D’apres les travaux de Hamdan et al. (1991), les doubles mutants (déficients
dans la production de PCA et de sidérophore pyoverdine) étaient toujours capables d'inhiber
la croissance du champignon in vitro et de limiter, mais dans une moindre mesure, les
symptdmes de la maladie. Un deuxieme facteur antifongique a été identifié chez le P.
fluorescens 2-79 comme intermédiaire probable de la biosynthése de PCA et capable
d'augmenter le pouvoir d'antibiose de la bactérie. Toutefois, la biosyntheése de PCA demeure
I'é1ément déterminant de contrdle de la maladie (Hamdan et al., 1991). Toujours par la méme
technique de mutagenése au transposon Tn5, une autre souche, le P. fluorescens CHAO
productrice du métabolite secondaire, 2,4-diacétylphloroglucinol (Phl), a été mutée. Une
souche mutante déficiente dans la production de Phl perdait sa capacité a inhiber in vitro les
champignons Thielaviopsis basicola, causant la pourriture noire des racines du tabac et le G.
graminis var. tritici, agent pathogéne du blé. Cette bactérie mutante était aussi fortement
diminuée dans sa capacité a protéger les deux plantes contre leurs agents pathogénes
respectifs. La complémentation génétique de la souche mutante lui a redonné sa capacité a
produire le Phl, & inhiber la croissance des champignons in vitro et & contrdler la maladie
chez les plantes. Le Phl a pu étre extrait de la rhizosphere des plants inoculés (Keel et al.,
1992)

Les mutants déficients dans la production d'antibiotique sont un outil de choix pour illustrer
le r6le des antibiotiques dans la lutte biologique. Un autre moyen de mise en évidence
génétique de 'antibiose est de montrer la relation quantitative qui existe entre la production
d'antibiotique et la suppression de la maladie. La transformation génétique de P. fluorescens

CHAO productrice de Phl et de pyolutéorine avec un fragment d'ADN provenant de son
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propre génome a induit une augmentation de la biosynthése des deux antibiotiques.
Comparativement & la souche sauvage non transformée, la souche recombinante procurait
une meilleure protection aux plants de concombre infectés par le Pythium ultimum, soit un
poids frais végétal deux fois plus élevé deux semaines apres l'infection fongique et trois
semaines apres la plantation des graines (Maurhofer et al., 1992).

Une multitude de génes codant pour la biosynthése de nombreux métabolites secondaires
anti-fongiques d'origine bactérienne, impliqués dans la protection des végétaux ont déja été
caractérisés. Voici quelques uns des ces métabolites secondaires: le 2,4-
diacétylphloroglicinol de P. fluorescens Q2-87 (Bangera et Thomashow, 1996); la
pradimicine d'Actinomadura hibisca (dairi et al., 1997), un agent antifongique se liant au
mannose 2 la surface des cellules; I'AFC-BC11 de Burkholderia cepacia BC11 (Kang et al.,
1998), un lipopeptide causant des changements morphologiques, 1’altération du pH
intracellulaire et de I’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’ergostérol
des membranes cellulaires (Wang et al., 1998). L'étude approfondie du rdle de ces genes dans
la régulation et la biosynthese dés antibiotiques ayant un rdle majeur en protection des
végétaux ouvre de grandes possibilités tant dans la compréhension des mécanismes
impliqués dans l'antibiose que dans l'amélioration des performances des agents de lutte
biologique (Handelsman et Stabb, 1996; Thomashow, 1996).

L'antibiose dans le sol a aussi été observée dans d'autres systémes. Sirepfomyces
hygroscopicus var. geldanus, qui produit la geldanamycine, contrdlait la pourriture des
racines de pois causée par le Rhizoctonia solani en sol stérile (Rothrock et Gottlieb, 1984).
Trejo-Estrada et al. (1998a; b) ont rapporté l'implication possible de 3 composés
antifongiques (la guanydylfungine A, la nigéricine, ionophore pour les cations monovalents
dans les mitochondries (Zoratti et al., 1984) et la geldanamycine) dans l'antagonisme marqué
de Streptomyces violaceusniger YCED9 envers des souches de champignons appartenant a

divers groupes taxonomiques.
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Bien que I’antibiose soit un mécanisme d’antagonisme important en lutte biologique, les
microorganismes phytopathogénes soumis aux effets toxiques des antibiotiques produits dans
le sol, sont eux aussi susceptibles de développer une résistance a ces composés. La résistance
des microorganismes peut étre (i) naturelle par ’existence d’un ou plusieurs mécanismes de
résistance innés, donc propres a 1’espéce; (ii) acquise, par I’acquisition d’un mécanisme de
résistance chez une souche habituellement sensible; (iii) croisée, faisant référence au spectre
d’inactivation d’un mécanisme de résistance vis-a-vis de divers antibiotiques appartenant a la
méme famille ou sous-groupe; (iv) chromosomique, lorsqu’elle est liée & une mutation située
sur le chromosome; (v) extrachromosomique lorsqu’elle est liée a un fragment d’ADN
généralement plasmidique; et (vi) associée quand il s’agit de résistance a des familles
d’antibiotiques différentes causée essentiellement par des transposons ou éléments
génétiques mobiles, situés sur le chromosome ou sur un plasmide.

Les mécanismes biochimiques impliqués dans la résistance aux antibiotiques sont: (i)
I’inactivation ou la détoxification enzymatique du composé; (ii) ’interférence avec les
mécanismes de transport (imperméabilité et efflux); et (iii) modification de la cible de

I’antibiotique (Moat et Foster, 1995).

L'un des groupes de microorganismes les plus prometteurs en lutte biologique,
essentiellement grice a leur grande capacité de production d'enzymes hydrolytiques

extracellulaires et de métabolites secondaires toxiques est celui des Streptomyces.
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1.2.3 Les Streptomyces antagonistes de bactéries et champignons phytopathogénes

Les Streptomyces sont des bactéries Gram + appartenant au grand groupe des actinomycétes,
qui posséde la particularité d'avoir une haute teneur en nucléotides G+C dans le génome. Ce
sont des saprophytes du sol, environnement qu'ils colonisent grace a leur croissance sous
forme de filaments branchés constituant le mycélium. Les hyphes végétatifs sont
unicellulaires et se différencient en conidies qui participent a la dissémination et a la
persistence des Streptomyces dans le sol (Waksman, 1967). Les conidies de Streptomyces
sont résistantes a la pénurie de nutriments et a la dessication, contrairement au mycélium
sensible a la sécheresse (Karagouni et al., 1993). Les Streptomyces jouent un role essentiel
dans la dégradation de la matiére organique du sol en produisant de nombreuses enzymes
extracellulaires. Ces derniéres hydrolysent les polyméres complexes que sont la chitine, la
cellulose, le xylane, la lignine etc (McCarthy, 1987; McCarthy et Williams, 1992; Wang et
al., 1989). Le genre Streptomyces est aussi remarquable par la diversité des métabolites
secondaires bioactifs qu'il produit. Soixante et un pourcent des métabolites secondaires
connus a ce jour chez les champignons et les bactéries sont produits par les actinomycétes
dont 80% appartenant au genre Streptomyces (Kieser et al., 2000). Certaines études ont aussi
relaté la grande capacité des Streptomyces a coloniser la rhizosphére de plantes. Le
Streptomyces griseoviridis se retrouvait en plus haute densité dans la rhizosphére de plants de
navets et de carottes que dans le reste du sol lorsque la souche était inoculée dans le sol avant
la plantation des graines (Kortemaa et al., 1997). La capacité a coloniser la rhizosphére
dépend des espéces végétales car d'aprés Kortemaa et al. (1994), les racines de navet étaient
davantage colonisées que les racines de carottes. Les résultats obtenus par Elliott et al. (1994)
suggérent que diverses espéces de Strepromyces sont capables de coloniser les racines de blé
et de s'y multiplier aprés que les graines aient été inoculées puis plantées en sol non stérile.
Tous ces traits phénotypiques procurent aux Streptomyces un avenir prometteur comme

agents de lutte biologique dans la protection des végétaux.
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De nombreux auteurs ont expérimentalement démontré le role bénéfique que jouent les
Streptomyces dans la protection des végétaux contre les champignons phytopathogenes.
L'amendement de milieux de croissance artificiels pour géraniums avec des suspensions de
spores et mycélium de Trichoderma viride ou de Streptomyces sp. retardait de 3 semaines a
un mois les symptdmes causés par le Pythium splendes (Bolton, 1978). De méme, le degré de
protection contre la pourriture des racines et la flétrissure soudaine de plants de poinsettia
causée par le Pythium aphanidermatum était directement proportionnels a la quantité de
microorganismes antagonistes incorporés (le 7. viride ou le Streptomyces sp.) (Bolton, 1980).
Une autre observation concernant la protection des plantes par les Streptomyces a été relatée
par Tahvonen (1993). De la tourbe de sphaigne incorporée a des milieux de culture pour
plantes protégeait le chou-fleur de la fonte des semis et la tomate de la flétrissure fusarienne.
Cet effet disparaissait lorsque la tourbe était stérilisée et réapparaissait lorsqu'un peu de
tourbe fraiche était ajoutée a celle stérilisée. Les microorganismes les plus souvent retrouvés
dans cette tourbe de sphaigne étaient les bactéries Streptomyces spp. suivies des
champignons Penicillium spp., Motierellla spp. et Trichoderma viride. Plusieurs especes de
Streptomyces prises séparément inhibaient la croissance de nombreux champignons in vitro.
L'auteur de cette étude a méme observé une corrélation entre le niveau de production
d'antibiotique des Streptomyces et leur capacité a protéger la plante contre les champignons
phytopathogénes Alternaria, Fusarium, Rhizoctonia et Pythium en sol stérile (Tahvonen,
1982b). L'une des souches de Strepromyces a été identifiée comme étant le S. griseoviridis
(Tahvonen, 1982a). Un biofongicide commercial (Mycostop) a d'ailleurs été développé en
Finlande a partir de cette souche (Lahdenperd, 1991). Les deux principaux mécanismes
décrits, assurant aux Streptomyces leur aptitude a combattre la multiplication des
champignons phytopathogénes sont la lyse et I'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 végétaux par les Streptomyces ou autres actinomycetes sont

l'affinité rhizosphérique (Elliott et al., 1994; Kortemaa et al., 1994; 1997; Nemec et al., 1996;

22



Ryan et Kinkel, 1997), I'hyperparasitisme dans le cas de Micromonospora carbonacea et de
Actinoplanes philippines (El-Tarabily et al., 1997) ou la dégradation d’une phytotoxine
(Doumbou et al., 1998). Doumbou et al. (1998) ont montré qu’une espece de streptomycete
avait la capacité de dégrader la thaxtomine, phytotoxine produite par Streptomyces scabies,
agent causal de la gale commune de la pomme de terre. La dégradation de la phytotoxine
pourrait conférer a 1’agent antagoniste, l’aptitude a protéger la plante contre le
microorganisme phytopathogéne. Ce type de mécanisme en lutte biologique est cependant
rarement rapporté dans la ittérature.

L'antibiose et la lyse étant les deux principaux mécanismes d'antagonisme chez les
Streptomyces, ils ont servi de critéres de sélection pour le criblage de nombreuses espéces de
Streptomyces phytoprotecteurs. Dans un premier temps, le criblage des souches s'effectue in
vitro soit par des tests d'antibiose soit par des tests de croissance en milieu gélosé contenant
le mycélium fragmenté du champignon phytopathogene. Ensuite, les souches sont testées en
serre ou chambres de croissance en présence de la plante hbte avant d'étre évaluées en champ
ou les facteurs climatiques et édaphiques seront les parametres additionnels entrant en jeu.
Toutes les méthodes de criblage sont sélectives. De ce fait, seulement une fraction de la
microflore est détectée (Knudsen et al., 1997). D'aprés Crawford et al. (1993), les milieux de
culture a faible teneur en nutriments organiques sont meilleurs pour isoler un grand nombre
d'actinomycétes du sol. La majeure partie des actinomycétes qu'ils ont isolés étaient des
Streptomyces. Afin d'isoler des actinomycétes antagonistes au Phytophthora fragariae var.
rubi, Valois et al. (1996) ont criblé des souches selon leur capacité a hydrolyser les parois
cellulaires fragmentées du champignon en milieu gélosé. Ils ont ainsi, isolé des souches
effectivement efficaces en chambre de croissance pour protéger les plants de framboisiers
contre leur agresseur. D'autres méthodes de criblage utilisent directement la plante hote
comme substrat au lieu des substrats synthétiques habituels. El-Tarabily et al. (1997) ont
modifié le test de pouvoir pathogéne décrit par Groom et Perry (1985) pour évaluer
directement sur des carottes, la capacité de 45 actinomycetes a inhiber la croissance du
champignon Pythium coloratum. Cinq actinomycétes dont 2 Streptomyces prévenaient la

formation de 1ésions sur le 1égume. Chamberlain et Crawford (1999) ont, quant a eux, réalisé
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la croissance de souches de Strepfomyces en milieu liquide directement en présence de
chaume. Ils ont ensuite mélangé le filtrat de culture & un milieu gélosé sur lequel ils ont
évalué, par rapport a des témoins, la capacité de champignons phytopathogénes du gazon a
croitre en présence des métabolites secondaires synthétisés par les Strepfomyces en présence
de chaume.

Bien qu'il arrive que des souches ayant des propriétés antagonistes spectaculaires in vitro
démontrent une faible capacité a protéger les plantes en sefre 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 ont montré une corrélation positive entre les
résultats 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 corrélation positive sera d'autant plus grande que les
conditions de criblages in vitro miment le plus possible les conditions retrouvées dans le sol,
comme par exemple, le pH, ou la nature biochimique des exsudats racinaires ou des
compose€s végétaux.

L'utilisation des Streptomyces peut parfois produire des effets indésirables sur les plantes
cultivées. En effet, la germination des graines ou la croissance de certaines plantes peut étre
affectée par les métabolites secondaires produits par les Streptomyces dans la rhizosphére ou
la spermosphére. Les résultats obtenus par Rothrock et Gottlieb (1984) ont démontré la
phytotoxicité de la geldanamycine envers le pois (Pisum sativum) lorsque l'antibiotique
purifié ou la souche productrice, le Streptomyces hygroscopicus var. geldanus étaient
introduites dans le sol avant la transplantation des graines. Cet effet peut cependant, dépendre
du stade de croissance de la plante ou de ’espece végétale puisque Valois et al. (1996) n'ont
remarqué aucun effet phytotoxique lorsque la méme espéce bactérienne était introduite en sol
avant la plantation de framboisiers plus méatures, 4gés de 14 jours. On peut aussi suggérer que
la biosynthése de geldanamycine dans la rhizosphére ou la spermosphere dépend de la
composition chimique ou biochimique du sol ainsi que de la nature des exsudats, variables
d'une plante a l'autre. En effet, Trejo-Estrada et al. (1998a) n'ont observé aucun effet

herbicide in vivo de la souche productrice de geldanamycine S. violaceusniger YCEDO,
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contrairement & Heisey et Putnam (1986) qui ont montré l'effet herbicide de S. hygroscopicus
productrice du méme antibiotique. Parmi les 12 souches d'actinomycétes antagonistes au P.
ultimum isolées par Crawford et al. (1993), la moitié retardait la germination des graines de
laitue et I'émergence des pousses de 1 a 3 jours. De plus, apres 18 jours de croissance en pots,
la biomasse de certains plants inoculés avec les actinomycetes et en absence de l'agent
pathogéne était réduite de fagon significative comparativement aux plants témoins non traités
du tout. Les plants traités par les actinomycétes conservaient malgré tout, le méme aspect
sain que les plants témoins. Au cours de la méme expérience, les auteurs ont néanmoins
observé qu'une de leurs souches augmentait significativement la biomasse des plants
inoculés.

Les actinomycétes peuvent donc aussi avoir la capacité de promouvoir la croissance des
plants dont ils colonisent la rhizosphere. A ce sujet, les résultats obtenus par Lahdenperi
(1991) ont démontré que le biofongicide commercial, Mycostop dont 1'agent bioactif est le S.
griseoviridis, protégeait non seulement les fleurs de la flétrissure mais encore, augmentait
leur production de 12 4 33% en comparaison aux fleurs saines non inoculées. Chamberlain et
Crawford (1999) ont aussi observé que deux souches de Streptomyces YCED9 et WYES3
favorisaient la croissance du gazon en absence de champignon phytopathogene. El-Tarabily
et al. (1996; 1997) quant & eux, ont décrit des exemples ou 1'augmentation de la croissance
des plantes due a la présence de Streptomyces se produisait malgré la présence de l'agent
pathogéne. Selon El-Shanshoury (1994), cet effet favorable provoqué par ces rhizobactéries
serait dii a la biosynthése de régulateurs de croissance végétaux. Les résultats de son étude
démontrent que l'enrobage des graines de coton avec de l'acide-3-indole acétique d’une part
ou des cellules de S. atroolivaceus d’autre part, augmentait le poids frais des tiges et des
feuilles de cotonnier par rapport aux graines non inoculées. L'auteur a cependant observé des
effets moins prononcés lorsque les graines de coton étaient enduites de filtrat de culture ou de
l'extrait a I'éther de diéthyle du surnageant de culture de la souche S. atroovilaceus. Outre la
croissance des végétaux, des espéces de Streptomyces favoriseraient la germination de

certains champignons mycorhiziens (Tylka et al., 1991).
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Bien que parfois controversés (Jones et Samac, 1996), des résultats obtenus lors d'études de
terrain ont démontré le réel potentiel des Strepromyces comme agents de lutte biologique
(Chamberlain et Crawford, 2000; Nemec et al., 1996). Par exemple, le biofongicide qui a été
élaboré en Finlande est efficace en champ contre de nombreux champignons
phytopathogénes (Lahdenperd, 1991; Mohammadi, 1992). De méme, la souche EF-76 isolée
en 1992 d'un tubercule de pomme de terre dans notre laboratoire (Faucher et al., 1992) et qui,
en serre, protége efficacement le framboisier contre la pourriture des racines causée par le P.
fragariae var. rubi (Valois et al., 1996) est en bonne voie d'étre utilisée en champ comme

biofongicide.

1.3 Biosynthése des métabolites secondaires chez les Streptomyces

1.3.1 Généralités

La biosynthése des métabolites secondaires chez les Streptomyces dépend généralement de la
phase de croissance des cellules. Elle coincide avec le début de la différenciation
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
gélosé), la production d'antibiotique débute des la formation du mycélium aérien (Bibb,
1996). La biosynthése des métabolites secondaires est un processus complexe, hautement
régulé dont il reste encore de nombreuses zones a éclaircir. Les génes impliqués dans cette
biosynthése sont nombreux et regroupés au sein du génome de la bactérie. Cela comprend
non seulement des génes de structure directement impliqués dans la synthese des molécules
mais encore ceux impliqués dans la régulation de la synthese de l'antibiotique, la résistance a
l'antibiotique produit et I'export de ce dernier a I'extérieur de la cellule. On retrouve aussi
dans cette portion du génome, des génes de fonction inconnue et parfois des transposons. Ces

génes sont eux mémes soumis au contrdle de genes pléiotropes (Bibb, 1996). Le S. coelicolor
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est 1’ actinomycéte chez qui la régulation de la biosynthése des antibiotiques a été le plus
étudiée d'un point de vue génétique. Cette espéce a donc servi de modéle pour élucider les
signaux physiologiques et les mécanismes de régulation 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 le S. coelicolor, la transcription d'un
géne codant pour un activateur spécifique de la biosynthése d'un antibiotique donn€ ne se
produit qu'en phase de transition et en phase stationnaire de croissance. Peu de temps apres,
suit la transcription des génes de structure (Gramajo et al., 1993; Takano et al., 1992). Le
début de la biosynthése d'un antibiotique est influencée par d'autres facteurs physiologiques
et environnementaux. De petites molécules de signalisation diffusibles jouent un r6le
important dans le déclenchement de la production d'antibiotique. Par exemple, les mutants de
S. griseus déficients dans la synthése du facteur A, n'étaient plus capables de synhétiser la
streptomycine (Hara et Beppu, 1981). De méme six molécules de la méme famille que le
facteur A de S. griseus (famille des y-butyrolactones) ont été purifiées chez S. coelicolor.
L'une d'entre-elles, détectable seulement en phase de croissance transitoire ou stationnaire
causait la production précoce d'actinorhodine ou d'undécylprodigiosine chez la souche
sauvage (Anisova et al., 1984; Bibb, 1996; Efremenkova et al., 1985). Etant donné la
synthése localisée dans le temps de ce type de molécules, il apparait qu'elles sont produites
davantage en réponse & certains signaux physiologiques et environnementaux plutdt
qu'agissant simplement comme indicateurs de la densité cellulaire comme les dérivés
d'homosérine lactone fabriqués par les espéces de Vibrio (Bibb, 1996; Fuqua, 1994).

Un autre élément important dans le déclenchement de la biosynthese des antibiotiques est le
nucléoside tétraphosphorylé, ppGpp. Le ppGpp est synthétisé en grande quantité lorsque le
milieu de culture est appauvri en acides aminés. De plus, il existe une corrélation positive
entre la synthése de ppGpp et la transcription des génes codants pour les activateurs
transcriptionnels des génes de biosynthése de l'actinorhodine (Strauch, 1991) et de
l'undécylprodigiosine (Takano et al., 1992) chez le S. coelicolor. Le ppGpp agit donc comme

effecteur intracellulaire de la production d'antibiotique.
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Toujours en ce qui concerne la régulation transcriptionnelle, I'hétérogénéité des facteurs o
chez le S. coelicolor posséde manifestement un rble important dans la transcription des génes
impliqués dans la biosynthése des antibiotiques. En analysant 'ARN polymérase isolée d'une
culture de S. coelicolor en phase de transition, Brown et al. (1992) et Fujii et al. (1996) ont
suggéré que les génes de régulation spécifiques de la biosynthése d'un antibiotique étaient
transcrits par une holoenzyme différente de la forme majoritairement retrouvée.

D'autres facteurs environnementaux influencent le début de la biosynthése des antibiotiques a
savoir la répression nutritionnelle (Demain ef al., 1983; Demain, 1992; Demain et Fang,
1995) et les perturbations métaboliques pouvant mener a un stress physiologique (Hobbs et
al., 1992; Hood et al., 1992; Yang et al., 1995). Il n'existe pas encore de modeles clairs
intégrant ces nombreuses données afin d'élaborer un diagramme qui décrirait tous les facteurs

et leurs interelations induisant la biosynthése des antibiotiques chez les Strepfomyces.

Les Streptomyces produisent des milliers de métabolites secondaires d'une diversité
incroyable. Nombreuses sont ces molécules dont les applications sont importantes en
médecine humaine comme agents antibactériens, antifongiques, immunosuppresseurs,
antitumoraux, hypocholestérolémiant et en agriculture comme fongicides, produits
antiparasites, insecticides, herbicides et agents promouvant la croissance végétale. Les
groupes chimiques dans lesquels ces métabolites secondaires sont retrouvés sont aussi divers
que les polycétides, les peptides, les aminoglycosides, les glycopeptides, les lipopeptides, les

B-lactames, les benzoquinones, les nucléosides, les aminocyclitols etc.

Parmi les 62 métabolites secondaires les plus utiles biosynthétisés par les actinomycétes,
dont nombreux sont commercialisés, plus du tiers appartiennent au grand groupe des

polycétides, lui méme trés diversifié tant par les structures chimiques qui y sont retrouvées
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que par les applications et les modes d'actions des molécules (Kieser et al., 2000). La souche

EF-76 produit la geldanamycine, un métabolite secondaire de type polycétide.

1.3.2 Les polycétides

Bien que la diversité chimique des polycétides soit remarquable, ils n'en partagent pas moins
un patron commun de biosynthése. Ces molécules sont aussi synthétisées par d'autres
groupes bactériens, exemple les Pseudomonas (Blender et al., 1999), par les champignons et
par les plantes (Rawlings, 1997). Les polycétides sont formés par la condensation d'acides
carboxyliques a courte chaine, comme par exemple les acides acétique, propionique,
butyrique. Chaque unité contribue a l'allongement de la chaine de carbones linéaire sur
laquelle le carbone -p porte toujours un groupement céto. Certains de ces groupements céto
sont réduits en groupements hydroxyles ou supprimés lors de 1'ajout d'un nouveau résidu a la
chalne carbonée, mais la plupart subsistent. Cette persistence du groupement céto sur
plusieurs carbones de la chaine a donné le nom "polycétide" a cette famille de composés
(Collie, 1907a; b). La diversité des polycétides vient de la nature des unités batissant la
chaine de carbones, de leur nombre, de leur ordre de succession, des oxydo-réductions et
déshydratations successives, et enfin des modifications tardives comme la cyclisation, les
méthylations et les ajouts de sucre. Toutes ces réactions biochimiques sont génétiquement
programmées. Les enzymes responsables de l'allongement du squelette de carbones, des
oxydo-réductions et déshydratations de la chaine en formation sont les polycétides synthases
(PKS). Les polycétides sont séparés en deux classes structurelles: les polycétides complexes
ou polycétides de type I, synthétisés par les PKSs de type I et les polycétides aromatiques ou
polycétides de type II, synthétisés par les PKSs de type II. Cette distinction a été établie 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 résultent aussi de la condensation décarboxylative d'acides
carboxyliques a courte chaine. Les acides gras les plus abondants, c'est a dire ceux a carbones
saturés non branchés, sont synthétisés d'une unité acétate comme unité de départ et d'unités
de malonate pour l'extension de la chaine. La chaine de carbones, au cours de son élongation,
subit les réactions cycliques de cétoréduction, déshydratation et énoylréduction. Les FASs
qui synthétisent ces acides gras & longue chaine sont regroupés en deux classes distinctes.
Les FASs de type I sont caractéristiques des vertébrés. Elles sont constituées de gros
polypeptides multifonctionnels contenant chacun plusieurs domaines catalytiques distincts.
Par contre, les FASs de type II, caractéristiques des bactéries et des plantes supérieures, sont
constituées de petits polypeptides libres dont chacun ne contient qu'une seule activité
catalytique. Il y a en plus un petit polypeptide, la protéine porteuse d'acyle (ACP) sur laquelle
est attachée la chaine de carbones en élongation. 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 branchés résultent simplement de la sélection
par les FASs, d'unités de départ (isopropionate ou isobutyrate au lieu d'acétate) ou
d'extension (méthylmalonate au lieu de malonate) différentes (Hopwood et Sherman, 1990;
Wakil, 1989).

Les polycétides sont produits par un mécanisme analogue a celui des acides gras a longue
chaine. Néanmoins, la biosynthése des polycétides differe de celle des acides gras a longue
chalne en 4 points: (i) diverses unités de départ sont utilisées pour former les polycétides
(acides carboxyliques linéaires ou branchés, dérivés d'acides aminés, etc.) alors que l'acétate,
le propionate ou parfois les carboxylates branchés sont utilisés dans la formation des acides
gras a longue chaine (Hopwood et Sherman, 1990); (ii) un nouveau cycle de condensation
décarboxylative avec une unité d'extension peut se produire sur une chaine qui a déja subi les
réactions de cétoréduction, de déshydratation ou d'énoylréduction; (iii) des centres chiraux
sont introduits au cours de la biosynthese, provenant de la présence d'une chaine latérale sur
I'unité d'extension ou de la conservation d'un groupement hydroxyle dans le polycétide (ainsi,

la stéréochimie des résidus incorporés peut varier le long du squelette carboné); (iv) a la fin
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de la synthése de la chaine de polycétide, suivent d'autres modifications comme le repliement

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

Le développement de systtmes de clonage et d'expression génétique adaptés aux
Streptomyces (Kieser et al., 2000) a permis de caractériser de nombreux génes impliqués
dans la biosynthése de polycétides et d'élaborer des modeles mettant en oeuvre le
fonctionnement des PKSs, ce qui aurait ét¢ quasiment impossible avec la biochimie
classique.

Comme les FASs de type II, les PKSs de type II sont constituées de protéines
monofonctionnelles séparées. Les premiers génes isolés codant pour des PKSs de type II sont
ceux impliqués dans la biosynthése de l'actinorhodine chez S. coelicolor (Malpartida et
Hopwood, 1984) et de la tétracénomycine chez S. glaucescens (Bibb et al., 1989; Motamedi
et Hutchinson, 1987). Ces génes sont organisés en cadres de lecture ouverts distincts codant
soit pour I'ACP sur laquelle est li¢ le squelette carboné, soit une acyle transférase (AT)
responsable du transfert de l'unité d'extension du coenzyme A a I'ACP, soit pour la f-
cétoacyle ACP synthase (KS) enzyme de condensation décarboxylative entre ['unité
d'extension liée a I'ACP et la chaine en €longation, soit la B-cétoacyle ACP réductase (KR)
responsable de la réduction de la fonction -céto distale en fonction hydroxyle, soit parfois
une hydroxyacyle ACP déshydratase (DH) responsable de la formation d'une double liaison
entre 2 atomes de carbone par déshydratation, soit le facteur de longueur de chaine (CLF) de
fonction mal connue mais ayant un haut degré d'homologie avec la protéine KS, soit une
cyclase (CYC) responsable de la cyclisation en noyau non aromatique (Hutchinson et Fujii,
1995; Rawlings, 1997). Dans le cas de la biosynthése de 'actinorhodine, le gene acfVII code
pour une aromatase qui catalyse 2 déshydratations pour former le noyau aromatique de la
molécule (Fernandez-Moreno et al., 1992a; Sherman et al., 1991). Parmi les unités de départ
retrouvées dans la formation des polycétides de type II, il y a l'acétate (actinorhodine,

tétracénomycine), le propionate (daunorubicine), le butyrate (feudomycine) l'isobutyrate (13-
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méthylaclacinomycine) entre autres, tandis que l'unité d'extension est toujours le malonate.
La chaine de carbones s'allonge donc de 2 carbones a chaque incorporation d'une unité
d'extension (Bentley et Bennett, 1999; Katz et Donadio, 1993).

En somme, les voies de biosynthése des polycétides aromatiques suivent le méme schéma, a
savoir, synthése de la chaine de carbones, repliement de la chaine, condensations aldoliques
et déshydratations pour former les noyaux aromatiques, hydroxylation a l'origine de la

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

Chez les polycétides de type I ou polycétides (Figure 1) complexes, les fonctions -céto de la
chaine polycétidique subissent beaucoup plus souvent une réduction que chez les polycétides
aromatiques. Par ailleurs, ils possédent généralement une chaine de carbones bien plus
longue que celle des polycétides de type II, donnant naissance & des molécules gigantesques
qui peuvent posséder plus de 70 atomes de carbone et un poids moléculaire supérieur a 1500
comme dans le cas de la quinolidomicine produite par 1'actinomycéte Micromonospora sp.
(Hayakawa et al., 1993). Le premier résidu incorporé dans la chaine de polycétide peut étre
aussi variable que le propionate (érythromycine) (Cane et al., 1981; Kaneda et al., 1962), le
pipecolate (rapamycine) (Paiva et al., 1993a; 1993b), 1'amino-hydroxybenzoate (rifamycine,
geldanamycine) (Ghisalba et Niiesch, 1981). Les unités d'extension quant a elles sont
beaucoup plus classiques, par exemple le butyrate, le malonate ou le malonate substitué
(Bentley et Bennett, 1999; Rawlings, 1997). Chez de nombreux polycétides de type I, la
chaine de carbones n'est pas synthétisée par la condensation d'acides carboxyliques
identiques comme dans le cas de l'érythromycine synthétisée a partir de la condensation
décarboxylative de 6 méthylmalonates sur 1'unité de départ, le propionate (Cane et al., 1986;
Cane et Yang, 1987). Deux unités d'extension comme le malonate et le méthylmalonate
peuvent entrer dans la composition d'un méme polycétide. Leurs nombres et leurs
combinaisons donneront deux molécules aussi différentes en ce qui concerne leurs formules
chimiques et leurs modes d'action que l'immunosuppresseur rapamycine (7 acétates + 7
propionates incorporés) et l'antibiotique rifamycine (2 acétates + 8 propionates incorporés)

(Lancini et Cavalleri, 1997). Chez les actinomycétes, les chaines latérales -méthyle et -éthyle
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du polycétide complexe résultent généralement de 1'incorporation d'unités de propionate et de
butyrate a l'intérieur du squelette carboné.

Les PKSs de type I sont des protéines multifonctionnelles géantes (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 isolé les premiers génes codant pour une PKS de type I. I s'agit des
génes impliqués dans la biosynthése du précurseur non glycosylé de I'érythromycine, le 6-
désoxyérythronolide B (6dEB). L'organisation et la caractérisation approfondie de ces génes
et de leurs fonctions sert de modéle dans I'étude génétique de la biosynthése des polycétides
de type L.

La 6dEB synthase (DEBS) est constistuée de 3 grandes protéines multifonctionnelles
d'environ 300 kDa chacune. Au sein de chaque protéine, les sites actifs sont organisé€s en
modules contenant chacun les sites KS, AT, KR, et ACP (le site KR est absent d'un module
chez les PKSs impliqués dans la biosynthése de la rapamycine (Schwecke et al., 1995),
rifamycine (August et al., 1998), nystatine (Brautaset et al., 2000), et pykromycine (Xue ef
al., 1998). Les sites DH et ER (énoyle réductase) sont alternativement présents selon les
modifications requises sur la chaine de polycétide en formation. Chaque module est
responsable d'un cycle d'extension de la chaine de polycétide, c'est a dire de l'incorporation
d'un acide carboxylique a courte chaine, et de la modification des groupements fonctionnels.
La derniére protéine de la DEBS contient le site TE (Thioestérase) qui décroche le polycétide
du domaine ACP lorsque sa synthése est terminée. D'autres enzymes codées par des geénes
séparés formeront 1'érythromycine 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 étant assurée par une autre protéine distincte. La DEBS contient 2 modules (soit un
total de 9 ou 10 sites actifs) par protéine multifonctionnelle, mais cela varie en fonction du
polycétide formé. Ainsi, la PKS formant la rapamycine contient 4 ou 6 modules par protéine
multifonctionnelle et chaque module contient 4 a 6 domaines catalytiques distincts
(Schwecke et al., 1995). Le nombre de protéines multifonctionnelles nécessaires pour
synthétiser un polycétide varie également. Il est de trois dans le cas de I'érythromycine

(Donadio et al., 1991) mais atteint cinq dans le cas de la nysatine (Brautaset et al., 2000).
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Figure 1. Formation du précurseur de I’érythromycine, le 6-désoxyérythronolide B (6-

dEB) par une PKS de type 1. (D’aprés Donadio et al., 1991).
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Contrairement au cas de la DEBS, il y a un domaine de "chargement" identifi¢ ("loading
domain") en amont du premier module de la PKS, responsable de la fixation de 'unité de
départ préalablement & l'incorporation des unités d'extension (Schwecke et al., 1995; Tang et
al., 1998; Xue et al., 1998). Par contre, le domaine de chargement est constitué d'une protéine
séparée dans le cas de la biosynthése de la nysatine (Brautaset et al., 1998).

L'étude des séquences des nombreux génes disponibles codant pour les PKSs de type I
permet aujourd'hui d'attribuer 4 chaque domaine catalytique la réaction chimique qu'il opére
avec un haut degré de certitude. Toutefois, la spécificité pour le substrat des différentes
enzymes représentées dans la protéine multifonctionnelle varie beaucoup d'un domaine a un
autre. L'acyle transférase du module de chargement tolere généralement une unité de départ
différente de celle normalement requise pour initier la formation de la chaine de polycétide.
Par contre, la spécificité des autres domaines AT envers les unités d'extension est trés grande
et va méme jusqu'a la stéréospécificité (Khosla et al., 1999). Les domaines KS, ACP, KR,
ER, et DH peuvent aussi accepter des substrats vraiment différents de leurs substrats naturels.
Khosla et al. (1999) suggérent aussi que les modules sont tolérants a la substitution de
domaines homologues (ouvrant ainsi la voie a la fabrication de nouvelles molécules par génie
génétique) et que chaque domaine agit de fagon autonome. Aucune interaction entre les
activités enzymatiques des différents sites catalytiques d'une protéine multifonctionnelle n'a
encore été décelée.

Pareillement au cas des polycétides de type II, les génes de modifications tardives vont
achever la biosynthése du métabolite secondaire. Les genes codant la régulation de la
biosynthése, l'export et l'autorésistance a la molécule produite sont aussi regroupés dans la
méme portion du génome bactérien. De nombreux cadres de lecture ouverts de fonctions
inconnues se retrouvent également au sein du groupe de génes impliqués dans la biosynthése
des antibiotiques. Ces génes couvrent une large portion du chromosome dont la taille dépasse
100 kb dans le 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

Figure 2. Structure chimique de la geldanamycine.

La geldanamycine est un métabolite secondaire isolé pour la premiere fois en 1970 de
l'actinomyceéte Streptomyces hygroscopicus var. geldanus (DeBoer et al., 1970). D'apres les
résultats obtenus par ces auteurs, la geldanamycine possédait des activités antiprotozoaires,
antibactériennes (contre les bactéries Gram + et Gram -), antifongiques et était capable
d'inhiber la croissance de deux lignées cellulaires eucaryotes. Dans les conditions
expérimentales décrites, la geldanamycine ne possédait aucune activité antivirale.

Le composé chimique est cristallisable, de couleur jaune et sa formule brute est Co9H4oN2Og
pour une masse moléculaire de 560. Sasaki et al. (1970) ont caractérisé davantage cette
molécule et en ont déduit sa formule éclatée. La geldanamycine est un polycétide de type I et
appartient au sous groupe restreint des ansamycines. Elle est caractérisée par une chaine de
polycétide qui vient se cycliser autour du noyau benzoquinone. Une fonction amide et deux
fonctions O-méthyle sont greffées sur la chaine de polycétide. Une autre fonction O-méthyle
est située sur le noyau benzoquinone. Grace a I'utilisation de molécules précurseurs marquées

au "“C ([méthyle-"*C]méthionine, [carboxy-'*C]propionate de sodium, [carboxy-'*C]acétate
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de sodium, [carboxyMC]malonate de sodium et '*C-formate de sodium) et la résonnance
magnétique nucléaire (spectre de 1B(), Johnson et al. (1974) ont suggéré que le squelette
carboné de la geldanamycine était formé de 3 unités d'acétate et de 4 unités de propionate.
D'aprés les informations connues sur la biosynthése des polycétides de type 1, il est possible
de suggérer avec un haut degré de sureté que les unités d'acétate formant la geldanamycine
proviennent du malonylCoA et les unités de propionate du méthylmalonylCoA. Le noyau
benzoquinone (C;N) sur lequel est attaché la chaine de polycétide est l'acide 3-amino-5-
hydroxybenzoique (AHBA), a en croire les informations disponibles sur la biosynthése de la
rifamycine (un autre polycétide de type I du sous groupe des ansamycines) (Hunziker et al.,
1998; Wehrli, 1977). L'AHBA est un dérivé de la voie de biosyntheése de l'acide shikimique
(Ghisalba et Niiesch, 1981; Kim et al., 1996) et est trés certainement 1'unité de départ dans la
biosynthése de la geldanamycine.

En plus des activités inhibitrices décrites par DeBoer et al. (1970), la geldanamycine posséde
aussi un pouvoir herbicide (Heisey et Putnam, 1986) et antitumoral (Neckers et al., 1999;
Yamaki et al., 1989). Le mode d'action de la geldanamycine envers les bactéries n'est pas
connu. Toutefois, par analogie avec le mode d'action connu de la rifamycine, la
geldanamycine pourrait inhiber la transcription en se liant & I'ARN polymérase, empéchant
cette derniére de se lier a I'ADN (Wehrli, 1977). Le mode d'action de la geldanamycine
envers les champignons n'a jamais été étudié non plus. Par contre, les mécanismes par
lesquels la geldanamycine contréle la prolifération des cellules tumorales sont mieux connus,
Cela fait d'ailleurs de cette molécule un agent chimique trés prometteur dans la lutte contre le
cancer. La geldanamycine se lie & la protéine de choc thermique Hsp90, 1'une des protéines
intracellulaires les plus abondantes. La présence de la protéine Hsp90 est nécessaire au bon
fonctionnement des mécanismes de signalisation cellulaire médiés par plusieurs tyrosine et
sérine/ thréonine kinases. La protéine Hsp90 est donc associée a de nombreuses autres
protéines elles-mémes impliquées dans la prolifération cellulaire, et conséquemment
produites en plus grande quantité (2 & 10 fois plus) dans les cellules cancéreuses que dans les

cellules normales. En se liant a 1'Hsp90, la geldanamycine inhibe directement la prolifération
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des cellules tumorales. Un analogue de la geldanamycine est actuellement en phase I d'étude

clinique (Neckers et al., 1999).

1.4 Buts du projet de recherche

Valois et al. (1996) ont isolé 11 souches d'actinomycétes ayant la capacité de protéger les
plants de framboisiers contre le Phytophthora fragariae var. rubi. Ces souches produisaient
des glucanases hydrolysant in vitro les parois cellulaires du champignon et étaient capables
d'inhiber sa croissance par la production de métabolites secondaires. L'une de ces souches, la
souche EF-76 a été caractérisée par Toussaint et al. (1997) comme étant le Strepfomyces
hygroscopicus sbsp. geldanus, renommé 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 'antibiotique produit a été identifié comme étant la geldanamycine. Les génes
impliqués dans la biosynthése de la geldanamycine sont inconnus. Le premier objectif du
projet est donc d’amorcer 1’étude moléculaire sur la biosynthése de I’antibiotique. Bien
qu'Allen et Ritchie (1994) aient isolé des séquences d'ADN d'une souche de S
hygroscopicus, impliquées dans la biosynthese de cette molécule, ils ne les ont pas
séquencées et aucune information génétique n'est disponible sur la biosynthése de la
geldanamycine. La caractérisation de génes impliqués dans la production de geldanamycine
par la souche EF-76 permettra aussi d'illustrer la présence de modifications chromosomiques
chez des souches mutantes affectées dans la production de geldanamycine et obtenues par

recombinaison génétique.

Les deux mécanismes d'antagonisme identifiés chez la souche EF-76 sont fort probablement

corrélés a son effet phytoprotecteur. Le deuxiéme but du projet de recherche est donc
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d’obtenir des mutants altérés dans la production de geldanamycine, de partiellement les
caractériser au point de vue phénotypique, biochimique et phytoprotecteur et de déterminer
l'implication de la geldanamycine dans I’antagonisme envers différents microorganismes et

la lutte biologique contre ’agent phytopathogéne S. scabies.
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CHAPITRE 1

1.0 Analyse de séquences en amont du géne codant pour une polycétide synthase de type I

chez la souche productrice de geldanamycine Streptomyces melanosporofaciens EF-76

Des résultats préliminaires obtenus dans notre laboratoire ont montré que Strepfomyces
melanosporofaciens EF-76 (Doumbou et al, 2001), anciennement Sireptomyces
hygroscopicus var. geldanus EF-76 est un agent de lutte biologique prometteur (Toussaint et
al., 1997; Valois et al,, 1996). L’une des propriétés attribuées a la souche EF-76 est
I’antibiose due notamment a la production de geldanamycine (Toussaint et al., 1997).
D’autres auteurs ont également rapporté que des souches productrices de geldanamycine
protégeaient certaines plantes contre des agents pathogenes (Rothrock et Gottlieb, 1984;
Trejo-Estrada et al., 1998a). La geldanamycine a été décrite pour la premiére fois par DeBoer
(1970) comme étant un antibiotique biosynthétisé par Strepfomyces hygroscopicus var.
geldanus. Elle posséde un large spectre d’actvité avec des effets antibactérien, antifongique,
herbicide et antitumoral (DeBoer et al, 1970; Heisey et Putnam, 1986; Neckers et al., 1999,

Yamaki et al., 1989). La geldanamycine appartient au grand groupe des polycétides de type L.

Aucune séquence génétique impliquée dans la biosynthése de ce métabolite secondaire
n’étant disponible, le but de cette étude était d’en amorcer 1’étude moléculaire. Une sonde a
été confectionnée a partir d’un fragment d’ADN de 1.3 kb produit de I’amplification par PCR
d’une portion du génome codant pour la biosynthése d’un polycétide de type I. Grace a la
sonde, un fragment d’ADN génomique a été isolé chez la souche EF-76. Il comprenait
plusieurs génes situés en amont d’un géne partiel codant pour une polycétide synthase. Il
s’agit entre autres de génes codant pour un represseur de la transcription, un systeme
d’export actif de type ABC transporteur et une glycosyle transférase. L’expression

hétérologue du géne codant la glycosyle transférase dans S. /ividans a montré son implication
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dans la résistance a la geldanamycine. La région génomique isolée chez EF-76 étant a la fois
impliquée dans la biosynthése d’un polycétide de type I, la régulation de sa biosynthese,
Pexport du composé biosynthétisé et la résistance a la geldanamycine, elle appartient
vraisemblablement au locus de biosynthése de la geldanamycine. Des geénes de ce locus ont
été utilisés afin de caractériser des souches mutantes affectées dans la production de

geldanamycine et obtenues par recombinaison génétique.

Ces travaux sont décrits a la section 1.1. Cette section est constituée de I’article S. Agbessi,
C. Déry 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 effectué la
totalité des travaux présentés dans cet article. J’ai rédigé cet article. C. Beaulieu et C. Déry

ont supervisé les travaux présentés.
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1.1 Analysis of genetic sequences lying upstream genes encoding a type-I polyketide synthase

in the geldanamycin producer Streptomyces melanosporofaciens EF-76
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Centre d’étude et de valorisation de la diversité microbienne, Département de biologie,
Université de Sherbrooke, Sherbrooke (Québec), Canada, JIK 2R1
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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 biosynthesized by type-I polyketide synthases
(PKSs), composed of large multifunctional polypeptides, while type-II polyketides are
biosynthesized by iterative type-Il 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 actinomycetes 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 (Molnér et al., 1996),
those for production of oxidoreductases (August et al., 1998; Molnér 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; Jenkins 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

(Xue et al., 1998).

Type-I polyketides include, erythromycin (Donadio et al., 1991; Bevitt et al., 1992; Donadio
and Katz, 1992), avermectin (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 (Allen 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 (Allen 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 (Allen 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.

Materials and methods

Bacterial strains and culture conditions

S. melanosporofaciens EF-76 chromosomal DNA was used for the construction of the
genomic library. S. lividans 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 S. melanosporofaciens EF-76 were used as sources of genomic DNA for
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PCR amplification. Escherichia coli JM109 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 IM109F' 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/l, final
conc.), kanamycin (50 mg/l), ampicillin (100 mg/l), isopropyl-8-D-thiogalactopyranoside
(IPTG, 0.2 mM) and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galacturonic acid (X-gal, 40 pg/ml).

Construction of EF-76 genomic 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 BamHI.
Digested DNA was ligated into the dephosphorylated BamHI site of pAlter-1 (Promega).
IM109F' 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 transfered to Hybond N nylon membrane (Amersham
Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, 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) containing 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 pl of a reaction mixture containing 1.5 mM MgCl,, 10%
dimethyl sulfoxyde, 0.2 mM of each deoxynucleoside triphosphate, 5 pmol of each
oligonucleotide primer, 0.2 pg of chromosomal DNA and 2.5U of Taq DNA polymerase. Two
degenerate primers designed from the conserved regions of the active sites of ketoacylsynthase
(KS 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 pUCI119
(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, Sall, Smal, BamHI, Nael, Sacl 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. lividans
TK24 or recombinant strains of TK24 carrying either pFD666 (Denis and Brzezinski, 1991) or
pFDBm3. The plasmid pFDBm3 was constructed by ligating a 3 kb BamHI 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 of ketoacylsynthase
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 PKS
producer) and S. lividans 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 PKS 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 constructed 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 ORFY) 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 /acl 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
BamHI fragment containing the glycosyltransferase and a chitosanase was subcloned in the
pFD666 plasmid and transformed in S. lividans 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 biosynthesized 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 Strepromyces genome (August et al., 1998; Bate et al., 1999;
Hernandez et al., 1993; Jenkins 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 of efflux 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; Fernandez 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. lividans (Cundliffe, 1992; Jenkins and
Cundliffe, 1991) and OleD from S. antibioticus, the oleandomycin producer (Hernandez et al.,
1993; Quir6s et al., 1998). OleD inactivates oleandomycin by addition of glucose 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. lividans 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 actinomycetes (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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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 ATCC 55256, 3.
Saccharopolyspora erythraca NRRL 2359; 4. S. hygroscopicus var. hygroscopicus A7CC
21240; 5. S. lividans TK24.
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FIG. 2. Nucleotide sequence of the truncated PKS part. The putative ribosomal-binding site is

underlined .
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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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FIG. 4. Comparison of the amino acid sequence of the EF-76 AT domain with the
methylmalonyl-CoA acyltransferase domains from erythromycin (Ery2, QO03131) and
rifamycin (Rifl, 052790; Rif3, 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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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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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, BamHI; EV, EcoRV; El, EcoRI. The ORFs are designated as follows:
tPKS, truncated PKS; ORF2, transcription regulator; ORF3, membrane protein; ORF4, ATP binding protein; ORFS,
transporter; ORF6, alcohol dehydrogenase; ORF7, unknown; GTF, glycosyltransferase and Chi, chitosanase.



FIG. 7. Assay of geldanamycin inactivation by S. /ividans 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. /ividans TK24 wt (A) is sensitive to geldanamycin. S. /ividans TK24
(pFD666) (B) is sensitive to geldanamycin. S. lividans TK24 (pFDBm3) (C) is resistant to
geldanamycin and is even able to biosynthesize its red pigment, actinorhodin.
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NVE .RFNEEH
SAK.RYLPER
QLL.SYGLEP
QVLTEYSPQE
DVSDRFSLQE

APLTPATP. .
VGIGAATVDV

NDGVDGRLVP
SDGEDGFLVP
VNGVDGFEVIP
KHGEDGILVP
EKAGMANALA
TDGRDGRLVP
RDGETGLLVP

VARAYEELFG
VADRYVRLFE
ISKKWLIKLK
ILSQWDAVAS
ICRQYIELKE
LARRLEAALD
TCRSVSALLT

..........

MGDROALAVA
NGQVSGIAWG
INDSLKEVEK
SNNVDALAEA
ELNAASLAEK
DNDPDRLAEA
PGDASALAAA

DLAATRSARA
DAARRRAAAV

FIG. 8. Alignment of the amino acids sequence of the EF-76 glycosyltransferase (GTF) with
those from S. coelicolor (st.

Rhizobium meliloti (r.
Caulobacter crescentus (c.

coel, 069854), Shigella boydii (sh.
meli, Q92VF2), Serratia marcescens (se.

marce,

boyd, Q93CS6),
Q9X978),
cres, Q9A3M9) and Agrobacterium tumefaciens (a.

tume,

AALA44372). The amino acids identical to thoseof the EF-76 GTF sequence are shown in bold.
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CHAPITRE 2

2.0 Propriétés antagonistes de deux souches recombinantes de Strepfomyces

melanosporofaciens obtenues par fusion de protoplastes intraspécifique

Des études menées antérieurement ont permis d’isoler une souche d’abord identifiée comme
S. hygroscopicus var. geldanus EF-76 capable de protéger, en serre, le framboisier contre la
pourriture des racines causée par le Phytophthora fragariae var. rubi (Toussaint et al., 1997;
Valois et al., 1996). La souche EF-76 a été renommée S. melanosporofaciens (Doumbou et
al., 2001). Parmi les mécanismes d’antagonisme mis en évidence chez EF-76, I’antibiose 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 métabolite secondaire a
large spectre d’activité, qui inhibe la prolifération des bactéries, des champignons, de
certaines cellules végétales et de cellules tumorales de mammiferes (De Boer et al., 1970

Heisey et Putnam, 1986; Neckers et al., 1999; Yamaki et al., 1989).

Le but de cette étude était de déterminer le rdle 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
causée par S. scabies. La fusion de protoplastes intraspécifique a été utilisée pour générer par
recombinaison des mutants stables et prototrophes de la souche EF-76, affectés dans leurs
propriétés antagonistes envers les trois microorganismes utilisés. La souche FP-60 qui ne
produisait plus aucun métabolite secondaire toxique détectable, était également incapable
d’inhiber la croissance des microorganismes. Par contre, FP-54 possédait un pouvoir
antagoniste supérieur a la souche sauvage envers les mémes microorganismes. L’extraction
et la séparation des produits extraits du surnageant de culture de FP-54 a montré que ce

mutant produisait au moins deux autres nouveaux composés toxiques en plus de la
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geldanamycine. Des sondes réalisées a partir de séquences provenant d’une région
chromosomique impliquée dans la biosynthése d’un polycétide de type I chez EF-76, n’ont
pas permis de détecter des délétions majeures dans les génes de biosynthése chez FP-54. Par
contre, les mémes sondes ont permis de mettre en évidence le réarrangement génétique
survenu au niveau des génes de biosynthése et des génes adjacents chez FP-60. Les essais de
lutte biologique réalisés en champ ont montré que tant EF-76 que FP-54 protégeaient de
fagon significative la pomme de terre contre la gale commune causée par S. scabies sans pour
autant observer un effet plus marqué pour la souche FP-54. Le mutant FP-60, quant a lui, ne
possédait aucun effet phytoprotecteur et augmentait méme le pouvoir pathogéne de la souche
S. scabies. Cela suggére ’existence d’une communication biochimique entre les souches FP-

60 et S. scabies dans la rhizosphére des tubercules de pommes de terre.

Cette étude suggére que ’antibiose due a la production de geldanamycine chez EF-76 joue
un rdle capital dans la lutte biologique contre S. scabies. De plus, la fusion de protoplastes
intraspécifique s’est révélée étre une excellente méthode non seulement pour améliorer
certaines propriétés des souches antagonistes mais encore pour générer des nouvelles

molécules bioactives chez les Streptomyces.

Ces travaux sont décrits a la section 2.1. Cette section est constituée de 1’article S. Agbessi, J.
Beauséjour, C. Déry 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 réalisé les
expériences qui ont trait & la création et a la caractérisation des mutants par fusion de

protoplastes intraspécifique. Julie Beauséjour a effectué les essais sur plantes. J’ai rédigé cet
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article en collaboration avec J. Beauséjour et C. Beaulieu. C. Beaulieu et C. Déry ont

supervisé le travail.
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2.1 Antagonistic Properties of Two Recombinant Strains of Streptoniyces melanosporofaciens

Obtained by Intraspecific Protoplast Fusion.
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ABSTRACT

Intraspecific 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 of EF-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 rhizosphere with
high efficiency (2, 7, 9, 24, 25).

Several studies demonstrated the ability of Streptomyces strains to protect plants against
pathogens. Mechanisms involved in actinomycete-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 spores 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 Phyfopthora 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 interspecific protoplast fusion between S. viridosporus T7A and S.
setonii 75 vi2. The recombinant Streptomyces SR10 was a better lignin decomposer than the

two parental strains. Recombination frequency is much lower in intraspecific crosses (1).
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Intraspecific 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. scabies.

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/l) (37), on trypticase soy broth (TSB) (Difco Laboratories,
Montréal, Canada) and on potato dextrose agar (PDA, Difco Laboratories, Montréal, 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 (10® spores) were streaked in the center of YME 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 pl 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% spores) 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 of incubation 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 Biichi Rotavapor R-14 (Biichi 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)2804 2 g/1, K;HPO,4 0.5 g/, MgS04.7 H,0 0.2 g/1, FeS04.7 H,0 0.01 g/1, glucose 5 g/l
and agarose 15 g/l]. 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-1,3-glucanase, B-1,4-glucanase and B-1,6-glucanase was tested in the
same minimal medium containing, instead of glucose, 0.4 % laminarin (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. BamH]1-digested genomic DNAs was transferred onto Hybond N
nylon membrane (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, 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 of EF-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 in 2 X SSC (150 mM NacCl, 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.
scabies 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 K;HPO4 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 talc (10® spores/g
talc). 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 talc with or without an actinomycete 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 CaCOj; to improve sporulation. The cultures were then centrifuged and the pellets
were freeze-dried for 18 hours. Dried biomass (1g) were mixed with talc (300 g). Talc

containing lyophilized spores (0.5 g) was sprinkled on the top of each tuber at plantation. In
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control plots, talc 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 of EF-76 as well as of FP-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
of FP-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 -1,3; B-1,4- and B-
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 of EF-76 (Fig. 2). FP-54 and FP-60 exhibited a 16S rDNA sequence identical to

80



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 of FP-54 using Kp38, a probe that contains sequences of a type I polyketide 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 of FP-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-; 3-1,4- and B-1,6 glucanolytic activities. However, FP-60 exhibited other
phenotypic properties that distinguished it from the wild strain. FP-60 spores 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 of EF-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 of fungal 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 of biocontrol 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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FIG. 3. Hybridization between BamH1-digested genomic DNAs of Streptomyces
melanosporofaciens strains EF-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 domains,
hybridization between S. melanosporofaciens genomic DNA and probe Kp38 gives several
signals. The two most intense signals that correspond to the 3.8 and 5.5 BamH]1 fragments of

EF-76 were absent in FP-60 hybridization pattern.
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FIG. 4. Hybridization BamH1-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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TABLE 1. Antagonistic properties of EF-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. rubi®

EF-76 ¥ 0.51°, 0.44°
FP54 ++ 0.85,0.72, 0.51°, 0.44°
FP60 -

% -, no growth inhibition; +, growth inhibition; ++, higher level of growth inhibition
PR corresponding to geldanamycin (Toussaint et al. 1997)

“Rf corresponding to an oxydized product of geldanamycin
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CHAPITRE 3: DISCUSSION

Le premier objectif de ce projet était d’amorcer 1’étude moléculaire de la biosynthése de la
geldanamycine. Bien que le composé chimique soit connu depuis 1970 (DeBoer et al., 1970)
et que plusieurs études aient mentionné tant son implication potentielle dans la protection des
végétaux, (Rothrock et Gottlieb, 1984; Trejo-Estrada et al., 1998a) que son activité
antitumorale (Neckers et al., 1999; Yamaki et al., 1989), aucune information n’est a ce jour
disponible sur les génes impliqués dans sa biosynthése. Allen et Ritchie (1994) furent les
premiers a isoler des séquences d’ADN de la souche S. Aygroscopicus 3602 impliquées dans
la biosynthése de ce métabolite secondaire, sans toutefois les avoir caractérisées. De
nombreuses séquences génétiques codant pour des polycétides de type I, groupe de
métabolites secondaires auquel appartient la geldanamycine, sont disponibles dans les
banques de données. La stratégie choisie et décrite dans ce projet pour isoler des génes
impliqués dans la biosyntheése de la geldanamycine fut donc d’utiliser une sonde d’ADN
obtenue par le marquage d’un fragment du génome de la souche S. melanosporofaciens EF-
76, par PCR. Les deux amorces ayant servi a amplifier le fragment génomique ont été
confectionnées d’aprés les homologies de séquences observées au niveau des sites actifs
présents chez les polycétides synthases de type 1. Les sites actifs choisis appartenaient aux
domaines enzymatiques KS et AT. Un clone possédant un insert de 40 kb a été détecté avec
la sonde. La région codant la biosynthése du squelette de polycétide ne comprenait que les
trois premiers domaines, KS, AT et DH, d’un cadre de lecture ouvert. La spécificité du
domaine AT pour une méthylmalonyl-CoA coincide avec la posibilité d’incorporation
d’unités de propionates dans la molécule de geldanamycine.

Bien que le géne codant la PKS soit incomplet, les geénes adjacents apportent de
I’information pertinente sur la fonction du geéne codant pour la PKS. En effet, la plus
importante généralisation qui peut étre faite sur tous les loci impliqués dans la biosynthése
des metabolites secondaires chez les streptomyceétes et par analogie chez les autres bactéries,
est qu’ils comprennent aussi les génes de régulation, d’export et de résistance a la molecule

produite. On peut citer en exemple 1’actinorhodine (Fernandes-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 génes retrouvés en amont de la région PKS chez la souche
EF-76, soit ceux codant pour un répresseur de la transcription et un systéme de transport actif
sont susceptibles d’appartenir au locus de biosynthése d’un polycétide et pourraient &tre
impliqués dans I’exportation de la molécule. Par contre, I’appartenance au locus de la
glycosyle transférase localisée a 14 kb en amont de la région PKS pourrait étre mise en
doute, d’autant plus qu’il n’a jamais été rapporté que la geldanamycine était un composé
glycosylé (DeBoer, et al., 1970; Johnson et al., 1974; Sasaki et al., 1970). Nous croyons que
le géne de la glycosyle transférase pourrait appartenir au locus de biosynthese. Les résultats
obtenus dans cette étude ont démontré que 1’acquisition du geéne de la glycosyle transférase
rendait S. [ividans résistant a la geldanamycine. Comme les génes de résistance cdtoient
généralement les genes de biosynthése de 1’antibiotique, ceci est une indication que le géne
de PKS identifié dans cette étude code effectivement pour la geldahamycine. Le mécanisme
par lequel la glycosyle transférase confére la résistance a la geldanamycine demeure inconnu.
La résistance procurée par les glycosyle transférases survient généralement chez les
antibiotiques glycosylés (Cundliffe, 1992; Hernandez et al., 1993; Jenkins et Cundliffe, 1991;
Quirés et al., 1998; Vilches et al., 1992). Des études supplémentaires doivent étre effectuées
pour déterminer la fonction précise et les substrats de la glycosyle transférase. Un mécanisme
de résistance par transglycosylation serait inédit & la geldanamycine puisqu’il n’a pas été
rapporté pour la rifamycine, un autre antibiotique du sous-groupe des ansamycines (August

et al., 1998).

Un autre résultat expérimental vient supporter 1’idée selon laquelle la séquence génétique
isolée chez EF-76 est impliquée dans la biosynthése de la geldanamycine. Le mutant FP-60
qui a été obtenu par fusion de protoplastes intraspécifique de la souche EF-76 et qui est

incapable de produire la geldanamycine a subi des réarrangements génétiques de la région
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PKS identifiée. De plus, elle porte une délétion qui s’étend au gene codant pour la glycosyle

transférase ce qui pourrait étre relié a sa perte de résistance envers la geldanamycine.

Le fragment d’ADN de 40 kb isolé chez S. melanosporofaciens EF-76 servira maintenant de
point de départ a I’obtention de la totalité du locus. L’obtention du locus entier permettra de
confirmer le role de cette région génétique dans la biosynthése de la geldanamycine. De plus,
il fournira des outils moléculaires (fragments spécifiques d’ADN pour des expériences de
rupture génique) qui permettront d’élucider le rdle de ’antibiose et de la production de

geldanamycine dans la lutte biologique contre différents agents pathogénes.

Des résultats préliminaires ont démontré que la souche EF-76 est un agent prometteur de
lutte biologique. Elle possédait la capacité de protéger les plants de framboisier contre le P.
fragariae var. rubi en produisant des glucanases qui hydrolysaient les parois cellulaires du
champignon et étaient capables d’inhiber sa croissance par la production de geldanamycine
(Valois et al., 1996; Toussaint et al., 1997). Les deux mécanismes d’antagonisme identifiés
chez la souche étaient certainement corrélés a son effet phytoprotecteur, le deuxiéme objectif
du projet était d’obtenir des mutants altérés dans la production de geldanamycine, de les
caractériser et de déterminer ’implication de la geldanamycine dans I’antagonisme envers
différents microorganismes et dans la lutte biologique contre ’agent phytopathogeéne S.
scabies. La fusion de protoplastes intraspécifique de la souche sauvage s’est avérée étre une
technique efficace permettant d’obtenir des recombinants phénotypiquement stables. Apres le
criblage des recombinants pour les phénotypes recherchés, deux souches mutantes ont été
étudiées davantage: FP-54 dont le pouvoir inhibiteur envers les souches B. cereus, S. scabies,
et P. fragariae var. rubi était augmenté in vitro, et FP-60 qui ne possédait plus aucun effet

inhibiteur envers les mémes microorganismes. FP-54 et FP-60 avaient néanmoins conservé
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leur caractére prototrophe et leurs actvités enzymatiques glucanolytiques. L’effet antagoniste
amplifié de la souche FP-54 in vitro pourrait étre attribué a I’effet toxique cumulatif des
nouveaux métabolites secondaires qu’elle produit. Par contre, I’effet antagoniste annulé de la
souche FP-60, pourrait étre dii a sa déficience dans la production de geldanamycine. Les
sondes d’ADN obtenues & partir des séquences d’ADN impliquées dans la biosynthése d’un
polycétide de type I, n’ont pas permis de détecter des délétions majeures dans les génes de
biosynthése chez FP-54. Les réarrangements génétiques survenus chez cette souche auraient
néanmoins pu étre mis en évidence par la technique de I’électrophorése a champ pulsé, qui
aurait permis de mieux séparer les gros fragments d’ADN. Des études supplémentaires sont
requises pour identifier les modifications génétiques qui sont survenues lors de la fusion de
protoplastes.

Lors des essais effectués en serre et en champ, contre S. scabies, FP-60 n’était pas apte a
protéger la pomme de terre contre la gale commune et augmentait méme le pouvoir
pathogéne de S. scabies, ce qui suggére 1’existence d’une communication biochimique entre
FP-60 et S. scabies. La communication entre deux genres microbiens différents a été mise en
évidence par Fedi et al. (1997). Dans leurs travaux, les auteurs ont démontré que le
champignon phytopathogéne Pythium ultimum réprimait 1’expression de genes chez
Pseudomonas fluorescens F113 et altérait sa capacité a coloniser la rhizosphére. Nos résultats
préliminaires suggérent aussi une communication interspécifique entre FP-60 et S. scabies.
En effet, FP-60 produirait un métabolite extracellulaire qui éliciterait la production de
thaxtomine chez la souche pathogéne. Si ce signal de communication est produit chez la
souche sauvage EF-76, son action serait masquée par la production de geldanamycine qui
inhibe la croissance de ’agent pathogéne. Il apparait donc que I’antibiose due a la production
de geldanamycine est une propriété essentielle au pouvoir antagoniste de la souche EF-76
envers les agents pathogénes responsables de la gale commune. L’antibiose est d’autant plus
importante dans le cas de la gale commune que la production par la souche EF-76 de B-
glucanases qui s’avérent capables de lyser la paroi glucanique des champignons pathogénes
tels les oomycétes, n’a pas d’effet sur les parois bactériennes. Par contre, la souche FP-54 qui

montrait une habileté plus élevée & 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 incontrdlables peuvent en effet atténuer les résultats parfois spectaculaires obtenus in
vitro. Il peut s’agir de la biodiversité microbienne du sol et des conditions environnementales
(Jones et Namac, 1996; Knudsen et al., 1997), par exemple. Mais en premier lieu, une
affinité rhizosphérique adéquate de I’agent de lutte biologique est primordiale pour contrer
les maladies racinaires des végétaux. Elle est variable selon les espéces de microorganismes
antagonistes (Miller et al., 1990) et dépend de facteurs aussi divers que le stade de croissance
de la plante, son espéce, son cultivar et le 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 Kinkel, 1997).
En ce qui concerne le cas particulier des microorganismes antagonistes modifié€s
génétiquement, leur croissance pourrait étre affectée négativement par les mutations induites,
ayant pour conséquence des résultats mitigés lors des essais en champ (Mukherjee et al.,
1999). Carroll et al. (1995) ont néanmoins démontré qu'une rupture génique au transposon
dans les génes de biosynthése du métabolite secondaire 2,4-diacétylphloroglucinol, produit
par la souche P. fluorescens F113 n’avait pas d’effet néfaste sur sa survie dans la rhizosphére

de la bettrave sucriére.

Les résultats obtenus ont montré que la fusion de protoplastes est une méthode performante
pour modifier les caractéristiques antagonistes d un Streptomyces. Cette méthode possede en
plus D’avantage de n’utiliser aucun marqueur génétique, comme la résistance a un
antibiotique, qui pourrait &tre propagé dans 1’environnement. La fusion de protoplastes intra
comme interspécifique permet également de générer de nouvelles molécules bioactives par la
modification des génes de biosynthése ou la dérépression de genes silencieux (Fujimoto et
al., 1990; Xiuefen et Qi, 1989; Yamashita et al., 1985). Dans une perspective de lutte
intégrée impliquant 1’utilisation conjointe d’un biofongicide et d’un fongicide chimique, la
tolérance au fongicide chimique devrait étre un critére additionnel lors du criblage de

souches antagonistes amélioréres (Mukherjee et al., 1999).
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CONCLUSION GENERALE

Une portion du génome de la souche S. melanosporofaciens EF-76 appartenant
vraisemblablement au locus de biosynthése de la geldanamycine a été isolée. Elle comprend
en amont de la section codant pour une polycétide synthase de type I, une glycosyle
transférase responsable de la résistance a la geldanamycine. De plus, la portion d’ADN isolée
chez EF-76 a subi des délétions majeures chez une souche recombinante qui ne produit plus
de geldanamycine et qui est en plus, devenue sensible a I’antibiotique. Il y a donc une

corrélation entre les génes délétés chez la souche mutante et le phénotype observé.

Les résultats obtenus suggeérent que I’antibiose et en particulier la production de
geldanamycine chez EF-76 est une propriété essentielle a I’efficacité de la souche en lutte
biologique, c’est a dire & sa capacité a réduire de fagon significative les symptomes causés
par ’agent phytopathogéne chez la plante. En effet, la souche recombinante FP-60 déficiente
dans la production de geldanamycine, était inapte a protéger la pomme de terre contre la gale
commune, mais pire, augmentait le pouvoir pathogene de la souche S. scabies EF-35. Les
interactions entre le espéces microbiennes dans I’environnement étant complexes, il est donc

important de bien les comprendre afin de développer des biopesticides efficaces en champ.

La fusion de protoplastes intraspécifique s’avére étre une méthode avantageuse dans une
perspective d’amélioration des Streptomyces utiles en lutte biologique, dans la mesure ou elle
n’implique pas la propagation de marqueurs génétiques dans 1’environnement. Elle permet
d’obtenir des recombinants phénotypiquement stables et prototrophes et elle permet de
générer des phénotypes complexes dont ceux désirés seront retenus aprés un criblage

adéquat.
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D’aprés les résultats obtenus au cours de ce projet, la fusion de protoplastes intraspécifique
est également une méthode puissante pour générer de nouvelles molécules bioactives, dont
certaines peuvent étre plus toxiques que celle produite par la souche sauvage. De plus, la
stabilité des modifications génomiques survenues induit la constance des molécules extraites
du surnageant de culture bactérienne, ce qui représente un avantage appréciable en vue de la
caractérisation chimique de ces nouvelles molécules. Enfin, les séquences génétiques isolées,
impliquées dans la biosynthése de la geldanamycine pourront aussi fournir des outils
moléculaires en vue du suivi du phénotype et de la survie des souches dans la rhizosphére des

plants au cours du temps.

De nouvelles perspectives de travail s’offrent & nous suite & la réalisation de ce travail: (i)
I’isolement de la totalité¢ du locus de biosynthése de la geldanamycine chez EF-76 par la
technique de “marche sur le chromosome”, (ii) la caractérisation chimique des nouveaux
métabolites secondaires produits par la souche FP-54 ainsi que 1’évaluation de leur pouvoir
antimicrobien et antitumoral, (iii) 1’utilisation de la fusion de protoplastes intra et
interspécifique tant pour améliorer les performances des souches utiles en lutte biologique
que pour générer des nouveaux antibiotiques ou des antibiotiques hybrides, et enfin, (iv)
I’amorce 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 actinomycétes du sol.
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