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Résumé

L’activité antimicrobienne, 1’effet phytostimulateur et les modes d’action des
rhizobactéries isolées a partir de trois Fabacées endémiques d’Algérie (Omnonis
angustissima, Astragalus gombo et Calobota saharae) ont été évalués. L’identification
phénotypique et génotypique des isolats a fortes activité antimicrobienne, a mis en
évidence les souches Brevibacillus brevis GM100, Bacillus clausii GM17, Streptomyces
sp. 21, 2A26, 1B10 et 2C34. La sensibilit¢ des extraits purifiés a activité
antimicrobienne des souches productrices des bactériocines B. brevis GM100, B. clausii
GM17 aux différentes protéases démontre leurs natures protéiques. En plus, les analyses
par MALDI-TOF/MS, ont démontré que les deux bactériocines Bac-GM100 et Bac-
GM17, sont des protéines monomériques de poids moléculaire de 4375,66 Da et
5158,11 Da, respectivement. Ces deux bactériocines sont thermostables, actives dans un
pH de 3 a 10 et présentent un large spectre d’activité antimicrobienne. Les quatre
Streptomyces sp., solubilisent le phosphate et produisent les enzymes extracellulaires
qui dégradent la paroi des cellules fongiques (chitinase et protéase), ainsi qu’une
production marquée de 1’acide-f-indolacétique (AIA). Les résultats du test /n vivo, ont
révélés que les quatre souches de Streptomyces sp. stimulent de maniére significative la
croissance et réduisent I’indice de maladie causée par Fusarium oxysporium chez le pois
chiches (Cicer arietinum L.). Ces résultats indiquent que les souches de Streptomyces
sp., Brevibacillus brevis GMI100 et Bacillus clausii GM17 isolées a partir de
rhizosphere d’Ononis angustissima pourrait €tre une source intéressante de substances

bioactives a fort potentiels en lutte biologique.

Mots clés: Brevibacillus brevis, Bacillus clausii, Streptomyces sp., Bactériocine, lutte
biologique



Abstract

The antimicrobial activity, phytostimulating effect and mechanism of action of
rhizobacteria isolated from three endemic legumes in Algeria (Ononis angustissima,
Astragalus gombo and Calobota saharae) were evaluated. Phenotypic and genotypic
identification of isolates with high antimicrobial activity revealed the strains
Brevibacillus brevis GM100, Bacillus clausii GM17, Streptomyces sp. 21, 2A26, 1B10
and 2C34. The sensitivity of the antimicrobial purified extracts from a bacteriocin-
producing strains B. brevis GM100 and B. clausii GM17 in the presence of different
proteases demonstrate their proteinaceous nature. Furthermore, analyses by MALDI-
TOF/MS, demonstrated that both bacteriocins Bac-GM100 and Bac-GM17, are
monomeric proteins with molecular weight of 4375,66 Da and 5158,11 Da,
respectively. These two bacteriocins are thermostable, active in pH range from 3 to 10
and have a large specter of activity. The four Streptomyces sp., solubilize phosphate and
produce extracellular fungal cell-wall degrading enzymes chitinase and protease, as well
as a marked production of acid-B-indoleacetic (AIA).The In vivo results have revealed
that the four strains of Streptomyces sp. significantly stimulate growth and reduce the
disease incidence caused by Fusarium oxysporium in chickpea (Cicer arietinum L.).
These results indicate that the strains of Streptomyces sp., Brevibacillus brevis GM100
and Bacillus clausii GM17 isolated from rhizosphere of Ononis angustissima could be

an interesting source of bioactive substances with a high potential for biological control.

Keywords: Brevibacillus brevis, Bacillus clausii, Streptomyces sp., Bacteriocin,

Biocontrol.



udla

il Gt e ol A A el am Adla W) YD @l
dika gie bl g8y A A hal) Askaiall L S (e e sanal 8l AGy Hha 5 i)
(Calobota saharae s Astragalus gombo , Ononis angustissima) )1 4
e doke g Akl G U Sl 5 g el o AN Ll
J &Y% w5 Bacillus clausii GM17 , Brevibacillus brevis GM100 <Y
Ly (e citiall paliivdl 5 ol 2C34 5 1B10 ,2A26 ,21 Streptomyces sp.
Bacillus clausii s Brevibacillus brevis GM100 ¢ sz Sl Aaiiall Bl g 5
iy Gl () ALYL A g ) legiands iy Gl 5 5l Allaall ey 53V alisa GM17
o—sise oo 3obe Gpws WU s o) MALDI-TOF/MS 4wl s Jdadl)
Bac- ) il o5y 5158.11 5 0silla 4375.66 = ¥ o O)s— (—ifig
oAl daodl Gl O g S cpda el sl e Bac-GMI17 5 GMI100
Y o s padl dlaill aal 5 (520 510 (A 3 (0 dadasan da 3 e A Ll | dxdli
Db 5 JlisS Gley 3V 2l i sdll Qs e 3,080 Strepromyces sp— @Y
Ol S 5 e 4paSy cllal) J 520l Gaea (50 8 1S 5 Hhadll (g lal) Hlaall dakaaall
iy galll i W Strepromyces sp. Ax ¥ YL Al bl 8 LEsY)
va—s— 1 Fusarium oxysporium o 3wl Gl paY) jise o uS JS&
Brevibacillus ,Streptomyces sp. <Yl o)) &5l 034 135 (Cicer arietinum L.)
Ononis 2 4,3 4l e 4 5 3al) Bacillus clausii GM17 s brevis GM100
AadlSall ddle <l 5a8 ld L sl g Adadill ) sall 0l s 0585 O Say angustissima
Ao sl sl

Brevibacillus brevis, Bacillus clausii, Streptomyces sp. :4zalidall cilalsl)
A o gl A8l s 9 Sy,



Remerciements

Jexprime mes profonds remerciements et les plus sinceres a mon
directeur de thése Monsieur le Professeur HARZALLAH Daoud pour
m’avoir donné la possibilit¢ de réaliser ce travail ainsi que pour son
encadrement et ses conseils.

Je remercie les membres du jury qui ont bien voulu consacrer une
partie de leur temps a ma these

Je remercie Monsieur LAOUER HOCINE Professeur Université
Ferhat Abbas Sétif 1 qui a accepté de présider ce jury, qu’il trouve ici
I’expression de ma profonde reconnaissance.

Je remerciec Monsicur KACEM CHAOUCHE NOREDDINE,
Professeur a I’Université de Constantine 1 qui a accepté de juger ce travail
de thése en qualité d’examinateur

J’adresse également mes remerciements a Monsieur BAHLOULI
Faycal, Professeur a 1’Universit¢ de M’sila, qui a accepté de juger ce
travail de thése en qualité d’examinateur.

Je tiens a remercier Messieurs, BELHADJ Hani, JAOUADI
Bassem, TOMASZ Stepkowski et JOSE E. Gonzalez-Pastor

Merci a tous mes amis Djaidja Ahmed, BENDERRADJI Laid,
KELLOU Kamel, BOUAZZA Lyas, BAAZIZ Karim, CHAHREDINE
Sadek, MEDJKAL Samir.

Merci a tous.



Deédicace

A ma mere, mon pere et mes freres

A ma petite famille, Sabah et mon fils Amdjed



Table des matieres

INEEOAUCTION ... e s e 1

Chapitre I : Synthése bibliographique

L1 RIIZOSPRETE ...t 5
I.1.1. Facteurs influencgant la structure des communautés microbiennes de la
TRIZOSPRIECTEC ...ttt 5
L.1.1.1. Facteurs abiotiQUES .........cccovrueveiieieiieieieiicicie et 8
L.1.1.2. Facteurs DIOtIQUES ..........ocouiueuriiieiieiei e 9
I.2. Méthodes de lutte contre les agents phytopathogénes................................ 10
L.2.1. Lutte ChIMIQUE........coiiiiiii e 10
L.2.2. LUt GENEHIQUE.....cvviieieieeieiee ettt 13
1.2.3. Pratiques agronOmMIQUES ............ccceeuriieieriereieiiseeriesessesseeese et ssesesesesssees 14
L.2.4. Lutte BIOIOZIQUE .....ooieiiii e 16
I.3. Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (Plant
grwoth promoting rhizobacteria (PGPR)) ............ccoooiiiiiiiii 17
I.3.1. Contrdle biologique par les PGPR ..o 18
Lo 3.1 00 ADEIDIOSE ..o 19
I. 3.1. 2. Production des SIdErophores .............ccevevieieiucveiciiceeeecee e 20
I. 3.1. 3. Induction de la résistance SyStemIquE .............ccocourierrireeirieieiierieeeeene 22
I. 3.1.4. Compétition pour 1’espace et les nutriments dans la rhizosphére............ 25
L 3.1, 5. ParaSitiSIe..........c.ovoveiniieiiieieiicieei e 26
1.3.2. Stimulation de la croissance par les PGPR ...........c.cccooooviiiiiiiie 27
I. 3.2.1. Synthése des phytohOrmONEes............cccveviivicieiciiceeee e 27
I. 3.2.2. Fixation biologique de 1’aZote ...........cccoeviireieieiiceeeecee e 29
I. 3.2.3. Solubilisation et minéralisation des phosphates organiques et
TNOTZANTUES ...ttt 30
I.4. Actinomycétes comme des agents de lutte biologique ................................. 31
I.5. Bactériocines comme des agents antimicrobiens...................c.cccccoovrennnnn. 35

i



L.5.1. DEINItION AES DACTETIOCIIIES ...t e e ee et e e e e e eeaeeeeeeeeeae e 35

1.5.2. Classification des bacterioCINes ...........coeuiururiiueinieieiieireece e 35
I.5.3. Le mécanisme de production des bactériocines et sa régulation .................. 37
1.5.4. Les applications des bactérioCInes .............ocooveuevevriiiereereieiiieeeeseeeeee s 37
1.5.4.1 Les applications des bactériocines dans I’industrie alimentaire................. 37
1.5.4.2. L'application des bactériocines dans le domaine médical et

PRATMNACEULIQUE ...ttt 40
1.5.4.3. L'application des bactériocines dans le domaine de la médecine

VEEETINAITE ...ttt neees 42
1.5.4.4. L'application des bactériocines dans le domaine agricole .......................... 43
I.5.5. Combinaison des bactériocines avec d'autres agents.............ccccvvevveerrerennnen. 44

Chapitre II : Matériel et méthodes

II. 1. Zone d’étude et matériels vegétal....................cocooiiiiiiniee 45

I1.2. Caractérisation des Actinomycétes de la rhizosphere de trois
Fabacées (Ononis angustissima Lam., Calobota saharae Coss. & Dur. et

Astragalus gombo Cos. & DUT.) ............cccooiiiiiie s 46
I1.2.1. Isolement des ACHINOMYCELES .........cooevevereiiriirieieiiieeieee e 46
I1.2.2. Conservation des isolats d’ ACtINOMYCELES..........covvruererriiireereiiieeieeaes 47
I1.2.3. Antagonisme /n Vitro des isolats d’ Actinomycetes...........cccooevvvieerrerennnee. 47
I1.2.4. Activités chitinolytique des isolats d’actinomycetes de la rhizosphere

d’Ononis angustisSTMA LA, ..........ccocoeeviriieeieeicceee s 43
I1.2.5. Hydrolyse de la caséine (production des prot€ases)..........ccceoevvvvireererernnnne. 48
I1.2.6. Test de solubilisation de phoSphore..............coovevevviiiieeeccee 48
I1.2.7. Production de L’acide-B-indolacétique (ALA).......ccoeveviviiieeiccee 49
I1.2.8. Identification des souches de Streptomyces ..............cccooeveceeeeeeececreerennn. 49
I1.2.8.1. Identification phénotypique des isolats d’actinomycetes........................ 49
I1.2.8.1.1. Morphologie des mycéliums (aériens et de substrats).............ccccvueee. 49
I1.2.8.1.2. Pigment de mElanoide ............cccoovieiieieiieirieeeece e 50
I1.2.8.1.3. Test de Catalase.........cccoiueiiiiriieiee e 50
I1.2.8.1.4. Test A’ OXYAASE.......coeuiieiiiiceeieiecee e 50
I1.2.8.1.5. Analyse chimique des constituants cellulaires ..............cccccoevriirrrerennnne. 50

ii



I1.2.8.1.6. Identification biochimique des Streptomyces ............ccooeevervieenerennnne. 51

I1.2.8.1.7. Influence de la tempeérature...........cccccoevivreveieiiieeeeeee e 51
I1.2.8.1.8. Tolérance des Streptomyces au NaCl.............cccoovvevivinniinnienien, 51
11.2.8.1.9. Effet de pH sur la croissance des Streptomyces ............cccouvvivrenrncnnee. 51
I1.2.8.1.10. Résistance des souches de Strepfomyces aux antibiotiques................ 51
I1.2.8.2. Identification moléculaire des isolats d’actinomycetes...........c..ccceveeene. 52
I1.2.8.2.1. Extraction de PADN ......cccooiiiee e 52
I1.2.8.2.2. Controle et purification de I’ADN eXtrait...........cccoooverrierrierersirerrennn. 52
11.2.8.2.3. Amplification du géne d’ARNTr 16S des Streptomyces sp. .................. 52
11.2.8.2.4. Electrophorese sur gel d’agarose .........ccoeevvveveiieiriieeeieeieeeee e 53
TL.2.8.2.5. ClONAZE........coeieiiieieieieieeee ettt 53
TL.2.8.2.6. SEQUENCAZE ..ottt 54
11.2.8.2.7. Analyses phylogénétiqUEs ..........ccoeriruriiieirieieiieeee e 54
I1.2.9. Essai de lutte biologIqUE .........cocoeiiieieiieiiceee e 55
I1.2.10. Calcul de I’incidence la maladie............cccoovieriieininnecee 55
I1.3. Identification des Bacillus spp et caractérisation des bactériocines ......56
I1.3.1. Souches bactériennes et conditions de Croissance...............cccooeevirueirenenne. 56
I1.3.2. Recherche de la production des bactériocines...........c.cooceevieeriiverrieieineennn. 57
I1.3.3. Identification des souches de Bacillus..............ccccooennieniivnienininnen, 58
I1.3.3.1. Identification morphologique des isolats GM100 et GM17..................... 58
I1.3.3.2. Identification biochimique des isolats GM100 et GM17.......................... 58
I1.3.3.3. Caractérisation moléculaire des isolats GM100 et GM17 ........................ 58
I1.3.3.4. Séquengage de I'ADN et les analyses phylogénétiques des isolats GM100 et

[ 11 8 OSSR 59
I1.3.4. Caractérisation de la nature des agents inhibiteurs produits par des

1S01ats GMIT00 €t GM17 ... 59
I1.3.5. Etapes de purification de Bac-GM100 et de Bac-GM7 .............ccccoeunue. 60
I1.3.5.1. Précipitation au sulfate d’ammonium, dialyse et traitement

thermique de Bac-GM100 et de Bac-GM7 ..o 60
I1.3.5.2. Purification de Bac-GM100 et de Bac-GM7 par chromatographie

SEPhAAEX G735 ..o 60

iii



I1.3.5.3. Purification de Bac-GM100 et de Bac-GM7 par = chromatographie
EChANZEUSE A'TOMS......oviieiecicicie et 61

I1.3.6. Caractérisation moléculaire des bactériocines GM100 et GM17................ 61
I1.3.6.1. Dosage de D’extrait protéique par la méthode de Bradford................61
I1.3.6.2. Dosage de Bac-GM100 et de Bac-GM7 par ¢électrophorése SDS

PAGE ... 62
I1.3.6.3. Masse moléculaire des bactériocines par Spectrométrie de masse
(MALDISTOF) ot 62
I1.3.6.4. Détermination des séquences N-terminaux des bactériocines par la
méthode de Dégradation d’Edman ..............ccoccooevviieioiiciccccce e, 63
I1.3.7. Sensibilités des bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17 au pH................ 63
I1.3.8. Stabilités thermiques de bac-GM100 et de GM17 ........ccccoviviievirninne. 63
I1.3.9. Effet des surfactants et des solvants organiques sur la stabilité de
’activité biologique de Bac-GM100 et de Bac-GM17 .........cocoviiviieiniiies 63
I1.3.10. Effets des protéases sur la stabilit¢ des bactériocines GM100 et
G oo 64
I1.3.11. Spectre d’inhibition de Bac-GM100 et de Bac-GM17 ..........ccccccoovueunene. 64
I1.3.12. Mode d’action de Bac-GM100 et Bac-GM17........cccoooivvirvieninene, 64
I1.3.13. Phytotoxicité de Bac-GM100 et Bac-GM17 sur la tomate et le melon..64
I1.4. ANalySes StatIStIQUES.........cccoeieiriiiieieiiiceieie et 65
I1.5. Numéro d'accession de nucléotides ..., 65

Chapitre III : Résultats et discussion

III. 1. Actinomycétes isolées de la rhizosphére d’Ononis angustissima,

Astragalus gombo et Calobota saharea.............................cccceeuveveeeeccreeaeaaannnnnn. 66
I1I. 1.1. Densité des actinomycétes dans les sols rhizosphériques.................... 67
III. 1.2. Activit¢ antimicrobienne des actinomycetes isolés a partir des
Fabacées endémique d’AIZEIIe .......ooevviieeiiieeeiieeee e 69
IT1.1.3. Activité enzymatiques des actinomycetes isolés de la rhizosphére ....... 71
ITI.1.4. Activité antimicrobienne des quatre souches de Streptomyces sp.
(2A26, 1B10, 2C34 € 21) couieieeieeeeieeeeese ettt 74
III.1.5. Production de [D’acide-B-indolacétique (AIA) par les souches de
STPEPIOMYCES ..vveeeieeee ettt ee e et e e s e e e e s e aeee e s esssaeeeesesssaaeeeennns 77



I11.1.6. Identification et phylogénie moléculaire des isolats d’actinomycetes... 78

IT1.1.6.1. Caractérisation phénotyPIqUES .......c.ceevueeerireeniieniieeiieeniieenreesveeneens 78
I11.1.6.1.1. Caracteres morphologIqUES .........cccveeevuieeeeiiieeeiie e 79
IT1.1.6.1.2. Caracteres CUltUTAUX .......cceeeeeuiieeiiiieeciiee et ee e e e e e 79
I11.1.6.1.3. Caracteres physiologiques et biochimiques ..........cccccveeeevieeeneneennee. 82
I11.1.6.2. Caractérisations ZENOLYPIQUES ......cccveeervreerreerreeeieeereeesereessreesseesseens 84
IT1.1.7. Réduction de I’indice de maladie par les Streptomyces ......................... 86
II1.1.8. Effet des Streptomyces sp. sur la germination des graines de pois
chiche (Cicer arientinum L.) ........cccccoeeevevieiiieiiiiieeeeecieee e, 87
III.1.9. Effets des Streptomyces sur la croissance de pois chiche (Cicer
arientinum L.) et la protection des plants contre Fusarium oxysporum ............. 89
I11.2. Identification morphologique et activité antibactérienne de Bacillus
spp isolées a partir de 1a rhizosphere ... 96
I11.2.1. Caractéristiques morphologiques des isolats de Bacillus spp........c.......... 96
IT1.2.2. Sélection des 150lats aCtifS ..........cccooiiviveioiiiiciceccee e 97
II1.3. Purification et caractérisation biochimique des bactériocines
produites par Brevibacillus brevis GM100 et Bacillus clausii GM17 .............. 98
I11.3.1. Identification des isolats GM100 et GM17.........ccocovevevviviiieieecee 98
II1.3.1.1. Caractéristiques phénotypiques des isolats GM100 et GM17 ............... 99
I11.3.1.2. Identification moléculaire des isolats GM100 et GM17........................ 100
IT1.3.2. Effets des enzymes sur l'activité antimicrobienne des extraits des
souches GMI100 €t GIMT7 ..o 103
IT1.3.3. Effets des détergents et des solvants organiques sur l'activité
antimicrobienne des extraits des souches GM100 et GM17..........c.cocoeveiviirnnnnne, 104
I11.3.4. Etapes de purification et masse moléculaire des bactériocines des
SOUChes GM100 €t GIM17 ... 104
I11.3.4.1. Etape de purification de la bactériocine GM100..............ccocoovierrinrnnnne. 104
I11.3.4.2. Etape de purification de la bactériocine Bac-GM17..............cccco.......... 106
IT1.3.5. Détermination de la masse moléculaire de Bac-GM100 .......................... 108
IT1.3.6. Détermination de la masse moléculaire de Bac-GM17............................. 110

ITL.3.7. Séquencgage des N-terminaux des bactériocines purifiées Bac- GM100
€ BAC-GIMILT ...t 111

IT1.3.7.1. Séquence N-terminale de la bactériocines purifiée Bac-GM100......... 111

v



I11.3.7.2. Séquence N-terminale de la bactériocines purifiée Bac-GM17 ......... 112

IT1.3.8. Spectre d'inhibition de Bac-GM100 et Bac-GM17 .........cccccooviviririnnnne. 112
I11.3.9. Mode d'action de Bac-GMI100.............cccccoooiiiriiiieiiieeeecceee e 115
I11.3.10. Propriétés biochimiques des bactériocines purifices Bac-GM100 et
BaAC-GMIT ..ottt 118
I11.3.10.1. Effet des traitements thermiques sur 1’activité antimicrobienne de
Bac-GM100 et de Bac-GM17... ..o 118
I11.3.10.2. Effet des détergents, des solvants organiques et des protéases sur la
stabilit¢ de Bac-GM100 et de Bac-GM17 pures.........c.cccoevveeeeniriienereieeenenes 120
I11.3.10.3. Effet de pH sur Pactivité des bactériocines Bac- GM100 et Bac-
G et s 121
IT1.3.11. Phytotoxicit¢ de Bac-GM100 et Bac-GM17 sur la tomate et le
MNELON.. .ot 122
Conclusion et PerSPeCtiVES ... 127
REFEIEMCES .........oooooo e 131

vi



Liste des Figures

Figure 1. Les interactions dans l1a thizoSphere............ccoeeueueueuereieieieieieieeeeeeeeeeeeee s 6
Figure 2. Facteurs écologiques influengant le processus d’exsudation racinaire et par
conséquent, la colonisation de la rhizosphére par les rhizobactéries du sol...........ccccveeeeveenneen. 7
Figure 3. Pourcentage d’utilisation de pesticides en fonction de la répartition
10 Tea 21 o) 11 e L[ PR SRR 11
Figure 4. llustration schématique des importants mécanismes connus pour la promotion

de la croissance et la protection des plantes par les PGPR (Plant grwoth promoting

188V Z0] o 1o 1<) o T ) USRS 18
Figure 5. Des exemples représentatifs de sidérophores microbiens et phytosiderophores

avec la constante de stabilité de chaque type. .......cocoueeiiiiiiiiieiiiee e 21
Figure 6. La résistance systémique induite chez les plantes par des rhizobactéries.............. 23
Figure 7. Model montre Iactivation de la résistance induite (RI) par les microorganismes

DENGTIGUES ...ttt et e b e et e e b e e bt e et e e tbeebeeenaeenbaennaeenseenneas 25
Figure 8. Cycle de développement de Streptomyces sur milieu solide...........c.cocervrereeurunnnee. 32
Figure 9. Les métabolites secondaires représentatifs chez les espéces de Streptomyces......34

Figure 10. Photographe d’un fromage fabriqué a partir de lait de brebis et inoculées par
Clostridium beijerinckii INIA 63 (apres 60 jours) et (A) Lactococcus lactis subsp. lactis
INIA 415-2 (mutant non producteur bactériocine) ou (B) L. lactis subsp. lactis INIA 415
(producteur de bactériocine), aprés une incubation a 25 °C pendant 15 jours.........ccccceenneene. 39
Figure 11. Mécanismes par lesquels la production de bactériocines pourrait contribuer

au fonctionnement des ProbIOtIGUES .......cccueeeriieeiiieeiie et et eire e e e eree e eesereeseneee e 42
Figure 12. Sites de prélévement des sols rhizosphériques de trois Fabacées (Ononis
angustissima Lam., Calobota saharae Coss. & Durieu. et Astragalus gombo Cos. & Dur.) ..45
Figure 13. Photos montrent les trois Fabacées endémiques d’Algérie: (A) Ononis
angustissima Lam., (B) Astragalus gombo Cos. & Dur. et (C) Calobota saharae Coss. &
1 TSRS 46
Figure 14. Carte de restriction des plasmides pGM21-16S, pPGM2A26-16S pGM1B10-
L16S €t PGM2C34-16S ...ttt ettt sttt e st et e e sseebeenteeneees 54

vii



Figure 15. Couleurs et formes des colonies de quelques Actinomycétes isolées a partir
de la rhizosphere de Calobota saharae, Astragalus gombo et Ononis angustissima............... 66
Figure 16. Densité des actinomycétes (Logio UFC/g) de sol rhizosphérique d’Ononis
angustissima, Astragalus gombo et Calobota Sahareaq. .................ccoueeeueeeceeeeceeescreeeeireeennn, 68
Figure 17. Production de I’acide-B-indolacétique (AIA) par les quatre Streptomyces sp.
1B10, 21, 2C34 €t 2A26 (LI ™) .o 78
Figure 18. Arbre phylogénétique basé sur ’analyse des séquences du géne codant pour
I’ARNr 16S, montrant la relation entre les souches de Streptomyces sp. antagonistes et les
souches types des especes les plus proches du genre Streptomyces, obtenu par la méthode
NEIGhDOT-JOINING. ....eviiiiiiieciee e et e e rte e et e e e tteeetaeessseeessseeessseeessseeensseeans 85
Figure 19. Effet de quatre souches de Streptomyces sp. sur la réduction de I’incidence
de maladie (%) causée par Fusarium oxysporum sur le pois chiche (Cicer arientinum L.).. ..86
Figure 20. Effet des Streptomyces sp. (21, 2A26, 1B10 et 2C34) sur le taux de

germination des graines de pois chiche (%) lorsque elles sont confrontées a 1’agent

pathogene Fusarium oxySporum (F.0.) ... ..ottt 88
Figure 21. Effet des Streptomyces sp. (21, 2A26, 1B10 et 2C34) sur le poids frais (g)

des racines des plants de pois chiche lorsque ils sont confrontés a 1’agent pathogéne

Fusarium oxySporum (F.0.).... oottt 90
Figure 22. Effet des Streptomyces sp. (21, 2A26, 1B10 et 2C34) sur le poids frais (g)

de la partie aérienne des plants de pois chiche lorsque ils sont confrontés a I’agent

pathogeéne Fusarium oxySporum (F.0.) ... cccvioiiioiieeieeeeeee et 92
Figure 23. Effet des Streptomyces sp. (21, 2A26, 1B10 et 2C34) sur la longueur des

racines (cm) des plants de pois chiche lorsque ils sont confrontés a 1’agent pathogéne

Fusarium oxySporum (F.0.) ... coocuie ottt ettt sare e ssae e sbee e snbeesnnneeen 93
Figure 24. Effet des Streptomyces sp. (21, 2A26, 1B10 et 2C34) sur la taille du partie
aérienne (cm) des plants de pois chiche lorsque ils sont confrontés a 1’agent pathogene
Fusarium oxySporum (F.0.) ... coouee oottt ettt e e s aee e saee e nnbeeennaaeen 94
Figure 25. Distribution phylogénétique de I’isolat GM100, en utilisant les séquences du
gene 16S ARNr et la méthode «neighbor-joining» et le mode le a deux paramétres avec

rééchantillonnage de 1000 replicats de bOOtSIrap........cceevruveeeirieieiiieeeiie e 101

viii



Figure 26. Distribution phylogénétique de I’isolat GM17, en utilisant les séquences du

gene 16S ARNr et la méthode «neighbor-joining» et le mode le a deux paramétres avec

rééchantillonnage de 1000 replicats de DOOLSLIaP........ccvvieriieiiieriieiierie et 102
Figure 27. Fractions des élutions de Bac-GM100 par chromatographie échangeuse
d’ions avec colonne de FPLC Mono Q Sepharose...........cccoecveeeiieeciiieeiie e 105
Figure 28. Fractions des élutions de Bac-GM17 par chromatographie échangeuse
d’ions avec colonne de FPLC Mono Q Sepharose...........cccoecveeeiiieeiiieeeiie e 108

Figure 29. Electrophorése, zymogramme et masse moléculaire de Bac-GM100

Figure 31. Spectre de masse de la bactériocine Bac-GM17 par la technique MADI-
O 1Y R0 17 Yo 111
Figure 32. Effet de la bactériocine Bac-GM100 sur la croissance d’Agrobacterium
tumefaciens C58 (A) et Candida tropicalis R2 CIP203 (B)...ccooieiiiiiiienieeeeieeeeieeeeee 116
Figure 33. Effet de la bactériocine Bac-GM17 sur la croissance d’Agrobacterium
tumefaciens C58 (A) et Candida tropicalis R2 CIP203 (B)...ccooieiiiiiiienieeeeieeeeseeeee 117
Figure 34. Effet du pH sur I’activité anibactérienne relative (%) des bactériocines Bac-
GM100 et Bac-GM17 sur le germe cible 4. tumefaciens C58. ..........coccoveeviniinvincnicneenncns 121
Figure 35. Taux de germination chez la tomate et le melon dans I’eau distillée
(controle), I’hypochlorite de sodium (10%), et dans deux concentrations de Bac-GM100..123
Figure 36. Taux de germination chez la tomate et le melon dans I’eau distillée
(contrdle), I’hypochlorite de sodium (10%), et dans deux concentrations de Bac-GM17 ....124
Figure 37. Effet de la bactériocine GM100 pure (50 UA mL™" et 500 UA mL™),

hypochlorite de sodium (10%) sur les parametres de croissance ((A) poids frais et (B)

taille de la partie aérienne, (C) longueur des racines) de la tomate et du melon.................... 125
Figure 38. Effet de la bactériocine GM17 pure (50 UA mL™ et 500 UA mL™),

hypochlorite de sodium (10%) sur les parameétres de croissance ((A) poids frais et (B)

taille de la partie aérienne, (C) longueur des racines) de la tomate et du melon..................... 126

ix



Liste des Tableaux

Tableau 1. Exemples d’antibiotiques produits par le genre Streptomyces ..............o......... 33
Tableau 2. Ecologie des espéces végétales tudi€es ..........oovevivvereeireieveeeeeeeeeeeeeeeenenen, 45
Tableau 3. Les séquences des différents oligonucléotides utilisés pour les
amplifications des génes de I’ARNr 16S des souches d’actinomycetes ...........ccoeeveevueerveennnnns 52
Tableau 4. Activité antibactérienne, antifongique et antimicrobienne des

actinomycetes isolés a partir des rhizospheres d’Ononis angustissima, d’Astragalus

gombo et de Calobota SANATEa................ccoeecueeieeeciieeiieieeeie et 70
Tableau 5. Activités qualitatives de quelques enzymes des actinomycétes isolés a
partir de la rhizosphére des Fabacées €tudi€es ..........oovviiiiiiiiiiiiiiiiicciecce e 72
Tableau 6. Activité antimicrobienne des souches de Streptomyces sp. 21, 2A26, 1B10
B 23 et e e e e e e e e ee i ————aeaaeeeeaee———aaaaaeeeeaanttaaraaaaaeeaannns 76
Tableau 7. Caractéristiques culturales des quatre isolats de Streptomyces sp. 21,
2A26, IBIO €L 2C34 ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e attraraaaaaeeeann 80
Tableau 8. Caractéristiques phénotypiques des isolats de Streptomyces sp. 21, 2A26,
IBIO @E2C34 oot e e e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e traaaaeaaeeeeanarraes 81
Tableau 9. Profile enzymatique des isolats de Streptomyces sp. 21, 2A26, 1B10 et

Tableau 10. Assimilation des carbohydrates par les isolats de Streptomyces sp. 21,
2A26, IBI0O €L 2C34 ... et e e e e e araa e e eeanees 83
Tableau 11. Activit¢ antibactérienne des isolats de  Bacillus spp contre
Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Escherichia coli ATCC 8739 ......oovvcevevcveiniieeiens 98
Tableau 12. Utilisation de source de carbone par les isolats GM100 et GM17.................. 99

Tableau 13. Effet des protéases, température, détergents, et solvants organiques sur
’activité antimicrobienne résiduelle (%) du surnageant des souches GM100 et GM17 ....... 103
Tableau 14. Rendement des étapes de purification de la bactériocine GM100 de la
souche Brevibacillus brevis GMT00...........ccccviiiiiiiiiiiiieiiie ettt evee e ree e 106
Tableau 15. Rendement des étapes de purification de la bactériocine GM17 de la
souche Bacillus clausii GIMTT ........cooiiiiiiiiiieeeee ettt 107



Tableau 16. Activité antimicrobienne des bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17
pures exprimée en zone d’INhibition (MIM)..........eevvieeiiieeiieeeiee e e 113
Tableau 17. Effet des traitements thermiques, détergents, solvants organiques et

protéases sur 1’activité antimicrobienne résiduelle (%) des bactériocines Bac-GM100 et

Bac-GM17 produite par B. brevis GM100 et B. clausii GM17 respectivement .................... 119

xi



Liste des abreviations

ADN: Acide désoxyribonucléique

ARNTr: Acides Ribonucléiques Ribosomaux

ATCC: American Type Culture Collection

BSA : Bovine Serum Albumin

CFBP : Collection Frangaise des Bactéries Phytopathogénes, INRA (Angers, France)
CIP: Collection de I'Institut Pasteur

DAP: Acide Diaminopimélique

DMSO: Dimethyl Sulfoxide

DO: densité optique

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid

Hz: Hertz

ICARDA: International Center for Agricultural Research in the Dry Areas
INRA: Institut National de la Recherche Agronomique

IPTG: Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

ISP: International Streptomyces Project

kDa: Kilodalton

LB: Luria Bertani

MALDI-TOF/MS: Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation-Time-Of-Flight mass
spectrometry

NCBI: National Center for Biotechnology Information

PAGE: Polyacrylamide gel electrophoresis

Pb : paire de base

PCR: Polymerase Chain Reaction

PMSF: Phenylmethanesulphonylfluoride

RMN: Résonance Magnétique Nucléaire

SDS: Sodium Dodecyl Sulphate

TBE: Tris, Borate, EDTA

tpm: toures par minute

UA: Unité arbitraire

UFC: Unité Formant Colonies

X-gal: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside

xii



Introduction

La microflore de la rhizosphére des plantes joue un role essentiel sur le
développement des plantes. En effet, les microorganismes associés aux racines des
végétaux sont d’une importance fondamentale pour la nutrition et la stimulation de la
croissance des plantes, ainsi que la lutte contre les maladies phytopathogenes. Pour cette
raison, il y a eu un intérét considérable dans la caractérisation des communautés de la

rhizosphére des plantes.

La toxicité des pesticides de synthése chimique, leur faible durée de persistance
d’action sur les champignons phytopathogenes, ainsi que I’impact néfaste des résidus
sur ’environnement et la santé humaine rend ce moyen de lutte en recours obligé en
absence d’autres moyens de lutte efficaces. Cependant, la lutte biologique via
I’utilisation de rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria, PGPR) peut étre une alternative pour le contrdle de ces
champignons phytopathogenes. Les travaux récentes effectués par plusieurs chercheurs,
montrent que la recherche des sources de lutte biologiques contre les maladies des
plantes reste un objectif important pour des pratiques agricoles durables (Park et al.,

2012).

Les microorganismes issus de la rhizosphére ont attiré une attention considérable
ces dernicres années en raison de ses activités biologiques et principalement en raison
de ses capacités a produire de nouveaux composés bioactives a haute valeur
commerciale (Saurav et Kannabiran, 2012). Parmi les microorganismes présentant un
intérét biotechnologique, les actinomycetes occupent une place prépondérante (Sabaou
et al., 1998). Les actinomycetes représentent un groupe bien connu et treés diversifié de
bactéries Gram-positifs, aérobies et filamenteuses, appartenant a I'ordre
Actinomycetales. Ces bactéries sont I'une des composantes majeures des populations
microbiennes présentes dans le sol. Elles synthétisent de nombreux métabolites

secondaires biologiquement actifs, tels que des agents antimicrobiens.

Les bactéries appartenant au actinomycete comme le genre Streptomyces, sont
largement connus comme des microorganismes d'importance industrielle (Baltz, 2008;
Lopez et al., 2010; Atta et al., 2011; Ababutain et al., 2012). En effet, les Streptomyces
synthétisent, des antifongiques (Prapagdee et al., 2008; Kumar et a/., 2010; Valanarasu
etal., 2010; Li et al., 2011b), des anticancéreux (Anibou et al., 2008; Gu et Codd, 2012;
Jhaveri et al., 2012), des antioxydants (Anzai et al., 2008; Saurav et al., 2012), des
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insecticides (Gadelhak et al., 2005; Kekuda et al., 2010), des herbicides (Lee et al.,
2003), des hormones de croissance, des enzymes et d’autres composants d’intérét
agricole (Khamna et al., 2009a, b; Fialho de Oliveira et al., 2010; Zhao et al., 2011). La
recherche de nouveaux agents a haute activité biologiques n’est pas limité au domaine

médical, mais aussi s’étendre vers des applications agricoles.

Le genre Streptomyces a fait 1’objet de nombreuses recherches comme
antagoniste en vue d’une ¢éventuelle utilisation comme agent de contrdle biologique de
certaines maladies phytopathogénes. En effet, plusieurs especes de Streptomyces ont été
utilisés comme des agents de lutte biologique contre les champignons phytopathogenes
(Li et al., 2011b; Patil et al., 2011; Singh et Chhatpar, 2011; Gnanamangai et
Ponmurugan, 2012; Bubici et al., 2013). Parmi les agents de lutte biologique Tian et
Zheng, (2013), citent quelques produits commerciaux : Actinovate (Streptomyces
lydicus, souche WYEC108), Serenade MAX (Bacillus subtilis, souche QST713),
Mycostop (Streptomyces griseoviridis, souche Ko61), RootShield (7richoderma
harzianum, soucheT-22) et Prestop WP (Gliocladium catenulatum, souche J1446) ;
Elmbhirst et al., (2011), citent aussi d’autres produits commerciaux de lutte biologique
comme Prestop® WP (Gliocladium catenulatum), PlantShield® (Trichoderma
harzianum) et Serenade® MAXMD, Rhapsody® ASOMD (Bacillus subtilis).

Dans un contexte ou la résistance aux antibiotiques est un phénomene de plus en
plus préoccupant, la recherche des autres molécules bioactives semble fondamentale en
pathologie infectieuse et la lutte contre les agents phytopathogénes. Les
microorganismes ont une gamme extraordinaire des systémes de défense. Cette dernicre
inclue la synthese des antibiotiques, des métabolites secondaires (acides organiques),
des agents lytiques (lysozymes), de nombreux  exotoxines protéiques et des
bactériocines (Harzallah et al., 2004; Messaadia et Harzallah, 2011). Dans le monde
microbien, les peptides antimicrobiens sont des molécules important dans les systémes
de défense des bactéries, ils sont classés comme des bactériocines. Les antibiotiques
sont aussi produits par les bactéries, mais ces composés antimicrobiens sont classés
dans un groupe différent a celle des bactériocines. Un critére important pour considérer
une molécule comme une bactériocine est la synthése ribosomique de celle-ci. La
majorité des bactériocines ont un spectre étroit comparé aux antibiotiques
conventionnels. De plus, la plupart des bactériocines sont potentiellement plus actives

avec des faibles concentrations contre les bactéries cibles. Cependant, des

2
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concentrations ¢élevées d’antibiotiques sont recommandé pour I’éradication des bactéries

cibles (Zhang et al., 2011).

Les bactériocines sont produites par les bactéries Gram positifs et Gram négatifs.
Ce pondant, les bactériocines des bactéries Gram positifs apparaitre qu’elles ont un

spectre d’activité large sur microorganismes susceptibles (Riley et Wertz, 2002).

Généralement, plusieurs especes du genre Bacillus sont considérées comme des
agents de contrdles biologiques prometteurs. En effet, leurs efficacité est comparable
aux bactéries Gram négatifs. Elles recoivent une attention plus ou moins importante et
elles ont été étudiées pour leur production des composés potentiellement utilisé dans des
différentes applications (Kim et al., 2003). Les composés produites par les bactéries
Gram positifs ont un intérét plus important, particuliérement leur potentielle
agricultural, comme ils peuvent ouvrir des opportunités nouvelles pour 1’élimination de

plusieurs agents pathogene.

Les végétaux impliqués dans la sélection des populations microbiennes
bénéfiques, représente un enjeu majeur des recherches en agroécologie. Les activités
biologiques des microorganismes dans les sols rhizosphériques dans des conditions
extrémes, constituent des atouts pour lutter contre les maladies fongiques des plantes
causées par les champignons phytopathogénes (Zitouni et a/, 2004, 2005; Aouar et al.,
2012; Aouiche et al., 2012). Les études approfondies sur les microorganismes
bénéfiques de la rhizosphere peuvent apporter des informations sur des agents d’intérét

biotechnologique, permettant a d’éventuelles applications dans le domaine agricole.

En agriculture, un nombre sans cesse croissant de microorganismes de la
rhizospheére sont développés comme agents de lutte biologique contre les agents
phytopathogenes. Ainsi, I’emploi d’organismes vivants en phytoprotection a généré de
nouveaux défis pour les secteurs de la recherche et du développement de I’industrie des

produits de lutte biologique.

La rhizosphére des plantes endémiques d’Algérie méritent une attention
particuliere a fin d’explorer les potentialités de la microflore rhizosphérique diversifiée
de ces plantes. Le but de cette étude, était de valoriser des bactéries issues de la
rhizosphere de quelques Fabacées endémiques (Ononis angustissima Lam., Astragalus

gombo Coss. & Dur. et Calobota saharea Coss. & Dur.) des zones arides et semi-arides
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d’Algérie comme agents de lutte potentiels contre les maladies phytopathogénes. Il s est

concentré en particulier sur des souches de Bacillus spp et d’actinomycetes.

Les objectifs de cette présente étude sont :

- L’isolement et I’identification des actinomycétes de la rhizospheére de quelques
Fabacées endémique (Ononis angustissima Lam., Calobota saharae Coss. &
Dur. et d’Astragalus gombo Coss. & Dur.);

- La sélection des actinomycetes ayant une activité antimicrobienne;

- L’¢tude de la potentialité d’utiliser les actinomycetes comme des agents de lutte
biologique contre Fusaruim oxysporum chez le pois chiche (Cicer arietinum L.).

- L’identification des Bacillus spp. de la rhizosphére des Fabacées ayant une
activité antimicrobienne ;

- La sélection des souches productrices des bactériocines ;

- La caractérisation biochimique des bactériocines ;

- L’étude du spectre et le mode d’action des bactériocines ;

- L’¢tude de la potentialit¢é d’utiliser ces bactériocines comme agent de
biocontrole contre des agents phytopathogénes de tomate (Lycopersicon

esculuntum L.) et de melon (Cucumis melo L.).
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I.1. La rhizosphére

Le terme «rhizosphére» défini pour la premicre fois en 1904 par Lorenz Hiltner,
indique le volume de sol soumis a I’influence de racines vivantes (Bakker et al., 2013;
Bouizgarne, 2013; Prescott et Grayston, 2013). La zone du sol rhizosphérique se
caractérise par des conditions biotiques et abiotiques différentes de celles dans le sol
non rhizosphérique (Ibekwe et al., 2010). La densité¢ des populations de bactéries est
considérablement augmentée dans le sol rhizosphérique et diminue dans le sol non

rhizosphérique (Karthikeyan et al., 2008; McGahan et al., 2014).

Les exsudations des acides organiques, des acides aminés ou de lipides par les
racines et la décomposition des matiéres organiques mortes (débris issus des cellules
végétales mortes) modifient 1’environnement rhizosphérique (Brimecombe et al. 2001).
Il s’ensuit par conséquent une modification de la structure et de la composition des

populations bactériennes au contact des racines (Kennedy, 1999).

En d'autres termes, la rhizodéposition influence largement le développement de
la flore rhizobactérienne qui s’en nourrit et probablement sélectionnent des espéces

physiologiquement bénéfiques pour la nutrition de la plante (Richardson et al. 2009).

Berendsen et al., (2012), schématisent comment les exsudats racinaires
influencent I’activité et la structure des communautés microbienne de la rhizosphere et

les interactions entre la plante et les différents microorganismes dans la rhizosphere

(figure 1).

I.1.1. Facteurs influencant la structure des communautés microbiennes

de la rhizosphére

La rhizosphere est une niche écologique constituée par le voisinage proche des
racines et caractérisée par une forte densité¢ de microorganismes. Leurs interactions avec

les racines sont régies par une multitude d’échange de signaux chimiques.
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Induction de la résistance de parties souterraines et
aériennes des plantes et vice versa

Exsudats racinaires et autres
rhizodéposites stimulent et/ou }\
inhibent divers microbes

Endommagement de la plante
/ par infection ou production des
composés phytotoxiques

Microbes
pathogénes

Microbes commensaux l—'_——__-_—-

sans effet direct sur I'agent
pathogene ou la plante

Microbes 5 3 g
soit de promouvaoir la croissance de la plante

\___ directement ou protéger la plante en inhibant les
microbes nuisibles ou par ISR

bénéfiques
La plupart des microbes n'affectent pas directement la plante ou
I'agent pathogéne.

Figure 1. Les interactions dans la rhizosphere (Berendsen et a/., 2012). Les plantes sont
capables d'influencer la composition et 'activation de leur microbiome rhizosphérique
par I’exsudation des composés qui les stimulent (fleches vertes) ou les inhibent (fleches
rouge bloqués). Une large gamme d'agents pathogeénes transmis par le sol, sont en
mesure d'affecter la santé des plantes et vice versa. Avant l'infection, les microbes
nuisibles sont en compétition pour les nutriments et l'espace avec de nombreux autres
microbes présents dans la rhizosphére. Dans cette obligation pour les ressources, les
microbes bénéfiques vont limiter le succes de I'agent pathogéne a travers la production
de composés bactériostatiques, la consommation de (micro) nutriments ou en stimulant
le systéme immunitaire de la plante. La plupart des microbes ne peuvent pas affecter la
plante et l'agent pathogeéne directement puisqu’ils occupent des niches écologiques
différentes (de microbes commensaux), mais dans une certaine mesure ils sont
susceptibles d'affecter tous les autres organismes a travers un réseau complexe

d'interactions. ISR: résistance systémique induite.
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Plusieurs parameétres biotiques et abiotiques interviennent pour modeler la
structure des communautés microbiennes de la rhizosphére tant en termes de diversité
que d’effectifs (Marschner et al., 2001; Dias et al., 2013). Plusieurs études, ont permis
d’identifier certains facteurs présentant une influence marquée sur la structure des
communautés microbiennes de la rhizosphére. Nihorimbere et al., (2011), schématisent
les principaux facteurs biotiques et abiotiques qui influencent le processus d’exsudation
racinaire et par conséquent, la colonisation de la rhizosphere par les rhizobactéries du

sol (Figure 2).

' Variation de la
température

- Rhizobactéried
i ™Y g "hrpe de sol, plI,.I
: \: \ Colonisation des

-

e ~|racines

Exsudats racinaires

W

Figure 2. Facteurs écologiques influencant le processus d’exsudation racinaire et par
conséquent, la colonisation de la rhizosphére par les rhizobactéries du sol (Nihorimbere

etal, 2011).
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I.1.1.1. Facteurs abiotiques

Les structures des communautés microbiennes de la rhizosphere sont variables et
dépendent de nombreux facteurs abiotiques (Noguez, 2005; Colares et Melo, 2013).
Plusieurs études suggerent que les caractéristiques des sols (Marschner et al., 2001;
Valé et al., 2005; Singh et al., 2007; Tian et al., 2009; Xu et al., 2009; Raynaud , 2010;
Sanaullah et al., 2011; McGahan et al., 2014), sont les facteurs les plus importants dans
le modelage des structures des communautés microbiennes de la rhizosphére. Par
exemple le pH influence fortement la composition des Acidobactéries et des
Actinobactéries. En effet, le pH est I’un des forts prédicateurs de la composition des
communautés bactériennes et de la diversité, mais suivant le type de sol et d’autres
facteurs peuvent agir sur la structure des communautés comme la disponibilité des
nutriments, la solubilité des métaux et le contenu en carbone (Asuming-Brempong et
al., 2008; Sul et al, 2013) et en azote (Fierer et al., 2003), I’humidité des sols, la salinité
(Nelson et Mele, 2007; Rajendhran et Gunasekaran, 2008; Buyer et al., 2010) et les
variations climatiques (Lauber et al., 2009). Au cours du temps, le sol subit des
changements, qui augmentent la complexité globale de I'environnement de sol (Zhou et
al., 2014). Comme exemple, Buyer et al., (2010), rapportent que la température,
humidité, pH et texture de sol controlent la biomasse et la structure des communautés
microbiennes dans la rhizosphére de tomate.

L’écosysteme de sol, favorise le développement de communautés bactériennes
distinctes (Tarlera et al., 2008). Les changements d’utilisation des terres,
particulierement la conversion des foréts en paturage ou en champs cultivés, est un
événement fréquent et un facteur affectant la biodiversité et le fonctionnement des
écosystemes terrestres (Sala et al., 2000). Les effets de ['utilisation des terres sur
I’altération des propriétés physiques et chimiques des sols ont été beaucoup €tudiés. En
effet, des changements d’utilisation des terres (au niveau de la composition des especes
de plantes et des pratiques de gestion utilisées) peuvent avoir des impacts significatifs et
de long terme sur le carbone du sol, le contenu en nutriments, la texture du sol et le pH
(Murty et al., 2002). La variabilit¢ des facteurs édaphiques a travers différentes
utilisations des terres peut avoir un effet significatif sur la structure des communautés
bactériennes (Lauber et al., 2008; Tian et al., 2013). Selon les travaux de Buyer et al.,
(2010), la température, humidité, pH et texture de sol contrdlent la biomasse et la

structure des communautés microbiennes dans la rhizosphere de tomate.
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D’autre part, les études de Nelson et Mele, (2007), ont démontré que le bore (B)
et I’exces de NaCl affect la structure des communautés microbiennes de la rhizosphére
de facon indirecte par la quantité et/ou qualité des exsudats racinaires et que la santé de
la plante et le majore déterminant de la structure des communautés microbienne de la

rhizosphére.
I.1.1.2. Facteurs biotiques

La rhizosphere est le volume du sol situé au voisinage immédiat des racines des
plantes et qui se caractérise par la présence d’exsudats racinaires (rhizodépots). Les
exsudats racinaires des plantes jouent un role essentiel dans le processus de colonisation
de la rhizosphére par les microorganismes. Ces exsudats sont utilisés par la microflore
endémique entant que signaux chimiques en plus d’étre un substrat nutritif disponible
pour la croissance et le développement de ces microorganismes dans la rhizosphere
(Landi et al., 2006; Bais et al., 2006; Cregut et al., 2009; Aira et al., 2010; Nihorimbere
et al., 2011; Guo et al.,, 2011; Zhang et al., 2011; Chao et al., 2013; Prescott et
Grayston, 2013).

Il est important de remarquer que le génotype de plante a une influence
importante sur la composition de la communauté microbienne de la rhizosphere.
Plusieurs travaux scientifiques démontrent I’effet de génotype des plantes sur les
structures des communautés microbiennes dans la rhizosphere (Xu et al., 2009;
Koranda et al., 2011). En effet, Li et al., (2011a), démontrent que les especes de plantes
pourraient constituer le principal déterminant de la composition de la communauté
microbienne des résidus miniers. D’autre part, Zhang et al., (2013), ont démontré que
les groupes bactériens dominants dans la rhizosphére de Phragmites australis sont les
Protéobactéries, Actinobactéries, Bactéroidetes, Chloroflexi, Gemmatimonadetes et
Planctomycetes et que la structure des communautés bactériennes différent d’un
écotypes a 1’autre. Par contre, I’étude de Ladygina et Hedlund, (2010), montre que
I’espeéce de plante influence le carbone mais pas la masse microbienne totale dans la
rhizosphere. La rhizodéposition varie selon I’espece végétale, le cultivar et le stade de

développement de la plante.

Les propriétés phénotypiques racinaires telles que la structure du systéme
racinaire, le profil d’exsudation racinaire, la capacité d’acquisition de nutriments et

d’eau différent en fonction du génotype de la plante et influent sur les interactions avec
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les populations microbiennes (Marschner et al., 2001; Xu et al., 2009). Cela se traduit
par des différences de structure entre communautés microbiennes associées aux

différents génotypes végétaux.

Différentes études réalisées sur des plantes ont démontré que les exsudats
racinaires varient en termes de qualité mais aussi de quantité selon les especes végétales
(Zhang et al., 2011). L’exsudation varie également quantitativement et qualitativement

avec 1’age de la plante (Xu et al., 2009) et la zone racinaire (Marschner et al., 2001).

Par ailleurs, de nombreuses études ont mis en évidence et ont quantifi¢ 1’impact
des différentes espéces végétales sur la structure des communautés microbiennes de la
rhizosphere (Zhou et al., 2014). Cet effet est variable suivant 1’espéce végétale ou
suivant les variétés et les écotypes considérées (Marschner et al., 2007; Zhang et al.,
2013; Blagodatskaya et al., 2014), mais aussi suivant le stade de croissance des plantes
(Li et al., 2014). En effet, les travaux de Li et al., (2014), révelent que la rhizosphére de
mais par exemple est préférenticllement colonisé par les Protéobactéries, les
Bactéroidetes et les Actinobactéries et que chaque phylum est représenté par un ou deux
groupes, ainsi que les genres dominant sont Massilia, Burkholderia, Ralstonia, Dyella,

Chitinophaga et Sphingobium.

En outre, Benizri et al., (2002), ont mis en évidence des variations temporelles
de la rhizodéposition en lien avec 1’age des plantes. En conséquence, la taille mais aussi
la structure des communautés microbienne de la rhizosphere sont modifi¢es suivant le
stade de développement de la plante (Xu et al., 2009). Il ressort, que la plante, via sa
rhizodéposition, constitué un facteur majeur influence la structure des communautés

microbienne de la rhizosphere (Tian et al., 2013).
1.2. Méthodes de lutte contre les agents phytopathogénes

I.2.1. Lutte chimique

L’Europe est le plus gros utilisateur de pesticides, principalement pour la
protection du blé (Triticum L. spp.) et de la vigne (Vitis vinifera L.). De son coté,
I’Amérique du Nord emploie environ 22 % de la production mondiale de pesticides
(incluant les herbicides et les insecticides), surtout pour le controle des maladies
affectant les cultures maraicheres et la vigne (Benhamou et Rey, 2012b) (Figure 3). Les

données de 1’Observatoire de résidus de pesticides (www.observatoire-
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pesticides.gouv.fr) actuellement disponibles indiquent que le marché mondial des
pesticides chimiques est de 1’ordre de 40 milliards $ US, alors que celui des

biopesticides se situe aux alentours de 1 milliard § US.

Amérique du Nord
225 %

Figure 3. Pourcentage d’utilisation de pesticides en fonction de la répartition

géographique (Benhamou et Rey, 2012b).

Les produits phytosanitaires ou pesticides utilisés dans 1’agriculture permettent
de limiter le développement d’organismes susceptibles d’affecter les cultures et les
récoltes. La lutte chimique est dominée par trois classes de pesticides que sont les
herbicides appliqués contre les mauvaises herbes, les insecticides contre les insectes et
les fongicides contre les champignons. La Iutte chimique contre les agents
phytopathogenes concerne essentiellement les champignons responsables des maladies
fongiques des plantes. La plupart des fongicides affectent directement des fonctions
essentielles, comme par exemple la respiration, la biosynthese des stérols ou la division
cellulaire. Ce type de mode d’action peut entrainer, d’une part, des risques pour
I’homme et les organismes non cibles et, d’autre part, le développement de souches

fongiques résistantes (Leroux, 2003).

En effet, au vu des propriétés neurotoxiques de certains pesticides, observées

expérimentalement ou lors de manifestations cliniques, de nombreuses études
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épidémiologiques se sont penchées sur les effets neurologiques en lien avec une
exposition aigué ou chronique a de telles substances. L’exposition aux pesticides a été
beaucoup ¢tudiée en lien avec la maladie de Parkinson, plus particuliérement
I’exposition aux insecticides et aux herbicides, qui se sont révélés étre des facteurs de

risque de la maladie (Blanc-Lapierre et al., 2012).

Les problémes d’environnement sont devenus une préoccupation majeure de nos
sociétés, et notamment le risque lié a 1’exposition aux pesticides de synthéses. En effet,
il est admis maintenant que la lutte chimique a des conséquences néfastes sur
I’environnement; entre autres, par la toxicité dans la chaine trophique, la pollution des
eaux de surface et souterraine (Schiavon et al., 1995), sur la sant¢ humaine par les
résidus de pesticides sur les aliments et les intoxications par inhalation (Multigner,
2005) et surtout la résistance acquise par les insectes ravageurs et les vecteurs de
maladies infectieuses chez les humains, suite a [’utilisation intempestive,

inconditionnelle et irrationnelle des pesticides chimiques (Bonnemain et Chollet, 2003).

Divers travaux ont montré, de maniére consistante, la présence d’un exces de
risque de cancer de la prostate chez les populations agricoles par rapport a la population
générale. L hypothése qu’un tel exces de risque soit relié¢ a I’utilisation de pesticides a
fait I’objet de nombreuses publications. Pourtant, et jusqu’a ce jour, il n’a pas été
possible de mettre en évidence, a quelques exceptions pres, une association significative
entre 1’exposition a un pesticide ou a une famille chimique de pesticides et la survenue

du cancer de la prostate (Ndong et al., 2009).

La réduction des intrants chimiques, qui favorise la production par la plante de
substances antioxydantes bénéfiques, favorise aussi celle de métabolites secondaires et
toxines naturelles dont ’innocuité n’est pas garantie. Guéguen et Pascal, (2010),
suggerent que les faibles différences observées entre les aliments de 1’agriculture
biologique et de ’agriculture conventionnelle n’ont aucune répercussion significative

sur la nutrition et la santé.

Pour que la lutte chimique puisse continuer a jouer un role important, il faut
développer de nouvelles matiéres actives utilisables a faible dose, agissant curativement,
possédant une bonne persistance d’action, peu exposées a la résistance et ne présentant
pas de risques pour le manipulateur, le consommateur et I’environnement; les firmes

souhaitent en plus qu’elles soient polyvalentes. Pour atteindre ces objectifs, il est
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indispensable de trouver de nouvelles cibles; la génomique fonctionnelle pourrait
fournir des pistes. La diversification des structures chimiques, notamment par le biais de
la chimie combinatoire ainsi que des systémes de criblage a haute densité constituent
des approches dont les retombées sont attendues dans la prochaine décennie (Leroux,

2003).

1.2.2. Lutte génétique

La résistance génétique des plantes représente une valeur économique
importante. La sélection de variétés végétales résistantes aux pathogénes a fait 1’objet de
travaux incessants au cours du siécle dernier, avec des succes et des échecs. L’apport de
la génétique dans la lutte contre les pathogenes s’appuie sur la variabilité¢ génétique
naturelle qui résulte de la co-évolution entre les plantes et leurs agresseurs. De
nombreuses variétés végétales résistantes a un ou plusieurs pathogeénes ont été obtenues
et sont cultivées. Les biotechnologies pourront permettre d’obtenir des cultivars
résistants plus rapidement que par les méthodes classiques de sélection, voire de

cumuler plusieurs résistances (Durand-Tardif et Pelletier, 2003).

La génétique a apporté une forte contribution a la lutte contre les agents
pathogenes. Les progres de la recherche durant cette derniére décennie permettent une
meilleure compréhension des mécanismes de défense des plantes vis-a-vis des
pathogenes. L’identification de nombreux genes de défense, 1’exploration des voies de
transduction, I’identification de mécanismes de défense contre les virus offrent de
nombreux candidats pour une approche de transformation génétique des especes
cultivées. Cependant, les exemples de valorisation au champ de ce type d’approche sont

encore assez rares (Verdaguer et al., 2005).

Une infestation par un champignon pathogeéne induit souvent chez la plante
I’expression de B 1-3 glucanases et de chitinases. Ces enzymes attaquent directement la
paroi des champignons et permettent la libération de signaux moléculaires activateurs
des réactions de défense de la plante. Une approche intéressante est proposée par
Tesfaye et al., (2005), qui ont associé le gene d’endochitinase ech42 a un peptide signal
d’une phosphatase du lupin permettant I’exsudation de 1I’enzyme dans la rhizosphére de
luzernes transgéniques. Shin et al., (2008), ont montré que 1’expression d’une chitinase
classe Il de I’orge améliore la résistance chez le blé contre F. graminearum. Cependant,

les caractéres d'intérét agronomique tels que la résistance aux maladies ne sont pas

13



Chapitre I : Synthese Bibliographique

controlés par un geéne majeur unique, mais résultent le plus souvent de l'action de

plusieurs genes a effets variables.

Des genes de résistance ont été clonés a partir d’especes végétales diverses, vis-
a-vis d’organismes aussi différents que des bactéries, des virus, des champignons ou des
nématodes (Durand-Tardif et Candresse, 2004). Il s’agit en fait de génes impliqués dans
la reconnaissance de l'agresseur qui déclenchent des réactions de défense. Ils sont
généralement regroupés a proximité les uns des autres et dérivent de réarrangements de
séquences préexistantes. Ces découvertes ont encouragé la production par transgénése

de plantes possédant une résistance générale aux agents pathogénes (Cao et al., 1998).

n

Cependant, l'opinion publique est globalement opposée a l'idée de " manger

" en absence de certitudes sur l'innocuité de la consommation de ces

transgénique
plantes pour I'nomme. De plus, les effets délétéres des produits chimiques et le manque
d’efficacité des pratiques culturales ont nécessité la recherche d’une alternative durable

par ’utilisation de la lutte biologique, non néfaste pour I’environnement.

1.2.3. Pratiques agronomiques

Les techniques agricoles défavorables au développement des ravageurs offrent
une gamme extrémement variée de méthodes de lutte. En effet, les pratiques
agronomiques exercent un effet sur la taille de I’inoculum primaire et sa localisation, sur
le développement des épidémies et leur extension spatiale, sur la concordance entre le
cycle du parasite et celui de la plante cultivée, ainsi que sur les équilibres écologiques
entre les pathogenes et les organismes qui leur sont antagonistes. En combinant les
connaissances disponibles concernant les effets des techniques agronomiques sur les
maladies et les effets physiologiques des maladies sur la croissance des plantes et leur
production, il est maintenant possible de mettre au point de nouveaux itinéraires
techniques, mettant en premiere priorité 1’utilisation des méthodes non chimiques pour

prévenir les risques parasitaires (Meynard et al., 2003).

Les techniques culturales permettant d’empécher la survie de 1’inoculum sont un
levier essentiel, notamment le choix de semences non contaminées et le raisonnement
de la succession des cultures (Cruz et al., 2012), auxquels il faut ajouter le role
primordial de la gestion des résidus de cultures. Le choix d’une date de semis adaptée

de la culture permet de mettre en ceuvre des stratégies d’évitement, et une baisse de la
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densit¢ de semis permet une atténuation des attaques en culture. En revanche, les
atténuations par pilotage de I’alimentation azotée et hydrique sont beaucoup plus
difficiles a réaliser, compte tenu des différences de réaction des mécanismes d’infection

des pathosystémes aux états nutritionnels des plantes (Broydé et Dor¢, 2013).

Le travail du sol modifie la répartition des résidus de culture et la structure du
sol et affecte par conséquent les microorganismes du sol (nombre, structure génétique
des populations) ainsi que les fonctions qu’ils assurent au premier rang desquelles la
minéralisation de la matiére organique (Vian et al., 2009).

La solarisation est une parmi les méthodes de lutte qui se révele efficace pour
réduire le taux d’inoculum des champignons du sol. Boughalleb et EI Mahjoub, (2005),
indiquent que 1’analyse mycologique du sol prélevé a partir des parcelles solarisées et
celles non solarisées a montré que 1’inoculum du sol est composé principalement par
Fusarium spp. La solarisation a permis de réduire la densité¢ de cet inoculum sans
I’éradiquer.

Selon Lazarovits, (2001), les amendements organiques a teneur €levée en azote
tels que le fumier de volaille, la farine de viande et d’os et le tourteau de soja réduisent
significativement les populations d’une multitude d’agents phytopathogenes du sol.

Les travaux de Peng et al., (2014), démontrent que dans les sols ou il y avait de
fortes populations de spores dormantes de Plasmodiophora brassicae, ni les
biofongicides ni les fongicides de syntheése se sont avérés efficaces, par contre, une
rotation de deux années, au cours desquelles des plantes résistantes sont cultivées entre
les semis de canola, utilisée conjointement a des cultivars résistants, est recommandée
pour réduire la charge de I’inoculum de Plasmodiophora brassicae dans le sol. D’autres
travaux, montrent aussi que le champignon Fusarium graminearum survit sur les débris
végétaux de la culture de I’année précédente, par exemple les cultures de céréales
ensemencées sur un précédent de mais ou d’autre céréale sont souvent fortement
attaquées par la fusariose de I’épi. De méme, Pageau et al., (2008), montrent que 1’effet
du précédent cultural sur la teneurs en désoxynivalénol de 1’orge produit par Fusarium

graminearum est significatif.

La lutte contre les agents phytopathogenes nuisibles en agriculture biologique
donne la priorité aux pratiques agronomiques compatibles avec les processus naturels :
rotation des cultures, emplacement du champ et de la ferme, fertilit¢ du sol, calendrier

des pratiques culturales, barrieres, résistance de la plante hote non transgénique. Ces
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pratiques font partie d’un plan a long terme le long de I’échelle de la lutte intégrée et,
bien qu’elles puissent subir des influences a 1’échelle régionale ou nationale,

s’appliquent a celle du champ ou de la ferme.

Les systemes de culture exercent un effet sur la taille de 1I’inoculum primaire et
sa localisation, sur le développement des épidémies et leur extension spatiale, sur la
concordance entre le cycle du parasite et celui de la plante cultivée, ainsi que sur les
équilibres écologiques entre les pathogénes et les organismes qui leur sont antagonistes.
En combinant les connaissances disponibles concernant les effets des techniques
agronomiques sur les maladies et les effets physiologiques des maladies sur la
croissance des plantes et leur production, il est maintenant possible de mettre au point
de nouveaux itinéraires techniques, mettant en premiére priorit¢ 1’utilisation des
méthodes non chimiques pour prévenir les risques parasitaires. Cependant, les
connaissances sur les effets a long terme des systémes de culture, en particulier sur la
structure génétique des populations de pathogeénes, restent insuffisantes (Meynard et al.,

2003).

1.2.4. Lutte biologique

Les biopesticides, pourraient étre définis de la maniére suivante : « organismes
vivants ou produits issus de ces organismes ayant la particularit¢ de supprimer ou
limiter les ennemis des cultures » sont utilisés depuis des siecles par les fermiers et
paysans (Thakore, 2006). De nos jours, ils sont classés en trois grandes catégories selon
leur origine (microbienne, végétale ou animale) et présentent de nombreux avantages.
IIs peuvent étre aussi bien utilisés en agriculture conventionnelle qu’en agriculture
biologique, certains permettent aux plantes de résister a des stress abiotiques et d’une
maniere générale, ils sont moins toxiques que leurs homologues chimiques (Deravel et

al., 2014).

Depuis quelques années la protection biologique connait un regain d’intérét, de
par une prise de conscience généralisée de la nécessité d’une meilleure protection de
I’environnement et en raison d’un souci croissant de la qualité des produits imposée par
les consommateurs. La lutte biologique contre les microorganismes phytopathogenes en
utilisant des microorganismes antagonistes s’est déja révélée comme une alternative aux

fongicides de synthése. En effet, des résultats trés encourageants ont été rapportés par
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plusieurs auteurs (Saraf et al., 2011; Liu et al., 2014). Par contre, Guéguen et Pascal,
(2010), rapportent que les faibles différences observées entre les aliments de
I’agriculture biologique et de I’agriculture conventionnelle n’ont aucune répercussion

significative sur la nutrition et la santé.

En agriculture, un nombre sans cesse croissant de bactéries sont développés
comme agents de lutte biologique contre les agents phytopathogénes. Ainsi, I’emploi
d’organismes vivants en phytoprotection a généré de nouveaux défis pour les secteurs
de la recherche et du développement de I’industrie des produits de lutte biologique.
Cette derniére, offre une stratégie alternative et respectueuse de 1’environnement pour le

contrdle d’agents phytopathogénes.

Une des composantes clés essentielles au succés commercial d’un produit de
lutte biologique contre les agents pathogénes des plantes est sa préparation. La
préparation des agents de lutte biologique peut étre utilisée dans le but de: stabiliser les
organismes lors de la production, de la distribution et de ’entreposage; servir lors de la
manipulation et de ['utilisation du produit; protéger 1’agent contre des conditions
environnementales adverses; et renforcer ’activit¢ des organismes (Leggett et al.,

2011).

I.3. Rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (Plant

grwoth promoting rhizobacteria, (PGPR))

Parmi les microorganismes associés aux plantes se trouvent des especes
bénéfiques, qui protégent leurs hotes contre les agressions. Ainsi, les microorganismes
rhizosphériques protégent les plantes contre les composés toxiques et les pathogenes du
sol. Les rhizobactéries du sol, appelées PGPRs (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria), sont capables de coloniser les racines ou bien encore la rhizosphere,
mais a la différence des autres bactéries rhizosphériques elles ont, en retour, un effet
bénéfique sur la plante. Cet effet bénéfique peut étre direct, ou indirect. La promotion
directe de la croissance est le résultat du pouvoir d’acquisition des nutriments ou de la
stimulation des hormones de la plante. D’autres mécanismes indirects, mais le plus
souvent liés a la croissance des plantes, sont impliqués dans la réduction/suppression
des pathogeénes des plantes (Hrynkiewicz et Baum, 2011; Nihorimbere et al., 2011;

Pérez-Montafio et al. 2014). Kumar et al., (2011a), schématisent les importants
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mécanismes connus pour la promotion de la croissance et la protection des plantes par

les PGPR (Plant grwoth promoting rhizobacteria) (figure 4).
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Figure 4. Illustration schématique des importants mécanismes connus pour la
promotion de la croissance et la protection des plantes par les PGPR (Plant grwoth

promoting rhizobacteria) (Kumar et al., 2011a).

1.3.1. Controle biologique par les PGPR

Parmi les microorganismes de la rhizosphére se trouvent des especes bénéfiques, qui
protegent leurs hotes contre les agressions. Ces microorganismes, protegent la plante en
agissant directement sur les facteurs d’agression (pathogeénes et herbivores) ou en
stimulant les défenses végétales (Avis et al, 2001; Selosse et al., 2004). La plupart des
agents de lutte biologique agissent selon un ou plusieurs des modes suivants:

compétition, parasitisme, antibiose et résistance induite.

Cependant, il est difficile de confirmer le mode d’action exact d’un agent de lutte
biologique. En effet, selon Bélanger et al., (2012), des épreuves biologiques in vitro, des
¢tudes au microscope €lectronique et des analyses chimiques ont toutes indiqué un seul
mode d’action de ’agent de lutte biologique Pseudozyma flocculosa qui est I’antibiose,
mais malgré cette solide preuve, il y a de nouveaux indices laissant croire que la

flocculosine ne joue qu’un rdle secondaire, voire aucun, dans I’activité antagoniste de P.
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flocculosa. Le processus de lutte biologique semble plutdt relié & une interaction
complexe impliquant des nutriments produits par la plante, récoltés par 1’agent

phytopathogene et utilisés par P. flocculosa.

1.3.1.1. Antibiose

La sécrétion de substances antibiotiques est un phénomene trés commun dans la
nature. Il y a une énorme quantité¢ d’antibiotiques qui sont produits par les bactéries de
la rhizosphére PGPR. Plusieurs travaux récents, démontrent I’antibiose comme mode
d’action des agents de lutte biologique. En effet, des résultats trés encourageants ont été
rapportés par plusieurs auteurs montrent 1’antibiose comme mode d’action chez la plus

part des agents de lutte biologique.

Couillerot et al., (2014), ont montré que Streptomyces anulatus S37 produisent
trois antibiotiques streptochlorin, nigéricine et piericidin Al a activité antifongique
contre B. cinerea; Lin et al., (2014), indiquent que les Bacillus sp. exercent une action
d’antibiose contre le champignon F. oxysporum f. sp. cucumerinum et R.solani; Li et
al., (2012), rapportent que la souche Streptomyces globisporus JK-1 productrice des
substances Volatiles est capable d’inhiber la croissance de Botrytis cinerea. Une étude
récente a montré aussi que la souche Streptomyces anulatus S37 isolé de la rhizosphere
de Vitis vinifera, protége la vigne, par ’'induction de la défense naturelle contre des
différents phytopathogenes et la synthétise de 1’antibiotique streptochlorin qui inhibe la

croissance de Botryris cinerea (Couillerot et al., 2014).

D’autres travaux réalisés par Zheng et al., (2013), démontrent que les souches
Bacillus pumilus et Bacillus thuringiensis, Synthétisent plusieurs composés volatiles
comme 2-nonanone, b-benzenee-thanamine, 2-decanone et qui sont capables d’inhibée
la croissance mycélienne de Colletotrichum gloeosporioides. Poritsanos et al., (2006),
ont rapporté aussi que la souche de Pseudomonas chlororaphis PA23 produit des

antibiotiques non volatiles: I’acide phénazine-1-carboxylique et le 2-hydroxyphénazine.

Toussaint et al., (1997), ont démontré que Streptomyces hygroscopicus var.
geldanus, produise I’antibiotique geldanamycine et protéger les plants de framboisiers
(Rubus strigosus) contre les infections causées par les Phytophthora. L’agent de lutte

biologique, Streptomyces melanosporofaciens EF-76, produit de la geldanamycine, un
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antibiotique de la classe des ansamycines qui présente une activité antagoniste envers
plusieurs bactéries a Gram-positif ainsi qu’envers les champignons (Clermont et al.,

2010).

1.3.1.2. Production des sidérophores

Le fer est un ¢lément nutritif essentiel aussi bien pour les bactéries que les
champignons et les plantes. Les microorganismes ont développé un mécanisme
hautement spécifique de captation des ions ferriques basé sur la production de
sidérophores dans des conditions de carence en fer. Ce sont des molécules organiques
de faible poids moléculaire, chélatrices du Fe’™ et servant de transporteur de I’ion
ferrique a Dintérieur de la cellule microbienne, présents chez nombreux
microorganismes. Il y a donc dans le sol une compétition pour le Fe’*, élément

indispensable a tout organisme vivant.

Les sidérophores sont des molécules dont les masses moléculaires sont
comprises entre 300 et 1300 Da et qui présentent une trés forte affinité pour le fer. Ils
sont produits par une grande variété de microorganismes (bactéries et champignons) et
par certaines plantes (phytosidérophores des graminées) (Ahmed et Holmstrom, 2014).

Ils sont classés selon la fonction chimique impliquée dans la chélation du fer (Figure 5).

Les rhizobactéries productrices des sidérophores, peuvent directement ou
indirectement stimuler la croissance des plantes. La compétition pour le fer par la
production de sidérophores représente un des caracteres les plus connus pour
sélectionner des agents de lutte biologique (Khamna et al/, 2009a; Sharma et Johri,

2003).
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Sidérophores microbiennes

Type Hydroxamate Type Catecholate Type Carboxylate

«
Ferrioxamine B (Kgei = 31) Enterobactin (Kreqiy = 52) Rhizobactin (Kreqin = 19)

Types mixtes

Ferrichrome (Kreamy = 29) Pyoverdine (Kreum = 24)

Phytosiderophore
L

%

Acide mugineic (Kreqm = 20)

Figure 5. Des exemples représentatifs de sidérophores microbiens et phytosiderophores
avec la constante de stabilité de chaque type. Les sidérophores microbiennes sont de
quatre types principaux : Hydroxamates produites par les bactéries (ferrioxamine B) et
les champignons (ferrichrome) ; Catécholate (entérobactine) ; Carboxylate (rhizobactin)
et le type mixte (pyoverdine produite par des bactéries. L'phytosiderophore la plus
courante est I'acide mugineic (Ahmed et Holmstrom, 2014).

Pseudomonas fluorescens est une espece commensale chez les plantes, leur
permettant d’atteindre les €léments nutritifs indispensables a leur croissance. Cette
espece est connue pour son aptitude a réduire I’incidence des maladies racinaires des
plantes, ainsi qu’a inhiber la croissance d’un grand nombre d’agents phytopathogénes
(Gao et al., 2012). Les modes d’action de Pseudomonas fluorescens dans la suppression
des maladies des plantes incluent la production de sidérophores (molécules de faibles
poids moléculaires ayant une trés forte affinité pour I’ion Fe*") pour la compétition du

fer disponible, I’antibiose, la production d’enzymes lytiques et le Systéme de Résistance
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Induit (ISR) (Ongena et al., 2005). Pseudomonas fluorescens a plusieurs applications,
les plus connues concernent I’agriculture ou elle est utilisée en lutte biologique et
comme stimulateur de croissance des plantes PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria)
(Ongena et al., 2005; Anita et Samiyappan, 2012; Gao et al., 2012; Kanyinda et al.,
2014).

Les travaux de Sharma et Johri, (2003), montrent que la bactérisation de
semences de mais avec les deux souches Pseudomonas spp. GRP3A et PRS9
productrices des sidérophores augmente le pourcentage de germination et stimule la
croissance des plantes par 1’augmentation de la disponibilité du fer soluble dans le sol
rhizosphérique. Arif et al., (2012), rapportent que la disponibilité du fer est I'un des
principaux facteurs qui déterminent la persistance des rhizobiums dans la rhizosphere et
que l’acquisition des genes récepteurs de sidérophores conférent a la souche un

avantage pour la compétition.

1.3.1.3. Induction de la résistance systémique

Apres avoir été longtemps dépendante des pesticides, I’agriculture mondiale est
aujourd’hui frappée par un courant qui favorise des pratiques plus durables et plus
respectueuses de l’environnement. Pour répondre a ces nouvelles exigences, les
agriculteurs doivent se tourner vers ’exploitation et la rentabilisation des ressources
naturelles par le biais de pratiques agricoles combinant la performance et la protection

des cultures a un moindre coft écologique.

Dans ce contexte, le développement de molécules biologiques capables de
stimuler les défenses naturelles des végétaux (SDN) est une stratégie qui attire de plus
en plus I’attention. Une molécule SDN est un éliciteur susceptible de déclencher une
série d’événements biochimiques menant a 1’expression de la résistance chez la plante

(Benhamou et Rey, 2012a).

Certains mécanismes de défense des plantes sont constitutifs, alors que d’autres
sont induits lorsque la plante a reconnu un microorganisme (reconnaissance trés
spécifique de type «geéne a gene») ou I’un de ses composants (reconnaissance moins

spécifique d’un «éliciteur») (Klarzynski et Fritig, 2001).
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Les différentes approches en génétique, biologie et biochimie ont permis de
mieux comprendre les interactions entre plantes et microorganismes dans le contexte de
I’immunisation de 1’hote végétal. Certaines souches de PGPR, peuvent protéger les
plantes d"une facon indirecte par la stimulation de mécanismes de défense de la plante,
ce qui peut rendre 1'hote beaucoup plus résistant a 1’agression future par des agents

pathogénes.

La reconnaissance par la plante de certaines bactéries de la rhizosphére peut
conduire a une réaction d’immunisation lui permettant de mieux se défendre vis-a-vis
d’une attaque ultérieure par un organisme pathogene. Utilis€ en combinaison avec
d’autres approches phytosanitaires, ce phénomene d’induction de résistance systémique
(ISR) par les rhizobactéries est considéré comme une stratégie prometteuse dans la lutte

biologique contre les maladies des cultures (Jourdan et a/., 2008).

I’ISR peut étre divisée en trois étapes principales que sont la perception des
molécules actives produites par le PGPR ou élicitation, la transmission d’un signal
systémique dans la plante et 1’expression des mécanismes de défense de I’hdte

(Nihorimbere et al., 2011; Jourdan et al., 2008 ) figure 6.

A, Elicitation B. Transmission du signal C. Défenses renforcées : Résistance
G | & ' %
BN %
g @ . Q i Résistance
Y e AN " 3
Signal
systémique
Attaque d’un
phytopathogéne

Figure 6. La résistance systémique induite chez les plantes par des rhizobactéries
(Jourdan et al., 2008). Les trois étapes principales sont: A) D’élicitation: les
rhizobactéries ou PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) interagissent avec les
racines de 1’hote et produisent des éliciteurs qui sont percus par la plante; B) apres la
reconnaissance des déterminants, un signal est véhiculé dans 1’ensemble de la plante
afin de ’alerter; C) enfin, lors d’une éventuelle attaque par un agent phytopathogene, la
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plante sera en mesure de répondre plus efficacement a 1’agression, lui conférant ainsi
une résistance.

De nombreuses études récentes ont clairement démontré que les plantes traitées
avec des microorganismes antagonistes développaient la résistance aux maladies
postrécoltes. Son et al., (2014), ont montré que la souche Brevibacterium iodinum
KUDCI1716 déclenche I’expression les génes des protéines de pathogenesis-related (PR)
CaPR4 et CaChi2 chez la plante en absence de pathogene. Dans méme, Yim et al.,
(2013), ont prouvé qu’il était possible de stimuler la résistance des plants de tomate par
Methylobacterium spp qui augments la synthése des enzymes de défense PR
(pathogenesis-related) chez la plante par la régulation de la biosynthése de 1’éthyléne.
Chowdappa et al., (2013), démontrent aussi que la bactérie Bacillus subtilis augmentent
dans les racines de tomate la concentration les enzymes reliées a la défense comme
peroxydase, polyphenoloxidase et superoxide dismutase chez la plante. D’autre travaux
récentes, démontrent que la sélection des agents de lutte biologique est basée
essentiellement sur la capacité de 1’induction de résistance des plantes : Alizadeh et al.,
(2013), démontrent que [’utilisation d’une double inoculation par Trichoderma
harzianum Tr6 et Pseudomonas sp. Ps14 ensemble, induire la résistance systémique
chez cucumber et Arabidopsis thaliana; Couillerot et al., (2014), montrent que la
souche Streptomyces anulatus S37 isolé de la rhizosphére de la vigne Vitis vinifera,
induire la défense naturelle contre des différents phytopathogénes comme Botryris
cinerea. Saravanakumar et al., (2007), montrent que les rhizobactéries PGPR
(Pseudomonas et Bacillus) protégent les plantes de thé (Camellia sinensis) contre
Exobasidium vexans par I’induction de la résistance systémique (IRS). Joe et
Sivakumar, (2010), démontrent que I’inoculation par les souches Azospirillum et
Pseudomonas induit la résistance chez le ris contre I’agent pathogene Pyricularia
oryzae par I’activité oxydase, peroxydase, I’accumulation de phénols et diminution de la
concentration des sucres. Malathi et Mohan, (2013), montrent que l’inoculation de
plants d’Allium cepa par une combinaison des agents de controle biologique peut
induire la synthése et ’accumulation des enzymes reliées a la défense chez les plantes

comme peroxydase, polyphenoloxydase et phenylalanineammonia-lyase.
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Figure 7. Model montre [’activation de la résistance  induite (RI) par les

microorganismes bénéfiques (Berendsen et al., 2012).

L’efficacité¢ de la défense de la plante déclenchée par les PGPR dépend d'une
variété de facteurs environnementaux abiotiques et biotiques. Les bactéries PGPR se
produisent naturellement dans une communauté des organismes complexe du sol dans la
rhizosphere (figure 7). Afin, de comprendre comment les PGPRs influencent la défense
de la plante contre les ravageurs et agents pathogénes, il est important de comprendre
comment les interactions biotiques des organismes de la rhizosphere affectent la

capacité des PGPRs pour améliorer la défense des plantes (Hol et al., 2013).
1.3.1.4. Compétition pour I’espace et les nutriments dans la rhizosphére

Le manque de nutriments peut engendrer automatiquement la mort du
pathogene. Ceci rend la compétition nutritive un moyen important de la lutte biologique
(Beauchamp, 1993; Benitez et al., 2004). Taqarort et al., (2008), suggerent que les
rhizobactéries a croissance rapide, pourrait éliminer les champignons phytopathogénes
par compétition pour les sources de carbone et d’énergie. La compétition spatiale
contribue aussi a la réduction des infections racinaires par les agents phytopathogenes.
En effet, les microorganismes ayant la capacité de coloniser les racines comme certaines

bactéries promotrices de la croissance des plantes (Plant Growth Promoting
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Rhizobacteria, PGPR) protégent les racines et occupent les sites d’infection aux agents

phytopathogeénes (Compant et al., 2005).

La réduction des maladies phytopathogénes, peut étre associée a une
colonisation importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre
de sites habitables pour les pathogénes et par conséquence, leur croissance (Reyes et al.
2004; Nihorimbere et al., 2011). Cependant, cette corrélation entre 1'importance de la
population de PGPR sur les racines et la protection observée n’est dans certains cas pas
vérifiée et ne peut donc pas étre considérée comme une régle générale.

Un cas particulier de compétition pour les nutriments repose sur la compétition
pour le fer. Les microorganismes ont la capacité de synthétiser des siderophores qui
sont des molécules chélatrices du fer nécessaire a leur croissance. Ces composés ont
une grande affinité pour le Fe’". En s'prenant les ions ferriques présents dans la
rhizosphere, ils les rendent ainsi non disponibles pour le champignon pathogene, ce qui
provoque une diminution de sa croissance.
1.3.1.5. Parasitisme

Les agents antagonistes produisant les enzymes lytiques et qui dégradent les
parois du pathogéne, ont comme mécanisme d’action le parasitisme. Le contrdle
biologique par des agents développant des propriétés mycoparasitiques a été largement
rapporté. Parmi ces antagonistes, les Trichoderma spp. sont les plus étudiés (Bélanger et
al., 1995; Carsolio et al., 1999; Lorito et Woo, 1998; Tsahouridou et
Tsahanassoulopoulos 2001, 2002; Viterbo et al., 2002; Hibar et al., 2005; Mukherjee et
al., 2007) ). Plusieurs bactéries, possedent aussi ce mécanisme de parasitisme, comme
les souches de Bacillus subtilus qui réduit les populations de Pythium ultimum et
Rhizoctania solani par sécrétion de glucanases et de protéases (Paulitz et Bélanger,
2001); la souche Bacillus sp. BPR7 qui produise des enzymes lytiques (Kumar et al.,
2012); les isolats d’ actinomycetes qui produisent des chitinases et glucanases pour
dégrader la paroi de Fusarium oxysporum (El-Tarabily et al., 1997; Sabaou et al.,
1998). Gopalakrishnan et al., (2011;2012; 2013; 2014), ont démontré que les
actinomycetes produisent des chitinase, lipase, protéases, B-1-3-glucanase et cellulase
exercent une activité antagoniste contre Fusarium oxysporum f. sp. ciceri. Dans une
étude récente Aouar et al., (2012), démontrent que les souches appartiennent aux genres
de Streptomyces et Nocardiopsis de la rhizosphére la région semi-aride de I’ Algérie sont

capables de synthétiser des chitinases et de présenter de fortes aptitudes dans lutte
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biologique contre des maladies végétales. Ren et al., (2013), démontrent aussi que la
souche Bacillus pumilus JK-SX001, produire des cellulases et des protéases; Macagnan
et al., (2008), rapportent que des especes appartiennent au genre Streptomyces sont
capable de produire des chitinases. De méme Brzezinska et al., (2013), ont démontré
que Streptomyces rimosus, produire de chitinase et elle est capable d’inhiber la
croissances des champignons pathogénes; Lin et al., (2014), indiquent que les souches
de Bacillus sp. possedent des activités cellulase, chitinase et protéase. Poritsanos et al.,
(2006), ont rapporté que la souche Pseudomonas chlororaphis PA23 produit des
protéases et des lipases. Karnwal, (2011) a montré aussi que les souches de
Pseudomonas fluorescens peuvent produis des enzymes mycolytiques comme [-1,3-

glucanases, -1,4-glucanases et lipases.

Le principal mode d’action de Coniothyrium minitans est de parasiter les
sclérotes de Sclerotinia sclerotiorum. Selon Penaud et Michi, (2009), 1’utilisation de C.
minitans peut étre intégrée dans une stratégie de complémentarité des luttes biologique

et chimique, surtout en situation a risque Sclerotinia élevé.

1.3.2. Stimulation de la croissance par les PGPR

Les PGPR améliorent directement la croissance de la plante par des différents
mécanismes: (1) la fixation de I’azote atmosphérique qui est transféré a la plante, (2) la
production de allélochimiques y compris sidérophores que chélatent le fer et rendent la
disposition de la racine de la plante, (3) la solubilisation des sels minéraux tels que le

phosphore, (4) la syntheése de phytohormones.
1.3.2. 1. Synthése des phytohormones

Les rhizobactéries PGPR peuvent modifier 1’architecture des racines et
promouvoir la croissance des plantes en raison de leur capacité a synthétiser et sécréter
des hormones végétales comme 1’acide-B-indolacétique (AIA), les gibbérellines (GA),
cytokines et certains composés volatiles (Bloemberg et Lugtenberg 2001). Certains,
rhizobactéries qui produisent des hormones végétales, tels que ’acide-B-indolacétique,
auxines, cytokinines et I’acide gibbérellique, induisent une stimulation de la croissance
des racines, ce qui conduit a 1’absorption accrue de nutriments (Morrone et al., 2009;

Nihorimbere et al., 2011).

L’hormone de I’AIA est synthétisée par plusieurs rhizobactéries PGPR, tels que
Bacillus sp. BPR7 (Kumar et al., 2012), Bacillus sp. (Lin et al., 2014), Bacillus subtilis
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OTPB1 (Chowdappa et al., 2013), Bacillus licheniformis A2 (Goswami et al., 2014),
Pseudomonas putida PP3WT et Bacillus cereus BC1AW (Kurabachew et Wydra,
2013), Kluyvera cryocrescens KUDC1771 (Son et al., 2014), Pseudomonas fluorescens
Psd (Kochar et al.., 2011), actinomycetes (Gopalakrishnan et al., 2011, 2013, 2014) des
souches appartiennent au genre Streptomyces (Kaur et al., 2013; Lin et Xu, 2013).

L’éthyléne est une autre hormone semble jouer un role important sur la
croissance des plantes. Les contraintes environnementales peuvent étre la cause de la
production d’éthyléne hormonal chez les plantes, qui se traduit par des réactions
d’inhibition de la croissance et du stress. En effet, des études montrent que, dans des
conditions de stress comme la salinité, la sécheresse, la présence des métaux lourds et la
pathogénicité, 1’éthylene est considérablement augmenté chez les plantes, ce qui
influence négativement la croissance de la plante (Gongalves et al., 2013). Par exemple,
la forte concentration de 1'éthyléne induit la défoliation et d'autres processus cellulaires
qui peuvent conduire a la performance de la récolte réduite (Arshad et al., 2007;

Bhattacharyya et Jha, 2012).

Habituellement, 1’éthyléne est formé dans les plantes a partir du précurseur
acide l-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC). Certaines bactéries produisent des
ACC désaminases, qui dégradent I’ACC, réduisant ainsi la formation d’éthyléne dans
les plantes (Ahmad et al., 2011; Bal et al., 2013; Bhattacharyya et Jha, 2012; Barnawal
et al., 2012; Shahzad et al., 2013; Yim et al., 2013). Plusieurs études ont démontré
I’existance des rhizobactéries ont été isolées de la rhizospheére montrent qu’elles sont
capables de produire ACC désaminases et d’induit une tolérance contre la sécheresse et
le sel et favorise la croissance des plantes, comme Achromobacter xylosoxidans Fd2,
Serratia ureilytica Bac5, Herbaspirillum seropedicae Oci9 et Ochrobactrum
rhizosphaerae Ocil3 (Barnawal et al., 2012), Bacillus sp. BPR7 (Kumar et al., 2012),
Pseudomonas thivervalensis (STF3), Serratia marcesens (STJS) (Shahzad et al., 2013).
Ahmad et al., (2011), montrent que 1’inoculation de haricot mungo par des PGPRs
contenant une ACC désaminase et de rhizobiums stimule la croissance des plantes,

réduisant ainsi I’effet inhibiteur de la salinité.

Plusieurs formes de stress ont été¢ allégés par la présence des bactéries
producteurs de 1'ACC désaminase, tels que les effets de microorganismes
phytopathogenes, la résistance au stress des hydrocarbures, les métaux lourds, les

radiations, la blessure des plante, la prédation par les insectes, la concentration €levée en
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sel, les températures ¢€levés, I’intensité lumineuse élevée, et les inondations (Glick,
2012). En conséquence, les principaux effets notables de l'inoculation des plants par
rhizobactérie producteurs de ACC désaminase sont la stimulation de la croissnace des
racines, de la promotion de la croissance des pousses, et ’amélioration de la nodulation
par Rhizobium et 1’absorption de N, P et K ainsi que la colonisation mycorhizienne dans
diverses cultures (Nadeem et al., 2007; Shaharoona et al., 2008; Nadeem et al., 2009;
Glick , 2012).

1.3.2. 2. Fixation biologique de I’azote

L'azote (N) est I’¢lément nutritif le plus essentiel pour la croissance et la
productivité des plantes. Bien que, il est d'environ 78 % de N, dans l'atmosphere, il est
indisponible pour les plantes en croissance. Le N, atmosphérique est convertie en des

formes utilisables par les plantes fixation biologique de N».

Les microorganismes de fixation de 'azote sont généralement classés comme (a)
des bactéries symbiotiques de fixation (N, ) y compris les membres de la Rhizobiaceae
de famille qui fait symbiose avec les plantes Fabacées (par exemple rhizobiums)
(Ahemad et Khan, 2012; Zahran, 2001) et des arbres non-Fabacées (par exemple
Frankia) et (b) formes non-symbiotique (vie libre, associative et endophytes) de fixation
de l'azote tels que les cyanobactéries (Anabaena, Nostoc), Azospirillum, Azotobacter,
Gluconoacetobacter diazotrophicus et Azocarus etc (Bhattacharyya et Jha, 2012).
Cependant, les bactéries non symbiotiques fixatrices de 1'azote fournissent seulement

une petite quantité de I’azote fixé pour la plante hote (Glick, 2012).

L’azote étant I’un des nutriments les plus limitant de la croissance végétale. Les
bactéries fixatrices d’azote sont ubiquistes dans les sols et des especes fixatrices ont été
isolées de la rhizosphére de la majorité des plantes cultivées. Parmi les associations
bénéfiques, la symbiose légumineuse-rhizobium est connue pour étre une des plus
répandues et des plus efficaces pour faire entrer par voie biologique de ’azote (N) sous
forme organique dans les écosystemes (Brunel, 2006). Du point de vue biologique, les
associations mutualistes entre plantes et micro-organismes du sol sont des éléments
importants a prendre en compte car elles sont essentielles pour la survie, la croissance et
la santé des plantes dans les systemes cultivés qui doivent €tre économes en intrants et

dont des fonctions microbiennes du sol doivent étre mieux exploitées (Brunel, 2006).
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Les bactéries hétérotrophes fixatrices d‘azote sont abondantes dans la
rhizosphére de certaines plantes. Plusieurs souches bactériennes fixatrices de 1’azote ont
¢été étudiées pour leurs effet PGPR, comme les Streptomyces (Kaur et al., 2013). Kim et
al., (2005), ont montré que application des Azospirillum fixatrices de I’azote de la
rhizosphére des céréales sur le blé donne des bons résultats. Lin et al., (2014), ont
montré que les souches de Bacillus sp. sont capables de fixer 1'azote atmosphérique et
de stimuler la croissance de cucumbers. Dans un autre étude Franco-Correa et al.,
(2010), démontrent aussi que les actinomycétes fixatrices de 1’azote, améliorent la
croissance des plantes. Gupta et al., (2013), indiquent aussi que les souches PGPR de
Pseudomonas aeruginosa fixent de I’azote atmosphérique et stimulent la croissance des
plantes.
1.3.2.3. Solubilisation et minéralisation des phosphates organiques et
inorganiques

Le phosphore (P), est le deuxiéme ¢lément nutritif important qui limite la
croissance des plantes apres 1'azote et il est disponible en abondance dans les sols, sous
deux formes organiques et inorganiques (Ahemad et Kibret, 2014). Malgré le large
réservoir de P dans les sols, la forme disponible pour les plantes est généralement faible.
Cette faible disponibilité du phosphore pour les plantes est due que la majorité de P du
sol se trouve sous des formes insolubles, tandis que les plantes absorbent seulement
dans deux formes solubles, les ions monosodique (H,POy4) et la diabasique (HPO4*)
(Bhattacharyya et Jha , 2012). Pour surmonter la carence en P dans les sols, il existe des
applications fréquentes d'engrais phosphatés dans les champs agricoles. Les plantes
absorbent moins de quantités d'engrais phosphatés appliqués et le reste est rapidement
converti en complexes insolubles dans le sol (Mckenzie et Roberts, 1990). Mais
l'application réguliere d'engrais phosphatés est non seulement coliteux, mais est

également indésirable pour I'environnement.

Parmi les mécanismes les plus importants pour la promotion de la croissance des
plantes est la solubilisation du phosphate minéral dans la rhizosphere (Oves et al., 2009;
Ahemad et Khan, 2012). Cela a conduit a rechercher une option écologiquement siir et
économiquement raisonnable pour améliorer la production agricole dans les sols a faible
P. Dans ce contexte, les microorganismes solubilisant le phosphate, peuvent fournir les
formes disponibles de P sur les plantes et donc un substitut viable aux engrais

chimiques phosphatés (Khan et a/., 2009). Plusieurs rhizobactéries solubilisant le
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phosphate sont considérés comme des engrais biologiques prometteurs car elles peuvent
fournir le P des a partir de sources non ou mal disponibles au plantes par des divers

mécanismes.

Une étude de terrain d’une durée de 3 ans a été réalisée sur des champs de mais a
montré que les inoculation par des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes et
les champignons mycorrhizes arbusculaires et leur combinaison augmentent la
croissance des plantes et leur récolte puissent augmenter la captation des nutriments,
prélevant ainsi plus de nutriments du sol, notamment le N, le P et le K (Adesemoye et
al., 2008). Parmi les microorganismes qui solubilisent le phosphate, il y a des
actinomyceétes (Franco-Correa et al., 2010) des souches appartiennent au genre
Streptomyces (Kaur et al., 2013), Pseudomonas aeruginosa (Gupta et al., 2013),
Kluyvera cryocrescens KUDCI1771 (Son et al., 2014), Burkholderia cepacia
SCAUKO330 (Zhao et al., 2014), Bacillus licheniformis A2 (Goswami et al., 2014),
Des isolats appartiennent aux genres Pseudomonas, Burkholderia et Acinetobacter
(Azziz et al., 2012), Bacillus sp. BPR7 (Kumar et al., 2012), Bacillus subtilis CB ( 8)
(Mehta et al., 2013). Les bactéries appartiennent aux genres Azotobacter, Bacillus,
Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microbacterium,
Pseudomonas, Rhizobium et Serratia sont signalées comme des bactéries les plus
importantes qui solubilisent le phosphate (Bhattacharyya et Jha , 2012). En général, la
solubilisation du phosphore inorganique se produit comme une conséquence de l'action
des acides organiques de faible poids moléculaire qui sont synthétisés par diverses
bactéries du sol (Zaidi et al., 2009). A l'inverse, la minéralisation du phosphore
organique se produit par la synthése d'une variété de différentes phosphatases (Glick,
2012). La solubilisation et la minéralisation du phosphate peuvent coexister dans la

méme souche bactérienne (Tao et al., 2008).
I.4. Actinomycétes comme des agents de lutte biologique

Les actinomycétes appartiennent au regne des procaryotes, division des
fimicutes (bactéries Gram positif), classe des thallobacteria (bactéries filamenteuses) et
a l'ordre des actinomycétales. Sur milieu solide, le cycle de développement des
actinomycetes est tres similaire a celui des champignons, a la différence essentielle que
ces bactéries demeurent haploides durant tout le cycle. Les actinomycetes sont des

bactéries filamenteuses dont la croissance donne lieu a des colonies constituées

31



Chapitre I : Synthese Bibliographique

d’hyphes, c’est a dire des filaments qui irradient, par croissance centrifuge, tout autour
du germe qui leur a donné naissance. Cela explique leur dénomination le mot
«Actinomycetes» provient de deux substantifs grecs « Actino » et « Mycete » et signifie

«champignons a rayon» ou «champignons rayonnants.

Sur milieu nutritif, la germination d’une spore a partir de laquelle croit un tube
germinatif constitue le point de départ du cycle. De ce tube se développe un réseau
constitu¢ d’hyphes qui se ramifient, formant un mycélium primaire qui s’étend sur et
dans le milieu. A partir de ce mycélium primaire s’éléve par croissance apicale un
mycélium secondaire aérien de forme variable selon les genres bactériens. Suivent un
cloisonnement des hyphes aériens, un épaississement des cloisons et, finalement, la
libération de spores (figure 8) (Delaunay et al., 2003). Ces formes cellulaires permettent

la survie dans des conditions défavorables a la croissance végétative.
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Figure 8. Cycle de développement de Streptomyces sur milieu solide (Delaunay et al.,
2003).

Les actinomycetes représentent une grande proportion de la biomasse
microbienne du sol et ont la capacité de produire une large variété d’antibiotiques et
d’enzymes extracellulaires. Plusieurs souches d’actinomycétes s’averent capables de
protéger les plantes contre des maladies (Doumbou et al., 2002; Jayasinghe et

Parkinson, 2008).

La classification des actinomycetes se fait a partir de criteres morphologiques et
biochimiques. Dans ce groupe bactérien, le genre Streptomyces est le plus abondant et il

est responsable de la majeure partie de la production actuelle des antibiotiques
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(Delaunay et al., 2003; Badji et al., 2005; de Lima Procopio et al., 2012; Hwang et al.,

2014).

Tableau 1 : Exemples d’antibiotiques produits par le genre Streptomyces (Delaunay et

al.,2003).
Classification Antibiotique Organisme Cible et spectre d’activité
producteur
Streptomycine S. griseus Synthése protéique ; spectre
Aminoglycosides | Spectinomycine | S. spectabilis large, inactifs sur les
Néomycine B S. fradiae streptocoques et anaérobies
stricts
Chlortétracycline | S. aureofaciens Synthése protéique ; large
Tétracyclines Oxytétracycline | S. rimosus spectre, mycobactéries,
mycoplasmes
Nystatine S. noursei Membrane cytoplasmique ;
Polyénes Amphotéricine S. nodosus fongicides : levures,
champignons
Spiramycine S. ambofaciens
Erythromycine S. erythreus
Rapamycine S. hygroscopicus
Macrolides Natamycine S natalensis Synthése protéique ; spectre
Avermectine S. avermitilis étroit, bacilles Gram+
Tylosine S. fradiae et —, anaérobies stricts
Oléandomycine | S. hygroscopicus
Pristinamycine S. Synthése protéique ;
Streptogramines pristinaespiralis Gram+, staphylocoques
Virginiamycine | S. virginiae
Glycopeptides Vancomycine S. orientalis Synthese pariétale ; Gram+,
mycobactéries
Lincosamides Lincomycine S. lincolnensis Synthése protéique ; Gram+
(staphylocoques, an-
acrobies)
Synthése protéique ; utilisé
Autres Chloramphénicol | S. venezuela contre la fiévre
typhoide, les méningites
cérébro-spinales (Neisse-
ria meningitidis)

Le tableau 1 illustre quelques exemples d’antibiotiques produits par les

Streptomyces avec cibles et spectres d’action. De nombreuses recherches se sont
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récemment développées en vue de trouver de nouveaux antibiotiques produits par des

actinomycetes « rares », n’appartenant pas au genre Streptomyces (Delaunay et al.,

2003). Hwang et al., (2014), récapitulent quelques métabolites représentatifs synthétisés

par des différentes espéces appartiennent au genre Streptomyces dans la figure 9.
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Figure 9. Les métabolites secondaires représentatifs chez les espéces de Streptomyces
(Hwang et al., 2014). Entre parenthéses les types d'enzymes de biosynthése associés.

Abréviations: SARP, Streptomyces protéine régulatrice antibiotique; TCS, systéme a
deux composants.

Les agents de lutte biologique basés sur les actinomycetes ont retenu ’attention
des chercheurs au cours des dernieres décennies. Ces actinomyceétes antagonistes sont

connus pour étre trés efficaces contre plusieurs maladies phytopathogéniques reliées aux
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sols, ainsi que pour la dégradation de composés aromatiques (toxiques) présents aussi
dans les sols. Les multiples enzymes lytiques, les antibiotiques et les hormones de
croissance produits par ces bactéries leurs conférent la capacité de protéger les plantes
contre les phytopathogenes, ainsi que d’accroitre le contenu en nutriments des sols
(Sastrahidayat et al., 2011; Kaur et al., 2013; Nagpure et al., 2014; Gopalakrishnan et
al.,2014).

Récemment, Cerkauskas et Ferguson, (2014), ont montré 1’efficacité des
produits de lutte biologique, Sporodex (Pseudozyma flocculosa) et Actinovate
(Streptomyces lydicus) contre la maladie de blanc du concombre (Podosphaera xanthii)
qui cause des pertes annuelles importantes de rendement et de qualité dans les cultures

en serre au Canada.

I.5. Bactériocines comme des agents antimicrobiens

1.5.1. Définition des bactériocines

Différentes définitions des bactériocines ont été données au cours du temps
(Dortu et Thonart, 2009). Klaenhammer, (1988), définit les bactériocines comme des
protéines, ou complexes de protéines, avec une activité bactéricide contre des especes
proches de la souche productrice. Cenatiempo et al., (1996), définit les bactériocines
comme toute molécule de nature protéique (fut-ce partiellement), synthétisée par la voie
ribosomique et douée d'une activité bactéricide ou bactériostatique. Cependant, Yang et
al., (2014), définit les bactériocines comme des peptides antimicrobiens de synthese
ribosomique produits par les bactéries, qui peuvent tuer ou inhiber les souches
bactériennes liées ou non a des bactéries productrices.

Les bactériocines représentent une large classe de substances antagonistes qui
varient considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés

biochimiques, de leur spectre d'action et de leur mode d'action (Klaenhammer, 1988).

1.5.2. Classification des bactériocines

Les bactériocines différent entre elles par leur structure, leur mode d’export et
leur mode d’action. Cette forte divergence a rendu leur classification assez difficile. Il
existe plusieurs classifications. Les connaissances acquises ont permis de créer une
classification des bactériocines réparties en quatre classes, reposant sur les propriétés

biochimiques et les mécanismes d’action (Klaenhammer, 1993).
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Classe L. Les lantibiotiques : peptides de taille inférieure a 5 kDa, stables a la chaleur
et qui contiennent des acides aminés inhabituels soufrés formés post-
traductionnellement, c'est-a-dire la lanthionine, la B-méthyl lanthionine, la
déhydrobutyrine et la déhydroalanine. Ils peuvent étre divisés en deux types: la
classe Ia qui comprend des peptides cationiques hydrophobes allongés contenant
jusqu'a 34 acides aminés et la classe Ib qui comprend les peptides globulaires chargés
négativement ou sans charge nette et contenant jusqu'a 19 acides aminés (McAuliffe et
Hill, 2001; Twomey et al., 2002). Certains lantibiotiques sont par ailleurs constitués de

deux peptides agissant ensemble pour avoir une activité comme la lacticin 3147.

Classe II. Peptides de taille inférieure a 10 kDa, stables a la chaleur, ne contenant pas
d'acides aminés modifiés. Leur point isolélectrique varie entre 8 et 10. Cette classe est
divisée en trois sous-classes. Les bactériocines de la sous-classe Ila contiennent entre
27 et 48 acides aminés et ont toutes une partie N-terminale hydrophobe contenant la
séquence consensus YGNGYV ainsi qu'un pont disulfure et une partie C-terminale moins
conservée, hydrophobe ou amphiphile qui détermine la spécificité d'action (Fimland et
al., 2000; Richard et al., 2006; Cui et al., 2012). Elles ont toutes une activité contre
Listeria monocytogenes. Certaines bactériocines de cette sous-classe contiennent
également un deuxiéme pont disulfure dans leur domaine C-terminale qui semble étre
important dans la stabilisation de la structure tertiaire. Il semble par ailleurs qu'il leur
conférerait une meilleure activité antimicrobienne, une meilleure résistance a
I'exposition a des hautes températures et un spectre d'action plus large (Eijsink et al.,
1998; Fimland et al., 2000; Drider et al., 2006; Richard et al., 2006). La sous-classe IIb
comprend les bactériocines ayant besoin de deux peptides pour avoir une activité. Deux
types de bactériocines de classe IIb peuvent étre distingués : le type E (Enhancing) ou la
fonction d'un des deux peptides est d'augmenter l'activit¢ de l'autre et le type S
(Synergy) ou les deux peptides sont complémentaires. La sous-classe Ilc contient les

bactériocines ne pouvant pas étre classées dans les autres sous-classes.

Classe III. Protéines de taille supérieure a 30 kDa et sensibles a la chaleur. La structure
et le mode d'action de ces bactériocines différent completement des autres bactériocines
produites par les bactéries lactiques. Cette classe ne contient que quatre bactériocines :
I'helveticin J produite par Lactobacillus helveticus A, l'enterolysin A produite par
Enterococcus faecium, la zoocin A produite par Spreptococcus zooepidemicus et la

millericin B produite par Streptococcus milleri (Papagianni et Papamichael, 2011).
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Classe IV. Peptides requérant une partie carbohydratée ou lipidique pour avoir une
activité. Aucune bactériocine de cette classe n'a été décrite (Papagianni et Papamichael,

2011).
1.5.3. Le mécanisme de production des bactériocines et sa régulation

Différentes protéines sont impliquées dans la production des bactériocines et sa
régulation. Les bactériocines sont produites sous forme d'un prépeptide non-
biologiquement actif qui subira des modifications post-traductionnelles pour aboutir au
peptide actif. Cette production est souvent régulée par un systéme de Quorum Sensing,
un mécanisme permettant a certains génes d'étre exprimés en fonction de la densité de la

population bactérienne (Dortu et Thonart, 2009).

1.5.4. Les applications des bactériocines

Les bactériocines sont habituellement reconnues comme siires, sont sensibles
aux protéases digestives et ne sont pas toxiques pour les cellules eucaryotes (Wijaya et
al., 2006). Elles ont une grande tolérance aux variations de pH et aux traitements
thermiques. Leur spectre antimicrobien peut étre large ou étroit, elles peuvent donc
cibler sélectivement des bactéries pathogenes ou altérantes sans inhiber les bactéries
indispensables et ont un mode d'action bactéricide (Galvez et al., 2007). Les
bactériocines doivent cependant étre considérées comme un moyen de préservation

complémentaire a ceux déja existant (Deegan et al., 2006).

L’émergence de souches bactériennes pathogeénes résistant a plus d'un
antibiotique force la communauté scientifique a développer des méthodes alternatives a
l'utilisation d'antibiotiques lors du traitement des infections bactériennes. Une des
solutions face a ce dilemme est basée sur 1’utilisation des bactériocines par plusieurs
groupes de recherche, comme voie d'avenir afin de réduire 1'utilisation des antibiotiques

(Reid et Burton, 2002).
1.5.4.1. L'application des bactériocines dans le secteur alimentaire

Les bactériocines sont généralement connues comme des composés naturels
capables de protéger et d’influencer la qualité des aliments (Settanni et Corsetti, 2008;
O’ Shea et al., 2013). Les bactériocines peuvent étre appliquées sous une forme

purifiée, semi-purifiée ou sous la forme d'un concentré obtenu apres fermentation d'un
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substrat alimentaire. Les bactéries productrices peuvent également étre appliquées dans

les produits alimentaires, la bactériocine sera alors produite in situ.

L'utilisation des bactéries productrices de bactériocines peut €tre intéressante
tant au niveau législatif qu'économique. Les bactéries productrices de bactériocines
peuvent étre ajoutées comme starter dans des produits fermentés ou comme culture
protectrice. Elles doivent étre capables de croitre et de produire des bactériocines dans
l'aliment a conserver. La composition du produit (nutriments accessibles, pH, additifs
alimentaires, etc.) et les conditions de stockage (température, atmospheére, activité d'eau,
etc.) doivent donc permettre la croissance et la production de bactériocines. Cette
production étant souvent sous le contrdle d'un systéme de Quorum Sensing, la
concentration en molécule inductrice doit étre suffisante, son interaction avec la matrice

alimentaire peut donc étre un facteur limitant (Dortu et Thonart, 2009).

L’application des bactériocines dans la conservation des aliments peut étre
bénéfique pour plusieurs raisons (Galvez et al., 2007; Messaoudi et al., 2013): (1)
diminuer les risques d'intoxication alimentaire, (2) diminuer la contamination dans la
chaine alimentaire, (3) améliorer la durée de vie des produits alimentaires, (4) protéger
les aliments au cours des périodes de température ¢€levé, (5) réduire les pertes
économiques dues a la détérioration des aliments, (6) réduire 1’ajouts des agents de
conservation chimiques, (7) réduire l'intensité de traitements physiques, qui conduit
ainsi a une meilleure préservation de la valeur nutritionnelle des aliments et peut-étre
réduire le colt de traitement (8), fournir des alternatives pour la préservation "nouveaux
aliments" et satisfaire les demandes des consommateurs pour les aliments avec au gofit
frais, légerement préservés et préts a manger. Jusqu'a présent, seule la nisine, un

lantibiotique, est acceptée comme additif alimentaire (E234) (Guinane et al., 2005).
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Figure 10. Photographe d’un fromage fabriqué a partir de lait de brebis et inoculées par
Clostridium beijerinckii INIA 63 (apres 60 jours) et (A) Lactococcus lactis subsp. lactis
INIA 415-2 (mutant non producteur bactériocine) ou (B) L. lactis subsp. lactis INIA
415 (producteur de bactériocine), aprés une incubation a 25 °C pendant 15 jours (Garde
etal.,2011).

Plusieurs souches bactéries lactique LAB (lactic acid bacteria)
bactériocinogéniques ou leurs bactériocines peuvent étre appliquées directement dans
les produits du lait fermentés comme le fromage (figure 10) (Garde et al., 2011), dans
les produits des végétaux fermentés et non fermentés ou comme des additives
alimentaires (Settanni et Corsetti, 2008 ; Khan et al., 2010; Yang et al., 2014). Lucas et
al, (2006), démontrent que D’enterocin AS-48 inhibe la croissance des Bacillus

coagulans dans les produits alimentaires a base des végétaux.

Les Enterococcus font partie des aliments fermentés, principalement des
produits laitiers. Aguilar-Galvez et al., (2012), rapportent que la grande diversité des
bactériocines (entérocines) retrouvées dans les entérocoques pourrait étre valorisée en
développant des méthodes de purification qui permettraient de substituer 1’utilisation de
ces souches par I’emploi d’entérocines sur les matrices alimentaires. Les entérocoques
produit une grande diversité de bactériocines, considérées comme des agents de contrdle
biologique dans les aliments, en conservant leurs propriétés organoleptiques et
nutritionnelles. Elles constituent ainsi une alternative a 1’utilisation d’additifs chimiques
ou a celle de traitements physico-chimiques employé€s dans la conservation des produits

alimentaires. De plus, les bactériocines présentent 1’avantage d’étre rapidement digérées
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par des protéases du tractus digestif humain sans produire de substances secondaires

toxiques.

La nisine est actuellement la seule bactériocine 1également approuvée comme
additif alimentaire (additif numéro E234) dans 80 pays. Elle a été évaluée comme sans
danger pour I’Homme par 1’organisation des Nations Unies pour 1’Alimentation et
I’ Agriculture (ONUAA) et I’Organisation Mondiale pour la Santé publique (OMS) en
1969.

En supposant levées toutes les limitations réglementaires relatives a 1’emploi des
bactériocines en tant que des additifs, le probléme serait de choisir la bactériocine la
plus appropriée a une utilisation particuliere, c'est-a-dire celle dont 1'efficacité vis-a-vis
des bactéries cibles est la plus grande, sans que la flore utile dans certains produits soit

affectée (Richard, 1996).

1.5.4.2. L’application des bactériocines dans le domaine médical et

pharmaceutique

Les bactériocines peuvent ¢galement trouver des applications dans le secteur
médical ou elles peuvent étre utilisées comme agents antimicrobiens dans I’industrie

pharmaceutique.

Une des méthodes alternatives proposées pour réduire a long terme 1'utilisation
des antibiotiques pour le traitement de maladies infectieuses chez I’humain fait appel a
la capacité de certaines bactéries a produire des bactériocines. En effet, l'utilisation des
bactériocines n'est pas restreinte au domaine alimentaire, plusieurs études ont démontré
que l'utilisation répandue des antibiotiques pour traiter et prévenir les infections,
engendre de sérieux problémes de toxicité et de résistance. Par leurs caractéristiques
mentionnées précédemment, les bactériocines ont ét¢ énormément appréciées comme
étant des agents de thérapie, naturelle. Selon, Yang et al., (2014), les bactériocines

agissent comme un arme immunitaire d’un systéme bactérien naturel.

Les probiotiques, définis par 1’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) comme
des « microorganismes qui, administrés vivants et dans des quantités adéquates,

conférent un bénéfice a la sant¢ de I’hdte ». Le champ d’application de ces micro-
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organismes et surtaux qui produits des bactériocines est vaste, touchant de nombreux
domaines dont celui des maladies infectieuses et en particulier des infections
respiratoires (Alexandre et al., 2014). Les probiotiques pourraient exercer leur efficacité
protectrice par différents mécanismes (ex.: compétition avec des bactéries pathogénes,
production de bactériocine, acidification, production de vitamines ou d’enzymes
bénéfiques) (Grangette, 2007). La production de bactériocine est devenue un critére
important pour la sélection des probiotiques. Cependant, peu d’études ont clairement
démontré I'impact de la production de bactériocine sur la capacité de la souche
productrice a étre compétitive vis-a-vis d’une communauté microbienne et a influencer
positivement la santé de 1’hote. Les bactériocines pourraient agir de trois fagons
distinctes au niveau d’un écosysteme complexe. Elles faciliteraient 1’introduction de la
souche productrice dans une niche préétablie en jouant le role de peptide de
colonisation. Les bactériocines pourraient aussi agir en tant que peptides tueurs en ayant
un effet direct sur I’inhibition de souches pathogénes. Enfin, elles pourraient agir
comme peptide de signalisation et induire une modulation du microbiote colique tout en
influengant la stimulation du systéme immunitaire de 1’hote. La figure 11 adapté de
Dobson et al., (2011), résume de fagon schématique les différents réles que peuvent

jouer les bactériocines.

Les bactériocine sont utilisables dans des applications médicales pour l'espéce
humaine et animale (Yang et al., 2014). Récemment, des évidences ont clairement
démontré le potentiel des bactéries productrices de bactériocines pour la prévention de
certains types d’infections bactériennes chez 1’humain comme le potentiel de la
bactériocine produite par la souche I’infection Pediococcus pentosaceus SB83 contre les

infections vaginale, qui a été démontré par Borges et al., (2014) et Sandra et al., (2014).

Une autre étude menée par Joseph et al., (2013), suggerent que la bactériocine
partiellement purifiée de Bacillus subtilis peuvent étre utilisée comme un agent
antimicrobien chez ’homme pour traiter les bactéries pathogenes de 1’ulcere du pied

diabétique.
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Figure 11. Mécanismes par lesquels la production des bactériocines pourraient
contribuer au fonctionnement des probiotiques (Dobson et al., 2011). Les bactériocines
pourraient agir en tant que peptides de colonisation en apportent un avantage compétitif
pour la souche productrice vis-a-vis du microbiote résident (Gillor et al., 2009); les
bactériocines pourraient agir en tant que peptide tueur, en éliminant directement les
agents pathogenes (Corr al., 2007); ou les bactériocines pourraient servir en tant que
peptides de signalisation, pour stimuler d'autres bactéries du microbiote et/ou le
systéme immunitaire (Kleerebezem et al., 1997; Meijerink et al., 2010; van Hemert et
al., 2010).

L’infection par Clostridium difficile est la majore cause de la mortalité chez les
patients hospitalisés et elle impose des problemes de dépense financieres considérables
pour les services de la santé en Europe et en USA. Actuellement, des études montrent
I’activité des bactériocines comme Nisin A, Nisin V, Thuricin CD, Lacticin, LFF571 et
Actagardine A contre Clostridium difficile et que les antibiotiques peuvent étre
remplacer par ces bactériocines (Rea et al., 2013). D’une autre part, plusieurs souches

appartenant au genre Bifidobacterium, produisent plusieurs bactériocines qui ont des

applications potentielles dans le domaine pharmaceutique (Martinez et al., 2013).

1.5.4.3. L'application des bactériocines dans le domaine de la médecine
vétérinaire
L’utilisation d’une bactériocine a la place d’un antibiotique, par intermittence,

aiderait a détruire les populations résistantes. Les antibiotiques ont un tres large spectre
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d’action, donc ils peuvent agir sur a peu pres la moitié de la flore naturelle trouvée dans
le rumen des bovins, alors que les bactériocines sont par contre extrémement
spécifiques, ce qui permet, par exemple, de cibler seulement les bactéries qui dégradent
des protéines alimentaires ou seulement celles qui produisent du méthane. Un autre
avantage qui s’ajoute, tient au fait que les bactériocines sont des protéines non toxiques
qui se digerent facilement. Comme elles sont digérées par 1’animal, il n’y a aucun
risque qu’il reste des résidus dans la viande ou le lait. Par contre, les antibiotiques
classiques ne sont pas digestibles, sont trés toxiques et doivent étre manipulés et
administrés avec précaution.

Plusieurs études ont démontré I’utilisation potentielle des bactéries probiotiques
productrices des bactériocine comme des additifs dans les aliments des animaux. En
effet, Strompfova et Laukova, (2007), suggerent que la bactériocine nommé EF55
d’Enterococcus spp. d'origine de poulet est un agent probiotique prometteur comme un
complément pour les volailles. Morovsky et al., (1998), ont démontré que la
bactériocine produite par Enterococcus faecium BC25 d'origine rumine, exerce un effet
bactériostatique contre Streptococcus bovis et elle peut étre utile en tant que
modulateurs de fermentation dans le rumen. De méme, Amado et al, (2012),
démontrent que les deux souches probiotiques Lactococcus lactis CECT 539 et
Pediococcus acidilactici NRRL B-5627 qui produisent des bactériocines peuvent étre
utilisées comme inoculum dans ’ensilage pour contrdler Listeria monocytogenes chez

les rumines.
1.5.4.4. L'application des bactériocines dans le domaine agricole

La protection des plantes contre les microorganismes phytopathogenes ainsi que
la préservation des semences, sont les objectifs de 1’exploitation des bactériocines en
agriculture. Dans ce cas, des substances antibactériennes et substances antifongiques
seront associées afin de lutter contre les ravageurs phytopathogenes. Plusieurs travaux
scientifiques, montrent les effets bénéfiques des souches bactériocinogéniques sur la
croissance et la protection des plantes contre les agents phytopathogeénes. Hafeez et al.,
(2005), montrent que la souche Rhizobium leguminosarum bv. viciae LC-31 produise
une bactériocine qui jeu un rdle important dans compétition interspécifique et
intraspécifique et qui est trés important pour la préparation des biofertilisants. D’autre

part, Hammami et al., (2009), montrent que la souche Bacillus subtilis 14 B et leur
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bactériocine peuvent réduire le pourcentage d’infection des plantes par Agrobacterium
tumefaciens. Jung et al., (2011), ont démontré que les bactériocine de classe IId
(thuricin 17 and bacthuricin F4), purifies a partir des souches Bacillus sont capables
d’induire les enzymes reliées au systeme de défense chez le soya. De méme, Panda et
al., (2014), indiquent que les bactéries appartiennent au genre Brevibacillus sont
capables de synthétiser des bactériocines et elles peuvent étre des bonne candidats de
lutte biologique. La thermophiline ST-1 est aussi une bactériocine produite par
Streptococcus thermophilus ACA-DC 0001 et qui elle présente un large spectre
d’activité contre les germes pathogenes alimentaires ainsi que contre certaines bactéries

Gram-négatives phytopathogenes (Aktypis et Kalantzopoulos, 2003).

I.5.5. Combinaison des bactériocines avec d'autres agents

La combinaison des bactériocines avec d'autres traitements de conservation
chimique ou physique donne des résultats prometteurs pour la conservation des
aliments. Les molécules chimiques peuvent étre des acides organiques, le nitrite, le
chlorure de sodium, 1'éthanol, des huiles essentielles (I'impact sur les propriétés
organoleptiques doit étre soigneusement évalué) ou des agents chélatants tel que
I'EDTA, le phosphate trisodique, le citrate. Ces agents chélatants permettent de
séquestrer les ions magnésium des lipopolysaccharides de la membrane externe des
bactéries Gram™ permettant aux bactériocines d'atteindre la membrane interne, siege de
leur activité. Les traitements physiques peuvent étre des traitements thermiques, le
stockage sous atmosphére contrdlé, 'application de champs ¢€lectriques ou l'application
des hautes pressions (Galvez et al., 2007). D'autre part, l'utilisation d'inhibiteurs de
protéases ou de protéines de soja a été suggérée afin de prévenir la dégradation des
bactériocines par les protéases présentes dans le produit a conserver (Kouakou et al.,

2008).
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I1. 1. Zone d’étude et matériel végétal

L’étude a été conduite sur deux sites représentant les régions arides et semi-arides
d’Algérie, a savoir : la station de Boussadda a M’sila, zone semi-aride a aride (Nord-Est
Algérien) (Guettouche et Guendouz, 2007); la station de Biskra, zone aride (Sud Algérien)
(Hiouani et Bensaid, 2009). La figure 12 contient les informations sur la localisation des
deux régions concernées par 1’étude et les points de prélévements des plantes et les

échantillons de sols rhizosphériques.
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Figure 12. Sites de prélévement des sols rhizosphériques de trois Fabacées (Ononis
angustissima Lam., Calobota saharae Coss. & Dur. et Astragalus gombo Cos. & Dur.).

Tableau 2 : Ecologie des especes veégétales etudiees (Quezel et Santa, 1963).

Especes Habitats Biogéographie Type Sol
Ononis natrix L. Me¢éditerranéen
SSp. angustissima Commun : Sahara Tres Rare Chaméophytes | Sableux
(Lam.) et Tell
Astragalus gombo Endémique
Cos. & Dur. Désertique et aride Saharien Chaméophytes | Sableux
Calobota saharae Rocailles plus ou Endémique
Coss. & Dur. moins ensablées Nord Saharien | Phanérophytes | Sableux

L’identification des trois Fabacées endémiques au sens large (S.L.) Ononis
angustissima Lam., Calobota saharae (Coss. & Durieu) Boatwr. & B.-E. van Wyk (Nom

scientifique ancien est Genista saharae Coss. & Durieu, Spartidium saharae (Coss. &
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Reboud) Pomel) et Astragalus gombo Cos. & Dur.) (Figure 13) est réalisée selon les
caracteres morphologiques et écologiques (Tableau 2) cités par Quezel et Santa, (1963) et

Ozenda, (2004).

Figure 13. Photos montrent les trois Fabacées endémiques d’Algérie: (A) Ononis
angustissima Lam., (B) Astragalus gombo Cos. & Dur. et (C) Calobota saharae Coss. &
Dur.).

I1.2. Caractérisation des Actinomyceétes de la rhizosphére de trois
Fabacées (Ononis angustissima Lam., Calobota saharae Coss. & Dur. et

Astragalus gombo Cos. & Dur.)
I1.2.1. Isolement des Actinomycetes

Des échantillons de sols rhizosphériques de trois Fabacées (Ononis angustissima

Lam., Calobota saharae Coss. & Dur. et Astragalus gombo Cos. & Dur.) ont été pris a
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partir de deux sites a savoir Boussaada et Biskra. Les racines avec le sol qu’ils I’entourent,
ont été prélevées dans des cylindres stériles, fermés en novembre 2007 et stockés a 4 °C
jusqu’a leur utilisation. Pour chaque échantillon prélevé, 10 g du sol ont été dilués dans 90
ml de 1’eau physiologique stérile (NaCl a 9 g.I'"), puis incubés a 50 °C dans un incubateur

avec agitation 150 tpm pendant 30 min.

L’isolement des actinomyceétes, a été effectué par la méthode de suspensions-
dilutions et étalement sur milieu. Une série de dilutions de 10" a 10° dans de I’eau
physiologique stérile (NaCl 9 g.I) a été préparée a partir de chaque échantillon. Aprés
agitation au vortex, 0,1 ml de chaque dilution est ensemencé a la surface des boites de Pétri
contenant le milieu ISP2 (Internationale Streptomycete projet) (Shirling et Gottlieb, 1966),
complétée par la streptomycine (2,5 mg.ml'l) et l'amphotéricine B (75 mg.ml'l) afin
d'empécher la contamination bactérienne et fongique, respectivement. Les boites Pétri ont

¢été incubées a 28 °C, et la croissance a été suivie durant 14 jours.

Le dénombrement des bactéries était effectué en comptant le nombre total de
colonies présentes sur la gélose, correspondant au nombre d’unités formant colonie
(UFC), et en le rapportant par gramme d’échantillon en tenant compte du facteur de
la dilution opérée. Pour une meilleure interprétation, les résultats ont été exprimés
en logarithmes (Logyo UFC.g"). Les boites dont le nombre était compris entre 100
et 300 ont été retenues pour dénombrement et identification. Les colonies qui se
rapprochant par leur aspect macroscopique aux actinomycetes sont observées au
microscope photonique a 1'état frais. Apres coloration de Gram, seuls les isolats a
coloration de Gram positif et d’aspect filamenteux sont purifiés sur le milieu ISP2. Cette

derniere opération a été répétée plusieurs fois, jusqu’a obtention de isolats pures.

I1.2.2. Conservation des isolats d’ Actinomyceétes

Les isolats d’actinomycetes ont été conservés, d’une part a 4 °C sur des géloses
inclinées avec un repiquage tous les deux mois et, d’autre part, a -20 °C en suspension en

présence de glycérol a 20% (v/v) pour une longue duré (Kitouni et al., 2005).
I1.2.3. Antagonisme In Vitro des isolats d’ Actinomycétes

Les germes cibles utilisés pour la mise en évidence de 1’antagonisme des isolats
d’actinomycetes sont les suivants: Bacillus subtilis ATCC 6633 (American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA.), Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella
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pneumonie CIP 53-153 (Collection de I'Institut Pasteur, Algérie), Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas syringae pv. tomate 1086,
Salmonella typhi CLMA 12 (Collection de Laboratoire, Microbiologie Appliquée,
(Université Ferhat Abbas, Sétif-1, Algérie), Enterobacter spp CLMA 04, Citrobacter spp.
CLMA 4, Fusarium oxysporum CLMA 11, Phytophthora spp CLMA 43, Aspergillus
flavus CLMA 19, Aspergillus niger CLMA 57 et Candida albicans ATCC 24433.
L'antagonisme entre les actinomycetes et les germes cibles a été évaluée sur le milieu
solide ISP2 par la technique des stries croisées (Aouiche et al., 2012). Une anse remplie de
spores de chaque isolat d’actinomycéte mature (14 jours de culture sur milieu ISP2), est
ensemencée en un seul trait sur le méme milieu, en bordure de boite de Pétri. Apres 10
jours de croissance des actinomycetes a 28 °C, les microorganismes-cibles sont
ensemencés en traits perpendiculaires a la culture de chaque isolat. L’activité
antimicrobienne est évaluée en mesurant la longueur de la zone d’inhibition entre les
bordures de la colonie de 1’actinomycete et celles des microorganismes-cibles, apres 24
heures pour les bactéries, 36 heures pour la levure et 72 heures pour les champignons

filamenteux. Toutes les expériences ont été réalisées en triple.

I1.2.4. Activités chitinolytique des isolats d’actinomycétes de la
rhizosphere d’Ononis angustissima Lam.

L’activité chitinolytique des isolats d’actinomycetes a été révélée selon la méthode
décrite par Reniwick et al., (1991), sur gélose a la chitine colloidale additionnée de
glucose. La formation d’halos clairs autour des colonies apreés 5 jours d’incubation a 30°C

indique une chitinase positive (Naik et Sakthivel, 2006).

I1.2.5. Hydrolyse de la caséine (production des protéases)

L’hydrolyse de la caséine des isolats d’actinomycetes a été révélée selon la
méthode de Williams et Cross, (1971). Les isolats ont été ensemencés sur un milieu gélosé
contenant 5 % de lait écrémé. L’apparition de zone claire autour des colonies apres 14

jours d’incubation a 28 °C indique I’hydrolyse de la caséine.

I1.2.6. Test de solubilisation de phosphore

La capacité des isolats d’actinomycetes de la rhizosphére d’Ononis angustissima
Lam., a solubilisé le phosphore a ¢été testée selon la méthode décrite par Mohandas et al.,

(2013). Les isolats d’actinomycete, ont été étalés sur milieu gélose nutritive solide
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complété avec du phosphate tricalcique (5g Caz(POs),). Apres 14 jours d’incubation a 30
°C, I’apparition des zones claires autour des colonies indiquent la solubilisation du

phosphore.
I1.2.7. Production de I’acide-p-indolacétique (AIA)

La production de I’acide-B-indolacétique (AIA) par les isolats d’actinomyceétes a été
déterminée selon la méthode de Xue et al., (2013). Des disques d’actinomyceétes (6 mm),
cultivés sur le milieu solide ISP2 et incubées (préalablement) a 28 °C pendant 7 jours, ont
été inoculées dans 5 ml de bouillon ISP2 contenant 500 pg.ml” de L-tryptophane et
incubées a 28 °C sous agitation a 125 tpm pendant 7 jours. Les cultures ont été
centrifugées a 11.000 tpm pendant 15 min. Un millilitre du surnageant a ét¢ mélangé avec
2 ml de réactif Salkowski (1 ml de FeCl; (12 g.lfl) et 49 ml de H,SO4 35%).
L’apparition d'une couleur rose indique la production de I’AIA. La densité optique (DO)
est lue a 530 nm en utilisant un spectrophotometre. Le niveau de 1’AIA produit a été estimé

par comparaison avec une standard AIA (Sigma).
I1.2.8. Identification des souches de Streptomyces

I1.2.8.1. Identification phénotypique des isolats d’actinomycetes

Les caractéristiques phénotypiques des isolats ont été examinées selon les méthodes
de Shirling et Gottlieb (1966) et le manuel de Bergey’s de la systématique Bactériologique
(Locct, 1989; Williams et al., 1989).

L’aspect macroscopique des différentes souches actives est déterminé sur les milieux
de [DInternational Streptomyces Project : ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP6 et ISP7
recommandés par Shirling et Gottlieb (1966). L’aspect macroscopique (couleur, forme,

etc.) des colonies est observe apres 21 jours d’incubation a 30 °C.

I1.2.8.1.1. Morphologie des mycéliums (aériens et de substrats)

L’observation de la morphologie des chaines de spores, du mycélium aérien et du

mycélium du substrat est effectuée selon les méthodes de (Shirling et Gottlieb, 1966;
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Cuesta et al., 2012). Locci, (1989), propose des différentes séries de couleurs pour le

mycélium aérien et du substrat qui sont les suivants :

a) Mycélium aérien : Selon la couleur de mycélium aérien mature (sporulé), il est
possible de définir 7 séries : Gris (de gris a brun), Blanc, Rouge (bronze, rose et
rose pale), Jaune (jaunatre a jaune-verdatre), Bleu (bleuatre a bleu-grisatre pale),
Vert (verdatre a gris-verdatre pale) et Violet.

b) Mycélium du substrat : les couleurs distinctives du mycélium de substrat étaient
les suivantes: beige, noir, bleu, brun, orange, violet, rose, rouge, rouge-violet,

violet-pourpre, jaune, jaune-vert.
11.2.8.1.2. Pigment de mélanoide

La production du pigment mélanoide a été observée sur les milieux solides en
gélose inclinée ISP6 et ISP7. La couleur brune noir caractéristique des pigments
mélanoides a été observée apres 1 a 2 jours d’incubation a 28°C, en comparant les tubes

ensemenceés avec le témoin non ensemencé (Shirling et Gottlieb, 1966).

I1.2.8.1.3. Test de catalase

Une colonie d’une culture de moins de 7 jours de chaque isolat a été déposée via
une anse sur une lame, une goutte de peroxyde d’hydrogéne (H,O, 10%) a ensuite été
ajoutée. La présence de catalase se traduit par I’apparition d’une effervescence. Les isolats
qui ne possédant pas de catalase sont incapables de dégrader le peroxyde d’hydrogene; ils

sont catalase négatifs.

I1.2.8.1.4. Test d’oxydase

L’activité oxydase des quatre isolats d’actinomycetes (1B10, 21, 2C34 et 2A26), a
été déterminée. Une colonie pure prise de chaque milieu gélosé est mise sur papier
Watman imprégné de réactif oxydase (N, N, N’N’-tétraméthyl-1,4-phénulénediamine). Les
isolats produisant I’enzyme oxydase, oxydent ce réactif pour former un composé violet ou

bleu.

I1.2.8.1.5. Analyse chimique des constituants cellulaires

L’analyse chimique des constituants cellulaires est effectuée selon les méthodes

préconisées par Lechevalier et Lechevalier, (1970) et Becker et al., (1964), pour la
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détermination de I’isomére de 1’acide diaminopimélique (formes LL ou DL) et la présence

ou non de glycine.
I1.2.8.1.6. Identification biochimique des Streptomyces

Les profils biochimiques ont ét¢ déterminés a [’aide de galeries Api-systéme
APIS0 CHB et API ZYM (Biomérieux SA, Marcy-1’Etoile, France) selon les
recommandations du fournisseur pour ¢étudier les caractéristiques physiologiques et

biochimiques des quatre souches de Streptomyces.

I1.2.8.1.7. Influence de la température

Pour tester I’effet de température d’incubation sur la croissance de quatre souches
d’actinomycetes, 100 ml de milieu ISP2 bouillon contenus dans des fioles Erlenmeyer de
250 ml ont été inoculés avec une culture de 7 jours des souches d’actinomycetes
sélectionnées a raison de 1% (v/v). Les cultures ont ensuite été incubées a 4 °C, 10 °C, 20
°C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 45 °C et 50 °C pendant 14 jours. Aprés d’incubation, la

croissance bactérienne a été déterminée en mesurant la densité optique a 600 nm.

I1.2.8.1.8. Tolérance des Streptomyces au NaCl

La tolérance des quatre isolats d’actinomycetes a la salinité a été testée sur un

milieu solide ISP2 contenant diverses concentrations de NaCl: 1, 2,4, 6, 8, 10 et 12 %

(p/v).
I1.2.8.1.9. Effet de pH sur la croissance des Streptomyces

La tolérance des souches aux différentes valeurs de pH a été étudiée sur milieu

ISP2. Le pH a été ajusté aux valeurs suivantes : 5,6, 7, 11, et 14.

I1.2.8.1.10. Résistance des souches de Streptomyces aux antibiotiques

La résistance des souches a différents antibiotiques a été testée sur le milieu ISP2
solide, auquel des antibiotiques ont été¢ ajoutés a des doses variables (10, 20, 50 et 100
pgml™). Les antibiotiques utilisés sont: ampicilline; chloramphénicol; rifampicine;

streptomycine; kanamycine et tétracycline.
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I1.2.8.2. Identification moléculaire des isolats d’actinomyceétes

11.2.8.2.1. Extraction de PADN

L’ADN de chaque souche parmi les quatre sélectionnée et cultivée pure en milieu
ISP2 liquide est extrait a 1’aide d’un kit d’extraction QIAgen (QIAamp® DNA Mini Kit)

suivant les instructions du fabricant.
11.2.8.2.2. Controle et purification de ’ADN extrait

La puret¢ de I’ADN extrait a partir des isolats est vérifiée au spectrophotometre

NanoDrop (ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer).
11.2.8.2.3. Amplification du gene d’ARNr 16S des Streptomyces sp.

Le géne ARNr 16S a été amplifié par réaction en chaine par polymérase (PCR) en
utilisant deux amorces universelles: amorce avant, F125 et 1'amorce inverse R125 (tableau
2), congus a partir de 8 positions de base a 27 et 1541 a 1525, respectivement. En plus des
deux amorces nucléotidiques internes ; I’amorce F156 et ’amorce R157. Ce sont les zones
conservées dans I'opéron d'ARNr d’Escherichia coli (Gurtler et Stanisich, 1996). Les ADN
génomique des isolats 21, 2A26, 1B10 et 2C34 ont ét¢ utilisés comme matrice pour
l'amplification par PCR (35 cycles, 94 °C pendant 30 s, 65 °C pendant 1 min et 72 °C

pendant 2 min).

Tableau 3 : Les séquences des différents oligonucléotides utilisés pour les

amplifications des genes de I’ARNr 16S des souches d’actinomycetes.

o . . L L. Taille | Température
Oligoucléotides | Séquences d’oligconucléotides
5' 3
F125 *AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 0 48
R125 SAAGGAGGTGATCCAAGCC® 18 51
F156 SATTCCACGTGTAGCGGTG™ 18 52
R157 SATCTCACGACACGAGCTG” 18 52

52



Chapitre II : Matériel et méthodes

11.2.8.2.4. Electrophorese sur gel d’agarose

Un gel d’agarose a 1,5 % a été préparé avec un tampon standard TBE 0,5% (4,5 mM
Tris, 4,5 mM d’acide borique et ImM EDTA, pH 8) contenant 0,5 mg.ml" de bromure
d’éthidium. Cinq pl de I’échantillon PCR a été mélangé avec 1 pl de tampon de charge sur
une feuille de parafilm. Les échantillons et un marqueur de poids moléculaire ont été
chargés séparément dans les puits du gel. L’¢lectrophorese a été effectuée a 100 V dans du
tampon TBE 0,5 pendant 40 min. Les produits d’amplification ont été¢ visualisés sous
lumiére UV, grace au bromure d’éthidium incorporé au part avant dans le gel. Les photos

ont été prises grace a un Gel doc de type Biorad.
I1.2.8.2.5. Clonage

Les produits de PCR ont été clonés dans le vecteur pGEM-T Easy (Promega,
Madison, WI, USA), conduisant aux plasmides pGM21-16S, pGM2A26-16S, pGM1B10-
16Set pPGM1B10-16S (figure 14). La bactérie E. coli DH5a (F-supE44 ®80 dlacZ AM15 A
(lacZYA-argF) U169 endAl recAl hsdR17 (tk ~, mk +) dEOr thi-1-A gyrA96 relAl)
(Invitrogen Life Technologies) a été utilisée comme souche hote. Tous les clones
recombinants d’E. coli ont été cultivées dans un bouillon LB avec 1'ajout de I'ampicilline
(Ampicilline 100 pg/ml), de I'IPTG et X-gal. Electrophorése de I'ADN, purification de
I'ADN, la restriction, la ligature et la transformation ont tous été réalisés selon les

méthodes décrites par Sambrook et al., (1989).
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Apal (14)
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Figure 14. Carte de restriction des plasmides pGM21-16S, pGM2A26-16S pGM1B10-16S

et pGM2C34-168S.

I1.2.8.2.6. Séquencage

La séquence nucléotidique du gene de I'ARNr 16S a été déterminée sur les deux

brins en utilisant le BigDye ® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit et le séquenceur

d'ADN automatisé ABI Prism ® 3100-Avant Analyseur génétique (Applied Biosystems).

11.2.8.2.7. Analyses phylogénétiques

Les analyses des séquences 16S rDNA ont été réalisées a l'aide du programme

BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov / blast). La phylogénétique moléculaire a été effectuée par
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le logiciel MEGA 4.0.2 (Tamura et al., 2007). L’algorithme de construction
phylogénétique choisi est celui de Neighbor-Joining. L’analyse des séquences est réalisée
deux par deux selon le modéle du maximum de vraissemblance. Tous les gaps issus de
I’alignement ont été traités comme des caractéres (délétion). Enfin, la robustesse des
nceuds a pu étre testée par un calcul de bootstrap basé sur 1000 répétitions (Felsenstein,

1985).
I1.2.9. Essai de lutte biologique

Les graines de pois chiches (Cicer arietinum L.) variété FLIP86-10C (trés sensibles
aux maladies fongiques), fournée par le centre d’ICARDA (International Center for
Agricultural Research in the Dry Areas), ont été stérilisées en surface par immersion dans
I'¢thanol a 70% pendant 1 min, suivie d'une agitation continue dans une solution
d'hypochlorite de sodium a 1% pendant 5 min, puis rincés avec de 1'eau distillée stérile. Les
graines ont ¢t¢ ensemencées dans des pots (a raison de 5 graines par pot), contenants un
mélange de sable, sol et tourbe (1:1:1 (v/v/v)). Des suspensions fraiches de Streptomyces
sp. (Souches 21, 2A26, 1B10 et 2C34) d'environ 1 x 10° UFC.ml™" dans 1 ml de bouillon
de ISP2 avec 1 ml de Tween-20 0,01% et de F. oxysporum environ 1x10° spores/ml ont été
ajoutés au mélange juste avant l’ensemencement. Les graines non inoculées par
Streptomyces sp. et F. oxysporum a servi de témoin négatif et les graines inoculées par F.
oxysporum a servi de témoin positive. Les cultures sont conduites en chambre de culture
conditionnée, avec une température de 24 °C le jour et 19 °C la nuit, une photopériode de
16 h et une humidité relative de 75 %. Les plants ont été fertilisés chaque semaine avec une
solution du milieu MS (Murashige et Skoog) (Murashige et Skoog, 1962). L'indice de
germination et les parametres de croissance (taille, poids frais des parties aériennes et
longueur, poids frais des racines) ont été déterminés apres 30 jours de culture. L'expérience

a été menée avec trois répétitions par traitement.
I1.2.10. Calcul de ’incidence la maladie

Le calcul de I’incidence et de la réduction de I’incidence de la maladie est réalisé
apres 4 semaines de culture selon la méthode de Song et al., (2004) et sur la base d’une
échelle de notation de symptomes a cinq classes: 0 (plante saine), 1 (feuilles jaunes sans
flétrissement de la plante), 2 (feuilles vertes avec flétrissement de la plante), 3 (feuilles

jaunes avec flétrissement de la plante) et 4 (plante morte). Sur la base de ces notations,
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I’incidence de la maladie (IM) et la réduction de I’incidence de la maladie (RIM) ont été

calculées selon les équations indiquées ci-dessous.

> VaEeurs*Npi) -

IM (%) =
(V i
pe

Avec: ) Valeurs = somme des valeurs de I’échelle de notation des symptomes.
Npi= nombre de plants infectés.
Vpe= valeur la plus ¢élevée de I’échelle de notation de symptomes.

Ntp = nombre total de plants.

(M- 1M

W *100

RIM (%) =

Avec IMti = incidence de la maladie du témoin inoculé et

IMpt = incidence de la maladie des plants traités.

I1.3. Identification des Bacillus spp et caractérisation des bactériocines

I1.3.1. Souches bactériennes et conditions de croissance

Vingt-cinq isolats de Bacillus spp. ont été isolés a partir des rhizospheres d’Ononis
angustissima Lam., Calobota saharae Coss. & Dur. et Astragalus gombo Coss. & Dur.,
trois Fabacées endémiques poussent dans les régions de M’sila et Biskra (centre et sud
d’Algérie respectivement). Vingt-deux bactéries cibles, ont été utilisées pour les tests
d’activité antimicrobienne : Cinq bactéries Gram-positif (Micrococcus luteus LB 14110,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Listeria ivanovii BUG 496, Enterococcus faecalis
ENSAIA 631, et E. faecalis JH 2-2), et dix-sept bactéries Gram-négatif (Escherichia coli
ATCC 8739, Salmonella entericia ATCC 43972, S. typhimurium, Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi, P. aeruginosa ATCC 49189, S56 A. tumefaciens, A. tumefaciens CIP 497-
74, A. tumefaciens CIP 111-78, A. tumefaciens ATCC 23308T, 4. tumefaciens CFBP 6625,
A. tumefaciens NCPPB 925, A. tumefaciens RV3, A. tumefaciens C58, A. tumefaciens
0363, A. rhizogenes CFBP 2408T, A. larrymoorei AF3.44, A. vitis CFBP 2678T).
L'activité antifongique a été¢ déterminée contre le champignon filamenteux Fusarium sp. et

la levure Candida tropicalis R2 CIP 203.
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La culture des souches Bacillus spp, a été réalisé sur le milieu solide Luria Bertani
(LB) modifi¢ dont leur composition (en g.1™") est : (peptone, 15, extrait de levure, 3, NaCl,
2,5, glucose, 7; KoHPO,4, 1; KH,PO4, 1, et MgSO,4 .7H,0, 1, agar, 15, pH 7,4), a 30°C
pendant 48 h. La production de bac-GM100 et bac-GM17 a partir de Brevibacillus brevis
GM100 et Bacillus clausii GM17 respectivement, a été réalisée a 30 °C, pendant 48 h dans
un incubateur avec agitation a 250 tours par minute, en utilisant le milieu Luria-Bertani

(LB) modifié.

Pour la détermination des activités antibactériennes, les microorganismes
indicateurs ont été cultivés pendant une nuit dans le milieu LB modifi¢ (pH 7,2) a 30 °C
pour A. tumefaciens souches, A. rhizogenes, P. savastanoi pv. Savastanoi, P. aerigunosa
ATCC 49189, E. coli ATCC 39, Xanthomonas compestris, et a 37 °C pour E. coli ATCC
8739 et S. aureus ATCC 6538. Pour la détermination des activités antifongique, le
champignon filamenteux Fusarium sp. a été cultivé dans le milieu Potato Dextrose Agar
(PDA) pendant 7 jours a 30 °C. Les spores ont été recueillies dans de 1'eau distillée stérile,
puis concentré pour produire une suspension de 10* spores ml™. La levure C. tropicalis R2
CIP 203 a été cultivée dans le milieu YP10 contenant (en g.l'l): (peptone, 15; extrait de
levure, 5; glucose, 10 ; 15 ml de solution adénine, 2 g.l’l) a 30 °C pendant 24 h dans un
incubateur avec agitation a 200 tpm. Les deux souches GM100 et GM17 ont été maintenus
dans un bouillon de LB modifié contenant 20% (v/v) de glycérol et stockées a -80 °C.
Avant toute utilisation expérimentale, les cultures ont été repiquées a deux reprises dans du

milieu LB modifié¢ a 30 °C pendant 12 h et le transfert de 1'inoculum était de 1% (v/v).
I1.3.2. Recherche de la production des bactériocines

La recherche d’éventuelle production de substances inhibitrices par les bactéries
isolées a été réalisée selon la méthode de la double couche (Paik et al., 1997). Pour la
recherche de ’activité inhibitrice en milieu liquide, la méthode de diffusion en puits a été
utilisée (Tagg et MacGiven, 1971). La méthode des dilutions critiques, a été utilisée pour
exprimer l'activité de la bactériocine en unité arbitraire par millilitre (UA.ml™). Le titre des
bactériocines GM100 et GM17 exprimé en UA.ml™" est l'inverse de la plus grande dilution

produisant une zone d'inhibition (Saeed et al., 2004).

57



Chapitre II : Matériel et méthodes

I1.3.3. Identification des souches de Bacillus

I1.3.3.1. Identification morphologique des isolats GM100 et GM17

Les deux isolats GM100 et GM17, ont été¢ examinés pour la réaction de Gram, la
morphologie cellulaire, les réactions oxydase et catalase, la motilité¢, la formation
d'endospores et le type de fermentation. Pour confirmer la pureté et 1’identit¢ des
bactéries recherchées, des examens macroscopiques et microscopiques (coloration de

Gram) ainsi que des tests biochimiques d’orientation
I1.3.3.2. Identification biochimique des isolats GM100 et GM17

Des tests biochimiques d’orientation et d’identification de la bactériologie
conventionnelle en utilisant des galeries Api-systtme APISO CHB (Biomérieux SA,
Marcy-I’Etoile, France) ont été effectuées selon les recommandations du fournisseur pour
¢étudier les caractéristiques physiologiques et biochimiques des deux souches GM100 et
GM17. L’incubation est réalisée a 30°C et la lecture est effectuée aprés 24 h et 48 h

d’incubation.

11.3.3.3. Caractérisation moléculaire des isolats GM100 et GM17

L’ ADN bactérien des souches GM100 et GM17 a été extrait par la technique de lyse en
présence de protéinase K, extraction au phénol/chloroforme et précipitation a 1’éthanol
(Sambrook et al., 1989). Le gene codant pour I’ARN 16S a été amplifié par PCR a I’aide
des amorces universelles dont les séquences suivent: amorce sens, 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" et amorce antisens, 5-AAGGAGGTGATCCA
AGCC-3’, qui désignent les positions de 8 a 27 et 1541 a 1525, respectivement, de la
région conservée de ’opéron de ARNr de E. coli (Gurtler et Stanisich, 1996). La réaction
d’amplification a été réalisée suivant les conditions standards définies pour la Taqg DNA
polymérase 35 cycles, (94°C pendant 30s, 65°C pendant 1 min et 72 °C pendant 2 min). Le
produit de PCR a été cloné dans le vecteur pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI, USA).
La souche E. coli DHS5a (F—supE44 ®80 dlacZ AM15 A (lacZY AargF) U169 endA1 recAl
hsdR17 (rk”,mk+) deoRthi-1 A—gyrA96relAl) (Invitrogen Life Technologies) a été utilisée
comme souche hote. Les mini-préparations d’ADN plasmidique ont été obtenues par lyse

alcaline (Sambrook et al., 1989).
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11.3.3.4. Séquencage de I'ADN et les analyses phylogénétiques des isolats
GM100 et GM17

La séquence nucléotidique du géne ARNr 16S a été déterminée sur les deux brins
en utilisant le Kit BigDye ® Terminator v3.1 Cycle Sequencing et le séquenceur d'ADN
automatisé ABI Prism® 3100-Avant Analyseur génétique (Applied Biosystems). L'analyse
séquence 16S rDNA a ¢été réalisée a l'aide du programme BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Les analyses de la phylogénétique moléculaire ont été
effectuées par le logiciel MEGA version 4.1. Les distances et les grappes ont été calculées
selon la méthode du Neighbor-joining. L’analyse bootstrap a été utilisée pour évaluer la
topologie en arbre, des données Neighbor-joining en effectuant re-échantillonnages 100

(Felsenstein, 1985).

I1.3.4. Caractérisation de la nature des agents inhibiteurs produits par

des isolats GM100 et GM17

Les bactéries peuvent produire des substances inhibitrices différentes des
bactériocines. Pour éliminer 1’effet des acides organiques, les surnageant ont été neutralisés
a pH 7 par une solution de NaOH 0,IN. Afin d’éliminer le peroxyde d’hydrogene
accumulé dans le milieu de culture, les surnageant ont aussi été traités par une catalase
(Boehringer, Germany) pendant trois heures a 37°C avant de procéder au test d’inhibition.
La nature protéique des surnageant sont mise en évidence par l'étude de D’activité
antimicrobienne apres traitement par différentes enzymes protéolytiques. Le surnageant
des cultures de la souche GM100 et GM17 (culture de 48h a 30°C), sont soumis a l'action
de plusieurs enzymes: trypsine, pepsine, papaine, pronase E et protéinase K. Toutes ces
enzymes ont été utilisées a une concentration finale de 1 mg.ml™. Le mélange (surnageant
+ enzyme) a été incubé 2 h a 37°C et ’activité antibactérienne contre 4. tumefciens C58, L.
ivanovii BUG 496 et C. tropicalis R2 CIP 203 est dosée par la méthode de diffusion en
puits (Tagg et McGiven, 1971). Le témoin est constitué d'un extrait de bactériocine n'ayant
pas subi de traitement enzymatique. Les détergents utilisés pour tester la sensibilité des
surnageant de GM100 et GM17 sont Tween 40, Tween 60, Triton X-100, SDS, I'urée,
I’EDTA et PMSF a une concentration finale de 15%. Les surnageant avec les détergents
ont été incubé pendant 2 h a 30 °C. Les surnageant des cultures de GM100 et GM17 (30
°C pendant 48) ont été mélangées avec chloroforme, butanol, isopropanol, acétate d’éthyle

et méthanol a une concentration final de 60 %. Les différents mélanges, ont été incubés
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pendant 2 h a une température ambiante. L’activité antibactérienne contre A. tumefciens
C58, L. ivanovii BUG 496 et C. tropicalis R2 CIP 203 a été dosée par la méthode de
diffusion en puits (Tagg et McGiven, 1971).

I1.3.5. Etapes de purification de Bac-GM100 et de Bac-GM7

Pour la préparation de I’extrait de culture, cinq cent millilitres de milieu de culture
LB modifi¢ contenant la souche Brevibacillus brevis GM100 ou GM17, obtenu apres 48 h
d’incubation, ont été centrifugées pendant 30 minutes a 10.000 tpm pour ¢€liminer les
cellules microbiennes. Les surnageant contenant les composés extracellulaires actifs ont
été retenus comme la préparation des bactériocines bruts pour tous les dosages ultérieurs.

Les surnageant actifs obtenus, ont passé€s ensuit par plusieurs étapes de purification.

I1.3.5.1. Précipitation au sulfate d’ammonium, dialyse et traitement

thermique de Bac-GM100 et de Bac-GM7

La précipitation des surnageant obtenus de la culture des souches productrices est
réalisée a 4 °C pendant une nuit en présence de sulfate d’ammonium (NH4)2SO,4 a 40-60 %
de saturation. Les précipités sont récupérés puis centrifugés a 10000 tpm pendant 30 min a
4°C. Les culots des extraits bruts, obtenus apres centrifugation pendant 30 min a 10000
tpm, ont été repris dans un minimum de tampon A de tris-HCl (25 mM, pH 8). Les
solutions des bactériocine sont dialysées pendant une nuit dans des sacs a dialyse (Sigma
Chemical, St. Louis, MO) dont le seuil de coupure de la masse moléculaire est de 1200 Da
contre deux litres de tampon phosphate (10 mM, pH 7). Les surnageant sont incubés a 90
durant 2 h. apreés refroidissement rapide, les protéines dénaturées et insoluble ont été
¢liminées par centrifugation a 10000 tpm pendant 30. Les solutions protéiques désignent la

fraction L

I1.3.5.2. Purification de Bac-GM100 et de Bac-GM7 par chromatographie
Sephadex G-75

La solution résultante de la premicre étape de purification de chaque bactériocine
(bac-GM100 et bac-GM17), est chargée sur une colonne (2,5 x50 cm) de gel filtration
Sephadex G-75 équilibrée avec 20 mmol.I"" du tampon A (pH 8). L’élution des protéines
est effectuée par le méme tampon et avec un débit de 45 ml.h™". Quarante-six fractions de 5
ml chacune ont été ¢luées de la colonne et collectées automatiquement grace au suivi de
I’absorption a 280 nm. L'activité antibactérienne des différentes fractions recueillies a été

testée contre Agrobacterium tumefaciencs C58. La fraction active désigne la fraction II.
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I1.3.5.3. Purification de Bac-GM100 et de Bac-GM7 par chromatographie

échangeuse d'ions

Le systeme chromatographique FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)
(Pharmacia, Uppsala, Sue¢de) est composé d'un systeme de controle LCC-500, de 2 pompes
P500, d'un détecteur UV muni d'un filtre pour la mesure a 280 nm et d'un passeur
d'échantillon MV8. La colonne échangeuse d'anions Mono Q Sépharose HP (2,6 x 20 cm,

Amersham, Pharmacia, biotech) était thermostatée a 1'aide d'un bain-marie.

La fraction active, appelée fraction II, a ét¢ injectée dans une colonne Mono Q
Sépharose HP fixé sur un syst¢tme FPLC, préalablement équilibrée avec le tampon A (20
mM tampon Tris-HCI, pH 8). Apres lavage de la colonne, aucune activité de bactériocine
n’a été détectée dans la solution de lavage. Les protéines sont éluées avec un gradient
linéaire de NaCl (500 ml de 0-500 mM, tampon B) & un débit de 40 ml h™'. Les fractions
ont été collectées automatiquement par le systeme et ensuite testées pour l'activité contre la
bactérie cible A. tumefaciens C58. Les fractions actifs de bac-GM100 et bac-GM17 élues
entre 180 et 220 mm NaCl (fraction III) ont été prélevés et conservés a -20°C dans du

glycérol 20% (v / v) pour d’autres analyses.

I1.3.6. Caractérisation moléculaire des bactériocines GM100 et GM17
I1.3.6.1. Dosage de D’extrait protéique par la méthode de Bradford

L’estimation des quantités de Bac-GM100 et Bac-GM17 a été réalisée selon la
méthode de dosage de Bradford, (1976). 50 ul d’extrait brut ont ét¢ ajoutés a 50 pl d’eau
distillée et 2 ml de réactif de bleu de Coomassie. Le réactif de bleu de Coomassie préparé
comme suit: 100 mg de poudre de bleu de Coomassie G-250 ont été dissous dans 50 ml
d’éthanol absolu et 100 ml d’acide orthophosphorique a 85%. Le mélange résultant a été
ajusté avec de I’eau distillée a un volume final de 1000 ml, puis filtré et conservé a froid (4
°C). Apres stabilisation de la couleur pendant 5 min, la densité optique du mélange est
déterminée a 595 nm a l’aide d’un spectrophotometre. Les concentrations ont été
déterminées par référence a une gamme ¢étalon a base d’albumine sérique bovine BSA,
avec des concentrations de 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 5, et 7,5 mg.l'l, préparée dans les mémes

conditions opératoires que les échantillons.
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I1.3.6.2. Dosage de Bac-GM100 et de Bac-GM?7 par électrophorese SDS
PAGE

Aprés chaque étape de purification, la fraction active a ¢été soumis a une
¢lectrophorese sur gel de sodium dodécyl sulfate-polyacrylamide (SDS-PAGE) en utilisant
un gel de concentration 5% et un gel 15% (conditions dénaturantes) selon la méthode de
Laemmli, (1970). Aprés avoir déposé les échantillons dans les puits, en double
exemplaires, la migration est assurée dans le tampon Tris (0,25 M)-Glycine (1 M)
contenant 0,1 % SDS. L’évaluation des masses moléculaires de la bactériocine séparés est
possible par référence a des marqueurs de masses moléculaires (BM201 Low Rang
Marker, Bio Basic, Markham, Canada) connues et leurs masses moléculaires en kDa sont
comme suit : BSA, 66; ovalbumine, 45; Porcine pepsi, 35; isomérase Triosephosphate, 27;
inhibiteur de la trypsine, 20; lysozyme, 14,4; parathyroidienne (1-84), 9,5; aprotinine, 6,5
et parathyroidienne (1-34), 4,5, déposés dans les mémes conditions opératoires. Apres
¢lectrophorese, le gel est découpé en deux moitiés. Une moitié est fixée et colorée dans une
solution de bleu de Coomassie Brillant R-250 (Sigma) a 0,25% (m/v). Apres coloration,
I’exceés de colorant est retiré¢ a I’aide d’une solution formée d’un mélange de méthanol,
d’acide acétique et d’eau distillée (3:1:6,v/v/v). Les gels sont ensuite rincés abondamment
a ’eau. L'autre moitié du gel est utilisée pour visualiser la bande protéique responsable de
l'activité antibactérienne selon la méthode de Hammami et al., (2009). Cette partie du gel
est lavée dans 10 mM tampon A (pH 7) en agitation douce pendant 4 h, puis, elle est placée
dans une boite de pétri contenant le milieu LB modifié (2,5 % agar). Enfin, 6 ml de gélose
molle contenant 107 cellules d’A. tumefaciens C58 sont coulés par-dessus et incubée a
30°C pendant 16 h. la révélation de I’activité antibactérienne est examinée par la présence

d’une zone d’inhibition.

I1.3.6.3. Masse moléculaire des bactériocines par Spectrométrie de masse
(MALDI-TOF)

Les analyses de la pureté et la masse des bactériocines ont été réalisées par
MALDI-TOF-MS et le séquencgage des peptides par MS-MS a I’aide d’un appareil ESI-
Qg-TOF (Electrospray lonisation-Quadripole-Time of Flight) (Applied Biosystems).
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I1.3.6.4. Détermination des séquences N-terminaux des bactériocines par
la méthode de Dégradation d’Edman

Afin de déterminer les séquences N-terminale et de confirmer que les séquences des
deux bactériocine sont purifiés, les échantillons sont soumis a un séquencage d’Edman
(Edman, 1950). Une bande de protéine du gel SDS a été transféré sur une membrane de
Problott (Applied Biosystems, Foster City, CA) pendant 3 heures a 60V. La membrane est
colorée pendant 1 minute par du bleu de Coomassie R-250 0,1% (p/v), dans du méthanol
40%/ acide acétique 0,5%, et décolorée par de I’éthanol 30%. Une dégradation
automatique de protéine a été réalisée selon la méthode d'Edman a I’aide d’un séquenceur

de protéines (Applied Biosystems protéines s€quenceur ABI Procise 492/610A).

I1.3.7. Sensibilités des bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17 au pH

La sensibilité des bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17 pures, produites par les
souches sélectionnées Brevibacillus brevis GM100 et Bacillus clausii GMI17
respectivement, a la variation du pH, a été évaluée en ajustant le pH d’une solution de 10
ml du bactériocine a 2, 4, 5, 6,7, 8,9, 10 et 11. Pour chaque traitement de pH, les solutions
des bactériocines ont été incubées pendant 1 h a 28°C. Ensuite, l'activité antimicrobienne

(en UA.ml™) a été évaluée par la méthode de diffusion en puits.

I1.3.8. Stabilités thermiques de bac-GM100 et de GM17

La sensibilit¢ a différentes températures a été déterminée en exposant les deux
bactériocines bac-GM100 et bac-GM17 neutralisés dans 25 ml de Tris-HCI (pH 8) a 70,
80, 90, 100°C pendant 2 h au bain marie et a 121°C pendant 20 min a I’autoclave. Le
controle ne subisse aucun traitement thermique. L'activit¢ antimicrobienne a été évaluée

par la méthode de diffusion en puits.

I1.3.9. Effet des surfactants et des solvants organiques sur la stabilité de

Pactivité biologique de Bac-GM100 et de Bac-GM17

L’effet des surfactants, Tween 40, Tween 60, urée, Triton X-100 et SDS sur
I’activité et la stabilité¢ de Bac-GM100 et de Bac-GM17 a été étudié. Ces surfactants ont été
ajoutés aux bactériocines a une concentration finale de 15% (v/v) et incubées a 37 °C
pendant 48 h. L’analyse d’activité antimicrobienne est ensuite déterminée tout en réalisant

d’un témoin de contrdle (sans traitements). L’effet des solvants organiques, sur les
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bactériocines pures Bac-GM100 et Bac-GM17 a été étudié. Les bactériocines pures ont été
mélangés aux solvants organiques : chloroforme, isopropanol, acétate d'éthyle, et méthanol
a une concentration finale de 60% (v/v). Aprés une incubation de 72 h a température
ambiante, le solvant organique correspondant a été évaporé sous vide par un Rotavapor,
ensuite, 1’activité antimicrobienne résiduelle a été¢ déterminée par la méthode de diffusion

en puits.

I1.3.10. Effets des protéases sur la stabilité des bactériocines GM100 et
GM17

Les enzymes utilisées pour tester 1’activité et la stabilité des bactériocines pures
GM17 et GM100 sont : trypsine, pepsine, papaine, pronase E et protéinase K. Aprés une
incubation du mélange (1 ml bactériocine + 1 mg.ml” d’enzyme) pendant 48 h a 37 °C,
I’activité enzymatique est stoppée par un traitement thermique a 100 °C pendant 5 min et

I’activité des bactériocines est mesurée.

I1.3.11. Spectre d’inhibition de Bac-GM100 et de Bac-GM17

L'étude du spectre d'activité des bactériocines GM100 et GM17 a été réalisée sur
une gamme de vingt-deux microorganismes pathogenes (Tableau 1), par la méthode de

diffusion en puits selon Tagg et McGiven, (1971).

11.3.12. Mode d’action de Bac-GM100 et Bac-GM17

Chaque bactériocine (Bac-GM100 ou Bac-GM17) partiellement purifiee (500 UA
ml™) a été ajouté a 200 ml de culture A. tumefaciens C58 dans le milieu LB et a 200 ml de
C. tropicalis R2 CIP 203 dans le milieu YP10, au début de la phase exponentielle (10’
UFC mL™). Les deux microorganismes cibles dans les deux milieux en l'absence de
bactériocine ont été utilisés comme témoins. Les variations de turbidité des cultures ont été
enregistrées a une densité optique (DO) de 600 nm et le nombre de cellules viables (unités
formant des colonies UFC mL™) a été déterminé par la culture des échantillons a 30°C sur

LB gélosé pour la bactérie ou sur YP10 pour la levure a différents intervalles de temps.

I1.3.13. Phytotoxicité de Bac-GM100 et Bac-GM17 sur la tomate et le

melon

La phytotoxicité de Bac-GM100 et Bac-GM17, a été évaluée par la détermination

de l'indice de germination a deux périodes: a 72-96 h pour la tomate (Lycopersicon
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esculentum) (variété Maria sensibles au champignons) et a 30-60 h pour le melon
Cantaloup (Cucumis melo), (variété Charentais, sensible aux maladies phytopathogeénes)
selon la méthode de Zucconi et al., (1981). Les graines de la tomate et du melon ont été
traités par de I’eau (témoin négatif), de I’hypochlorite de sodium a 10% (p/v) (contrdle
positif) et deux doses différentes de Bac-GM100 (50 et 500 UA mL™") ou bac-GM17 (50 et
500 UA mL™"). Les graines germées, ont été transplantées dans des pots contenants un
mélange de tourbe et du sable (1/1) stérile. Les cultures sont conduites en salle climatisée
sous éclairement artificiel de 100 pmolm *s™' (photopériode 16 h), & une température
comprise entre 25 °C le jour et 19 °C la nuit. Le taux de germination et les paramétres de
croissance des plants (la taille et le poids des parties aériennes et la longueur des racines)

ont été¢ déterminés apres 30 jours de culture.

I1.4. Analyses statistiques

Les données de I'analyse de l'activité antimicrobienne des souches isolées a partir
des sols rhizosphériques, la production de I’acide-B-indolacétique (AIA), les essais de lutte
biologique et I’incidence de la maladie ont été analysées par le logiciel SAS 9. Les moyens
de traitements pour chaque expérience ont été comparés en utilisant le test de Duncan au
seuil de probabilité de 5%. Sur les tableaux et les figures, chaque moyenne est affectée
d’une lettre et les moyennes suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement

différentes.
I1.5. Numéro d'accession de nucléotides

Les séquences partielles du géne ARNr 16S des quatre souches de Streptomyces sp.
ont été¢ soumis au NCBI GenBank et les numéros d'acces sont: (JQ042814) souche 21,
(JQO042815) souche 2A26, (JQ042816) souche 1B10 et (JQO042817) souche 2C34; les
données des séquences nucléotidiques ARNr 16S des souches Brevibacillus brevis GM100
et Bacillus clausii GM17 nouvellement isolées ont été soumise aussi a la base des données
NCBI GenBank et le numéro d'accession attribué sont JX524820 et JQ313203

respectivement.
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III. 1. Actinomycétes isolées de la rhizosphere d’Ononis angustissima,
Astragalus gombo et Calobota saharea

Les premieres observations macroscopiques, montrent une grande diversité que ce
soit dans la forme ou la couleur des isolats d’actinomycétes isolés a partir de rhizospheére
des trois Fabacées endémiques d’Algérie. La figure 15, montre les différentes formes et les

couleurs de quelques isolats aprés une confirmation par observation microscopique

(présences des mycéliums aériens et de substrats).

.

i !

Figure 15. Couleurs et formes des colonies de quelques Actinomycétes isolées a partir de
la rhizosphére de Calobota saharae, Astragalus gombo et Ononis angustissima.
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I1I. 1.1. Densité des actinomyceétes dans les sols rhizosphériques

La densité des actinomyceétes enregistrée dans les rhizosphéres des trois Fabacées
(Ononis angustissima, Astragalus gombo et Calobota saharea), qui poussent dans les deux

régions (Boussaada et de Biskra) en Algérie, est présentée par la figure 16.

Dans notre étude, nous avons remarqué que la densité des actinomycetes cultivable
dans les sols rhizosphériques des Fabacées testées, differe d’une maniére hautement
significative (p<0.0001) d'une espece végétale a une autre et aussi d’un site a un autre, a
part le sol rhizosphérique d’Astragalus gombo et Ononis angustissima a Biskra ou il a été
distingué¢ qu’il n’y a pas une différence significative du nombre d’actinomycetes entre les

deux régions.

L’analyse des résultats, montre aussi que le nombre des actinomycetes cultivables
est beaucoup plus important dans les sols rhizosphériques de Calobota saharae dans les
deux régions étudiés (Boussadda et Biskra) avec des valeurs hautement significatives par
rapport aux autres Fabacées dans les deux régions testées et une priorit¢ a la région de

Biskra (Figure 16).

L’abondance des actinomycetes dans la rhizosphere est influencée par de nombreux
facteurs, notamment ’espece végétale, la nature du sol et les facteurs environnementaux
(Marschner et Timonen, 2005; Xu et al., 2009; Aira et al., 2010; Inceoglu et al., 2010;
Dias et al., 2012). Les travaux de Marschner et Timonen, (2005); Valé et al., (2005),
montrent que la diversité des microorganismes rhizosphériques de différentes especes

végétales peut étre due a la variation des sources de carbone exsudées par ces plantes.
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Figure 16. Densité des actinomycétes (Log;o UFC.g") de sol rhizosphérique d’Ononis
angustissima, Astragalus gombo et Calobota saharea. Les valeurs sont la moyenne de 3
répétitions. Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes au seuil de 5 % selon le test Duncan.

La richesse de la rhizosphere en actinomycetes dans les régions arides a été
signalée par plusieurs auteurs. En effet, les travaux de Sabaou et a/., (1998), montrent que
les sols des oasis du Sahara Algérien, bien que soumis a un climat aride, se sont
relativement riches en actinomycetes, parfois rares et qui sont intéressantes pour la
production des antibiotiques. Les travaux de Gesheva, al, (2005), indique aussi que la
rhizosphere d’agrumes est riche en Streptomyces et présente une potentielle source de

produits bioactives.
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II. 1.2. Activité antimicrobienne des actinomycétes isolés a partir des
Fabacées endémique d’Algérie

Deux cent vingt-deux isolats d’actinomyceétes ont été isolés a partir des échantillons
des sols rhizosphériques, collectés de trois Fabacées qui poussent dans de deux régions du
centre et du Sud d’Algérie (Boussadda et Biskra respectivement). Ils ont été identifiés par
des méthodes morphologiques et testés pour leur activité antagoniste vis-a-vis de divers

microorganismes pathogenes par la technique des stries croisées.

Le criblage préliminaire des isolats d’actinomycetes, a montré que parmi les 222
isolats étudiés, 26 isolats (11,71%) a une activité antibactérienne, 75 (33,78%) a une
activité antifongique et 64 (28,83%) a un large spectre d’activité a la fois sur les bactéries
et les champignons (tableau 4). L’inhibition de la croissance des germes cible révélée par
I’apparition d’une zone claire, confirme 1’activité des actinomycetes testés. Les résultats
montrent aussi, que la rhizosphére d’Ononis angustissima est riche en actinomycétes a
activité antimicrobienne, avec 17 isolats (38.64%) dans la région de Boussaidda et 16

isolats (40%) dans la région de Biskra.

L’activité antifongique €levée chez les actinomycetes a été observée par plusieurs
auteurs dans d’autres études (Kataoka et Futai, 2011; Cuesta et al., 2012; Bubici et al.,
2013; Kaur et al., 2013). En effet, Thakur et al., (2007), montrent que parmi 110 souches
d’actinomycetes du sol des foréts protégées, 65 (59,09%) ont présentés une activité
antibactérienne, 47 (42,75%) une activité antifongique et 33 (30%) un large spectre
d’activité a la fois sur les bactéries et les champignons. Par contre, Fialho de Oliveira et al.,
(2010), ont montré dans une autre étude que les actinomycetes endophytiques isolées a
partir de la tomate possedent une activité antifongique faible (6,5%), une activité
antibactérienne élevée (40,3%) et une activité antibactérienne et antifongique en méme
temps plus ¢élevée (53.2%). Bubici et al., (2013), suggerent que cette activité antifongique

est probablement due a la production des antibiotiques et des enzymes lytiques.
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Tableau 4: Activité antibactérienne, antifongique et antimicrobienne des actinomyceétes

isolés a partir des rhizosphéres d’ Ononis angustissima, d’ Astragalus gombo et de Calobota

saharea.
Isolats Isolats a Isolats a Isolats a activité
activité activité antimicrobienne
Rhizosphére | Régions antibactérienne | antifongique
Ononis
angustissima | Boussadda | 44 5(1136%) | 12(2727%) | 17 (38.64%)
Calobota
saharae 30 5 (16.67%) 10 (33.33%) 15 (50%)
Astragalus
gombo 25 2 (8%) 10 (40%) 2 (8%)
Ononis
angustissima Bisk
1skra 40 4 (10%) 17 (42.5%) 16 (40%)

Calobota
saharae

48 6 (12.5%) 10 (20.83%) 12 (25%)
Astragalus
gombo

35 4 (11.43%) 16 (45.71%) 2 (5.71%)
Totale 222 | 26(11.71%) | 75(33.78%) | 64 (28.83%)

Les résultats obtenus, montrent qu’il est possible d’identifier des actinomycetes

antagonistes aux germes pathogénes issus de la microflore rhizosphérique des Fabacées

endémiques d’Algérie. Ainsi, plusieurs isolats d’actinomycétes ont révélé un effet

antagoniste avéré contre les germes cibles testés en laboratoire. Cette efficacité laisse

entrevoir la possibilit¢ d’utiliser ces microorganismes dans la lutte contre agents

phytopathogenes.
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I1.1.3. Activité enzymatiques des actinomycétes isolés de la rhizosphére

Un autre criblage a été réalisé pour estimer qualitativement la production de
quelques enzymes lytiques et les enzymes qui solubilisent le phosphate par les
actinomycetes isolés de la rhizosphére de trois Fabacées endémiques d’Algérie (Ononis

angustissima, Astragalus gombo et Calobota saharea).

L’estimation qualitative de la synthése des chitinases et des protéases, ainsi que les
enzymes qui solubilisent de phosphate chez les actinomycétes testés, a été révélée par
I’apparition d’un halo claire autour de la colonie. Les résultats, montrent que la majorité
des actinomycetes testés synthétisent ou moins une enzyme parmi les trois enzymes
(chitinases, protéases et enzymes qui solubilisent le phosphate) tableau 5. Comme le
montre le tableau 5, le pourcentage des antagonistes ayant une activité chitinase (50 %)
était plus élevée que celle qui solubilisent le phosphate (35 %) et celui a activité

protéolytique (30 %).

L’analyse des résultats, a montré aussi que les quatre isolats Streptomyces sp. 1B10,
2C34, 2A26 et 21 synthétisent les trois enzymes testées. En effet, les résultats montrent
que les quatre isolats ont été fortement productrices de chitinase (halo claire autour de la
colonie d’un grand diametre) sur le milieu de culture a base de la chitine colloidale, des
protéases sur le milieu gélosé contenant de lait écrémé et des enzymes solubilisant du

phosphate sur gélose nutritive solide complété avec du phosphate tricalcique.

Ces résultats correspondent aux données de la littérature qui confirment que la
richesse des actinomycetes en métabolites secondaires et en enzymes a activité biologique
et qui peuvent étre une source importante de molécules originales (El-Tarabily et a/., 2006;

Gopalakrishnan et al., 2011).

Les activités antagonistes des actinomycetes, peut €tre attribuées a la production
des enzymes lytiques. Le controle biologique par des agents développant des propriétés
mycoparasitiques a été largement rapporté. En effet, les enzymes lytiques produits par les
actinomycetes antagonistes sont parmi les facteurs les plus puissants qui dégradent la paroi

des cellules fongiques.
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Tableau 5. Activités qualitatives de quelques enzymes des actinomycetes isolés a partir de
la rhizosphére des Fabacées étudiées.

Isolats Chitinases Solubilisation de phosphate \Protéases
1C01 +
1C02
1C03
1C04
1A01
1A02
1A03 - -
1A04
1A05 - + -
1A06 - - +
1A07 + - -
1A08 - - +
1A10 + - +
1D01 - - -
1D02
1D03
1D04 -
1D05 - + -
1D06 +

2D07 + - -
1A01 - - +
22
23
24 - - -
25
26 - - -
1A27
1A28
1A29
1A30
2C31
2C32
2C33
1C34 - -
2C35 - +
1B36
1B10
2C34
2A26
21
Pourcentages (%) 50 35
+ : présence d’un halo claire autour de la colonie;

- : absence d’un halo claire autour de la colonie.
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Les enzymes extracellulaires hydrolytiques produites par les PGPR, jouent un role
trés important dans la réduction des champignons phytopathogénes. De nombreux
actinomycetes, en particulier ceux appartenant au genre Streptomyces sont capables de
produire des enzymes hydrolytiques extracellulaires (Fialho de Oliveira et al., 2010; Singh
et Chhatpar, 2011; Jiang et al., 2012; Karimi et al., 2012; Park et al., 2012; Saratale et al.,
2012; Brzezinska et al., 2013; Bubici et al., 2013; Xue et al., 2013; Zacky et Ting, 2013).

Les chitinases, un groupe majeur d’hydrolases produites par des agents utilisés en
lutte biologique, sont impliquées dans la lyse de la paroi de champignons pathogénes
(Dunne et al, 1996). La production des enzymes chitinases par les Streptomyces est
importante comme critére de sélection pour activité¢ antifongique. Ces résultats rejoignent
ceux trouvés par Singh et Chhatpar, (2011), qui ont rapporté que Streptomyces sp. A6
synthétisent les enzymes de chitinase, protéases et glucanase. Xue et al., (2013), ont
montré aussi que les quatre souches de Streptomyces (S. cyaneofuscatus ZY-153, S.
kanamyceticu B-49, S. rochei X-4 et S. flavotricini Z-13) produisent les enzymes
extracellulaires qui dégradent la paroi cellulaire des champignons (chitinase, [-1,3-
glucosidase, cellulase et protéase). Cependant, il a été rapporté que la production des
chitinases seul est insuffisante pour la lyse des cellules des hyphes chez plusieurs
champignons (Xue et al., 2013; Lin et al., 2014). Aouar et al., (2012), rapportent aussi que
les souches appartiennent aux genres Streptomyces et Nocardiopsis isolés de la rhizosphére
la région semi-aride de I’ Algérie présentent de fortes aptitudes dans lutte biologique contre

des maladies végétales et cela est due a la synthese des chitinases.

Différentes protéases extracellulaires synthétisés par des agents de lutte biologique,
ont la capacité¢ de dégrader la paroi des champignons phytopathogenes. Ceci nous laisse
suggérer qu'il existerait une relation entre I’inhibition de la croissance des champignons
pathogenes et la synthése des protéases par les quatre Streptomyces sp. Le rdle de ces
enzymes dans la protection des plantes contre les champignons phytopathogenes a été dé¢ja
démontré par plusieurs auteurs dans le cas d'autres agents de lutte biologique, comme les
actinomycetes (Gopalakrishnan et al., 2014), les Streptomyces (Singh et Chhatpar, 2011;
Xue et al., 2013), les Bacillus (Yuttavanichakul et al., 2012; Masciarelli et al., 2014 ) et
Bradyrhizobium  japonicum E109 (Masciarelli et al., 2014), les Pseudomonas spp.
(Hammami et al., 2013). La production des protéases par les actinomycetes pourrait jouer
aussi un autre réle important qui est la fertilisation des sols, car elles peuvent hydrolysent

les protéines et l'urée (Gopalakrishnan et al., 2011).

73



Chapitre III : Résultats et discussion

De nombreuses études montrent que certaines bactéries sont capables de solubiliser
les phosphates (Hamdali et a/., 2008a; Hamdali et a/., 2008b; Hayat et al., 2010; Azziz et
al., 2012; Kumar et al., 2012; Gupta et al., 2013; Kurabachew et Wydra, 2013; Goswami
et al., 2014; Son et al., 2014; Zhao et al., 2014). Les enzymes responsables de la
solubilisation du phosphate sont les phosphatases (phosphohydrolase), les phytases, les
phosphonatases et C—plyases (Behera et al., 2014).

Ces résultats corrobore avec ceux trouvés par Franco-Correa et al., (2010), qui ont
montré que les Streptomyces solubilisent le phosphate (phosphatase acide et alcaline). Les
bactéries qui solubilisation de phosphate peuvent augmenter l'absorption de phosphore par
les plantes et augmenter le rendement des cultures (Nautiyal, 1999). A partir de ces
résultats, les quatre Streptomyces sp. apparaissent comme productrices des enzymes
importantes dans la lutte biologique contre les champignons pathogénes et la stimulation

de la croissance des plantes.

I1.1.4. Activité antimicrobienne des quatre souches de Streptomyces sp
(2A26, 1B10, 2C34 et 21)

Les quatre souches de Streptomyces sp. (2A26, 1B10, 2C34 et 21) ont été
sélectionnées et testées pour leur pouvoir d'inhibition de croissance envers diverses
bactéries (Gram positif et Gram négatif) et champignons pathogénes par la technique des
stries croisées. Les résultats sont présentés au tableau 6. Les quatre souches de
Streptomyces sp. présentant la capacité de produire des zones claires d’inhibition contre la
plus part des bactéries et des champignons pathogenes testés, ont été considérés comme

antagonistes.

L’analyse des résultats, montrent que les quatre souches de Streptomyces sp.,
manifestent une aptitude antagoniste consistant en une inhibition de la croissance des
champignons cibles plus au moins importante selon les souches de Streptomyces sp.. Les
inhibitions les plus marquées sont observées avec les souches Streptomyces sp. 21 et 1B10

contre C. albicans et F. oxysporum respectivement (Tableau 6).

Généralement, les résultats des tests de 1’activité antimicrobienne ont révélé une
importante activité antimicrobienne des quatre isolats testés, en particulier contre les
champignons. En effet, les quatre isolats ont montré une forte activité contre la plupart des
champignons et des bactéries Gram positif. Par contre, pour les bactéries cibles Gram

positif seulement la souche S. #yphi qui a été inhibée par les deux isolats 2C34 et 21.
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Beaucoup de travaux récents ont montré que la rhizosphére est la partie du sol la
plus idéale pour isoler des agents de lutte biologique. En effet, Xue et al., (2013) ont isolé
a partir de la rhizosphére de plusieurs plantes des Streptomyces (S. cyaneofuscatus ZY-153,
S. kanamyceticu B-49, S. rochei X-4 et S. flavotricini 7-13) antagonistes a Verticillium
dahliae. Mohandas et al. (2013), ont aussi isolé a partir de la rhizosphére de guava
(Psidium guajava L. cv Arka Mridula) des Streptomyces (Streptomyces fradiae, S.
avermitilis, S. cinnamonensis, et S. canus) antagonistes a Fusarium oxysporum et

Alternaria solani.

Comme dans d’autres études antérieures réalisés par plusieurs chercheurs, les
Streptomyces possédent des propriétés antibactériennes et antifongique (Dimkpa et al.,
2008; Gopalakrishnan et al., 2011; Zhao et al., 2011; Li et al., 2012; Brzezinska et al.,
2013; Gopalakrishnan et al., 2013; Couillerot et al., 2014; Gopalakrishnan et al., 2014).

L’antagonisme des Streptomyces observé dans cette étude est conforme aux
rapports précédents (Kavitha et al., 2010; Khamna et al., 2009a, b). En effet, Kavitha et al.,
(2010), ont montré que Streptomyces sp.TK-VL 333 a un large spectre d’activité contre
des bactéries, des levures et des champignons filamenteux. Verma et al., (2009), a observé

que pres de 60% d’actinomycétes ont montré une activité antimicrobienne a large spectre.

Ces résultats confirment que les actinomycétes sont capables de produire une
grande variété d'antibiotiques ou d'autres métabolites actives. Ces activités antibactériennes
et antifongiques indiquent que la rhizosphére d’Ononis angustissima est potentiellement
une source utile pour l'isolement des actinomycetes producteurs de produits

biologiquement actifs.
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Tableau 6: Activité¢ antimicrobienne des souches de Streptomyces sp. 21, 2A26, 1B10 et

2C34. L’effet d’antagonisme, a €t¢é mesuré par le diametre des zones d’inhibitions des
microorganismes cibles (mm).

Germes cibles

Diametre de la zone d’inhibition (mm)*

Souches de Streptomyces sp.

21 2A26 1B10 2C34
Bactéries Gram"
B. subtilis 2033 +1.53* | 1333+ 1.15" | 21.33 + 1.53" | 10.67 £ 0.58°
S. aureus 1933 +1.15° | 15.67+1.15° | 11.33£0.58% | 21.67 +0.58"
Bactéries Gram’
P. aeruginosa 0.00 0.00 0.00 0.00
P. syringae 0.00 0.00 0.00 0.00
E. coli 0.00 0.00 0.00 0.00
K. pneumoniae 0.00 0.00 0.00 0.00
S. typhi 23.67 + 1.53° 0.00 0.00 21.00 = 1.00°
Enterobacter spp 0.00 0.00 0.00 0.00
Citrobacter spp 0.00 0.00 0.00 0.00
Champignons
F. oxysporum 22.33+0.58" | 14.67 +0.58° | 25.67 +0.58" | 11.00 + 1.00"
C. albicans 30.33+0.58" | 21.00 + 1.00° | 24.00 + 1.00° | 19.00 + 1.00"
A. flavus 20.00 = 1.00° | 14.67 £0.58" | 17.33+0.58° | 15.00 = 1.00°
A. niger 2433 £1.15° | 10.33+0.58° | 21.33 £ 1.15 | 14.33 £ 0.58°
Phytophthora spp 20.67 +1.53° | 23.67+1.53* | 17.33 £ 1.15° | 15.00 + 1.00°

" les valeurs dans le tableau sont les moyennes de trois répétitions indépendantes et bars
d’errer indiquent les déviations standards des moyennes.
Les lettres a, b, ¢, dc et d, indiquent une différence significative selon le test Duncan (p >

0.05).
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I1.1.5. Production de I’acide-p-indolacétique (AIA) par les souches de
Streptomyces

Les quatre souches de Streptomyces, produisent de 1’acide-B-indolacétique (AIA).
En effet, le développement d’une couleur rose en présence de tryptophane a été observé
dans le surnageant chez les chaque cultures. L’analyse des résultats de dosage de la
production de I’AIA par les quatre souches, montre que les quatre souches répartissent en
deux groupes significativement différents ou les productions maximums d’AIA ont été

observées chez les souches Streptomyces sp. 21 et 2C34 (Figure 17).

De nombreux auteurs ont montré que les rhizobactéries étaient capables de
synthétiser de I’AIA lorsqu’ils sont cultivés sur un milieu contenant du tryptophane

(Park et al., 2013).

La production de I’AIA par les espéces appartiennent au genre Streptomyces a été
reportée par plusieurs auteurs (Fialho de Oliveira et al., 2010; Xue et al., 2013; Lin et Xu,
2013). Nos résultats concordent avec ceux rapportés par Xue et al., (2013), qui ont
démontré que les souches Streptomyces cyaneofuscatus ZY-153, S. kanamyceticu B-49, S.
rochei X-4 et S. flavotricini Z-13, produisent de 1’acide-p-indolacétique avec des quantités

compris entre 9.9 et 22.7 pg.ml™.

Les exsudats racinaires sont la source principale de tryptophane naturel qui aide a la
synthese de I’AIA et autres auxines dans la rhizosphere (Khamna et al., 2009a; Khamna et
al., 2010; Xue et al., 2013). La production de AIA par les actinomycetes dans le
rhizosphére, augmente le taux de germination, stimule 1’élongation des racines, et

promouvoir la croissance de la plante (Khamna et a/., 2010; Xue et al., 2013).
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Figure 17. Production de 1’acide-B-indolacétique (AIA) par les quatre Streptomyces sp.
1B10, 21, 2C34 et 2A26 (ug.ml"). Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas
significativement différentes au seuil de 5 % selon le test Duncan.

I1.1.6. Identification et phylogénie moléculaire des isolats
d’actinomycetes

L'identification des quatre actinomyceétes isolés (1B10, 21, 2C34 et 2A26) a partir
de la rhizosphere d 'Ononis angustissima Lam., a été basée sur les méthodes phénotypiques

et génotypiques.
I1.1.6.1. Caractérisation phénotypiques

Les caractéristiques morphologiques, culturales, biochimiques et physiologiques
des quatre isolats (1B10, 21, 2C34 et 2A26), ont été étudies selon les méthodes décrites
dans le Manuel de Bergey’s de Bactériologie systématique (Locci, 1989; Williams et al.,

1989) et International Streptomycéte Projet (ISP) (Shirling et Gottlieb, 1966). Les
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différentes observations concernant I’identification préliminaire sont rassemblées dans les

tableaux (6, 7, 8 et 9).
I1.1.6.1.1. Caracteres morphologiques

Les observations microscopiques, montrent que les isolats possedent un mycélium
de substrat formé de longs hyphes fins, ramifiés, non fragmentés. A partir de ces hyphes
les souches ont développé un autre mycélium aérien par croissance apicale, moins ramifi¢
que celui du substrat et les cellules sont Gram-positif. Les chaines de spores, de formes
cylindriques, non mobiles et arrangées en structures spirales. Les quatre isolats, sont

aérobies, produire de catalase et d’oxydase (tableau 8).

Les quatre souches (1B10, 21, 2C34 et 2A26) donnent des colonies poudreuses de
couleur grisatre et blanchatre. Cet aspect est particulier pour les souches d’actinomycétes
développant un mycélium aérien. L’analyse chimique de leurs paroi cellulaires, montrent
qu’ils contiennent I’isomere LL de 1’acide diaminopimélique et de la glycine. En générale,

ces caracteres rapprochent les isolats au genre de Streptomyces.

I1.1.6.1.2. Caracteéres culturaux

Les résultats des caractéristiques culturales des quatre isolats de Streptomyces sp.
1B10, 21, 2C34 et 2A26, sont présentés dans le tableau (7). Les résultats, montre que tous
les isolats 1B10, 21, 2C34 et 2A26 présentent une bonne croissance et sporulation sur la

plus part des milieux de culture utilisés (ISP).

Pour 2C34 et 2A26 les isolats, les premiers signes de croissance consistent en
I’apparition apres 7 jours d'incubation, des colonies duveteuses ou légerement poudreuses.
Cependant, les souches 1B10 et 21 requierent au moins 10 jours pour apparaitre
poudreuses. Cet aspect est particulier pour les souches actinomycétales développant un

mycélium aérien.
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Tableau 7 : Caractéristiques culturales des quatre isolats de Streptomyces sp. 21, 2A26,

1B10 et 2C34.

Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces
Caractéres sp. 21 sp. 2A26 sp. 1B10 sp. 2C34
Croissance dans :
ISP2 bonne bonne bonne bonne
ISP3 modéré modéré modéré bonne
ISP4 bonne bonne bonne bonne
ISP5 bonne bonne bonne bonne
ISP6 modéré modéré modéré modéré
ISP7 bonne bonne bonne modéré
Couleur des mycéliums de substrats dans:
ISP2 brune brune brune brune
ISP3 jaune jaune brune jaune
ISP4 brune brune brune jaune
ISP5 brune jaune brune jaune
ISP6 jaune jaune brune noire
ISP7 brune brune noire noire
Couleur des mycéliums aériens:
ISP2 Blanche Blanche Gris Gris
ISP3 Gris Gris brune brune
ISP4 Gris Blanche jaune jaune
ISP5 Blanche Gris brun jaune
ISP6 Blanche brune brun noire
ISP7 gris brune noire noire
Sporulation
ISP2 bonne bonne bonne bonne
ISP3 moyenne moyenne moyenne moyenne
ISP4 bonne bonne bonne bonne
ISP5 bonne bonne bonne bonne
ISP6 moyenne moyenne moyenne moyenne
ISP7 bonne bonne bonne bonne

Conformément a la série de couleur de mycélium aérien mis en place dans le
manuel de Bergey’s de bactériologie systématique (Locci, 1989), les isolats peuvent étre
regroupés dans les séries suivantes: gris (2), blanc (2). Différentes couleurs de mycélium
de substrat ont ¢été¢ également observées, les couleurs jaune et brune étant le plus
prédominant. Les pigments produits par ces isolats, diffusent dans les milieux ISP2, ISP5

et ISP7 avec des couleurs variés entre jaune et brune.
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Tableau 8 : Caractéristiques phénotypiques des isolats de Streptomyces sp. 21, 2A26,

1B10 et 2C34.

Caractéristiques

Streptomyces
sp. 21

Streptomyces
sp. 2A26

Streptomyces
sp. 1B10

Streptomyces
sp. 2C34

Paroi | DAP

L-DAP

L-DAP

L-DAP

L-DAP

glycine

+

+

+

+

Oxydase

+

+

—+

+

Catalase

+

+

—+

+

Gram+

+

+

+

+

Chaines de spores

spirales

spirales

spirales

spirales

Production de mélanine

+

+

Croissance a une température (°C) de :

4

10

20

25

30

35

45

||+

|+

R e

50

Croissance a pH de :

5

6

7

+ [+

+] 4|

]+

AR

||+

||+

10

|+

[+

12

Résistance aux antibiotiques :

Chloramphénicol,
streptomycine et
kanamycine (100 pg.ml™)

Ampicilline, rifampicine et
tétracycline (50 pg.ml™)

(+) : croissance des isolats ou réaction positive du test
(-) : absence de croissance ou réaction négative du test
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I1.1.6.1.3. Caractéres physiologiques et biochimiques

Les principaux caractéres physiologiques et biochimiques sont décrits sur les
Tableau 8, 9 et 10.

Les souches d’actinomycetes testées sont capables de croitre a 45 °C a I’exception
de la souche 2A26 et résistantes aux substances antibiotiques chloramphénicol,
streptomycine et kanamycine (100 pg.ml™). Les deux souches d’actinomycétes 21 et
2AC26 croitre dans un intervalle de pH entre 7 et 11 et les deux autre souches 1B10 et
2C34 a pH entre 6 et 11. Absence de croissance en présence de 6% NaCl pour les souches

(2A26 et 1B10) et de 12% NaCl pour les souches 21 et 2C34 (tableau 8).

La production de pigments mélanoides était présent chez les deux isolats 2A26 et
21. Par contre, aucun produit de pigments mélanoides n’a été observé chez les deux autres

isolats (1B10 et 2C34) (tableau 8).

Tableau 9: Profile enzymatique des isolats de Streptomyces sp. 21, 2A26, 1B10 et 2C34.

Streptomyces sp.
Activité enzymatique 21 2A26 | 1B10 | 2C34

Phosphatase alcaline + + + +

Esterase (C4) - - - +

Esterase lipase (C8) + +

Lipase (C14) - -

Leucine arylamidase

+ ]+ +

Valine arylamidase

Cystine arylamidase -

Trypsine - - - -

Alpha-Chymotrypsine - - + +

Phosphatase acide - - - -

Naphtol phosphohydrolase - - - -

Alpha-galactosidase (melibiase) - + - +

Beta-galactosidase (lactase) - - - -

Beta-glucuronidase (hyaluronidase) - - - -

Alpha-glucosidase (maltase)

+ + + +
Beta-glucosidase (cellulase) + + + +
N-acetyl-beta-glucosaminidase (chitinase) + + + +

Alpha-mannosidase - - - -

Alpha-fucosidase - - + -

(+) : présence de I’activité enzymatique; (-) : absence de 1’activité enzymatique
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Pour les activités enzymatiques tableau (9), les résultats obtenus sur galeries Zym
montrent, que tous les isolats ont des activités, Phosphatase alcaline, Esterase lipase (C8),
Leucine arylamidase, Valine arylamidase, Alpha-glucosidase (maltase), Beta-glucosidase
(cellulase) et N-acetyl-beta-glucosaminidase (chitinase). Par contre, les activités
enzymatiques : Trypsine, Phosphatase acide, Naphtol phosphohydrolase, Beta-
galactosidase (lactase), Beta-glucuronidase (hyaluronidase) et Alpha-mannosidase ont été

absentes chez tous les isolats.

Tableau 10: Assimilation des carbohydrates par les isolats de Streptomyces sp. 21, 2A26,
1B10 et 2C34.

Souches de Streptomyces sp.
Carbohydrates 21 2A26 1B10 2C34
Aesculine + + - +
Maltose + - + +
Gentiobiose - - - -
Melibiose - + - -
Melezitose - - -
Amidon - - + -
Glycogene - - - -
Inuline - - - +
D-Fucose + - + +
D-Lyxose - - - -
D-Arabitol - - - -
L-Arabitol - - - -
Gluconate - + - -
2-Ceto gluconate - - - -
5-Ceto gluconate - - - -
Erythritol - - - -
D-Arabinose - -
L-Arabinose + + - +
L-Xylose + +
Adonitol - - - -
Beta-Methyl xyloside - - - -
L-Sorbose - - - -
Rhamnose - + + -
Dulcitol - - - -
Inositol
Sorbitol - -
D-Methyl-D-glucoside + - - +
Amygdaline +

Arbutine - + + +
(+) présence de croissance (-) absence de croissance

Note : Tous les isolats utilisent : salicine, cellobiose, lactose, saccharose, tréhalose,
raffinose, D-turanose, D-turanose, D-tagatose, L-fucose, xylitol, glycérol, ribose, D-xylose,
galactose, glucose, fructose, mannose, mannitol, L-methyl-D-mannoside, N-acétyl
glucosamine.
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D’autre part, les résultats des tests de source de carbone sont présenté dans le
tableau (10) les quatre isolats utilisent dans le systtme API 50 CH comme source de
carbone les carbohydrates suivantes : salicine, cellobiose, lactose, saccharose, tréhalose,
raffinose, D-turanose, D-turanose, D-tagatose, L-fucose, xylitol, glycérol, ribose, D-xylose,
galactose, glucose, fructose, mannose, mannitol, L-methyl-D-mannoside, N-acétyl
glucosamine. Cependant, I’utilisation des autres sources de carbone est variable. Donc le
systtme API 50 CH, est susceptible d’étre employé dans les laboratoires pour un

différenciation rapide des souches de la rhizosphere.

L’ensemble de ces caractéristiques morphologiques, culturaux, physiologiques et
biochimiques permettent de rattacher les isolats 21, 2A26, 1B10 et 2C34 au genre
Streptomyces (Shirling et Gottlieb 1966; Locci, 1989).

I1.1.6.2. Caractérisation génotypiques

Une analyse phylogénétique basée sur les séquences du géne ARNr 16S des quatre
isolats des actinomyceétes ainsi que celles des séquences de la GenBank de chaque espéce

du genre Streptomyces a été réalisée.

L’arbre phylogénétique correspondant aux quatre souches de Streptomyces a été
produit avec le logiciel MEGA4 (Tamura, 2007). La méthode dite du Neighbor-Joining a
été utilisée pour inférer les relations évolutives entre les séquences. Pour produire 1'arbre
consensus représentant 1'évolution phylogénétique des séquences, 10 000 permutations ont

¢été inférées (Felsenstein, 1985).

L’analyse de la fraction 16S de I’ADNr des isolats, nous a permis de confirmer les
résultats précédents de I’identification phénotypique. En effet, le séquencage du gene
codant pour I’ARNr 16S des quatre souches de Streptomyces sp. et I’alignement de ces
séquences avec celle de 15 autres souches ont permis 1’é¢tude phylogénétique de ces
souches (Figure 18). Cette analyse moléculaire affilie sans ambiguité ces souches au genre

de Streptomyces, confirmant ainsi la caractérisation phénotypique.
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99 — Strepltomyces parvulus strain SU22 (AB218615)
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. Streptomyces sp. strain 21 (JQU42814)
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Figure 18. Arbre phylogénétique basé sur I’analyse des séquences du gene codant pour

I’ARNr 16S, montrant la relation entre les

souches de Streptomyces sp. antagonistes et les

souches types des especes les plus proches du genre Streptomyces, obtenu par la méthode
Neighbor-Joining. Les valeurs du Bootstrap basées sur 1000 analyses sont indiquées au

niveau des nceuds de ’arbre. La barre r

eprésente la distance 0.02 de substitution des

nucléotides. Les souches Yersinia pestis et Escherichia coli ont été utilisées comme des
souches hors groupe. Les nombres entre parenthéses représentent les numéros d'accession

dans Genbank.
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I1.1.7. Réduction de ’indice de maladie par les Streptomyces

L’inoculation des plants de pois chiche par le F. oxysporum et les quatre souches de
Streptomyces sp. a engendré une faible attaque du pathogene. Les résultats montrent que
les quatre souches de Streptomyces réduisent 1’indice de maladie sur le pois chiche avec

des pourcentages variables en fonction des souches de Streptomyces (Figure 19).

100 -

80 -

60 -

40 |

20 -

Reduction de I'indice de maladie (%6)

Streptomyces sp. 1B10 Streptomyces sp. 2034 Streptomyces sp. 21 Streptomyces sp. 2426

Traitements

Figure 19. Effet de quatre souches de Streptomyces sp. sur la réduction de I’incidence de
maladie (%) causée par Fusarium oxysporum sur le pois chiche (Cicer arientinum L.). Les
moyennes (trois répétitions) suivies de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes au seuil de 5 % selon le test Duncan.

L’analyse résultats obtenus, montrent que les souches de Streptomyces sp. étudiées
se répartissent en trois groupes significativement différents. Les deux souches
Streptomyces sp. 21 et Streptomyces sp. 1B10 sont les plus efficaces dans la protection de
pois chiche contre le pathogeéne et le degré de protection dépasse 90% par rapport au

témoin. La souche Streptomyces sp. 2C34, vienne en deuxiéme position, protégeant les
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plantes avec un pourcentage 70%. Cependant, la souche Streptomyces sp. 2A26 vienne en

derniére position.

Les effets bénéfiques des Streptomyces sur la réduction de maladies fongiques et le
développement de plantes a été largement démontré (Singh et Chhatpar, 2011;
Gnanamangai et Ponmurugan, 2012; Bubici et al., 2013; Xue et al., 2013). Cao et al.,
(2005), ont rapporté que la Streptomyces isolée a partir de la rhizospheére du bananier peut

protéger ce dernier contre la fusariose vasculaire causée par F. oxysporum cubense race 4.

Ces résultats se rapprochent de ceux trouvés par Bencheikh et Benali, (2010), qui
ont montré que 1’inoculation des plants par Streptomyces St7c5 pour la lutte contre la
fusariose des racines du Pisum sativum L., était efficace (5%) comparativement aux plants
non inoculés, dont le pourcentage de plants morts a dépassé 25%. L’effet bénéfique de
Streptomyces a été aussi signalé¢ par Gnanamangai et Ponmurugan, (2012), qui ont montré
que I’inoculation des semences de thé par Streptomyces sannanensis a réduit ’attaque de la
plante par le champignon pathogene Cercospora theae Petch. La réduction de I’incidence
de maladie est probablement due a la production des antibiotiques (Thakur et al., 2007;
Kumar et Kannabiran, 2010), a la production des enzymes extracellulaires lytiques (Bubici
et al., 2013; Karimi et al., 2012; Jiang et al., 2012; Brzezinska et al., 2013; Zacky et Ting,
2013; Xue et al, 2013), a l’induction du systéme de résistance de la plante

(Gopalakrishnan et al., 2013) et/ou a la synthese des composés volatiles (Li et al., 2012).

I1.1.8. Effet des Streptomyces sp. sur la germination des graines de pois

chiche (Cicer arientinum L.)

L’efficacité des quatre souches de Streptomyces sp. qui induisant une inhibition
élevé in vitro de la croissance de pathogenes, synthétisant de I’AIA, produisant des
enzymes lytiques et solubilisant le phosphate a servi de critere de choix principal des
souches a tester in vivo.

Les résultats de I’effet des quatre souches de Streptomyces sp. sur la germination
des graines de pois chiche ont été présentés dans la figure 20. Leurs analyses ont montré
que les traitements par les souches de Streptomyces sp. stimulent avec des valeurs
significative les taux de germination des graines de pois chiche, avec une supériorité de la
souches Streptomyces sp. 21 par rapport au graines non inoculés (contrdle positive) ou

inoculés par le pathogene (Fo).
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Figure 20. Effet des Streptomyces sp. (21, 2A26, 1B10 et 2C34) sur le taux de germination
des graines de pois chiche (%) lorsque elles sont confrontées a 1’agent pathogene Fusarium
oxysporum (F.0.). Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes a un seuil de 0,05, selon le test de Duncan; Controle positive =plants sans
traitement; contrdle négative = plants inoculés par Fo.

Des effets similaires de stimulation de la germination ont déja été rapportés avec
d’autres souches de bactéries et de champignons (Kumar et al., 2011b; Aly et al., 2012;
Fatemeh et al., 2014; Miransari et Smith, 2014).

Certaines souches bactériennes, appartenant en particulier au genre des
Streptomyces, semblent a améliorer la germination des graines dans des conditions
contrdlés ou au champ. Ainsi Srinivasan et al., ( 2009), ont montré que le taux de
germination de graines de tournesol, pouvait étre significativement augmenté dans des

conditions contrdlés grace a I’inoculation par certaines souches bactériennes comme
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Bacillus sp. 2 (T7) avec 83.7%, Bacillus sp. 1 (T4) avec 82.7% Pseudomonas sp. (T6)
avec 80.7% et Streptomyces sp.2 (T5) avec 80.7 %.

De méme Maiyappan et al., (2010) ont enregistré une augmentation significative du
taux de germination des semences de sorgho (Sorghum bicolor) aprés inoculation par les
souches de Bacillus spp., Streptomyces spp., Azotobaacter spp. et Frauteria spp., avec des
taux qui peuvent atteindre jusqu’a 94,7 %. Récemment, Aly et al., (2012), ont montré que
les deux souches Azotobacter vinelandii MM1 et Streptomyces sp. MM10 ou leurs filtrats,
peuvent stimuler significativement la germination de graines de blé. Cela pourrait étre di
probablement a la capacité des souches a produire des phytohormones (Srinivasan et al.,

2009; Maiyappan et al., 2010; Aly et al., 2012).

I1.1.9. Effets des Streptomyces sp. sur la croissance du pois chiche et sur la
protection des plants contre Fusarium oxysporum

Les effets de I’inoculation des graines de pois chiche par les quatre Streptomyces
sp. et ’agent phytopathogeéne F. oxysporum sur les paramétres de croissance (poids frais
des parties aériennes et racinaires, taille de la partie aérienne, longueur des racines) ont été
déterminés apres 30 j de croissance dans la chambre de culture et les résultats sont présenté

dans les figures 21, 22, 23 et 24.

L’analyse statistique a révélé un effet hautement significatif du pathogene F.
oxysporum (p< 0,0001). En effet, les résultats montrent que le champignon a réduit de
fagon hautement significative tous les parametres de croissance des plants testés (figures
21, 22, 23 et 24). Fusarium spp est ’agent responsable du flétrissements vasculaire qui est
peut étre accompagné de nécroses des racines et du collet (Zehhar et al., 2006 ; Joshi et al.,
2012) et la fonte des semis (Leisso et al., 2011). Ainsi, il a été rapporté que dans certains
cas, les racines gardent une apparence saine et ne montrent ni pourriture, ni dessechement

(Nene et Reddy, 1987).

Cependant, 1’analyse des résultats obtenus de ’effet des Streptomyces sp. sur la
protection des plants contre F. oxysporum, montrent que I’inoculation des graines de pois
chiche par les Streptomyces sp. (21, B10, 2C34 et 2A26) ont significativement réduits
I’attaque de 1’agent pathogene qui est traduit par les valeurs ¢élevées des parametres de
croissance, en les comparant & ceux inoculées par I’agent pathogéne. En effet, aprés un

mois de culture, tous les paramétres de croissances testés ont été supérieurs et avec des
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valeurs significatives chez les plants co-inoculés par les quatre souches de Streptomyces
sp. et le pathogéne par rapport aux plants inoculés par le pathogéne seulement. Les valeurs
des parametres de croissance mesurés chez les jeunes plants en fonction du traitement sont

variables suivant 1’isolat de Streptomyces sp.
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Figure 21. Effet des Streptomyces sp. (21, 2A26, 1B10 et 2C34) sur le poids frais (g) des
racines des plants de pois chiche lorsque ils sont confrontés a 1’agent pathogene Fusarium
oxysporum (F.0.). Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes & un seuil de 0.05, selon le test de Duncan; contrdle positive =plants sans
traitement; controle négative = plants inoculés par Fo.
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Quel que soit 'isolat de Streptomyces utilisé, la co-inoculation avec les quatre
Streptomyces sp. et 1’agent pathogéne F. oxysporum a amélioré significativement le poids
frais des racines par rapport aux plants non inoculés et aux plants inoculés par 1’agent
pathogeéne F. oxysporym (figure 21). Cependant, les plants inoculés avec la souche
Streptomyces sp. 21 a donné le poids frais des racines le plus élevé avec une valeur

hautement significative par rapport aux autres traitements et aux plants non inoculés.

Les deux souches de Streptomyces 21 et 2C34 stimulent avec des valeurs
hautement significative le développement des racines des plantules de pois chiche en poids
frais par rapport aux plants non inoculés (controle négative) et aux plants inoculés par le
pathogéne (Fo). En effet, le poids frais des racines peu atteint 273,75 mg chez plants
inoculés par le mélange de la souche Streptomyces sp. 21 et le pathogene F. oxysporum,
suivi par la souche Streptomyces sp. 2C34 qui améliore le poids des racines a une valeur de

199,25 mg.

En ce qui concerne les effets des souches de Streptomyces sp. sur le poids frais des
parties aériennes, I’analyse de variance montre qu’il existe une différence hautement
significative entre poids de la matiere fraiche des parties aériennes des plants co-inoculés
par les quatre souches de Streptomyces sp. et I’agent phytopathogenes par rapport aux

plants qui ont ét¢ inoculés seulement par le pathogeéne F. oxysporum (figure 22).

Cependant, les plants co-inoculés par les deux souches 2C34 et 21 et 1’agent
pathogene Fo, ont améliorés les valeurs de poids frais des parties aériennes par rapport aux
plants non inoculés avec des valeurs hautement significatives et une supériorité a la souche

2C34.
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Figure 22. Effet des Streptomyces sp. (21, 2A26, 1B10 et 2C34) sur le poids frais (g) de la
partie aérienne des plants de pois chiche lorsque ils sont confrontés a 1’agent pathogéne
Fusarium oxysporum (F.0.). Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas
significativement différentes a un seuil de 0.05, selon le test de Duncan; contrdle positive
=plants sans traitement; controle négative = plants inoculés par Fo.

La comparaison de la longueur des racines des plants inoculés par le mélange de
Streptomyces sp. et I’agent pathogene F. oxysporum a celui des plants témoins inoculés
seulement par 1’agent pathogene F. oxysporym, montre des différences hautement
significatives entre les deux traitements (Figure 23). En effet, pour les plants traités avec
les quatre souches de Streptomyces sp., le systéme racinaire se développe normalement et

aucun brunissement ou pourriture ne sont observés.
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La longueur des racines des plants de pois chiche traitées a été parfois supérieure au
témoin non inoculé (souches 21 et 2C34). On peut avancer comme explication que ces
souches de Streptomyces semblent exercer une action stimulatrice sur la croissance des

plantes dans des conditions contrdlées et en I’absence de tout agent pathogene.
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Figure 23. Effet des Streptomyces sp. (21, 2A26, 1B10 et 2C34) sur la longueur des
racines (cm) des plants de pois chiche lorsque ils sont confrontés a 1’agent pathogéne
Fusarium oxysporum (F.0.). Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas
significativement différentes a un seuil de 0.05, selon le test de Duncan; controle positive
=plants sans traitement; controle négative = plants inoculés par Fo.
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Figure 24. Effet des Streptomyces sp. (21, 2A26, 1B10 et 2C34) sur la taille du partie
aérienne (cm) des plants de pois chiche (cm) lorsque ils sont confrontés a I’agent
pathogene Fusarium oxysporum (F.o.). Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas
significativement différentes a un seuil de 0.05, selon le test de Duncan; contrdle positive
=plants sans traitement; contrdle négative = plants inoculés par Fo.

Les résultats de 1’effet des souches de Streptomyces sp. sur la taille des parties
aériennes de plants de pois chiche sont présentés sur la figure 24. Par rapport aux témoins
positifs (graines non inoculés) et négatifs (inoculés par F. oxysporum), la co-inoculation

des graines par Streptomyces sp. 21 et 1B10 et F. oxysporum entraine une augmentation
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hautement significative de la longueur totale des axes aériens (figure 24). Cependant, la co-
inoculation des plants par les souches de Streptomyces sp. 2A26 et 2C34 avec F.
oxysporum montrent des valeurs similaires en longueur des parties aériennes avec les

plants non inoculés (témoin positive).

Les résultats du test in vivo traduisent les effets bénéfiques des différentes souches
de Streptomyces sp. sur la croissance des plants de pois chiche dans les conditions
controlées. En effet, ’analyse des résultats de cette étude ont démontré que les souches de
Streptomyces sp. 21, 2A26, 1B10 et 2C34, peuvent avoir certains effets bénéfiques sur la

protection et la stimulation de la croissance des plants pois chiche.

Ces résultats semblent indiquer la protection des plants de pois chiche contre
I’agent pathogéne est due a une action directe qui pourrait étre due a la production des
enzymes lytiques. Plusieurs enzymes extracellulaires, comme les protéases, chitinase,
cellulase, pectinase, sont impliquées dans le contrdle biologique des pathogenes (Quecine

et al., 2008; Sousa et al., 2008; Ziedan et al., 2010; Karimi et al., 2012).

Des effets similaires de stimulation de croissance des plantes ont déja été rapportés
avec d’autres souches de Streptomyces (Dimkpa et al., 2008; Baharlouei et al., 2011;
Bubici et al., 2013 ; Couillerot et al., 2014). Sadeghi et al., (2009), ont montré que les
isolats de Streptomyces C et S2 améliorent le poids frais des racines et la partie aérienne et
réduire I’incidence de maladie causé par Rhizoctonia solani. De méme, de Vasconcellos et
Cardoso, (2009), rapportent que I’inoculation des semences de Pinus taeda par
Streptomyces sp. A43 a un effet stimulateur sur la croissance des plants dés les premiers

jours du cycle végétatif en conditions de serre et qui double la croissance des plants.

La stimulation de croissance des plantes inoculées par les Streptomyces peut étre
due aussi a un effet bénéfique sur la nutrition phosphatée des plantes. Cet effet pourrait
résulter de la capacité des trois souches de Streptomyces sp. (2C34, 2A26 et 21) de
solubilisées la phosphate et a le transférer a la plante. Ces résultats se rapprochent de ceux
obtenus par Jog et al., (2014), qui avaient trait¢ des plants de bl¢ par des souches

Streptomyces spp. isolées a partir de la rhizosphére, capables de solubilisées le phosphate.

La stimulation de la croissance du systéme racinaire des plants de pois chiche,
inoculés par Streptomyces sp., pourrait étre expliquée par le fait que ces souches peuvent

agir par 'intermédiaire d’hormones et/ou les enzymes qui solubilisent le phosphate. En
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effet, Glick, (1995) a démontré que la synthése des auxines par les rhizobactéries est

impliquée dans 1’¢longation racinaire.

Il a été¢ prouvé que les Streptomyces sont capable de produire de de 1’acide-B-
indolacétique (AIA) (Khamna et al., 2010; Lin et Xu, 2013), ce qui pourrait expliquer son
effet positif sur la croissance des plants de pois chiche. Plusieurs études ont signalé que
certaines bactéries de Streptomyces stimulatrices de la croissance des plants sont capables
de produire des substances phytohormonales, des enzymes solubilisant le phosphate et des
sidérophores ayant des actions antagonistes vis-a-vis des agents phytopathogénes (Bubici
et al., 2013; Clermont et al., 2010 ; Gopalakrishnan et al., , 2014; Karimi et al., 2012;
Khamna et al., 2009a, 2009b; Jog et al., 2014). Ces résultats suggérent que les souches
Strptomyces sp. 21, 1B10, 2C34 et 2A26 sont efficaces en tant que agent de lutte
biologique.

I1.2. Identification morphologique et activité antibactérienne de Bacillus
spp isolées a partir de la rhizospheére

I1.2.1. Caractéristiques morphologiques des isolats de Bacillus spp.

Une collection de 25 isolats de Bacillus spp a été établie essentiellement a partir
d’échantillons de sol rhizosphérique collectés de différentes Fabacées endémiques

d’Algérie.

Une identification préliminaire du genre a été effectuée par ’analyse des caracteres
morphologiques. Cette analyse a permis d’identifier morphologiquement les 25 isolats. Les
résultats, montrent que les colonies sont volumineuses, plates et a bord légérement

dentelées.

Les couleurs des colonies sont variables entre blanches, laiteuses et translucides.
Ces caractéristiques morphologiques semblables a celles appartenant au genre Bacillus.
L’aspect morphologique sous microscope optique montre aussi que les 25 sont
majoritairement des bacilles, Gram positif, catalase positif, suggérant une appartenance au

genre Bacillus.

La détection des souches productrices de substances antimicrobiennes parmi les 25

isolats de Bacillus spp. a été réalisée par confrontation sur milieu solide et 4 isolats sur les
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25 retenues ont montré une activité inhibitrice sur les deux bactéries cibles

(Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Escherichia coli ATCC 8739).

Les isolats GM100 et GM17 ont donné une activité¢ plus €levée par rapport aux
autres isolats tableau 9. Ces deux isolats ont été sélectionnés pour les identifiés par les tests
microbiologiques, physiologiques, biochimiques et génétiques, ainsi que 1’extraction, la

purification et la caractérisation des molécules bioactives.

11.2.2. Sélection des isolats actifs

Un nombre de 25 isolats de Bacillus spp. a été isolé a partir de la rhizosphere de
trois Fabacées (C. saharae, O. angustissima et A. gombo). La détection des souches
productrices de substances antimicrobiennes a été réalisée par confrontation sur milieu
solide et 2 isolats sur les 25 retenues ont montré une activité inhibitrice sur les deux

bactéries cibles (Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Escherichia coli ATCC 8739).

Les isolats GM100 et GM17 ont donné une activité plus élevée par rapport aux
autres isolats tableau 11. Ces deux isolats ont été sélectionnés pour les identifiés par les
tests microbiologiques, physiologiques, biochimiques et génétiques, ainsi que I’extraction,

la purification et la caractérisation des molécules bioactives.
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Tableau 11: Activité antibactérienne des isolats de Bacillus spp contre Staphylococcus

aureus ATCC 6538 et Escherichia coli ATCC 8739.

Germes cibles

Isolats Staphylococcus aureus Escherichia coli

ATCC 6538 ATCC 8739
GMO1 + -
GMO02 + -
GM17 ++ ++
GM10 + -
GM20 - -
GM22 - +
GM25 - -
GMS50 + -
GM60 + +
GMS80 - -
GMS&2 + -
GM&3 - -
GM&84 - -
GM86 - -
GM89 - +
GM92 - +
GM93 - +
GM9%4 + -
GM 92 + -
GM96 +
GM100 ++ ++
GM110 - +
GM120 + -
GM122 - -
GM130 + +

+ : Activité antibactérienne moyenne
++ : Forte activité antibactérienne
- : absence d’activité antibactérienne

I1.3. Purification et caractérisation biochimique des bactériocines

produites par Brevibacillus brevis GM100 et Bacillus clausii GM17

I1.3.1. Identification des isolats GM100 et GM17

Les isolats GM100 et GM17 actifs contre un large spectre de microorganismes
cibles ont été isolés a partir de la rhizosphére d’Ononis angustissima Lam., cette dernicre
pousse dans la région aride de Biskra (sud d’Algérie). L’identification des deux bactéries

isolées (GM100 et GM17) a été basée sur les méthodes phénotypiques et moléculaires.
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I1.3.1.1. Caractéristiques phénotypiques des isolats GM100 et GM17

Les caractéres morphologiques et biochimiques de I’isolat GM100, basés sur les

méthodes décrites dans Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Claus et Berkeley,

1986), montrent qu’ils ont une forme bacille, aérobies, forment des endospores, Gram

positif, catalase positive, oxydase positive et mobiles.

Tableau 12: Utilisation de source de carbone par les isolats GM100 et GM17.

Source de carbone Réaction Source de carbone Réaction
GM100 GM17 GM100 | GM17

Asculine - - Glycérol + +
Salicine - - Erythritol - -
Cellobiose - + D-Arabinose - +
Maltose + + L-Arabinose + -
Lactose + + D-Ribose + +
Saccharose + + D-Xylose -
Trehalose - - L-Xylose - -
Gentiobiose + Adonitol - -
Melibiose + - Béta-M¢éthyl xyloside - -
Raffinose - - Galactose + +
Melezitose - - Glucose + +
Amidon - + Fructose + +
Glycogéne - + Mannose - -
Inuline - - L-Sorbose - -
D-Turanose + - L-Rhamnose - +
D-Tagatose - - Dulcitol + +
D-Fucose - - Inositol - -
L-Fucose - - Sorbitol + +
D-Lyxose - - Mannitol + +
D-Arabitol + + L-Méthyl-D-mannoside - -
L-Arabitol + + D-Méthyl-D-glucoside - -
Xylitol + + N-Acétyl glucosamine + +
Gluconate + + Amygdaline + +
2-Céto gluconate - - Arbutine + +
5-Céto gluconate - -

+ : présence de croissance

- : absence de croissance

Les profils glucidiques des isolats ont été également étudiés en utilisant les galeries

API CH 50. Les résultats, montrent que les deux bactéries GM100 et GM17, sont capable

d’utiliser une large gamme de glucides comme source de carbone (tableau 12).
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En effet, ’analyse des résultats montrent, que les deux souche utilisent maltose,
lactose, saccharose, gentiobiose, arabitol, xylitol, gluconate, glycérol, D-ribose, galactose,
glucose, fructose, dulcitol, sorbitol, mannitol, N-acétyl glucosamine, amygdaline et
arbutine. Par contre les soureces : asculine, salicine, raffinose D-tagatose, fucose, D-
lyxose, gluconate, erythritol, xylose, adonitol, Béta-méthyl xyloside, mannose, L-Sorbose,
inositol, L-méthyl-D-mannoside et D-méthyl-D-glucoside ne sont plus utilisées par les

deux souches.

L’ensemble de ces caractéres phénotypiques testés, suggerent que les deux isolats

(GM100 et GM17) appartiennent au genre Bacillus.

11.3.1.2. Identification moléculaire des isolats GM100 et GM17

Le séquencage partiel du gene 16S ARNr a été utilisé pour identifier les deux
souches GM100 et GM17.

La comparaison de la séquence du géne 16S ARNr obtenu de I’isolat GM100 a
celles disponibles dans Genbank indique une grande similarité avec plusieurs souches de

Brevibacillus.

Ces données confirment ainsi notre hypothése émise suite a 1’identification
phénotypique. En effet, la séquence du géne 16S ARNr obtenu a été soumis a une analyse
GenBank recherche BLAST, qui a donné une forte homologie, allant jusqu'a 98%, avec

plusieurs souches de Brevibacillus.

Les souches Brevibacillus les plus similaires qui ont été identifiés par l'analyse
BLAST ¢étaient la souche Brevibacillus brevis NBRC 100 599 (N° d’accession AB681205)
et la souche Brevibacillus brevis DSM 6472 (N° d’accession AB112717).

Ces séquences ont été alignés par le logiciel MEGA et un arbre phylogénétique a
été construit (Figure 25), et les conclusions en outre confirmé que la souche GM100 (N°
d’accession JX524820) a été étroitement lice a celles des souches Brevibacillus. En
résumé, tous les résultats obtenus suggérent fortement que cet isolat appartienne a I’espece

Brevibacillus brevis souche GM100.

100



Chapitre III : Résultats et discussion

89 Bacillus clausii strain MG17 (JQ313203)
871 Bacillus clausii strain 221-B (AB201793)
68| Bacillus clausii strain NSB10 (FJ189774)
g9 || Bacillus clausii strain DSM 8716 (NR026140)
Bacillus clausii DSM 8716 (X76440)
Bacillus clausii strain O/C (AJ297491)

97

99 — Bacillus subtilis strain PCL1612 (DQ779885)
_rBacillus subtilis (DQ187378)
Bacillus sp. CO16 (DQ643042)
Bacillus pumilus (DQ988522)
Bacillus pumilus strain CBS (EF113957)
Bacillus sp. strain Biosubtyl (AF142575)

99

78

Brevibacillus brevis strain DSM 6472 (AB112717)
J: — Brevibacillus brevis strain GM100 (JX524820)
99 | ' Brevibacillus brevis strain NBRC 100599 (AB681205)
- Brevibacillus brevis strain JCM 25037 (D78457)
Brevibacillus brevis strain DSM 30T (AB101593)
Brevibacillus brevis strain DSM 5619 (AB112730)
70 Brevibacillus brevis strain DSM 5760 (AB112731)
Escherichia coli ATCC 117757 (X80725)

95

81

0.02

Figure 25. Distribution phylogénétique de 1’isolat GM100, en utilisant les séquences du
géne 16S ARNr et la méthode «neighbor-joining» et le mode le & deux parametres avec
rééchantillonnage de 1000 répliquas de bootstrap. (Les chiffres entre parenthéses sont les
numéros d’acces). La barre indique la distance de 0.02 substitution de position par
nucléotide. L arbre est enraciné avec E. coli comme un groupe extérieur.

Pour la souche GM17, la séquence du gene de I'ARNr 16S obtenue a été aussi
soumise a la banque de données GenBank et analysée par le programme BLAST.
L’analyse des résultats ont donné une forte homologie qui peut attendre jusqu'a 98% avec

plusieurs souches du genre Bacillus.

Les souches de Bacillus proches qui ont été identifiées par 'analyse BLAST étaient

Bacillus clausii NSB10 (no. FJ189774) et Bacillus clausii 221-B (no. AB201793). Ces
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séquences ont été traitées et alignés par le logiciel MEGA. Un arbre phylogénétique a été
ensuite construit (Figure 26) et les conclusions en outre confirmé que la souche GM17 (no.
JQ313203) a été étroitement lice a celles des souches de Bacillus. Cette analyse
moléculaire affilie sans ambiguité cette souche a Bacillus clausii GM17, confirmant ainsi

la caractérisation phénotypique.
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81 Bacillus clausii strain NSB10 (FJ189774)

64(' Bacillus clausii strain 221-B (AB201793)
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Figure 26. Distribution phylogénétique de I’isolat GM17, en utilisant les séquences du
géne 16S ARNr et la méthode «neighbor-joining» et le mode le & deux parametres avec
rééchantillonnage de 1000 répliquas de bootstrap. (Les chiffres entre parenthéses sont les
numéros d’acces). La barre indique la distance de 0.02 substitution de position par
nucléotide. L’arbre est enraciné avec E. coli comme un groupe extérieur.
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I1.3.2. Effets des enzymes sur l'activité antimicrobienne des extraits des
souches GM100 et GM17

La nature de la substance inhibitrice a été¢ déterminée en vérifiant la sensibilité aux
enzymes protéolytiques. Les résultats montrent, que 1’activité antimicrobienne contre les
deux microorganismes cibles testés, A. tumefaciens C58 et C. tropicalis R2 CIP 203 des
surnageants de la culture des souches GM100 et GM17, n'a pas été affectée par I’addition
de catalase tableau 13, ce qui indiquant que l'inhibition de la croissance observée n’est pas
due a la production de peroxyde d’hydrogene. Comme les bactériocines sont de nature
protéique, les réponses obtenues apres 1’action des enzymes protéolytiques (trypsine, la
pepsine, la papaine, le pronase E, et la protéinase K) nous permettront d’identifier la nature
des substances antibactériennes. Les résultats de 1’effet des protéases, indiquent que
I’activité antibactérienne de bac-GM100 a disparue complétement apres l'action des
enzymes protéolytiques. Cependant, une diminution drastique de 1’activité antibactérienne
a ¢té observée pour I’extrait brut de la souche GM17, ce qui permet de suggérer que

l'activité antagoniste est due a une substance de nature protéique.

Tableau 13 : Effet des protéases, détergents, et solvants organiques sur |’activité
antimicrobienne résiduelle (%) du surnageant des souches GM100 et GM17.

Traitements Activité résiduelle (%)
Enzymes Bac-GM100 Bac-GM17
Catalase 100 100
Trypsine 0 20
Pepsine 0 20
Papaine 0 20
Pronase E 0 20
Protéinase K 0 20
Solvants

Chloroforme 100 100
Isopropanol 100 100
Acétate d'éthyle 100 100
M¢éthanol 100 100
Butanol 100 100
Détergents

Tween 40 90 90
Tween 60 90 90
Triton X-100 90 90
EDTA 90 90
PMSF 90 90
SDS 75 80
Urée 75 80
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I1.3.3. Effets des détergents et des solvants organiques sur I'activité

antimicrobienne des extraits des souches GM100 et GM17

Les résultats obtenus de ’effet des détergents des solvants organiques sur 1’activité
antimicrobienne des extraits des souches GM100 et GM17 sont présentés dans le tableau
13. L’analyse de ces résultats, montrent qu’il y a une diminution de I’activité biologique de
I’ordre de 25% en présence de 1’agent SDS et de 1’'urée du surnageant de la culture de
GM100 et de 20 % en présence de SDS et de I'urée chez I’extrait de la souche GM17.
Cependant, les autres détergents (Tween 40, Tween 60, Triton X-100, EDTA et PMSF)
affectent négativement ’activité de Bac-GM100 et Bac-GM17 avec un taux de 10%. Par
contre, Le traitement par les solvants organiques (I’acétate d'éthyle, 1'isopropanol et le
méthanol) a une concentration finale de 60% (v/v), n’a montré aucun effet négatif sur
I’activité biologique des surnageant des cultures des souches GM100 et GM17. Ces
résultats sont en corrobore avec celles obtenus par plusieurs auteurs (Hernandez et al.,
2005; Smaoui et al., 2010). En effet, Hernandez et al., (2005), montrent que 1’exposition
de la bactériocine plantaricin TF711 au surfactants cause seulement une faible inactivation
de l’activité antimicrobienne de moins de 30% et que la bactériocine garde leur activité
aprés traitement par les solvants organiques. D’autre part, De Kwaadsteniet et al., (2005),
montre que la bactériocine ST15 produite par la souche Enterococcus mundtii ST15 a
gardée leur activité si elle est traitée par Triton X-100, SDS, Tween 20, Tween 80, urée et

EDTA.

11.3.4. Etapes de purification et masse moléculaire des bactériocines des
souches GM100 et GM17

La purification des bactériocines a ¢€té entreprise par de nombreuses méthodes
comprenant un protocole de précipitation par les sels d’ammonium et des techniques de

chromatographies variées.

11.3.4.1. Etape de purification de la bactériocine GM100

Les procédures de la purification des bactériocines GM100 a partir du surnageant

de la culture de la souche Brevibacillus brevis GM100, sont résumées dans le tableau 14.

La précipitation par sulfate d’ammonium (40 a 60%) et le traitement par

température 90°C durant 2 h (Fraction I) du surnageant de la culture de Brevibacillus
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brevis GM100 a entrainé une activité spécifique de 18477 UA.mg™' avec un facteur de

purification de 9 et un rendement de 75% (tableau 14).
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1 5 9 1317 212529 33 37 41 45
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Figure 27. Fractions des ¢élutions de Bac-GM100 par chromatographie échangeuse d’ions
avec colonne de FPLC Mono Q Sepharose. (A) absorbance a 280 nm, (#) activité de Bac-
GM17 (UA. ml™).

Apres chromatographie Sephadex G-75 (Fraction II), I'activité spécifique augmente
a 65708 UA.mg 'avec un rendement de 39 %, et un facteur pureté de 32. Afin, d’obtenir
une protéine hautement pure, les fractions actives €luées ont été réunies et en outre séparés
en utilisant une chromatographie échangeuse d’ions avec colonne de FPLC Mono Q
Sepharose (Fraction III). Les principaux pics ont été collectés et vérifiées pour l'activité
bactériocine (figure 27). Les résultats ont indiqué une augmentation de 1’activité spécifique
avec une valeur de 84013 UA mg"' avec un facteur de purification a été 41 fois que la

premiere étape avec un rendement de 23 %.
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Tableau 14 : Rendement des étapes de purification de la bactériocine GM100 de la

souche Brevibacillus brevis GM100.

Etapes de Activité totale Protéine Activité Rendement | Facteur de
purification (UA)*" totale (mg)™" spécifique (%) purification
(UA.mg™)
Extrait brute | 5500,00 % 4.75 26182’21 7= 2053 100 1
Précipitation
par Sulfate 4125,18 +£3.,49 22326+76 18477 75 9
d’ Ammonium
Traitement
thermique 3846,52 + 2,44 62,48 + 10 58743 61 28
(2ha90°C)
Sepha%ex G- | 2165104134 | 329527 65708 39 32
FPLC Mono Q 56 444 1 11 15,113 84013 23 41
Sépharose

*) Activité antibactérienne par Unité arbitraire (UA) a été effectuée par la méthode Agar

Well diffusion en utilisant la souche A. tumefaciens C58 comme germe cible.

®) La concentration de la protéine a ¢té estimée par la méthode de Bradford, (1976).

*) les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions, et + les erreurs standards.

I1.3.4.2. Etape de purification de la bactériocine Bac-GM17

Pour la purification de la bactériocine de Bac-GM17, nous avons adopté la méme

stratégie de purification de la bactériocine Bac-GM100, avec quelques modifications qui

concerne la concentration de sulfate d’ammonium et la chromatographie Sephaddex G-75.

Le tableau 15 résume les différentes étapes de purification.
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Tableau 15 : Rendement des étapes de purification de la bactériocine GM17 de la souche

Bacillus clausii GM17.

Etapes de Activité totale Protéine Activit¢ | Rendement | Facteur de
purification (UAY" x 10° | totale (mg)b’ spécifique (%) purification
(UA.mg'l)

Extrait brute 4500.00 +3.88 | 2526.36 315 1781 100 1

Précipitation

par Sulfate 3863.11 +2.75 6932 +15 55728 85 31

d’ Ammonium

Traitement

thermique 3115.36 £ 2.15 42.13+8 73946 69 41

(2ha90°C)

ggphadex G- | 1875032102 | 210145 | 89249 41 50
FPLC Mono |1 4695 1008 | 12,1822 94150 25 52

Q Sepharose

*) Activité antibactérienne par Unité arbitraire (UA) a été effectuée par la méthode Agar
Well diffusion en utilisant la souche 4. tumefaciens C58 comme germe cible.

®) La concentration de la protéine a été estimée par la méthode de Bradford, (1976).

*) les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions, et + les erreurs standards.

La précipitation par sulfate d’ammonium (30 a 50 %) et le traitement par
température 90°C durant 2 h (Fraction I) du surnageant de la culture de GM100 a entrainé
une activité spécifique de 73946 UA.mg" avec un facteur de purification de 41 et un
rendement de 69 % (tableau 15). Apreés I’étape de purification par chromatographie
Sephadex G-50, Iactivité spécifique de GM17 est de ’ordre de 89249 UA/mg de protéine
avec un facteur de purification qui peut atteindre 50 (Tableau 15). La derniere, étape qui
est chromatographie échangeuse d’ions avec colonne de FPLC Mono Q Sepharose
(Fraction III) a permis de collecter et vérifier les principaux pics actifs (figure 28) et
d’obtenir un facteur de purification de 52 avec une activité spécifique de 94150 UA.mg’'

de protéine et avec un rendement de 25 % (Tableau 15).
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Figure 28. Fractions des élutions de Bac-GM17 par chromatographie échangeuse d’ions
avec colonne de FPLC Mono Q Sepharose (A) absorbance a 280 nm, (4) activité de Bac-
GM17 (UA. ml™).

I1.3.5. Détermination de la masse moléculaire de Bac-GM100

L’¢électrophorése en conditions dénaturantes sur gel de polyacrylamide (12%) en
présence de SDS, a permis d’obtenir une seule bande protéique traduisant une bonne pureté

de la bactériocine obtenue (Figure 29 A).

Dans un premier temps, les propriétés antimicrobiennes de la fraction ont été
évaluées en déposant directement la bande de gel d’électrophoreése correspondant a
I’extrait sur une boite de Pétri contenant un milieu gélos¢ LB a la surface duquel A.
tumefaciens C58 a été ensemencé. Apres 18 h d’incubation, un halo d’inhibition autour de

la bande contenant de la Bac-GM100 a été observée (figure 29 B).
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Figure 29. Electrophorese, zymogramme et masse moléculaire de Bac-GM100 pure. A) :

M) : marqueur de taille ; 1) gel SDS-PAGE de Bac-GM17; B) : zymogramme contre 4.
tumefaciens C58; C) : MADI-TOF/MS.

L’analyse des fractions A et B isolés apres électrophorese SDS-PAGE, et la

détection directe de ’activité antimicrobienne sur le gel d’électrophorése indique que la

masse moléculaire de la bactériocine est approximativement 4.5 kDa. En effet, cette

fraction a montré une activité antimicrobienne contre 4. tumefaciens C58 (figure 29 B).

Afin de déterminer la masse moléculaire exacte de Bac-GM100, la technique de

spectrométrie de masse (MALDI-TOF) a été utilisée. La masse exacte de Bac-GM100

révélée par cette technique est de 4375.66 Da (figure 29 C).
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11.3.6. Détermination de la masse moléculaire de Bac-GM17

L’¢lectrophoreése SDS PAGE, a permis d’obtenir une seule bande protéique d’une
masse d’environ de 5 kDa, traduisant une bonne pureté de la bactériocine obtenue (Figure

30 (1)).

Afin de démontrer que la bactériocine GM17 de masse moléculaire 5 kDa possede
une activité antimicrobienne antibactérienne, nous avons réalisé¢ un «gel overlay». Le gel a
¢té soumis a une ¢€lectrophorése puis découpé en deux parties. Une partie a été colorée au

bleu de Coomassie G-250 et une autre a été€ soumise a un test antimicrobien.

144 —»
9.5 —»|i

6.5—>|4

4.5—>;J

Figure 30. Electrophorése et zymogramme de Bac-GM17. 1) : gel SDS-PAGE de Bac-
GM17; 2) : zymogramme contre 4. tumefaciens C58; M) : marqueur de taille.

La partie du gel soumise au test antimicrobien sur Agrobacterium tumefaciens C58
a révélé un halo d’inhibition correspondant a une masse moléculaire comprise entre 4.5 et
6.5 kDa (Figure 30 (2)). Le peptide de masse moléculaire d’environ 5000 Da présente une

activité antimicrobienne dirigée contre Agrobacterium tumefaciens CS58.

Pour montrer la grande puret¢ de Bac-GM17 et pour déterminer sa masse
moléculaire exacte, la spectrométrie de masse a été¢ réalisée en utilisant un instrument
MALDI-TOF. Cette analyse nous a permis de trouver un pic majoritaire avec une masse

moléculaire de 5,158.11 Da (Figure 31). La présence d’une bande unique sur gel
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d’électrophorese ainsi qu'un seul pic majoritaire apreés spectrométrie de masse montre la

grande efficacité du protocole de purification utilisé.
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Figure 31. Spectre de masse de la bactériocine Bac-GM17 par la technique MADI-
TOF/MS (M/Z).

I1.3.7. Séquencage des N-terminaux des bactériocines purifiées Bac-
GM100 et Bac-GM17

I1.3.7.1. Séquence N-terminale de la bactériocines purifiée Bac-GM100

Les 21 premiers acides aminés de la séquence N-terminale de la Bactériocine Bac-
GM100 purifi¢ Bac-GM100 de Brevibacillus brevis GM100 ont été déterminés
« DWTFANWSCLVCDDCSVNLTY ». Cette séquence a été soumise a une comparaison
avec des séquences de protéines dans la base de données GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) en utilisant le programme de recherche tBLASTn et
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BLASTP. Elle a été aussi, soumis a la comparaison par la base de données Swiss-Prot
(http://www.expasy.ch/sprot/) en utilisant le logiciel de recherche BLASTP. Il a montré
65% d'homologie avec bactériocine thurincin H de B. thuringiensis SF361 (no. 2LBZ_A).

I1.3.7.2. Séquence N-terminale de la bactériocines purifiée Bac-GM17

La détermination de l'extrémité N-terminale a été aussi, réalisée par la méthode
d'Edman automatisée sur microséquenseur en phase gazeuse. Le séquencage indique la
présence d’une séquence de 20 acides aminés DWTCSKWSCLVCDDCSVELT. La
recherche dhomologies de séquences sur la base des données GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) par les programmes de recherches BLASTP et tBlastn, et

sur la base des données Swiss-Prot database (http://www.expasy.ch/sprot/) par le

programme de recherche BLASTP n'a montré aucune homologie avec les protéines
connues. L’absence de similarité avec les portions de séquences publiées de bactériocines
des Bacillaceae, montre que la bactériocine GM17 de la souche Bacillus clausii GM17 est

nouvelle.

I1.3.8. Spectre d'inhibition de Bac-GM100 et Bac-GM17

Les résultats de I’effet inhibiteur de croissance des bactériocines purifiées GM100

et GM17 sur les germes cibles ont été présentés dans le tableau (16).

L’analyse des résultats obtenus, montre que les deux bactériocines bac-GM100 et
bac-GM17 produites par Brevibacillus brevis GMI100 et Bacillus clausii GM17
respectivement, possédent un spectre d’activité inhibitrice trés large sur les germes cibles
testés. En effet, ’application de ces deux bactériocines a donné une zone d'inhibition

remarquable vis-a-vis les bactéries Gram+, les bactéries Gram™ et les champignons testés.

Ces résultats se rapprochent de ceux trouvés par plusieurs chercheures (Atanassova
et al., 2003; Heng et al.,2006; Cherif et al., 2008; Pascual et a/., 2008; Hammami et al.,
2009; Smaoui et al., 2010; Stoyanova et al., 2010; Adebayo et Aderiye, 2011; Hammami
etal.,2011; Hammami et al., 2012; Zhao et al., 2013; Ahmad et al., 2014).
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Tableau 16: Activité antimicrobienne des bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17 pures
exprimée en zone d’inhibition (mm).

Diamétre de la zone
Germes cibles d’inhibition (mm)2
Bac-GM100 | Bac-GM17
Bactéries Micrococcus luteus LB 14110 18+ 1.6 I5£1.5
Gram" Staphylococcus aureus ATCC 6538 30+3.0 22+2.0
Listeria ivanovii BUG 496 31+3.5 33+35
Enterococcus faecalis ENSAIA 6538 33+£33 25+2.0
Enterococcus faecalis JH 2-2 25+2.0 ND
Bactéries Escherichia coli ATCC 8739 14+1.1 13+£1.1
Gram’ Salmonella enterica ATCC 8739 36 +3.8 ND
Salmonella typhimurium 20+£2.0 20£2.0
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi 19+1.8 19+1.8
Pseudomonas aeruginosa ATCC 49189 34+3.5 34+3.5
Agrobacterium | S56 (genomovar G1) 24+£20 25+£2.0
tumefaciens/bi | CIP 497-74 (genomovar G2) 23£20 24+£2.0
ovar 1 | CIP 111-78 (genomovar G3) 25+2.0 21+£2.0
complex’ ATCC 23308" (genomovar G4) 30+3.5 32+3.5
CFBP 6625 (genomovar G5) 23+£2.0 21+2.0
NCPPB 925 (genomovar G6) 20+2.0 22+2.0
RV3 (genomovar G7) 22+2.0 25+2.0
C58 (genomovar G8) 35+35 31+3.5
0363 (genomovar G9) 25+2.0 22+2.0
Agrobacterium rhizogenes CFBP 2408" I5£1.5 18+ 1.6
Agrobacterium larrymoorei AF3.44 18+1.6 1515
Agrobacterium vitis CFBP 26787 25+2.0 21£2.0
Champignons | Candida tropicalis R2 CIP203 35+£6.6 30£3.5
Fusarium sp. 21+£2.0 23+2.0

ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA.

CIP: Collection de I’Institute de Pasteur, Paris, France.

CFBP: Collection Frangaise des Bactéries Phytopathogenes, INRA, Angers, France.

! Le taxon indiqué par biovar 1 d’Agrobacterium spp. est un complexe de 9 différentes
especes génomiques ou genomovars (Portier et al., 2006).

2 les valeurs dans le tableau sont des moyennes de trois répétitions et les bars d’erreurs
indiquent déviations standards; ND : Non Déterminé.
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L’activité antifongique des bactériocines a ét¢ démontrée par plusieurs travaux
scientifiques. En effet, Adebayo et Aderiye, (2011), indiquent que la bactériocine Brevicin
SG1, produite par Lactobacillus brevis SG1 cause des modifications morphologiques, une
diminution de la masse totale de Candida albicans et une inhibition le tube de germination
de Penicillium citrinum; de méme Zhao et al., (2013), ont démontré les peptides flagellin,
iturin produites par Bacillus sp. BHO72 ont une activité¢ antifongique contre Aspergillus
niger, Pythium, and Botrytis cinerea ; les travaux de Hammami et a/., (2011), montrent
aussi que la bactériocine Bac IH7 produit par la souche Bacillus subtilis IH7, posséde un
large spectre d'inhibition contre des bactéries Gram positif, des bactéries Gram- négatif et

les champignons pathogeénes.

Cette étude a ainsi permis de démontrer que les deux bactériocines Bac-GM100 et
Bac-GM17 produites par les souches Brevibacillus brevis GM100 et Bacillus clausii

GM17 respectivement, possede un large spectre d'activité antimicrobienne.

Généralement, la plus part des bactériocines présentent des activités inhibitrices
dirigées uniquement contre les espéces proches de la souche productrice. Les bactériocines
ayant des activités contre les bactéries a Gram’, les bactéries Gram' et les champignons
sont tres rares. Selon plusieurs travaux scientifiques, les bactériocines a large spectre
d’activité sont généralement de masse moléculaire faible comme: enterocin A5-11A (5206
Da) et A5-11B (5218 Da) (Batdorj et al., 2006), thuricin 17 (3162 Da) (Gray et al., 2006)
bactériocine L23 (< 7000Da) (Pascual et al., 2008) et Enterocin E-760 (5,362 Da) (Line et
al., 2008). De rares bactériocines sont décrites a partir de genre Bacillus ayant une masse
moléculaire supérieure a 1 kDa et ayant un large spectre d’activité. Dans ce cas, nous
pouvons mentionner la bactériocine BacTN635 (4 kDa) produite par Lactobacillus
plantarum sp. TN635 (Smaoui et al., 2010) et la bactériocine SMXD51 (5383.2 Da) de
Lactobacillus salivarius SMXDS51, inhibe la croissance des bactéries Gram positif et Gram

négatif et spécialement Campylobacter jejuni (Messaoudi et al., 2012).
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11.3.9. Mode d'action de Bac-GM100

L'ajout de la bactériocine Bac-GM100 ou Bac-GM17 purifiées (a2 500 UA. ml™),
ont entrainé un effet bactéricide complet en 6 heures et 5 heures respectivement sur la
souche d’A. tumefaciens C58 testée (figure 32 et 33). En effet, une diminution rapide du
nombre de cellules viables d’A. tumefaciens C58 (a partir de 10’ UFC. ml™ 4 moins de 10°
UFC. ml™) a été observée pour les cellules qui ont été traitée par Bac-GM100 ou Bac-

GM17, sur des périodes de 6 h et 5 h respectivement.

Les lectures de densité optique pour ce microorganisme indicateur sont restées
constant aprés une heure de l'ajout de Bac-GM100 ou Bac-GM17 (figure 32 A et 33 A).
Pour les échantillons témoins (sans addition Bac-GM100 ou Bac-GM100), les cellules
viables d’A. tumefaciens C58 atteint 10° UFC ml™ aprés 28 h de croissance.

Ces résultats sont en accord avec la littérature qui confirme I’effet bactéricide
des bactériocines. En effet, Biscola et al., (2013), ont montré que la bactériocine nisin-like
produit par Lactococcus lactis subsp. lactis 69 inhibe complétement la croissance de L.
monocytogenes ScottA aprés 10 h d’incubation. De méme, Chakchouk-Mtibaa et al.,
(2014), montrent que 1’addition la bactériocine BacJl a la culture de S. typhimurium
ATCC14028 réduire le nombre de cellules viables de 10® CFU ml™ & 10°CFU ml'l, durant
une période de 10 h.

Les résultats de I’effet de Bac-GM100 sur la croissance de Candida tropicalis R2
CIP203, montrent que la densité optique de la culture de cette levure traitée avec Bac-
GM100 ou Bac-GM17, est similaire a celle du témoin (sans Bac-GM100 ou Bac-GM17).
En effet, le nombre cellules viables de Candida tropicalis R2 CIP203, en présence de Bac-
GM100 ou Bac-GM17 n’a pas été diminué qu’apres 42 h de culture (figure 32 B et 33 B).
Ces résultats, montrent que les deux bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17 exerce un

effet fongistatique contre Candida tropicalis R2 CIP203.

Ces résultats sont en corrobore a ceux obtenues par plusieurs auteurs (Papagianni

et Papamichael, 2011; Smaoui et al., 2010).
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Figure 32. Effet de la bactériocine Bac-GM100 sur la croissance d’Agrobacterium
tumefaciens C58 (A) et Candida tropicalis R2 CIP203 (B): Densité optique a 600 nm en
absence (¢) et en présence (A ) de Bac-GM100. CFU/ml en absence (0) et en présence (m).

116



Chapitre III : Résultats et discussion

A -~
Addition de

10 Bac-GM17

I i)
. S
12
— L rl
2 i
g - 08
g N
E‘ 0
S 4 \:\ .....
% ) A gt
= g F—F Y 04
2 B ‘\.\

Temps d'incubation (h)

Log1o (UFC mL™Y)

i
T

12 20 24 28

Temps d'incubation (h)

Figure 33. Effet de la bactériocine Bac-GM17 sur la croissance d’Agrobacterium
tumefaciens C58 (A) et Candida tropicalis R2 CIP203 (B): Densité optique a 600 nm en
absence (¢) et en présence (A ) de Bac-GM100. CFU/ml en absence () et en présence (m).

Les effets fongistatique et bactéricides des bactériocines ont ét€¢ démontré par

plusieurs chercheures comme par exemple, la bactériocine BacTN635 produite par
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Lactobacillus plantarum sp. TN635 exerce une action bactéricide contre Listeria ivanovii
BUG496 et fongistatique contre C. tropicalis R2CIP203 (Smaoui et al., 2010) et la
bactériocine Bac IH7 purifiée présente un mode d’action bactéricide contre Agrobacterium
tumefaciens C58 et un mode d’action fongistatique contre Candida tropicalis R2 CIP203
(Hammami et al., 2011). Probablement, ces deux bactériocines agissent sur la membrane
cytoplasmique des cellules cibles en formant des pores hydrophiles qui provoquent un

efflux de métabolites cellulaires importants et mort cellulaire.

I1.3.10. Propriétés biochimiques des bactériocines purifiées Bac-GM100
et Bac-GM17

11.3.10.1. Effet des traitements thermiques sur I’activité antimicrobienne

de Bac-GM100 et de Bac-GM17

L'effet du traitement thermique des bactériocines pures Bac-GM100 et Bac-GM17
sur I’activité antimicrobienne a ¢été examiné en traitant les deux bactériocines par
différentes températures et les résultats sont présentés dans le tableau 17. Aucune
diminution significative de I’activité antimicrobienne n’a été observée pour un traitement a

100 °C pendant 2 h ou 120 °C pendant 20 min.

La résistance aux températures élevées a été observée aussi chez d’autres
bactériocines comme 1’acidocin D20079 produite par L. acidophilus DSM20079 qui n'a
diminué que de 50 % apres 30 min a 121 °C (Deraz et al., 2005), ’entomocin 110 produite
par Bacillus thuringiensis subsp. Entomocidus HD110, qui a conservée 53 % de son
activité apres 20 min d'incubation a 121°C (Cherif et al., 2008) et Weissellin A produite
par Weissella paramesenteroides DX qui garde leur activité apreés une exposition a 121 °C
pendant 60 min (Papagianni et Papamichael, 2011), ainsi que, la bactériocine pediocin
ACCEL produite par la souche Pediococcus pentosaceus ACCEL qui est stable a une
température 121 °C pendant 15 min (Wu et al., 2004).

La stabilit¢é a des températures ¢€levées, est une caractéristique majeure des
bactériocines de faible poids moléculaire (Oscariz et Pisabarro, 2001). Deraz et al.,
(2005); Pei et al, (2013), suggérent que la présence de liaisons disulfure
intramoléculaires, stabilisent les structures secondaires en réduisant le nombre de
structures dépliées possibles. Cette stabilité est une des caractéristiques communes des

bactériocines classe Ila (Papagianni et Papamichael, 2011).
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Tableau 17 : Effet des traitements thermiques, détergents, solvants organiques et protéases
sur I’activité antimicrobienne résiduelle (%) des bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17
produite par B. brevis GM100 et B. clausii GM17 respectivement.

Traitements Activité résiduelle (%) de
Bac-GM100 Bac-GM17

Enzymes
Trypsine 0 20
Pepsine 0 20
Papaine 0 20
Pronase E 0 20
Protéinase K 0 20
Température (°C)
70 pendant 2h 95 90
80 pendant 2h 95 90
90 pendant 2h 95 90
100 pendant 2h 95 90
120 pendant 20min 90 90
4 pendant 72h 100 100
-20 pendant 72h 100 100
Détergents pendant 48 h
Tween 40 0 0
Tween60 0 0
Triton X-100 90 85
SDS 90 90
Urée 90 90
Solvants organiques pendant 72 h
Chloroforme 95 75
Butanol 60 90
Isopropanol 95 90
Acétate d’éthyle 60 90
Méthanol 95 75

Par contre, plusieurs autres rapports scientifiques montrent que les bactériocines,
perdent leur stabilité durant les étapes de purification sous les effets des hautes
températures (Kamoun et a/., 2005; Hammami et a/., 2012). En effet, la bactériocine
bacthuricin F4 conserve seulement 20 % de son activité apres incubation a 90 °C pendant

30 min (Kamoun et a/., 2005).

Les deux bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17 ont ¢été soumises a une
congélation a -20 °C et décongelées pendant 72 h a 4 °C. Les activités résiduelles sont
présentées dans le tableau 17. Les résultats montrent, que les bactériocine Bac-GM100 et
Bac-GM17, gardent ces propriétés antagonistes contre tous les microorganismes

indicateurs testés. En général, le stockage réfrigéré n’a pas produit des changements dans
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l'activité antimicrobienne des bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17. La résistance des
bactériocines aux traitements de congélation/décongélation a été aussi observée chez
d’autres bactériocines comme les bactériocines-likes produites par Enterococcus faecium,
Lactococcus lactis, Enterococcus hirae et Enterococcus canis (Ponce et al., 2008), la
bactériocine PSY2 produite par Lactococcus lactis PSY2 (Sarika et al., 2012), la nisin Z
produite par Lactococcus lactis subsp. lactis KT2W2L (Hwanhlem et al., 2013) et la
paracin C produite par Lactobacillus paracasei CICC 20241 (Pei et al., 2013).

Les deux bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM100, produites par les Brevibacillus
brevis GM100 et Bacillus clausii GM17 respectivement, sont hautement thermostables et
résistent aux conditions de stockage. Ces propriétés trés intéressantes de cette bactériocine

font que ces travaux présentent un intérét certain pour des applications biotechnologiques.

11.3.10.2. Effet des détergents, des solvants organiques et des protéases

sur la stabilité de Bac-GM100 et de Bac-GM 17 pures

L’exposition des bactériocines bac-GM100 et bac-GM17 aux déférents détergents
durant 48 h, montre que seulement le Tween 40 et Tween 60 ¢Eliminent I’activité
antimicrobienne des deux bactériocines (tableau 17). Par contre, les traitements par Triton
X-100, SDS et I'urée n’ont montré aucun effet significatif sur ’activité des bactériocines.
Todorov et Dicks, (2006), qui montrent que les bactériocines produites par les souches
Lactobacillus plantarum (ST194BZ, ST414BZ et ST664BZ), résistent aux traitements
avec SDS, Tween20, urée et EDTA. Ces résultats indiquent que les bactériocines pures
Bac-GM100 et Bac-GM17 pourraient difficilement étre utilisées dans une formulation avec

les détergents Tween 40 et Tween 60 car elles ne seraient plus actives.

La nature protéique des bactériocines a été confirmée par la perte totale ou partielle
de son activité a la suite d'un traitement aux protéases. Les résultats, montrent que l'activité
de la bactériocine de Bac-GM100 été perdue totalement aprés incubation avec la trypsine,
pepsine, papaine, pronase E et protéinase K. cependant, la bactériocine Bac-GM17 montre
une trés faible susceptibilit¢ aux protéases (tableau 17). Pour s'assurer que c'est bien
l'activité de la protéase qui inactivait les bactériocines, et également pour s'assurer qu'il n'y
avait pas d'effet de dilution de la bactériocine par la solution de protéase, les protéases ont
été inactivées a la chaleur (100 °C, 1 heure) avant l'incubation. Aucune inactivation des

bactériocines n'a été obtenue avec les protéases dénaturées. Pour s'assurer de I'activité des
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bactériocines, celles-ci ont également été testées sans traitement. Les bactériocines étaient

actives lorsque testées sans traitement.

11.3.10.3. Effet de pH sur Pactivité des bactériocines Bac-GM100 et Bac-
GM17

L’activité antibactérienne des bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17 varie en
fonction du pH initial du milieu (Figure 34). Elles augmentent parall¢lement a
I’augmentation du pH pour atteindre 100% avec a pH 7. Au-dela de cette valeur, une

diminution réguliere est constatée jusqu’a un pH de 12.
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Figure 34. Effet du pH sur ’activité anibactérienne relative (%) des bactériocines Bac-

GM100 et Bac-GM17 sur le germe cible 4. tumefaciens C58.
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Ces résultats démontrent que les deux bactériocines résistent a des conditions
acides et alcalines. Ces propriétés sont similaires a celles de la bactériocine J46 produite
par Lactococcus lactis Subsp. cremoris J46 qui est stable a pH (3—9) (Huot et al., 1996), la
weissellin A de la souche Weissella paramesenteroides DX (pH 2 a 10) (Papagianni et
Papamichael, 2011) et de la nisin Z produite par Lactococcus lactis subsp. lactis KT2W2L
(Hwanhlem et al., 2013).

Dans d’autres recherches comme les études de Saeed et al., (2006), montrent que
la Staphylococcin Bac 188 produite par Staphylococcus aureus AB188 est stable dans un
large intervalle de pH (2—14). Cependant, Wu et al., (2004) ont démontré aussi, que la
bactériocine pediocin ACCEL est stable a un pH de 2-6. L’activité des bactériocines Bac-
GM100 et Bac-GM17 dans un large intervalle de pH, suggerent une potentielle utilisation
dans l'industrie alimentaire et comme des agents de lutte biologique contre les
microorganismes pathogeénes. Généralement, les bactériocines ont une grande tolérance

aux variations de pH et aux traitements thermiques (Dortu et Thonart, 2009).

I1.3.11. Phytotoxicité de Bac-GM100 et Bac-GM17 sur la tomate et le

melon

La germination des semences de tomate (Lycopersicon esculuntum L.) et de melon
(Cucumis melo L.) a été réalisée avec deux concentrations différentes (50 et 500 UA.ml™)
des deux bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17, et les taux de germination, ainsi que les
valeurs des parametres de la vigueur des plants ont été comparés a ceux obtenus pour les
semences traitées avec de l'eau (témoin négatif) et ceux traités par 1’hypochlorite de

sodium 10% (p/v) (témoin positif).

Les résultats de I’effet de Bac-GM100 et Bac-GM17 sur les taux de germination de
la tomate (Lycopersicon esculuntum L.) et le melon (Cucumis melo L.) sont présentés dans

les figures 35 et 36 respectivement.
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Figure 35: Taux de germination chez la tomate et le melon dans 1’eau distillée (contrdle),
I’hypochlorite de sodium (10%), et dans deux concentrations de Bac-GM100.

Le test Duncan (p=0.05) indique que les histogrammes avec des différents lettres sont
significativement différentes. Chaque valeur est la moyenne de trois expérimentations
indépendante. Les bars d’erreurs indiquent les déviations standards.

L’analyse des résultats, montrent que la germination a été fortement inhibée chez
les deux especes étudiées lors d’un traitement par I’hypochlorite de sodium, par Bac-
GM100 (500 UA.ml™") ou par Bac-GM17 (500 UA.ml™"). Cependant, Bac-GM100 et Bac-
GM17 (50 UA.ml™") n’ont montré aucun effet inhibiteur sur la germination des graines. En
effet, les deux cultures montrent un taux de la germination similaires aux semences traitées

avec de I'eau (témoin négatif) figure 35 et 36.
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Figure 36: Taux de germination chez la tomate et le melon dans I’eau distillée (contrdle),
I’hypochlorite de sodium (10%), et dans deux concentrations de Bac-GM17.

L’analyse de résultats des effets de Bac-GM100 et Bac-GM17 (50 UA.ml'l) sur la
vigueur des plants (poids frais et taille de la partie aérienne, longueur des racines),
indiquent que les parameétres de croissance étudiés chez les deux plants testés (tomate et
melon) ont été significativement plus élevés par rapport a ceux obtenus par les autres
traitements (figure 37 et 38). Par contre, les traitements par Bac-GM100 (500 UA.ml") et
par Bac-GM100 (500 UA.ml™") ont montré des effets négatifs sur la vigueur chez les deux
plants. En effet, 1’analyse des résultats montrent une réduction significative de la longueur
des racines, la hauteur et le poids frais des parties aériennes (Figure 37 et 38). Ces derniers
résultats sont proches a ceux obtenus par un traitement a 1’hypochlorite de sodium, ou les

parametres de vigueur chez plants ont été aussi fortement affectés.
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Figure 37. Effet de la bactériocine GM 100 pure (50 UA.ml" et 500 UA.ml™"), hypochlorite
de sodium (10%) sur les parametres de croissance ((A) poids frais et (B) taille de la partie
aérienne, (C) longueur des racines) de la tomate et du melon.

Nombreuse ¢tudes ont démontré D'effet bénéfique des bactériocines sur la
germination et la vigueur des plantes (Hammami et a/., 2009, 2011, 2012). En effet,
Hammami et al., (2012), montrent que 1’application de la bactériocine Bac 14B ( 500
UA.ml™") produite par la souche Bacillus subtilis 14B sur les semences de tomate et de
melon stimule la germination et améliore les parameétres de croissances. Hammami et al.,
(2011), montrent également que le traitement des semences de tomate et melon par la
bactériocine Bac TH7 (800 UA.ml™") améliore le taux de germination et les parametres de

croissance chez les plants.
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Figure 38. Effet de la bactériocine GM100 pure (50 UA.ml" et 500 UA.ml™"), hypochlorite
de sodium (10%) sur les parametres de croissance ((A) poids frais et (B) taille de la partie
aérienne, (C) longueur des racines) de la tomate et du melon.

La bactériocine Bac IH7 a également montré des propriétés désinfectantes efficaces
contre les maladies de fonte des semis au stade de pré-germination et de la pourriture des
racines causée par Alternaria solani, ainsi que les maladies de flétrissement et d'autres
agents pathogenes, transmises par les semences. Il a été aussi rapporté, que l'utilisation de
fongicides améliore la germination, la levée et la croissance des plantes et réduire la fonte
des semis. En outre, il a été signalé que la germination accélérée améliore la résistance au
stress et la croissance des plantes (Pattan et al., 2001). Le pouvoir germinative peut jouer
un role important dans la levée rapide et uniforme des semis et la réduction de 1’indice de
maladie, en améliorant ainsi le rendement (Gupta et al., 1999). Ces résultats, pourrait
expliquer l'utilité¢ de la solution de Bac-GM100 et Bac-GM 17 comme des désinfectants

des semences.
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Conclusion et perspectives

I1 est clair que les agents pathogenes et les stress environnementaux peuvent
avoir des impacts négatifs sur la santé et la croissance des plantes. Cependant, ces
impacts peuvent é&tre réduits ou éradiqués par 1’utilisation des microorganismes
bénéfiques, notamment les bactéries de la rhizosphere. Une meilleure compréhension
des communautés microbiennes de la rhizosphére est nécessaire pour optimiser les
technologies microbiennes du sol au profit de la croissance et la santé des plantes. Les
objectifs de cette ¢étude étaient de sélectionner des rhizobactéries PGPR a partir des
rhizosphéres de quelques Fabacées endémiques d’Algérie, d’identifier et de caractériser

les molécules bioactives.

Globalement, cette étude nous a permis de mettre en évidence la richesse des

rhizosphéres des Fabacées endémiques en microorganismes bioactifs.

Cette ¢étude a affirmée D’effet nettement antagoniste des plusieurs isolats
d’actinomycetes et de Bacillus spp isolés a partir des rhizosphéres des trois Fabacées
Ononis angustissima, Astragalus gombo et Calobota saharae de deux régions d’Algérie

(Boussaada et Biskra), contre les germes cibles testés en laboratoire.

Dans la premicre partie de la thése, la présente étude, a confirmée 1’abondance
des actinomycetes dans la rhizosphere des Fabacées endémiques d’Algérie. La densité
des actinomycétes dans la rhizosphere, semble étre liée a I’espece végétale et les sites
d’isolement. Les différences de dénombrement en actinomycétes observées entre ces
trois Fabacées dans deux sites peuvent s’ expliquer par I’effet des exsudats racinaires des

plantes mais aussi par les caractéristiques des sites étudiés.

Les actinomycétes antagonistes, ont été analysés pour leurs caractéristiques
PGPR : activités chitinase, protéase, productions de I’acide indole acétique (AIA), ainsi
que la solubilisation du phosphate. Les résultats, démontrent que les quatre souches de
Streptomyces sp. présentent ces quatre caracteres de PGPR. Ces Streptomyces sp.,
(2A26, 1B10, 2C34 et 21) ont été préférentiellement sélectionnées comme des agents de

lutte biologique.

Les quatre meilleures souches d’actinomycetes antagonistes aux pathogenes et

de caractéristiques PGPR, ont été¢ objet d’une identification en faisant appel a la
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caractérisation morphologique, biochimique et moléculaire. Les résultats obtenus
affirment que les quatre souches identifiées appartiennent au genre Streptomyces.

Le criblage in vivo des Streptomyces sp. pour leur effet PGPR sur le pois chiche
(Cicer arientinum L.) a été réalisé sous conditions controlées. Les résultats obtenus,
apportent des données nouvelles sur I’effet bénéfique que peut avoir 1’inoculation des
graines par des Streptomyces sp. (Souches 21, 2A26, 1B10 et 2C34) sur la croissance de
semis de pois chiche. En effet, cette ¢tude a démontré que les quatre souches de
Streptomyces sp. 21, 2A26, 1B10 et 2C34 pourrait inhiber efficacement la croissance
de la plus part des bactéries et des champignons pathogenes testés in vitro et de protéger
les plants contre les maladies de pois chiche causées par Fusarium oxysporum in vivo
sous conditions controlées.

Les bactéries Streptomyces sp. ont permis de réduire les symptomes dus au
champignon pathogéne Fusarium oxysporum. Ces résultats concordent avec ceux de la
littérature.

Nos résultats apportent des données nouvelles sur I’effet bénéfique que peut
avoir I’inoculation des graines avec des souches de Streptomyces sur la croissance du
pois chiche. Les quatre souches de Streptomyces sp. 21, 2A26, 1B10 et 2C34 utilisées,
ont pu promouvoir la croissance des plants. Leur role de promouvoir la croissance des
plants est probablement dii a ’aptitude de solubiliser le phosphate et de produire I’AIA
par les souches de Streptomyces sp.

Ces résultats appuient I’ensemble de nos hypotheses et indiquent que la
rhizosphére de Fabacées endémiques d’Algérie est riche en actinomycétes a activité
antimicrobienne et que leur application comme agent de lutte biologique peut conduire a
une réduction de la maladie fongique causée par Fusarium oxysporum et méme
promouvoir la croissance du pois chiche.

Dans la deuxieme partie de cette these, les Bacillus bactériocinogénéques, isolats
GM100 et GM17 de la rhizosphére d’Ononis angustissima Lam. actifs contre un large
spectre de microorganismes cibles ont été identifiés par des méthodes phénotypiques et
moléculaires. Les résultats obtenus, confirment que la souche GM100 et la souche
GM17 font partie respectivement de Brevibacillus brevis et de Bacillus clausii.

La purification des deux bactériocine Bac-GM100 et Bac-GM17 a partir des
souches bactériocinogénéque, a été réalisée en trois étapes: une précipitation par sulfate
d’ammonium, une filtration sur gel sur colonne Séphadex G-75 pour finir avec une

Chromatographie échangeuse d’ions. Ces différentes étapes de purifications ont permis
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I’obtention de deux bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17 avec des facteurs de pureté
d’environ 41 et 52 respectivement par rapport a ses formes existantes dans les
surnageants bruts. Les rendements de purification sont de 25 % et 23% pour Bac-
GM100 et Bac-GM17 respectivement. L’activité spécifique de Bac-GM100 purifiée est
de lordre de 94150 UA.mg" de protéines et Bac-GM17 est de 84013 UA.mg". Les
masses des bactériocines pures ont été estimées par SDS-PAGE a environ 5 kDa pour
Bac-GM100 et a 4,5 kDa pour Bac-GM17. La masse moléculaire exacte des
bactériocines (Bac-GM100 et Bac-Gm17) déterminée par spectroscopie de masse est

respectivement 4375,66 Da et 5158,11 Da.

L’analyse des effets de la catalase et des enzymes protéolytiques sur 1’activité
biologique provenant du surnageant de culture des souches étudiées nous a permis de
déduire qu’il s’agit des biomolécules de nature protéique, vraisemblablement des

bactériocine désignées Bac-GM100 et Bac-GM17.

Les deux souches Brevibacillus brevis GM100 et Bacillus clausii GM17 isolées
a partir de la rhizosphére d’Ononis angustissima produisent deux bactériocines Bac-
GM100 et Bac-GM17 thermostables et actives a une large gamme de pH. En effet, les
deux bactériocines gardent presque 90% de ses capacités inhibitrices aprés un
traitement de 2 h a 100°C ou 20 min a 120 °C. Les deux bactériocines, présentent une
activité a un intervalle de pH compris entre 3 et 9 pour Bac-GM17 et a un large

intervalle de pH entre 3 et 10 pour Bac-GM100 avec un optimum a pH 7.

Le séquencage des parties N-terminaux des bactériocines purifiées Bac-GM100
et Bac-GM17 a donné deux séquences de 21 et de 20 acides aminés respectivement. La
séquence N-terminale de Bac-GM100, a montré 65% d'homologie avec bactériocine
thurincin H de Bacillus thuringiensis SF361 (no. 2LBZ_A). Cependant, 1’absence de
similarit¢ avec les portions de séquences publiées de bactériocines des Bacillaceae,

montre que la bactériocine GM17 de la souche Bacillus clausii GM17 est nouvelle.

Les deux bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17, pourraient étre exploitées
comme des agents de conservation des graines et de biocontrdle chez plantes cultivées
pour inhiber de nombreux microorganismes pathogenes et minimiser le probleme des

pesticides chimiques.
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Comme perspective, il est intéressant de continuer 1’étude sur les quatre souches de

Streptomyces sp. et les deux bactériocines purifiées a partir de Brevibacillus brevis et

Bacillus clausii dans le but de :

Evaluer I’activité antagoniste des Streptomyces contre d’autres microorganismes
phytopathogenes, ainsi que d’optimiser leur performance en tant qu’agent de
lutte biologique, en ¢étudiant 1’effet de la combinaison de ces quatre
Streptomyces et I’effet de 1’ajout des additifs sur leur activité antagoniste.
Purifier et caractériser les substances antifongiques et stimulatrices de croissance
des plants isolées des Streptomyces sp. sont a envisager.

Vérifier la présence d’autres mécanismes responsables de I’antagonisme contre
les pathogénes et la stimulation de la croissance des plantes.

Tester 1’efficacité des souches de Streptomyces sp. sur d’autres végétaux et en
conditions non contrdlés dans les serres et aux champs.

Confirmer le mode d’action des bactériocines, séquencer les genes codants les
précurseurs des bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17 et étudier les structures
3-D des protéines.

De plus, il serait intéressant d’élargir le spectre d’activité¢ en testant les deux

bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17 contre d’autres pathogenes.
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A bacteriocin-producing (11,000 AUmL™!) strain was
isolated from the rhizosphere of healthy Algerian plants
Ononis angustissima Lam., and identified as Brevibacil-
lus brevis strain GM100. The bacteriocin, called Bac-
GM100, was purified to homogeneity from the culture
supernatant, and, based on MALDI-TOF/MS analysis,
was a monomer protein with a molecular mass of
4375.66 Da. The 21 N-terminal residues of Bac-GM100
displayed 65% homology with thurincin H from Bacil-
lus thuringiensis. Bac-GM100 was extremely heat-stable
(20 min at 120 °C), and was stable within a pH range of
3-10. It proved sensitive to various proteases, which
demonstrated its protein nature. It was also found to
display a bactericidal mode of action against gram-
negative (Salmonella enteric ATCC 43972, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 49189, and Agrobacterium tumefa-
ciens C58) and gram-positive (Enterococcus faecalis
ENSAIA 631 and Staphylococcus aureus ATCC 6538)
bacteria, and a fungistatic mode of action against the
pathogenic fungus Candida tropicalis R2 CIP 203.

Key words: Brevibacillus brevis; bacteriocin; purifica-
tion; thermostability; bactericidal and
fungistatic mode of action

The rapid rise and spread of multi-resistant microbial
pathogens has forced a consideration of alternative
methods of combating infection. Biological control of
infectious diseases, a new emerging biological tool,
offers a powerful alternative to conventional synthetic
chemicals in human and animal health management as
well as in agricultural and food biotechnology."” How-
ever, microbes produce an extraordinary array of micro-
bial defense systems. These include broad-spectrum
classical antibiotics, metabolic by-products (organic
acids), lytic agents (lysozymes), numerous proteina-
ceous exotoxins, and bacteriocins.>? In the microbial
world, antimicrobial peptides are an important part of
the defense system of bacteria, and they are referred to

as bacteriocins. Traditional medicinal antibiotics are
also produced by some bacteria, but these and bacter-
iocins should be considered different antimicrobial
compounds. An important criterion of being a bacter-
iocin is that bacteriocins are ribosomaly synthesized,
while antibiotics are made by multi-enzyme complexes.
Most bacteriocins kill a narrow spectrum of bacteria as
compared to antibiotics. Moreover, most bacteriocins
are more potent against their target bacteria, while
higher concentrations of antibiotics are needed to kill the
target bacteria.”) Bacteriocins are produced by both
gram-positive and gram-negative bacteria, and the
bacteriocins of gram-positive bacteria appear to show
a broader range of susceptible organisms.” In fact, the
use of bacteria as biocontrol agents has been extensively
studied in the last few decades, and a wide array of
bioactive metabolites, including bacteriocins, antibiot-
ics, antifungals, antivirals, insecticides, herbicides, and
anticancer agents, has been reported in the literature.®”
The efficiency of these biological agents has been
demonstrated in several fields.®”

Although gram-positive Bacillus species are often
considered promising biocontrol agents as effective as
gram-negative bacteria, they have received much less
attention and are studied for their compounds production
with potential uses in many fields.'” Above all, those
produced by gram-positive bacteria have attracted much
more interest, particularly for their promising agricul-
tural potential, as they can open new opportunities for
the alleviation of various pathogenic conditions. In
particular, Bacillus strains are known to be thermo-
tolerant and spore-forming species that show rapid
growth in liquid culture and are widely distributed in
soils. Various Bacillus species produce bacteriocins.
These include bacteriocin-like inhibitory substances
(BLISs)'D produced by B. cereus ATCC 4579, coagu-
lin'? produced by B. coagulans, and bacthuricin F4,'®
entomocin 110,'? thuricin 17 (T17)'® produced by
B. thuringiensis. However, and despite their promising
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flight/mass spectrometry; O.D, optical density; SDS-PAGE, sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
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properties as potential antibacterial agents, only a few
Bacillus bacteriocins have been characterized to date. In
addition, B. subtilis is known to produce many anti-
microbial peptide substances, such as bacilysin'® and
subtilosin A.!” Iturine A, a mixture of homologous
cyclic peptides (A; through Ag), was also obtained from
B. subtilis."® Tt has been found that iturine, secreting
B. subtilis NB22, can be used as an agent to control soil-
borne tomato diseases.'® Furthermore, Brevibacillus
brevis strains are considered probiotic agents both for
human and for animal use.?” Several molecular methods
are available for the exact identification of a given
bacterial strain and, 16S rDNA gene sequencing is the
first tool for this purpose.?!

During a search program for bioactive antibacterial
and antifungal compounds from Bacillus with anti-
Agrobacterium spp. activity, a new bacterium, GM100,
was selected, and characterized by means of phenotypic
and 16S rDNA gene sequencing. This paper describes
the selection and identification of this bacterium. The
purification and the biochemical characterization of a
bacteriocin-like substance, Bac-GM100, from the super-
natant culture of this new strain are reported. The paper
also further explores the inhibitory spectrum and mode
of action of Bac-GM100, and assesses its activity
against gram-positive and gram-negative bacteria as
well as fungi.

Materials and Methods

Enzymes and chemicals. Bovine serum albumin (BSA), trypsin,
pepsin, papain, pronase E, and proteinase K were purchased from
Sigma Chemical (St. Louis, MO). Sephadex G-75 and Mono Q FPLC
were from Pharmacia (Pharmacia, Uppsala, Sweden). A protein assay
kit was from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA). All other
chemicals and reagents used were of analytical grade or the best
grade commercially available, unless otherwise stated.

Bacterial strains and growth conditions. Strain GM100, exhibiting
pronounced antagonistic activities, was isolated from the rhizosphere
of healthy plants Ononis angustissima Lam. grown in the region of
Biskra (in southern of Algeria) at a nursery. Five gram-positive
bacteria (Micrococcus luteus LB 14110, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Listeria ivanovii BUG 496, Enterococcus faecalis ENSAIA 631,
and E. faecalis JH 2-2), and 17 gram-negative bacteria (Escherichia
coli ATCC 8739, Salmonella entericia ATCC 43972, S. typhimurium,
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, P. aeruginosa ATCC 49189,
A. tumefaciens S56, A. tumefaciens CIP 497-74, A. tumefaciens CIP
111-78, A. tumefaciens ATCC 23308", A. tumefaciens CFBP 6625, A.
tumefaciens NCPPB 925, A. tumefaciens RV3, A. tumefaciens C58, A.
tumefaciens 0363, A. rhizogenes CFBP 24087, A. larrymoorei AF3.44,
and A. vitis CFBP 2678") were used as indicator microorganisms in
the antibacterial activity assays. Antifungal activity was determined
against the Fusarium sp. and Candida tropicalis R2 CIP 203.

Bac-GM100 from Brevibacillus brevis strain GM100 was produced
at 30 °C for 48 h in an orbital incubator with shaking at 250 rpm, using
a modified Luria-Bertani (LB) medium (ingL~'): peptone, 15; yeast
extract, 3; and NaCl, 2.5 (pH 7.4), supplemented with (ingL™'):
glucose, 7; KoHPO4, 1; KHpPO4, 1; and MgSO4-7H,0, 1). To
measure antibacterial activities, indicator microorganisms were grown
overnight in LB medium (pH 7.2) under aerobic conditions at 30 °C for
the A. tumefaciens strains, A. rhizogenes, P. savastanoi pv. Savasta-
noi, P. aerigunosa ATCC 49189, E. coli ATCC 39, and Xanthomonas
compestris, and aerobically at 37°C for E. coli ATCC 8739 and
S. aureus ATCC 6538. To determine antifungal activities, Fusarium
sp. was grown in Potato Dextrose Agar (PDA) for 7d at 30 °C. Spores
were collected in sterile distilled water and then concentrated to
produce a suspension of approximately 10* spores mL~!. C. tropicalis
R2 CIP 203 was grown in YPI0 medium containing (ingL~!):

peptone, 15; yeast extract, 5; and glucose, 10; supplemented with
15mL of adenine solution (2gL~") at 30°C for 24h in an orbital
incubator with shaking at 200 rpm. Strain GM100 was maintained as
frozen stock at —80°C in LB broth containing 20% (v/v) glycerol.
Before experimental use, the cultures were propagated twice in LB
medium at 30 °C for 12 h. The transfer inoculum was 1% (v/v).

Identification of the Bacillus strain. The strain was examined for
gram reaction, cell shape, oxidase and catalase reactions, motility,
endospore formation, and oxygen relationships. An API 50 CH strip
(bioMérieux, Marcy-I’Etoile, France) was used to investigate the
physiological and biochemical characteristics of strain GM100 in
accordance with the instructions of the manufacturer. The 16S rRNA
gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using two
universal primers: forward, 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3/,
and reverse, 5'-AAGGAGGTGATCCAAGCC-3', designed on the
basis of positions 8 to 27 and 1,541 to 1,525 respectively. These are
conserved zones within the rRNA operon of E. coli.?" The Genomic
DNA of strain GM100 was used as template for PCR amplification (35
cycles, 94 °C for 30 s denaturation, 60 °C for 1 min primer annealing,
and 72°C for 1.5 min extension). The amplified approximately 1.5-kb
PCR product was cloned in pPGEM-T Easy vector (Promega, Madison,
WI), to obtain pGM100-16S plasmid (this study). E. coli DH5«
(F~supE44 @80 dlacZ AMI15 A(lacZYA-argF) U169 endAl recAl
hsdR17 (r.~, m")deoR thi-1 A~ gyrA96 relAl) (Invitrogen Life
Technologies) was used as host strain. All recombinant clones of
E. coli were grown in LB broth medium with the addition of
ampicillin, isopropyl-thio-B-D-galactopyranoside (IPTG), and X-gal
for screening. DNA electrophoresis, DNA purification, restriction,
ligation, and transformation were all performed by a method
previously described by Sambrook et al.??

DNA sequencing and phylogenetic analysis. The nucleotide
sequence of the 16S rRNA gene was determined on both strands
using a BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit and an
automated DNA sequencer ABI Prism® 3100-Avant Genetic Analyser
(Applied Biosystems). 16S rDNA sequence analysis was performed by
means of the BLAST program (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Phylo-
genetic and molecular evolutionary analyses were conducted by means
of molecular evolutionary genetics analysis (MEGA) software version
4.1. Distances and clustering were calculated by the neighbor-joining
method. Bootstrap analysis was used to evaluate the tree topology of
the neighbor-joining data by performing 100 re-samplings.?®

Biological assay of antimicrobial activities. The ability of Brevi-
bacillus brevis strain GM100 to produce diffusible metabolites was
assessed by Agar Well Diffusion Assay.?” The diameters of the
inhibition zones were measured. The bacteriocin samples to be spotted
were serially diluted two-fold, and the reciprocal of the highest dilution
showing inhibition was considered as one arbitrary activity unit (AU).
Uninoculated culture broth was used as negative control.

Bac-GM100 purification procedure. Five hundred mL of modified
LB culture medium, obtained after 48 h of cultivation, was centrifuged
for 30min at 10,000 x g to remove microbial cells. The supernatant
containing extracellular active compounds was retained as crude
bacteriocin preparation for subsequent assays. The crude extract was
precipitated with ammonium sulphate at a concentration from 40-60%.
The pellet obtained after centrifugation for 30 min at 10,000 x g was
dissolved in a minimum of 25 mm Tris—HCI at pH 8 (buffer A) and
dialyzed overnight against repeated changes of the same buffer using
benzoylated membranes with a molecular weight cut-off of 1200 Da
(Sigma Chemical, St. Louis, MO). The clear supernatant was incubated
for 2h at 90 °C. After rapid cooling, insoluble denatured proteins were
removed by centrifugation for 30min at 10,000 x g. The protein
solution, designated fraction I, was loaded on a 2.5 x 50 cm Sephadex
G-75 column equilibrated with buffer A. Elution of the protein was
done with the same buffer at rate of 45mLh~!. The protein
concentration was monitored at 280nm. Fractions were tested for
bacteriocin activity. The active fraction, designated fraction II, was
collected and injected into a Mono Q column (2.6 x 20 cm) attached to
an FPLC system previously equilibrated with buffer A. After washing
of the column, no bacteriocin activity was detected in the washing
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solution. The adsorbed material was eluted with a linear NaCl gradient
(500 mL of 0-500 mm in buffer A) at a rate of 40mLh~!. Fractions
were collected automatically by the system and assayed for antago-
nistic activity using A. tumefaciens C58 as indicator bacterium.
Fractions containing active Bac-GM100 that eluted between 180 and
220mm NaCl (fraction III) were collected and stored at —20°C in
glycerol 20% (v/v) solution for further analysis.

Molecular mass determination, mass spectrometry, and amino acid
sequencing. The active fraction eluted after each purification step was
pooled and subjected to sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) using 5% stacking gel and 15% resolv-
ing gel, as reported by Laemmli.> The protein concentration was
measured as described by Bradford.?® Protein bands were visualized
by Coomassie Brilliant Blue R-250 staining. Unstained #BM201 Low
Range Protein Marker (Bio Basic, Markham, Canada) was used as
standard (in kDa): BSA, 66; ovalbumin, 45; porcine pepsi, 35;
triosephosphate isomerase, 27; trypsin inhibitor, 20; lysozyme, 14.4;
parathyroid (1-84), 9.5; aprotinin, 6.5; and parathyroid (1-34), 4.5.
Zymogram analysis was performed as previously described.?” The
molecular mass of the purified Bac-GM100 was determined by
MALDI-TOF/MS using a Voyager DE-RP instrument (Applied
Biosystems, Framingham, MA). To determine the N-terminal sequence,
the protein band from the SDS gel was transferred to a Problott
membrane (Applied Biosystems, Foster City, CA). Automated Edman
protein degradation was performed with a protein sequencer (Protein
sequencer ABI Procise 492/610A, Applied Biosystems).

Effects of pH and temperature on the Bac-GM100 bacteriocin. The
pure bacteriocin Bac-GM100 (500 AUmL™!) was resuspended in
various buffer solutions at 50 mm, ranging from pH 2 to 11 (citrate for
pH 2-6; phosphate for pH 7; Tris—HCI for pH 8-9, and glycine—-NaOH
for pH 9-11), and incubated for 48 h at 4 °C. The antimicrobial activity
of Bac-GM100 was expressed in terms of AU mL~!, and was
compared with the untreated controls. The thermal stability of Bac-
GM100 was monitored at various temperatures. Accordingly, Bac-
GM100 was resuspended in 25 mm Tris—HCI buffer at pH 8, subjected
to boiling temperatures (70, 80, 90, and 100 °C for 2 h), and autoclaved
(120°C, 20 min) prior to activity assay.

Antimicrobial activity and sensitivity to proteases, detergents, and
organic solvents. In order to determine the biological nature of the
antimicrobial activity produced by the strain GM 100, 1 mL of cell-free
supernatant was incubated for 3h at 37°C in the presence of
I mgmL~! of catalase (Boehringer, Germany). The untreated bacter-
iocin-containing cell-free supernatant served as control. Sensitivity to
proteolytic enzymes of antimicrobial compounds was investigated by
the addition of trypsin, pepsin, papain, pronase E, and proteinase K at a
final concentration of 1 mgmL~! to the culture supernatants of strain
GM100 (30°C, 48 h). The samples were incubated for 2h at 37 °C, and
immediately afterwards, residual activity was determined as described
above. The detergents used were Tween 40, Tween 60, Triton X-100,
SDS, and urea at final concentrations of 15% (w/v), and ethylene-
diaminetetraacetic acid (EDTA) and phenylmethanesulfonyl fluoride
(PMSF), which were added to the culture supernatants of strain GM 100
(30°C, 48h) at a final concentration of 15% (v/v) and the reaction was
incubated at 30°C for 2h. The culture supernatants of the strain
GMI100 (30°C, 48h) were mixed with various organic solvents of
different Log p values (chloroform, butanol, isopropanol, ethyl acetate,
and methanol) at a final concentration of 60% (v/v). After incubation
for 1h at room temperature, the organic solvent was evaporated
in a vacuum concentrator, and residual antimicrobial activity was
determined.

Stability of the purified Bac-GMI100 bacteriocin. The effect of
detergent on bacteriocin activity and stability was investigated. This
involved the incubation of pure Bac-GM100 in the presence of a broad
range of detergents, (Tween 40, Tween 60, Triton X-100, SDS, and
urea) at a final concentration of 15%. In this case, bacteriocin Bac-
GM100, which was resuspended in buffer A without any denaturing
agents, was used as control. Each sample and each control was
incubated at 37 °C for 48 h. Activity was assayed using A. tumefaciens
C58. The purified Bac-GM100 (50 AUmL™') was also mixed with

various organic solvents with different Log p values (chloroform,
butanol, isopropanol, ethyl acetate, and methanol) at a final concen-
tration of 60% (v/v). After incubation for 72 h at room temperature, the
organic solvent was evaporated in a vacuum concentrator and residual
antimicrobial activity was determined. The antimicrobial activity of
Bac-GM100, which was resuspended in buffer A without added
solvents, was used as control. To determine the sensitivity of a number
of enzymes on active Bac-GM100, a variety of proteolytic enzymes
were added at a final concentration of 1 mgmL~!. All the enzymes
were dissolved in buffers, as recommended by the provider company.
The proteases used were trypsin, pepsin, papain, pronase E, and
proteinase K. Following 48 h of incubation at 37 °C, enzyme activity
was stopped by heating at 100°C for 5min, and the remaining
bacteriocin activity was measured in AUmL™!. Untreated bacteriocin
plus buffers, buffers alone, and the enzyme solutions were used as
controls.

Inhibitory spectrum and mode of action of Bac-GM100. The
inhibitory spectrum was checked by Agar Well Diffusion Assay.?*
Pure bacteriocin, Bac-GM100 (500 AUmL™"), was added to 200 mL
of LB culture of A. tumefaciens C58 and 200mL of YP10 of
C. tropicalis R2 CIP 203 at the early exponential phase
(10" CFUmL™"). The two indicator microorganisms growing in LB
(A. tumefaciens C58) and YP10 (C. tropicalis R2 CIP 203) medium in
the absence of bacteriocin were used as controls. Changes in the
turbidity of the cultures were recorded at an optical density (O.D) of
600nm, and the number of viable cells (Colony forming units
CFUmL™!) was determined by plaiting the samples on LB or YP10
agar at various time intervals.

Phytotoxicity effect of Bac-GM100 on tomato and muskmelon.
Phytotoxicity was assessed by determination of the germination index
at 2 times, 72-96 h for tomato (Lycopersicon esculentum) and 30-60 h
for muskmelon (Cucumis melo) by the standard method of Zucconi et
al.®® Tomato and muskmelon seeds were treated with water (negative
control), sodium hypochlorite 10% (w/v) (positive control), and two
different doses of Bac-GM100 (50 and 500 AUmL™!). The post-
germinated seeds were transplanted in a sterile potting mix as
described below. Traditional seed vigor biomarkers were determined
based on the total number of seedlings that emerged fully, shoot height,
shoot weight, and root length.

Statistical analysis. The trial was established according to a
randomized plots experimental design with three triplicates, including
30 plants in each replicate. The data were subjected to analysis of
variance using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS
V.11; SPSS, Chicago, IL). Mean values among treatments were
compared by Duncan’s multiple range test at the 5% (p = 0.05) level
of significance.

Nucleotide accession number. The 16S rRNA nucleotide sequence
data for newly isolated Brevibacillus brevis strain GM100 was
submitted to the NCBI GenBank database, and was assigned accession
no. JX524820.

Results and Discussion

Identification and molecular phylogeny of the micro-
organism

Identification of the newly isolated bacterium
(GM100) was based on both phenotypic and molecular
methods. Morphological, biochemical, and physiologi-
cal characteristics, by the methods described in Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology,” indicated that
the isolated strain appeared in a bacillus form, aerobic,
endospore-forming, gram-positive, catalase-positive,
oxidase-positive, and motile. The carbohydrate profile
of the isolate was also investigated using API 50 CH
strips. The results indicated that while the microorgan-
ism could utilize D-glucose, D-fructose, maltose, glyc-
erol, D-mannitol, and D-ribose, could not utilize
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Escherichia coli ATCC 117757 (X80725)

Phylogenetic Tree Based on 16S rRNA Gene Sequences Showing the Position of Strain GM100 within the Radiation of the Genus Bacillus.

The sequence of E. coli ATCC 117757 (X80725) was chosen arbitrarily as outgroup. Bar, 0.02 nt substitutions per base. Numbers at nodes
(>50%) indicate support for the internal branches within the tree obtained by bootstrap analysis (percentages of 100 bootstraps). NCBI accession

numbers are presented in parentheses.

D-mannose, D-tagatose, L-arabinose, myo-inositol, raffi-
nose, erythritol, or adonitol. All the data obtained with
regard to the physiological and biochemical properties
of the isolate, therefore, strongly confirmed that strain
GMI100 belonged to the Bacillus genus.

The 16S rRNA gene sequence obtained was submitted
to GenBank BLAST search analysis, which yielded a
strong homology, of up to 98%, with those of several
cultivated strains of Brevibacillus. The most similar
Brevibacillus strains identified by the BLAST analysis
were Brevibacillus brevis strain NBRC 100599 (acces-
sion no. AB681205) and Brevibacillus brevis strain
DSM 6472 (accession no. AB112717). These sequences
were imported into the MEGA software and aligned. A
phylogenetic tree was constructed (Fig. 1), and the
findings further confirmed that strain GM100 (accession
no. JX524820) was closely related to those of the
Brevibacillus strains. In summary, all the results
obtained strongly suggested that this isolate ought to
be identified as Brevibacillus brevis strain GM100.

Effects of proteases, detergents, and organic solvents
on antimicrobial activity

Enzymatic tests showed that the antimicrobial activity
against three tested indicator microorganisms, A. tume-
faciens C58, L. ivanovii BUG 496, and C. tropicalis R2
CIP 203, of the supernatant culture of the strain GM100
was not affected by the addition of catalase, indicating
that the growth inhibition observed was not due to
hydrogen peroxide production. In contrast, treatment
with the proteolytic enzymes (trypsin, pepsin, papain,
pronase E, and proteinase K) caused complete inactiva-
tion of the antimicrobial compounds, which thus
identified them as proteinaceous substances. Exposure

to detergents caused about 25% inactivation of the
antimicrobial activity for the SDS and urea agents, and
about 10% for the other surfactants tested (Tween 40,
Tween 60, Triton X-100, EDTA, and PMSF). As for
treatment with the organic solvents (ethyl acetate,
methanol, and isopropanol), no significant alteration of
antimicrobial activity produced by the strain GM100
was observed.

Bac-GM 100 purification and molecular weight deter-
mination

Contaminating proteins in the cell-free supernatant
were removed, and then the Bac-GM100 in the super-
natant was concentrated by ammonium sulphate precip-
itation (40-60%, w/v) and heat treated for 2h at 90°C
(fraction I), followed by Sephadex G-75 column
chromatography (fraction II). In order to obtain a highly
purified protein, fraction II was subjected to ion
exchange chromatography. At this step, one major
absorbance symmetrical peak, fraction III, was eluted
at a 200-mm salt gradient. The purification process is
summarized in Table 1. Bacteriocin purity was estimated
to be about 41-fold greater than that of the crude extract.
The presence of the inhibition zone determined after
24 h of incubation under appropriate conditions revealed
that the purified bacteriocin Bac-GM100 exhibited a
broad inhibitory spectrum against all the pathogenic
indicator strains of the gram-positive and gram-negative
bacteria tested (Table 2). The yield of the purified
bacteriocin preparation was about 23% based on total
activity, and the specific activity was 84,013 AUmg~!.
Electrophoresis under denaturing conditions (SDS-
PAGE) revealed a single monomeric protein band at a
molecular mass estimated to be 4.5kDa (Fig. 2A). At
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Table 1. Flow Sheet for the Purification of Bacteriocin Bac-GM100 from Brevibacillus brevis Strain GM100
Purification ste Total activity Total protein Specific activity Yield Purification
P (AU x10? (mg)>* (AUmg™1) (%) (factor)

Crude extract 5,500.00 = 4.75 2,678.17 £422 2,053 100 1
(NHy4),SO4 Fractionation (40-60%) 4,125.18 £ 3.49 223.26 £76 18,477 75

Heat treatment (2 h at 90°C) 3,846.52 +2.44 62.48 + 10 58,743 61 28
Sephadex G-75 2,165.10 + 1.34 3295+7 65,708 39 32
Mono Q Sepharose FPLC 1,269.44 +1.11 15.114+3 84,013 23 41

“Antibacterial activity in arbitrary units (AU) was assayed by Agar Well Diffusion Assay using A. tumefaciens C58 as indicator strain.

Y Amounts of protein were estimated by the Bradford method.?®
*Values represent means of three replicates, and =+ standard errors are reported.

Table 2. Antagonistic Spectrum of Bac-GM100

Indicator strains

Diameter of inhibition zone (mm)®

Gram-positive bacteria

Gram-negative bacteria

Agrobacterium tumefaciens/Biovar 1 complex®

Fungi

Micrococcus luteus LB 14110
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Listeria ivanovii BUG 496
Enterococcus faecalis ENSAIA 631
Enterococcus faecalis JH 2-2
Escherichia coli ATCC 8739
Salmonella enterica ATCC 43972
Salmonella typhimurium

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
Pseudomonas aeruginosa ATCC 49189
S56 (genomovar G1)

CIP 497-74 (genomovar G2)

CIP 111-78 (genomovar G3)

ATCC 23308" (genomovar G4)

CFBP 6625 (genomovar GS5)

NCPPB 925 (genomovar G6)

RV3 (genomovar G7)

C58 (genomovar G8)

0363 (genomovar G9)

Agrobacterium rhizogenes CFBP 2408”
Agrobacterium larrymoorei AF3.44
Agrobacterium vitis CFBP 26787
Candida tropicalis R2 CIP 203
Fusarium sp.

1I8£1.6
30+£3.0
31£35
33+£33
25+£2.0
14£1.1
36 £3.8
20£2.0
19+1.8
34+£35
24+20
23£20
25+£2.0
30£3.5
23£2.0
20£2.0
22420
35£35
25+2.0
15£15
18+ 1.6
25+£2.0
35+3.6
21£2.0

The inhibitory level was estimated by measuring the diameter of the inhibition zone of the indicator strain.

ATCC, American Type Culture Collection (Manassas, VA)
CIP, Collection of the Pasteur Institute (France)
CFBP, French Collection of Bacterial Phytopathogenes, INRA (Angers, France)

2The taxon Agrobacterium tumefaciens assimilated to the biovar 1 of Agrobacterium spp. is a complex of at least nine different genomic species or genomovars.*”

YValues represent means of three replicates, and + standard errors are reported.

4.5kDa, the antibacterial activity of this single band
protein was confirmed by overlaying it on indicator
strain A. tumefaciens C58, which revealed a growth
inhibitory zone at the position viewed in the stained gel
(Fig. 2B). Mass spectrometry analysis indicated that
Bac-GM100 had a molecular mass of 4,375.66Da
(Fig. 2C). The purified Bac-GM100 bacteriocin exhib-
ited single symmetrical elution peaks corresponding to a
protein of nearly 4.5kDa according to gel filtration
chromatography (Fig. 2D).

N-Terminal sequence of purified Bac-GM100

The first 21 N-terminal amino acid residues of the
blotted purified antimicrobial peptide Bac-GM100 from
Brevibacillus brevis strain GM100 were determined to
be DWTFANWSCLVCDDCSVNLTY. This sequence
was subjected to comparison with protein sequences in
the GenBank non-redundant nucleotide database (http:
//lwww .ncbi.nlm.nih.gov/) using the BLASTP and
tBlastn search programs. It was further subjected to
comparison through the Swiss-Prot database (http:

/Iwww.expasy.ch/sprot/) using BLASTP search soft-
ware. It was found that this bacteriocin contained a
unique sequence, suggests that it is of a novel com-
pound. It showed 65% homology with bacteriocin
thurincin H from B. thuringiensis SF361 (accession
no. 2LBZ_A).

Biochemical properties of purified bacteriocin

In order to determine the thermostability of Bac-
GM100, inhibitory activity was examined following
exposure to a variety of temperatures. No activity loss
was detected following 2 h of exposure to a temperature
range of up to 100 °C or 20 min of treatment at 120 °C for
autoclaving. Moreover, low temperature storage (—20
and 4 °C for 72 h), did not appear to alter the activity of
the purified protein. Bac-GM100 retained its biological
activity within pH 3-10, but activity was drastically
reduced at pH 12. In contrast, bacthuricin F4 from
B. thuringiensis preserved only 20% of its activity after
incubation at 90 °C for 30 min.'® There are reports in the
literature that many bacteriocins lose their heat stability
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Fig. 2. Chromatography on Sephadex G-75, Electrophoretic, Zymograms, and Mass Spectrometry Analyses of the Purified Bac-GM100.
Lane M, Low Range Protein Marker (Bio Basic, Markham, Canada). Lane 1, purified Bac-GM100 (30 mg of protein) (A). Lane 2, portion of
the renaturated SDS—-PAGE, overlaid on A. tumefaciens C58 as indicator strain (B). MALDI-TOF spectrum of 30 pmol purified Bac-GM100.
The mass spectrum showed a series of multiply protonated molecular ions. The molecular mass of Bac-GM100 was found to be 4,375.66 Da (C).

Elution and activity of the bacteriocin (D).

upon purification.'? In contrast, purified Bac-GM100
retained its full heat stability, as has been reported for
bacteriocin Bac 14B from B. subtilis strain 14B.30
Exposure to various detergents showed that only
Tween 40 and Tween 60 eliminated the bacteriocin
activity of Bac-GM100. Treatment with Triton X-100,
SDS, and urea were, however, found to have no effect on
the bacteriocin activity of Bac-GM100. Moreover,
treatment with organic solvents (isopropanol, chloro-
form, and ethyl acetate) was found to have no significant
alteration effect on the activity of Bac-GM100. Meth-
anol and butanol, on the other hand, slightly affected the
bacteri-
ocin activity of Bac-GM100. When treated with various
hydrolytic enzymes, purified bacteriocin Bac-GM100
was to undergo significant decreases in inhibitory action
after treatment with proteases, showing that the bacter-
iocin has a proteinaceous nature. This bacteriocin activity
was similar to that of bacthuricin F4 from B. thurin-
giensis'® and Bac 14B from B. subtilis strain 14B.2730)

Inhibitory spectrum and mode of action of purified
Bac-GM100

The addition the purified Bac-GM100 at 500
AUmML™! to cells of A. tumefaciens C58 (4h old) and
C. tropicalis R2 CIP 203 (8h old) in the early

logarithmic growth phase resulted in a rapid decrease
in the number of A. tumefaciens C58 viable cells (from
107 CFUmML™" to less than 10>CFUmL™!) over a
period of 5h (Fig. 3A). The optical density readings
for this indicator microorganism remained constant after
the addition of Bac-GM100. Our results indicate that the
bacteriocin studied has a bactericidal effect against the
A. tumefaciens C58 strain. As for C. tropicalis R2 CIP
203, the optical density readings were very similar in
presence and the absence of Bac-GM100 (Fig. 3B), but,
we noticed a decrease in the number of viable cells
grown in the presence of bacteriocin GM100 at 42h of
growth. These data indicate that Bac-GM100 acts with
a fungistatic effect against C. tropicalis R2 CIP 203
(Fig. 3B).

Bac-GM100 can be considered the second antimicro-
bial protein to show a spectrum of action that is
particularly inhibitory against Agrobacterium spp.
strains, which are responsible for the induction of
neoplasic diseases, after bacteriocin Bac 14B from
B. subtilis strain 14B, which shows a broad inhibitory
spectrum of antagonistic activities against pathogenic
indicator strains of gram-positive and negative bacte-
ria.?”) Purified bacteriocin Bac-GM100 exhibited a wide
spectrum of inhibitory action. In fact, it inhibited both
gram-positive and negative bacteria. The general mode
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Fig. 3. Effect of Bac-GM100 on the Growth of A. tumefaciens C58.

Optical density at 600 nm in absence (CJ) and the presence (M) of Bac-GM100. Viable cell counts (CFUmL™") in absence () and the presence
(A) of Bac-GM100 (A). Effect of Bac-GM100 on the growth of C. tropicalis R2 CIP 203. Optical density at 600 nm in the absence (#) and the
presence (A) of Bac-GMI100. Viable cell counts (CFUmL™") in the absence (L)) and presence (M) of Bac-GM100 (B).

of action of bacteriocin has been reported to be
bactericidal due to the pore-forming action of the cell
membrane.?'3? Several large (>10kDa) streptococcal
antimicrobial proteins have a narrow spectrum of
action.?® The inhibitory spectrum of, for instance,
dysgalacticin (21kDa) is fairly narrow, and is limited
to strains of Lancefield serogroups A, C, and G. The
range of organisms inhibited by SA-M57 (17kDa), on
the other hand, is unusual, consisting mainly of non-
streptococcal gram-positive species, including Micro-
coccus luteus, Lactococcus lactis, and six species of
Listeria, B. megaterium, and S. simulans. Stellalysin is
another 29-kDa bacteriocin, with an inhibitory spectrum
that includes S. pyogenes, S. gordonii, and S. mutans.>®
The present investigation of Bac-GM100 also indicated
that it has a bactericidal effect on the indicator,
A. tumefaciens C58, and functions as a fungistatic
against C. tropicalis R2 CIP 203. Some bacteriocins,
such as thoeniicin, that have very limited spectra among
tested lactic bacteria in spite of a small MW (7.13 kDa),
are reported to be bactericidal on one strain and
bacteriostatic on others.>> However, a few bacteriocins
have been reported to be active against gram-negative
bacteria, and particularly against fungi.?® Most of the
bacteriocins described as antifungal agents from Lacto-
bacillus are organic compounds or diketopiperazine
derivatives of molecular masses lower than 1kDa.’” In

particular, Nisin (3.35kDa) is a natural, toxicologically
safe, antibacterial food preservative. It is regarded as
natural because it is a polypeptide produced by certain
strains of the food-grade lactic acid bacterium Lacto-
coccus lactis subsp. lactis during fermentation. It
exhibits antimicrobial activity towards a wide range of
gram-positive bacteria, and is particularly effective
against spores. It shows little or no activity against
gram-negative bacteria, yeasts, or moulds.’® Cerein
MRX1 (3.13 kDa), produced by B. cereus strains, shows
a bactericidal mode of action against bacteria of concern
in the food industry, such as species of Bacillus
(including B. cereus, B. coagulans, B. subtilis, B. pum-
ilus, and others) and L. innocua® Brevicin AF01,
produced by B. brevis AFOl, isolated from a wheat
field shows a bactericidal mode of action against several
MRSA strains.*” Thuricin 17 (3.16kDa) is produced by
the plant growth-promoting rhizobacterium strain
B. thuringiensis NEB17, isolated from soybean root
nodules in Quebec, Canada. It is active against B. thur-
ingiensis, B. cereus strains, and related Bacilli, as well
as gram-negative strain E. coli MM294 (pBS42),!>4D
whereas, thurincin H (3.14 kDa), produced by B. thur-
ingiensis, acts on Bacillus, Listeria, and Carnobacte-
rium, but does not kill gram-negative bacteria.*?
Bacteriocin ST15 (3.94kDa) is a peptide produced by
E. mundtii that exhibits a broad spectrum of antimicro-
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Fig. 4. Germination Indices of Tomato (Lycopersicon esculentum) (A) and Muskmelon (Cucumis melo) (B) Determined in Distilled Water
(Control), Sodium Hypochlorite (10% w/v), and Bac-GM100 at Various Concentrations.
Duncan’s test (p = 0.05) indicated that the histograms with different letters (a, A, b, B, ¢, C, d, D) are significantly different. Values are means
of three independent experiments, and error bars indicate the standard deviation.

bial activity against gram-positive and negative bacte-
ria.*¥ Sakacin C2 (5.5kDa) displayed broad antimicro-
bial activity not only against a larger range of LAB but
also against many gram-positive and negative bacteria.
The inhibitory spectra of known bacteriocins from
L. sakei are quite narrow. For example, the inhibition
spectrum of sakacin G appeared to be limited to L. sakei
and Pediococcus cerevisiae of the tested strains, as far as
LABs are concerned. Among three kinds of bacteriocins
(sakacins P, 5X, and 5T) produced by L. sakei 5, only
sakacin 5X inhibited many gram-positive beer-spoilage
organisms, such as L. brevis, and E. facealis, but their
inhibitory activity towards gram-negative bacteria has
not been determined yet, while sakacin P and sakacin 5T
inhibited only of the two out of 13 LAB strains.*» These
behaviors clearly indicate that there is no relationship
between the molecular size of bacteriocins and their
spectra.

Phytotoxicity effect of Bac-GM 100 on plant species

Seed germination of tomato and muskmelon was
performed with two different concentrations of Bac-
GM100 (50 and 500 AUmL™"), and the germination
ratios were compared to those obtained for seeds treated
with water (negative control) and those treated with 10%
(w/v) sodium hypochlorite (positive control). The
results indicated that seed germination was strongly
inhibited for the two species studied when treated with
sodium hypochlorite and Bac-GM100 (500 AUmL™!).
Bac-GM100 (50 AUmL™!) did not show any inhibitory
effect on seed germination, and the two crops repre-

sented similar ratios of germination as compared to the
control subjected to water treatment (Fig. 4). Applica-
tion of Bac-GM100 (S0AUmL™!') was observed to
improve the germinative energy of the seeds and to
entail no inhibitory effect on seed germination as
compared to the control subjected to water treatment.
The indices of germination at the half-period were 36
and 25 h for tomato (Fig. 4A) and muskmelon (Fig. 4B)
respectively, significantly higher than for the negative
controls (Fig. 4). The germinative energy yields ob-
tained for treatment with Bac-GM100 (500 AUmL™!)
and sodium hypochlorite, on the other hand, were found
to be lower than the optimum (ratio < 50%). The initial
vigor response was measured using traditional agro-
nomic parameters, germination percentage, root length,
and shoot weight and height. The results indicated that
the vigor response with respect to Bac-GMI100
(50 AUmL™") was higher than those obtained for the
other treatments (Fig. 5). Nevertheless, Bac-GM100
(500 AUmL™") has have a negative effect on the vigor
response of the seeds, bringing about a significant
reduction in root length (Fig. 5A) as well as shoot height
(Fig. 5B) and weight (Fig. 5C). These results are
comparable to those obtained for sodium hypochlorite
treatment, where the seed vigor biomarkers were
drastically affected (data not shown).

The findings of the current study also indicate that the
tomato and muskmelon seedlings treated with Bac-
GMI100 (50 AUmL~') showed higher and average
germination rates as compared to the Bac-GM100
solution (500 AUmL™!) and the control seedlings
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of three independent experiments, and error bars indicate the standard deviation.

respectively. Germinative energy can play an important
role in the achievement of quick uniform seedling
emergence and the reduction of damping-off incidence,
thus improving yield.* It has been reported that the use
of fungicides is effective in enhancing germination,
emergence, and growth and in reducing damping-off. In
addition, accelerated germination has been reported to
help improve stress resistance and enhance overall plant
growth and productivity.*® This might account for the
usefulness of the Bac-GM100 solution for seed dis-
infection.
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Microflore rhizosphérique de quelques Fabacées (1égumineuses)
endémiques dans les régions de Boussaada et de Biskra (Algérie)
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Résumé

L’activité antimicrobienne, I’effet phytostimulateur et les modes d’action des rhizobactéries
isolées a partir de trois Fabacées endémiques d’Algérie (Ononis angustissima, Astragalus
gombo et Calobota saharae) ont été évalués. L’identification phénotypique et génotypique des
isolats a fortes activité antimicrobienne, a mis en évidence les souches Brevibacillus brevis
GM100, Bacillus clausii GM17, Streptomyces sp. 21, 2A26, 1B10 et 2C34. La sensibilité des
extraits purifiés a activité antimicrobienne des souches de B. brevis GM100, B. clausii GM17
aux différentes protéases démontrent leurs natures protéiques. En plus, les analyses par
MALDI-TOF/MS, ont démontré que les deux bactériocines Bac-GM100 et Bac-GM17, sont
des protéines monomériques de poids moléculaires de 4375,66 Da et 5158,11 Da,
respectivement. Ces deux bactériocines sont thermostables, actives dans un pH de 3 a 10 et
présentent un large spectre d’activité antimicrobienne. Les quatre Streptomyces sp.,
solubilisent le phosphate, et produisent les enzymes extracellulaires qui dégradent la paroi des
cellules fongiques (chitinase et protéase), ainsi qu’une production marquée de I’acide-f-
indolacétique (AIA). Les résultats du test in vivo, ont révélés que les quatre souches de
Streptomyces stimulent de maniére significative la croissance et réduisent I’indice de maladie
causée par Fusarium oxysporium chez les pois chiches (Cicer arietinum L.). Ces résultats
indiquent que les souches de Streptomyces sp, Brevibacillus brevis GM100 et Bacillus clausii
GM17 isolées a partir de rhizosphére d’O. angustissima pourrait étre une source intéressante
de substances bioactives a fort potentiels en lutte biologique.

Mots clés: Brevibacillus brevis, Bacillus clausii, Streptomyces sp., Bactériocine, lutte
biologique
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