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RESUME

L'objectif de ce travail de thése s’inscrit daasrécherche et le criblage des actinomycetes
PGPR capables de jouer un réle important dangtia hinlogique contr@otrytis cinereaagent de la
pourriture grise de la vigne, de promouvoir la ssance et/ou d’'induire les mécanismes de défenses
chez cette derniére.

L'isolement des actinomycetes a été réalisé ar s sols rhizosphériques de la vigne saine
sauvage du Maroc (Errachidia, Sahara, Skoura, dihjdTinghir). Ainsi, 24 isolats (17%) parmi les
142 isolats se sont avérés capables de limiterdssance de 4 champignons tests et seulement 9
isolats sélectionnés actifs sur les cing champigniast y comprisBotrytis cinerea Nous avons
montré que les 9 souches sélectionnées cultiveert @ milieu a base des exsudats racinaires.
Cependant, 5 isolats seulement présentent un pantagoniste important vis-a-V&s cinereasur ce
milieu. Les études microscopiques des hypheBatgytis cinereaprélevés au niveau de la zone de
confrontation avec les actinomycétes antagonistagnent une dégradation partielle ou totale. Ceci a
été confirmé par des observations réalisées erostiope a fluorescence en utilisant les colorants
vitaux tels que le Red Nile et le Calcofluor whi@es 5 souches montrent des propriétés PGPR,
colonisent les surfaces racinaires, puis pénettans les racines jusqu’aux feuilles de vitro plestu
de vigne Vitis viniferaL.). De plus, en présence de ces souches, leteplaie présentent pas les
symptémes de la pourriture grise.

L'identification des isolats sélectionnés par l@gu des caractéres morphologiques,
biochimiques et moléculaires a été réalisée. L'tugtion ADN/ADN avec les souches apparentées a
confirmé que trois souches antagonistes SS38, 864510 correspondent bien a des nouvelles
espéces appartenants au gedmeptomycesLa souche SS38 a été retenue pour des investigati
concernant la détermination de la structure mddé®udes principes actifs élaborés. En effet, nous
avons pu purifier et identifier plusieurs molécudgsartir de cette souche.

La derniéere partie de ce travail a été consacn@eedétude préliminaire de I'effet protecteur
et/ou éliciteur des produits élaborés par la so&$@8. Ainsi nous avons montré que 5 des 6 produits
purifiés montrent un pouvoir antagonigtevitro etin vivo vis-a-vis deB. cinerea De plus, certains de
ces produits stimulent les mécanismes de déferesksmlante par une induction locale et systémique
des gene¥vGlug VvPR6et VvChi4Ccodant respectivement pour des protéines PR-Z PRPR-3.
Cette induction présente un intérét agronomique fmarticulier puisqu’on peut la provoquer
artificiellement chez les plantes et par la suiteirpait étre un moyen de limiter les apports de
pesticides dans les champs pour une agricultur@tkiplus respectueuse de I'environnement et de la
santé humaine.

Mots clés : Actinomycetes PGPR, isolement, criblage, lutte duajue, Botrytis

cinerea Vitis viniferaL., induction des défenses naturelles.



ABSTRACT

The aim of this study was to isolate PGPR Actinoetgs from wild healthyitis
vinifera rhizosphere soil collected from several Moroccagions in order to controlitis
vinifera grey mold agenBotrytis cinerea (Bg

In the course of our screening progriom (Bc) antagonistic actinomycetes, we
selected 142 isolates from 4 different Moroccanameg) (Errachidia, Skoura, Tinjdad , Tinghir)
Twenty four isolates were selected for their amigfal activity againsBotrytis cinerea Nine
active isolates showing wide activity spectrum wsteeened for several PGPR capabilities.
All 9 active isolates grow owWitis vinifera root exudates. However, five only showed the
antagonistic effect on this medium. They also poedthe phytohormone-like compound of
the 1AA family, chitinases and siderophores makihgm very promising for plant growth
stimulation (PGPB activity). The most powerful steawere then characterized on some
physiological aspect (endophytic property, min@tasphate solubilisation). The sequencing
of the ARN 16S of these strains revealed that they likely belonging to the genus
Streptomyces

In the second part of this work, the fine taxonomstiatus of SS38, SS40 and SS10
strains was established using a polyphasic appro@bilogenetic analysisased on the
almost complete 16S rRNA gene sequence indidasgdstrain SS10 belongs to the Group |
streptomycetes, branching off next $reptomyces marokkonens¥M 41918 from the
Streptomyces violaceorubgroup. DNA-DNA relatedness and phenotypic datérdisished
strain SS10 from the phylogeneticallglosest related type strains. It is therefore psepo
that strainSS10 (CCMM b35T = DSM 41919) represents the type strain of a novel
Streptomycespeciesfor which the species nangtreptomyces thinghirenss proposed

SS38 strain is retained for the following investigas: extraction, purification and
chemical structures identification of its producesnpounds.

In the last part of this thesis programme, amoregsik purified compounds five have
been identified as potential ISR elicitors, forithability to control systemically various
diseases. The analysis of protein-encoding geneession forVvGluc, VvPR@&nd VvChi4Cin
Vitis vinifera plantlet due to the investigated compounds has beenitored in sterile
conditions. Results demonstrate that the SS3&st@npound is able to induce PR-2, PR-
6and PR-3. This study demonstrated that our seledieinobacteria or their produced
compounds could constitute a novel and non-poliutools useful for the development of a
sustainable biocontrol &fitis viniferagrey mould agent.

Keywords: PGPR Actinomycetes, isolation, screening, iderdtfon, Vitis vinifera
biocontrol,Botrytis cinereagrey mold.



INTRODUCTION

GENERALE



Les animaux ravageurs, les plantes parasites, lesoanganismes pathogénes
(bactéries, champignons, mycoplasmes, virus), lesecies et les nématodes sont
responsables, chaque année, de la perte de 20 aul@éndement des cultures avant récolte
(selon I'Organisation Mondiale de la Santé), etechtet 20% aprés récolte (Wojcieh et Lise,

2002), 70 % des dommages étant d’origine fongique.

Botrytis cinerea est I'un des champignons phytopatogenes les p&msandu
mondialement. Il a la particularité d’étre polypbagt ainsi de s’attaquer a diverses plantes
(on le retrouve sur environ 200 plantes cultivées sauvages) dés que les conditions
climatiques lui sont favorables (Elad al., 2004). Il est capable de se développer aussi bien
en saprophyte sur des débris végétaux, qu’en parasx dépends d’'une plante vivante. La
porriture grise due a ce champignon est économigoemmportante car elle détruit chaque

anneée une partie des récoltes viticoles et hodscfitaises, concombres, tomates,...).

Chez la vigneB. cinereapeut étre a l'origine de la pourriture noble ser rdres
terroirs, ce qui permet d’obtenir des vins plusudiceux (Sauternes, Coteaux du Layon,
Monbazillac). Dans d’autres régions en revanchesil responsable de la pourriture grise
(Pezetet al.,2004). C’est notamment le cas ou cette maladiegonee des pertes de récoltes
autant quantitatives que qualitatives (Pestedl.,2004). Dans les derniéres années, des pertes
de rendement allant jusqu'a 40% ont été ainsi ed@ss en Champagne (Viniflor, données
2006). De plus, il a été montré que la pourritwisggest a I'origine de conséquences graves
sur la qualité des vins. Elle provoque ainsi umeilition de la moussabilité en méme temps
gu’'une altération de leurs qualités organoleptigiMarchalet al., 2002). Il apparait, de ce

fait, important de combattre la pourriture grise.

Plusieurs méthodes de lutte ont été envisagées pombattre ce champignon.
Cependant, malgré les traitements pour I'élimiileest difficile d’éradiquer totalement les
dégats causés par sa présence. La lutte chimiquacasellement en vigueur, ce sont
essentiellement des pesticides de synthése quidisés. Ces produits chimiques sont
considérés comme |"arme la plus efficace, maisubstances ont des conséquences néfastes
(Kouassi, 2001; Thakore, 2006) sur (1) I"'environaetrtomme |"accumulation de résidus et
la pollution des sols ; (2) le déséquilibre écalpg, dO au fait que beaucoup de ces composés
de synthése ont un large spectre d action, démursan seulement les agents nuisibles, mais

également les autres populations de I"écosystemet apparition et la généralisation des



meécanismes de résistance chez les pathogenes,.éGenpéne, qualifie de MDR (MultiDrug
Resistance) est en progression et il résulte daxeeétion cellulaire accrue de fongicides
appartenant a plusieurs familles chimiques et rioanedmutation spécifigue du gene codant

pour la cible du fongicide.

Au regard de ces inconvénients, il est importantrdever des solutions alternatives
qui permettront de continuer a lutter contre legtpbpathogénes tout en diminuant I'emploi de
produits chimiques. Celles-ci peuvent faire appé @ationalisation des pratiques agricoles
(fumigation-stérilisation en horticulture, désiniea des graines, rotation des cultures,

contrble du vecteur de la maladie...), a l'utilisatide variétés végétales résistantes
(croisements sélectifs, insertion de genes...) odéaeloppement des biopesticides.

Ces biopesticides ou agents de lutte biologiquevgra étre définis comme des
produits phytosanitaires dont le principe actif @storganisme vivant ou I'un de ses dérivés.
lls peuvent donc étre constitués d organismes fgdannsectes, nématodes) ou de micro-
organismes (bactéries, levures, champignons, vexsjcant une activité protectrice sur les
plantes vis-a-vis d"agents phytopathogenes. llsygrduaussi étre des substances d origine
naturelle telles que des extraits végétaux, phémascetc. (Thakore, 2006). Tout comme les
autres agents de lutte biologique, les biopesticidierobiens sont écologiguement beaucoup
plus compatibles que les produits chimiques et wm¢ spécificité accrue vis-a-vis des
pathogenes contre lesquels ils sont dirigés. h$ gar conséquent moins dommageables pour
les organismes non ciblés de la microflore endoggmexerce une action bénéfique sur les
plantes. De plus, les biopesticides sont souvditiaets en faibles quantités et leurs activités
protectrices peuvent relever de mécanismes mugdtipke déclenchent donc rarement des
phénomenes de résistance chez le pathogene adamsefaible pression de sélection. En
outre, ils peuvent étre complémentaires au traitérobimiques (Fravel, 2005 ; Les al.,
2006 ; Lourenco Juniaet al., 2006 ; Minutoet al., 2006 ; Thakore, 2006 ; Saravanakuregar
al., 2007). Parmi les biopesticides microbiens, lesipits a base de bactéries représentent

74% du marché mondial (Figure 1).
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Figure 1. Le marché des biopesticides microbiens en 2068Kare, 2006).
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Parmi ces bactéries, les Actinomycetes représenteat partie importante de la
population microbienne du sol ou ils sont trouvds Ja surface jusqu’a plus de deux meétres
de profondeur (Bretoat al.,1989). lls sont capables de coloniser la rhizosplgéace a leurs
caractéres antagonistes et compétitifs vis-a-vis detres micro-organismes du sol, de
produire de nombreux métabolites ayant des strestcinimiques et des activités biologiques
trés diverses (Ouhdoudtt al., 2001 ; Caocet al., 2005 ; Gundliffe, 2006 ; Sontagt al.,
2006). Grace a ces aptitudes, ces microorganismes largement utilisés dans la lutte
biologique contre les phytopathogenes du sol (>gaal., 2002; Shihet al., 2003 ; Jain et
Jain, 2007 ; Lehetal., 2008). L'interaction entre la plante et ces micgamismes peut avoir
des effets positifs sur la santé des plantes,daltes et la qualité du sol (Sturz et Christie,
2003 ; Welbaunet al., 2004 ; El-Tarabilyet al., 2006). De ce fait, de nombreux chercheurs
portent un intérét croissant aux actinomycetes egtains pays en ont fait un des axes

prioritaires de leurs programmes de recherche @ediinologie.

Le travail que nous proposons dans le cadre deckepte these vise a contribuer a la
caractérisation de souches d’actinomycetes d’aigimarocaine antagonistes productrices
d’antifongiques actifs vis-a-vis des agents phytiopgenes de la vigne et en particulier
Botrytis cinerealagent causal de la pourriture grise). Cette étuélgalement pour objectif la
stimulation des mécanismes de défenses naturelela drigne contreB. cinereaet la
caractérisation des mécanismes de ces défensescdaliribuera également a une meilleure
compréhension des mécanismes d'induction des pleresde résistance de la vigne et des

moyens employés par les pathogénes pour attaqaavahir les tissus végétaux.

Afin d’atteindre ces objectifs, nous avons toutbdiad procédé au criblage et a la
sélection des souches d’actinomycetes antagorpstelsictrices d’antifongiques actifs vis-a-
vis de Botrytis cinerea L'étude des mécanismes de la lutte biologique graalyse des
changements histologiques, cytologiques, physiglegs et biochimiques en relation avec
'acquisition de la résistance de la plante traji@e les antagonistes apres une attaque par ce
pathogene ainsi la caractérisation moléculaire gleges impliqués dans l'induction de la
résistance chez la plante traitée par les soucledimbmycetes antagonistes et/ou les

molécules actives.



Par ailleurs, nous avons procédé a [lidentificatiomoléculaire des souches
d’actinomycetes antagonistes sélectionnées paeségge des genes de 'ARN 16S et par la
technique d’hybridation ADN-ADN. L’étude de certairaspects de la physiologie des
souches d’actinomyceétes a également été faitedadptimiser les conditions d’extraction, de
purification et par la suite I'élucidation structle des molécules d’intérét élaborées et par la
suite nous avons étudié les activités (antifongiguetection, élicitation des mécanismes de
défenses,...), les doses et le temps nécessairepqudéger les plantes de la vignevitro et
in vivo (vitroplantules dans la gélose, dans le sollstéti en serre). En fin, une étude de la

validitt du modele de lutte biologique sélectionpéur I'application en parcelle.
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1- La vigne {Vitis vinifera)

1.1. Présentation générale du développement de lgre

La vigne, plante pérenne, a un fonctionnement idiffede celui des plantes annuelles
et comparable a celui des arbres fruitiers. Origgneent capable de vivre entre 60 et 100 ans,
sa domestication, et en particulier le greffagayfeé 2), ont réduit sa durée de vie au
vignoble a 30-50 ans (les pieds de vigne sont gégm@ent arrachés apres cette période). La
vigne n’est généralement productive qu'au bout deoBe 4 ans apres la plantation. Elle doit
simultanément accumuler des réserves pour la edatl’année suivante et alimenter les
grappes de I'année en cours. La récolte d'une asstéainsi I'aboutissement d'un cycle de 2
ans. Lors de la premiére année (n) la vigne staldseréserves et forme des ébauches de
grappes dans des bourgeons dits latents. Au prrstel® 'année suivante (n+1), les ébauches
donnent des inflorescences qui produisent des gsapprés fécondation (Mullinst al,
1992).

1.1.1. Présentation botanique

La vigne, plante angiosperme dicotylédone est warelde la famille de¥itaceae,
anciennement famille desmpelideagPlanchon, 1887). Cette famille, associée aux Ifami
des Rhamnaceaest desLeeaceagforme I'ordre des Rhamnales (Chadefaud et Emberge
1960). LesVitaceaesont, pour la plupart, des plantes ligneuses ohagées, ainsi que des
arbustes a tiges sarmenteuses (Hellman, 2003).



Figure 2 : Principaux cépages greffés cultivés dans laoréghampenoise avec en haut la
morphologie caractéristique des feuilles et endadle des baies matures. A) Chardonnay,
B) Pinot Meunier et C) Pinot noir Reynier (1989).



1.1.2. Cycle de développement

Le développement de la vigne est une successiayaes annuels ou les bourgeons
jouent un réle primordial car ils peuvent se déppkr selon un cycle végétatif (Figure 3) en
donnant naissance a un rameau feuillé ou selonyale eceproducteur en donnant des
inflorescences puis des grappes. La vigne doit dmsurer d’'une part la croissance et le
développement des organes végétatifs (rameautlefeuwirilles, racines) qui ont un réle de
gestion des réserves et de photosynthese, et @'qatrt le développement des organes

reproducteurs et des fruits (Huglin et Schneide93}.

En fin d’hiver, lorsque la température du sol s/élele systéme racinaire s’active en
stimulant I'absorption d’eau et en mobilisant Iésarves accumulées lors de la campagne
précédente. En absence de végétation, la montéevedeou poussee racinaire s’observe par

des suintements au niveau des plaies de tailleusoswus I'appellation de pleurs.

Vers la mi-avril, les bourgeons protégés en hivar ples écailles brunatres
commencent a gonfler en écartant ces écailles gtrites. Ce phénomeéne, appelé
débourrement, correspond au départ du cycle delappament de la vigne. En 1952,
Baggiolini a décomposé le développement annuekderganes en 16 stades phénologiques
(Figure 4). La tendance fut ensuite d’affiner catiescription en subdivisant les stades
existants. Ceci fut notamment I'objet de la deswip de Meyer en 2001 dans I'échelle
BBCH.

Dans cette échelle BBCH, il est décrit qu’aprésalgment des premiéres feuilles
(stades 11 a 13), les inflorescences apparaisstatie( 53), puis se séparent grace a
I'allongement des entre-noeuds (stade 55). Ende#ehoutons floraux se séparent (stade 57)
et les pédicelles des fleurs s’allongent, ce quineé de différencier chaque fleur lors de la
floraison (stades 60 a 69). L'ovaire est ensuiteiéé et devient fruit, ce qui correspond a la
nouaison (stade 71). Puis, les fruits se déveldppiepassent progressivement aux stades de
plomb de chasse (stade 73), de petit pois (stajl@vét que les grappes pendent sous le
poids des baies. Les fruits grossissent ensuifienissent par se toucher, ce qui induit la
fermeture de la grappe (stades 77 a 79). Enfincaus de la maturation, les baies
commencent a s’éclaircir et a changer de couleiad¢s81) et a la véraison, les baies

deviennent molles au toucher (stade 85) puis negntgasqu’a la vendange (stade 89).



. nouaison
floraison

qce des OFFANES Teproducy,

juin

L]

juille

*

.
.
.
e

\ssaneedes organes végéu',}é--..,,,.

f débourrement

&
L]
"
)
.
.
»
=
[
.
"
-
-
.
-
.
.
.
.
.
.
.
(3
.
.
(3
.

t'el’o hivernal

Figure 3: Cycle de développement de la vigne d’aprés Reyh&89).
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Figure 4. Stades repéres de la vigne selon la classifitat#oBaggiolini (1952) pour les
lettres et selon Eichhorn & Lorenz (1977) pourdksfres.
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1.2. La vigne et ses pathogenes

La vigne, comme toutes les plantes est soumiserihbreuses contraintes biotiques
comme le développement de plantes adventices,niuérne en compétition avec la vigne en
puisant les éléments minéraux du sol, de champgrmhwytopathogénes a l'origine de
nombreuses maladies. Nous pouvons citer allasmopara viticolaagent responsable du
mildiou, Erysiphe necatorde l'oidium, Eutypa latade I'eutypiose,Botrytosphaeriasp.
“black dead arm” et divers champignon®haemonacremoniunsp., Phaemoniellasp.
Phellinussp...), des maladies du bois ou ESCA (Galet, 13uglin et Schneider, 2003). La
vigne peut étre aussi attaquée par des virus teg@FLV pour “Grapevine fanleaf virus”
responsable du court-nouéClosterovirus sp. Responsable de [I'enroulement), des
phytoplasmes (flavescence doré causée par desargarosmes de type mycoplasmes), des
insectes (charancon, pyrale, ver de la grappe, etildds, cicadelles) ou des bactéries
(nécrose bactérienne dueXglophylus ampelinysgalle du collet aveégrobacterium vitis
maladie de Pierce aveylella fastidiosgGalet, 1977 ; Huglin et Schneider, 2003).

Le champignorBotrytis cinereaa l'origine de la pourriture grise du raisin, ré&gente
également une contrainte considérable au sein ghokle dans le monde, par les pertes de
rendement et la diminution de la qualité organdigt des vins qu'il peut occasionner.

2- Botrytis cinereaagent de la pourriture grise de la vigne

2.1. Classification

Botrytis cinereaPers. :Fr. Botryotinia fuckeliani est un Deutéromycete, ordre des
Moniliales, famille des Moniliacées (Giraud, 1988. cinereaest la forme conidienne
(asexuée) de ce champignon alors Bog&yotinia fuckelianade Bary, 1879) Whetzel est la

forme parfaite (télomorphe), sexuée, initialemelas®ée chez les Ascomycetes, ordre des

Héliotiales, famille des Sclérotiniacées (Korf, 397
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2.2. Cycle biologique

Botrytis cinereaest un champignon nécrotrophe mondialement répatida la
particularité d’étre polyphage et ainsi s’attagaediverses plantes des que les conditions

climatiques lui sont favorables (Elatial.,2004).

Généralement, ce champignon existe sous quatreefos®lon son cycle biologique
(Figure 5): sclérotes, mycélium, conidies et apois. Il passe I'hiver sur les débris
végetaux et sur le sol sous forme de mycélium ougdnes de résistance (sclérotes) (Galet,
1977 ; Coley-Smitket al., 1980). Les sclérotes, dans des conditions padieds, développent
des apothécies qui donnent des ascospores. Cdgaipst sont rarement observables mais
constituent aussi une forme de dissémination dmpignon. Le plus souvent, les sclérotes
germent au cours du printemps, forment d’imporam@asses de myceélium qui produisent
des spores dispersées ensuite par le vent. Dansodégions d’humidité importante, ces
spores peuvent germer et pénétrer la plante higetdiment ou, le plus souvent au niveau des
tissus endommagés. Dans les baies de raisin, lmpipaon demeure latent jusqu’a la
véraison (McClellan et Hewitt, 1973 ; Verhoeff, D98Pezet et Pont, 1984 et 1986). Au cours
de la maturation, des phénoménes de sénescencentshé@ tout fruit interviennent et
facilitent l'infection parB. cinerea(Elad, 2004). En effet, le contenu en sucre dessba
augmente, celui en acides et en composés antimecrodiminue a un niveau acceptable pour
la croissance du champignon (McClellan et HewR# 3, Hill et al.,1981). Le mycélium age
peut aussi entreprendre un cycle asexué en produtkes macroconidies a partir de
phyalides, elles peuvent ensuite germer pour regfodin mycélium (Dubos, 1999). Le

mycélium peut aussi rester sous forme stérileretdo une toile.

Dans des conditions d’humidité relative élevéecHampignon sporule et infecte les
substrats végétaux ou sérieusement affaiblis, ipgis propage aux tissus sains (Mansfield,
2000). La maladie se manifeste par des zones desgavec croissance fongique d’ou son
nom ‘pourriture grise’. Elle atteint aussi bien fesilles, les bourgeons, les jeunes pousses,
les fleurs et les fruits. Elle est responsable dbonantes pertes économiques liées aux dégats
engendrés en pré- comme en post-récoltes surffésedies cultures d’intérét agronomique
touchées.
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Figure 5: Cycle d'infection deBotrytis cinereachez la vigne d’apres Perret (2001).
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2.3. L'infection de la plante parB.cinerea

Chez la vigne,B. cinereapeut infecter tous les organes de la plante apees
pénétratiorvia des blessures, les stomates en présence desaamdihumidité relativement
élevée ou par des enzymes de virulence (chitinapedygalacturonases, laccases,
xylanases,...). Cependant, dans des conditions diitérélevée, la pénétration peut aussi se
faire directementia le mycélium. Dans un premier temps, il croit dgofalimitée au niveau
des étamines déhiscentes ou d’autres deébris végtealisés entre les baies et peut infecter
directement les fruits a son contact (E¢ddil., 2004 ; Pezegt al.,2004).. Le mycélium peut
aussi pénétreria le style dans le fruit en développement.

Ce champignon peut ainsi étre détecté sur lesldsuisur la tige, bourgeons
préfloraux, les fleurs et les baies (Figure 6). tesséquences de son infection sont cependant
plus importantes au niveau des fleurs et des bHiegection des fleurs est méme considérée
comme une étape importante dans le développemetd deurriture grise au niveau des
fruits. B. cinereapeut ainsi infecter divers organes floraux, puiger en phase de latence
pour se développer ensuite au moment de la matiegdaies (Kelleet al.,2003). Martinez
et al., (2005) ont démontré, néanmoins, que différentsigge de populations d& cinerea
peuvent étre a l'origine de linfection de ces arg® Le groupe | et le groupe llacuma
sont ainsi trouvés principalement au niveau dagdletandis que le groupe lilatansposa
domine au niveau des fruits. Cependant, I'infectitas fleurs peut expliquer de nos jours
jusqu'a 78% de la pourriture grise identifiée aveau des baies (Naet al., 1995). A la
floraison, les déchets floraux (étamines déhissertapuchons floraux), le réceptacle floral,
le stigma et I'ovaire offrent ainsi un support pdar champignon qui peut y établir un
inoculum primaire (Wolfet al., 1997 ; Kelleret al., 2003 ; Viretet al., 2004). Puis a la
maturité des baies, les fruits présentent des désenontre ce pathogene (Jearstedl.,
1991 ; Baiset al.,2000).
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Capuchor

¢ -y Fructifications
de Botrytis

Figure 6: Symptomes ddotrytis cinereasur des organes veégeétatifs de la vigne. (a) au
niveau foliaire, (b) au niveau caulinaire, (c) sapuchon floral en fin de floraison, (d) sur
baie au stade véraison, (e) sur baie en maturatiqfy formation de spores permettant de

nouvelles infections (Bugaret, 2002 ; Clark, 2002).
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3. La résistance naturelle des plantes

Au cours de leurs évolutions, les plantes ont tmg@u se protéger contre les agents
pathogenes grace a un systeme de défense compigkiquant des défenses constitutives

et/ou induites suite a leurs interactions aveatgnts pathogenes (Jones et Dangl, 2006).

Les défenses préformées ou constitutives, peuviest se retrouver au niveau de
chaque partie de la plante (racines, tige, feui)lest sont constituées par des barriéres
physiques (I'écorce, I'épiderme, cuticule..) etnaigues (toxines et exsudats antimicrobiens)
(Wittstock et Gershenzon, 2002). Ce type de déf@msmet de restreindre l'infection par
certains microorganismes. Cependant, il peut &@rdourné par d’autres microorganismes

tels que ceux a l'origine des maladies parasitifes et al.,2006).

Les défenses induites peuvent se mettre en pléeedsl'interaction entre la plante et
un agent pathogéne (Jones et Dangl, 2006). Ce dgpeéfense est la conséquence d'une

reconnaissance de I'agent pathogene par la plante.

3.1. Reconnaissance de I'agent pathogéne

Lors de I'attaque d’une plante par un pathogéne,renonnaissance race/cultivar peut
avoir lieu et implique un systeme particulier ntéraction décrite par Flor en 1947. C’est le
systeme géne-pour-gene, ce systéme implique un déné’avirulence &vr) chez le
pathogene et un gene dit de résistaR}eliez la plante. Quand, au cours de I'interaction,

a présence du gene et du géneAvr correspondant, I'interaction est incompatible. Le
pathogene est alors incapable d’'induire la malatiia plante résiste. Dans tout autre cas,
I'interaction est compatible, la plante est semsiél il y a maladie (van der Hoogt al.,
2002).

Cependant, le systemvr-R ne fonctionne pas dans tous les cas et un modele d
garde a été établi. Selon cette hypothese, le grddweneR est une protéine de garde qui
reconnait la cible de virulence modifiée par ledoio du geneAvr et participe ensuite a
I'activation des réactions de défense (Dangl eedpa001 ; Mackewt al., 2002 ; van der
Hoornet al.,2002).
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La reconnaissance de I'agent pathogene par laepf@eut également provenira la
perception par la plante de molécules appeléeieglis ou PAMPs “Pathogen-Associated
Molecular Pattern” ou MAMPs “Microbial-Associateiolecular Pattern” (Nurnberger et
Brunner, 2002 ; Parker, 2003 ; Jones et Dangl, RQDés éliciteurs sont systématiquement
associés a la présence et/ou a l'activité de I'agathogéne au contact des tissus de la plante.
Les éliciteurs peuvent étre sécrétés par le migamusme pathogene, dans ce cas ils sont
qualifiées d’exogenes. lls peuvent aussi étre ptsdpar la plante du fait de l'activité
d’enzymes hydrolytiqgues sécrétées par I'agent pgthe et ils sont dans ce cas qualifiés
d’éliciteurs endogenes. La nature des éliciteutstreés diverse : les plus fréquents sont les
oligosaccharides, les lipides, les polypeptides glgcoprotéines et les acides (Bouizgaghe
al., 2006, Samadi et Behboodi, 2006).

3.2. Réponses cellulaires

Aprées la reconnaissance de I'agent pathogéneapplahte, des réactions rapides de
transduction du signal se mettent en place dansdisles agressées. Ceci intervient tout
d’abord au niveau intracellulaire puis ensuite as¢au intercellulaire (Garcia-Brugget al.,
2006 ; Kachroo, 2007).

Dans le cas de la transduction intracellulaires, m@difications de la perméabilité de
la membrane plasmique prennent place suite a tiivie. Celles-ci se traduisent le plus
fréquemment par une dépolarisation membranairecEssa des flux d'ions (influx de &a
efflux de K, CI), des activations de protéines Kinases et de pladapes, la production des
formes actives de I'oxygene (FAO), I'oxyde nitriga@si qu'une oxydation lipidique. Ces
évenements ont notamment été deécrits lors detaction entre le tabac et la cryptogéine, un
PAMP sécrété par le champignon du gdPingtophtorasp. (Garcia-Bruggest al., 2006), ou
entre la vigne et I'éliciteur BcPG1 issu Be cinerea(Poinssotet al., 2003 ; Vandelleet al.,
2006).
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La production des FAO est intéressante car elérvient lors du développement de la
plante comme dans le cas de la croissance cedllgaremaret al.,2003) ou de I'élongation
racinaire (revue Torres et Dangl, 2005) mais égetdrtors de I'interaction entre la plante et
un agresseur (Mitlleet al.,2004), ou lors d’'un contact entre la plante etrdesoorganismes
bénéfiques (Gerbat al.,2004).

Les FAO sont essentiellement représentées papltiasuperoxyde (®°), le radical

hydroperoxyle (H@ ), le peroxyde d’hydrogene (B,, la forme la plus stable) et enfin le

radical hydroxyde (OH. Lors de l'interaction entre la plante et son emwnement biotique,
ces composés oxygenes vont s’accumuler pour formetbrust oxydatif” (Mitller et al.,
2004). Ceci peut étre a l'origine d’autres réactiole défense de la plante (Mellersthal.,
2002). Ainsi, les FAO sont impliquées dans le recdment des parois cellulaires (Brissn
al., 1994), la mise en place de la réponse phyperdengtbechev et Hille, 2005) et
contribuent a I'expression de genes de défensen{Gea Loake, 2000), tout en étant

potentiellement cytotoxiques vis-a-vis des micramigmes (Mehdy, 1994).

Le monoxyde d’azote (NO) est une molécule de $igamtaon importante chez les
plantes et jouerait un role clef dans les intecaxstiplantes/pathogenes en activant des genes
de défenses (Durnet al.,1998 ; Delledonnet al.,2001). Ce gaz originellement décrit chez
les bactéries et chez I'animal peut également @toeluit par les plantes (Lamotet al.,
2005). Il se trouve lors de I'élongation racinajtamattinaet al., 2003 ; Stohr et Stremlau,
2006), de la fermeture stomatique (Brigh@al.,2006), induit une réponse hypersensible (HR)
tout particulierement lorsqu’il est associé a laduction des FAO (Clarket al., 2000 ;
Delledonneet al., 2001 ; Zaninottoet al., 2006). Le NO intervient également lors de
l'interaction entre un microorganisme pathogenesat héte végétal (Wendehenat al.,
2004 ; Mur et al., 2006), ainsi que lors d’'une association avec désroarganismes
bénéfiques. Lors de l'interaction entre plante rtagent pathogene (ou ses PAMPSs), le NO
s’accumule et il est a I'origine d’'un “brust niie” (Wendehennet al., 2004 ; Delledonne,
2005 ; Muret al., 2006, Zaninotteet al., 2006). Ce gaz peut présenter divers roles dans les
interactions plantes/pathogenes. Il peut ainsi &tetoxique vis-a-vis des microorganismes
(Stamleret al.,2001), étre impliqué dans des cascades de sighaligLamotteet al.,2005),
contribuer aux renforcements pariétaux (Psital., 2005) voire méme induire I'expression
de genes de défense (Parainal.,2004).
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3.3. Signalisation intercellulaire

Quatre types de molécules principalement sembla@it dans la transduction
intercellulaire du signal pour induire une résisrau voisinage et a distance du site
d’infection. Une signalisatiowia ces molécules “signales” se met en place dangetda
plante. Ceci permet aux différentes parties de lémtp d’étre informées de I'agression
extérieure. Cette signalisation fait intervenirclide jasmonique (JA), I'acide salicylique (SA)
et I'éthylene (ET) (Kachroo et Kachroo, 2007), bigwil y a également la systémine et
I'acide abscissique (Mauch-Mani et Mauch, 2005)s @wlécules ‘“signales” interviennent
lors de divers mécanismes de défenses et sont mémmetéristiques de certains phénomenes

de résistance.

3.4. Les composés de défenses

Suite a l'infection de la plante par un agent pgéme, divers composés de défenses
peuvent étre synthétisés (van Loenh al., 2006b). Des protéines PR ou “Pathogenesis-
related” peuvent étre produites par la plante ldeslinteraction avec un agent pathogene
(Tuzun et Somanchi, 2006). Jusqu’'a présent, dix-$&milles de protéines PR ont été
répertoriées (Tableau 1). Celles-ci incluent defoisnes basiques ou acides qui présentent

des activités différentes (van Loenal.,2006b).

Les fonctions de ces protéines PR n'ont pas enébée totalement identifiées,
néanmoins, la majorité d’entre elles présentent atdvités antimicrobiennes. Parmi ces
familles, existent les PR-1 a fonction encore imzgn(Alexandeet al., 1993 ; Tahiri-Alaoui
et al., 1993 ; Nidermaret al., 1995), ainsi que lep-1,3-glucanases (PR-2) , les chitinases
(PR-3, PR-4, PR-8 et PR-11) capables de dégrasigral®is fongiques (Tuzun et Somanchi,
2006). Parmi les protéines PR, on trouve égalentenPR-5, des osmotines qui perturbent la
perméabilité membranaire des agents pathogénesrféal.,1992 ; Hu et Reddy 1997), les
PR-6, des inhibiteurs de protéases (Ryan, 1990itoLet al., 1994), ainsi que les PR-7, des
endoprotéases qui seraient impliquées dans laldigsodes parois cellulaires microbiennes
(van Loonet al., 2006b). D’autres protéines PR existent égalem&ast le cas pour les
peroxydases ou PR-9 qui sont impliqguées aussi téers le métabolisme de l'auxine et la

biosynthese de I'éthylene que dans la formatioladignine (Lagriminiet al.,1987).
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Les PR-10, des N-glycosidases capables d’inhibersyathese protéique chez les
microorganismes pathogenes (Stigieal., 1992). A ces protéines PR, s’ajoutent également
les défensines, les thionines et les LTP “Lipicisfer Protein”, respectivement PR-12, PR-
13 et PR-14 qui possedent des activités antifomgigparfois antibactériennes voire méme
insecticides (Wijayaet al., 2000; van Loonet al., 2006b). Chez les monocotylédones, des
protéines PR-15 et PR-16 ont également été caisaér Elles sont a l'origine d:B;
cytotoxique pour les agents pathogénes et peuwvehiire indirectement les réactions de
défenses de la plante (Donaldseinal., 2001 ; Huet al., 2003). Enfin, les PR-17 ont été
récemment détectées chez le tabac, le blé et l'mfgetés par les agents pathogenes. Elles
contiennent des séquences ressemblant aux sitissdast métalloprotéinases (Christensén
al., 2002) mais leurs fonctions n’ont pas encore émptétement caractérisées (van Lain
al., 2006b).

En plus de ces protéines PR, d’autres moléculetetinses sont synthétisées lors de
l'infection de la plante par un agent pathogénesiailes inhibiteurs de polygalacturonases
(PGIP : polygalacturonase inhibitor protein) somipables d’inactiver certaines enzymes
microbiennes dégradant la parois des cellules atgget(De Lorenzecet al., 2001), les
lipoxygénases (LOX) (Feussner et Wasternack, 20@®), phénylalaine ammonia-lyases
(PAL) (Fukasawa-Akadat al., 1999), les glycoprotéines riches en hydroxypro((HRGP)
(Esquerré-Tugayét al., 1999), les protéines également riches en gly(®aehetto-Martins
et al.,2000). Des produits d’autres genes sont sécrétéspense a l'infection de la plante par
un agent pathogene (van Loehal., 2006b). La plupart de ces enzymes interviennens da
différents métabolismes secondaires et vont coaduila production de différents composés
qui, a leur tour, vont étre impliqués dans les dgés de la plante. Des composés phénoliques
issus du métabolisme secondaire tels que des t#de des phénylpropanoides, des
flavonoides, isoflavonoides et des tanins vont éinsi sécrétés (Bennett et Wallsgrove,
1994 ; van Ettert al., 1994 ; Hammershmidt, 1999 ; Paiva, 2000). Ces cotéé de faibles
poids moléculaires peuvent former des barrieragtirales ou sont toxiques sur les agents
pathogenes, ce qui permet de restreindre leur @segm (Seppaneret al., 2004 ;
Serazetdinovat al.,2005 ; Jeandet al.,2007).
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Tableau 1: Les différents types de protéines PR d’apreshaamet al (2006b).

Protéines PR Membre type Activité enzymatique Cible
PR-1 Tabac PR-1a Inconnue Inconnue
PR-2 Tabac PR-2 B-1,3- glucanase B-1,3-glucanes de
la paroi
Chitinase de type I, II, 1l .

PR-3 Tabac P, Q V. V. VI et VI Chitine de la paro

PR-4 Tabac R Chitinase de type I, Il Chitine de la paro

PR-5 Tabac S Osmotine Membrane
cytoplasmique

PR-6 Tabac Inhibiteur I Inhibiteur de protéinase Protéinase

PR-7 Tomate P69 Endoprotéinase Inconnue

PR-8 Concombre, chitinas  Chitinase de type VIII  Chitine de la paro

PR-9 Tgbac «Irgpii- Peroxydase Inconnue

forming peroxydase
PR-10 PR1 de persil RNase Inconnue
PR-11 LELDRD BTITESE O Chitinase de type |  Chitine de la paro
classe V
PR-12 Radis Rs-AFP3 Défensine Inconnue
PR-13 Arabidopsis THI2.1 Thionine Inconnue
Protéine de transfert de
PR-14 Orge LTP4 Inconnue
lipides

PR-15 Orge OxOa (germine Oxalate oxydase Membrane
cytoplasmique

PR-16 Orge OXOLP Oxalate oxydase-like Membrane
cytoplasmique

PR-17 Tabac PRp27 Inconnue Inconnue

D
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3.5. Les mécanismes de défenses

Différents mécanismes se mettent en place lor§rdedtion de la plante par un agent

agresseur (Jones et Dangl, 2006).

3.5.1. Laréponse hypersensible ou HR

La réaction hypersensible (HR) est I'un des mécaess de défense les plus
frequemment observés lors des interactions plaattedgéne (Watanabe et Lam, 2006). Il
s’agit d’'une mort cellulaire des tissus infectés yaagent avirulent. Cette mort cellulaire est
communément considérée comme une forme de morlaiedl programmée (PCD pour
Programmed Cell Death) (Laet al.,2001, 2004).

En effet, la HR nécessite un métabolisme actifadeellule végétale et dans certains
cas, elle implique un synthése protéique activez(et al.,1977 ; Heath, 2000 ; Xingt al.,
2001 ; Renet al., 2002), le renforcement des parois cellulairesiajoe la production de
composés antimicrobiens comme les phytoalexinem(htand-Kosack et Jones, 1996 ; Ryals
et al., 1996). De plus, des tests pharmacologiques ontréngue la modification des flux
ioniques (Atkinsoret al., 1996 ; Heath, 2000 ; Wendeheneteal., 2004), la production des
FAO, le NO et le SA sont essentiels pour I'activatet la mise en place de HR (Delledonne
et al.,2001 ; Torre®t al.,2002 ; Nawratlet al.,2006).

3.5.2. La résistance locale acquise ou LAR

La résistance locale acquise ou LAR “Local AcqdilResistance” est un phénomeéne
d’'induction qui se met en place. La LAR est induftar les cellules en état de mort
cellulairevia la transmission des molécules signals SA, JA etedE$e met en place autour de
la zone ou la HR s’est produite (Doretyal.,1998). C’est une zone typique ou est accumulé
et synthétisé un grand nombre de molécules antimiennes tels que des composés
phénoliques et des protéines PR. La résistanceéssforte au niveau de cette zone, ce qui
contribue a restreindre la progression des agattogénes (Cordeliet al.,2003).
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3.5.3. La résistance systémiques acquise SAR

La résistance systémique est un mécanisme de dééetisé chez la plante par une
premiere interaction avec un agent pathogene etuguwonfére une résistance durable (de
'ordre de quelgues semaines) contre les infectiprrzoquées par un large spectre de
microorganismes pathogénes. Deux mécanismes dear@s systémique ont été mis en
evidence a ce jour. Le premier et le plus déctiteesésistance systémique acquise (SAR pour
Systemic Acquired Resistance) qui est induite saitBinteraction de la plante avec des
microorganismes avirulents (Dong, 2001). Le seasida résistance systémique induite (ISR
pour Induced Systemic Resistance). Elle est actuéite a I'interaction entre la plante et des
bactéries bénéfiques (Pietesteal., 1996 ; van Looret al.,1998 ; 2006b).

La SAR consiste en lactivation d'un certain nombide génes qui permettent
I'induction et le maintien d’'un état de résistamtzela plante entiére contre un large spectre
d’agents pathogenes. Cette résistance dépend taagrient de I'accumulation du SA aussi
bien au niveau local qu'au niveau systémique (Matet al.,2002 ; Nawrattet al.,2003). A
I'heure actuelle, il existe méme une hypothéserskdquelle un autre signal est transporté et
induirait, a distance, une production de SA (DuretrDong, 2004).

3.6. Les défenses chez la vigne

Chez la vigne, comme chez les autres plantesgeiiste aucun géne conférant une
résistance complete contBotrytis ce qui signifie gu’il n’existe pas de relation ggoour-
gene (Elad & Evensen, 1995). En revanche, dedaésiss partielles sont connues. Elles sont
liées notamment a la structure de la cuticule bdggéres constitutives sont ainsi trouvées au
niveau des feuilles, des baies et des racinesd€Hal., 1981 ; Maroiset al., 1986 ; Percivaét
al., 1993 ; Commenikt al., 1997). Le nombre de couches cellulaires qui jonerdle de
protection (Sariget al.,1998), ainsi que la cire épidermique (Gagieal.,2003) et la densité
des baies dans une grappe (Vail et Marois, 199GVl et al., 1993) permettent ainsi de
restreindre la progression des agents pathogenes.
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La capacité de la vigne a induire un certain nonadlereéponses de défense déepend de
la virulence du pathogéne (Staples & Mayer, 1998yckel et al., 1999), de facteurs
environnementaux qui influencent cette virulencesnaaissi de I'age de la plante (Reuveni,
1998) et de I'état de mlrissement des baies ( Paidz., 1992).

Différentes protéines PR ont également été idéetfichez la vigne et leurs génes ont
été séquencés. Depuis 1996, la littérature mergiates glucanases (PR-2), des chitinases
(PR-3), des osmotines (PR-5), des inhibiteurs dyggptacturonases (PR-6), des RNases (PR-
10), des protéines de transfert des lipides (PR-@dune PR-17 (Salzmaet al., 1998 ;
Jacobset al., 1999 ; Bézier, 2003 ; Goes da Sibfaal.,2005). Des analyses sérologiques ont
également permis de mettre en évidence une persayd®R-9) et une PR-1 (Repktal.,
2000 ; 2001 ; 2006). Parmi ces protéines ou leeingg associés, certains ont bien été étudiés,
c’est le cas d&VvGIuC (codant pour une PR-2 basiqueM&Chi4C(codant une PR-3 acide)
ou de leurs protéines qui présentent de fortesigigiantimicrobiennes (Dercket al., 1996 ;
1998 ; 1999 ; Béziert al.,, 2002 ; 2003 ; 2007). Une autre approche moléaulaiar
“Differential Display” a également permis d’idgfier d’autres genes codant des protéines
PR ou des genes régulés lors de l'infection degaevparB. cinerea(Bézier, 2003 ; Béziest
al., 2007). Parmi ces geéenes, on peut distinguer ceurmés Big “Botrytisinduced
grapevine gene” eBrg * Botrytisrepressed grapvine gene”. Certains d’entre euxpermis
d’identifier ou de ré- identifieVvPR6 VVPR10et VVPR27codent respectivement pour une
PR-6, une PR-10 et une PR-17 (Bézier, 2003 ; Bétialk.,2007).

Chez la vigne, d'autres molécules de défenses ors lgenes ont été également
identifiées comme par exemple PGIP “Polygalactusmanhibiting Proteins” ou des
protéines inhibant la polygalacturonase, les Ligg@nases, et les HRGP “Hydroxyproline
Rich Glycoprotein” ou les glycoprotéines riches leydroxyproline (Bézier, 2003 ; Béziet
al., 2007). L'accumulation des composés phénoliquesdet des flavonoides, des tanins et
des phytoalexines (les stilbénes trans- et ciseresvl et ses produits d’oxydation, B-, y-, 6-
et e-viniférine) est également retrouvée fréquemmerdzcla vigne, notamment suite a

l'infection par un agent pathogene (Jearadetl., 1999 ; 2007).
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Ainsi, difféerents mécanismes de défenses ont ét@actamisés chez la vigne.
Cependant, la caractérisation et la compréhenstoced mécanismes ne sont pas suffisants
pour contrbler le développement de certains ageatisogenes comme c’est le cas pBur

cinerea(Pezett al.,2004), d’ou la nécessité de trouver d’autres noghale lutte.

4. Les alternatives a la résistance naturelle desamtes

4.1. Les pratiques culturales

bY

Les mesures prophylactiques visent a améliorer idgmeur de la vigne par un
raisonnement, des la mise en place de la vignelepahoix d'un porte-greffe adapté et
eventuellement celui du cépage et du clone. Suwvigre en production, la vigueur peut se
maitriser par la diminution des apports (notamnaautés) et par I'enherbement permanent
(spontané ou maitrisé) : en fonction des posdkiliechniques et de la diminution de vigueur
recherchée, la largeur de la bande enherbée péueranodulée. Bien aérer les grappes par
une taille et un mode de palissage qui assurentrépartition homogene des grappes.
L’ébourgeonnage, le rognage, l'effeuillage, et déwuelement I'éclaircissage permettent
d’éviter I'entassement de la végétation. Ainsfailit limiter les blessures engendrées lors des

opérations d’effeuillage en effectuant les réglaaéquats du matériel utilise.

4.2. La lutte chimique

La lutte chimique contre les champignons phytopgéhes est largement utilisée et
s’est révélée depuis toujours une méthode de difteace et indispensable (Leroux, 2003 ;
Pezetet al., 2004). Les sites cibles des antifongiques dirigéstre Botrytis sont divers
(Lerouxet al., 1999 ; Leroux, 2000).

La lutte est préventive et principalement assurg@el’application de fongicides au
vignoble. Pour cette derniere, jusqu'a 78 300 tende produits phytosanitaires ont été
utilisés en France en 2005 (données UIPP, Union ldegstries pour la Protection des
Plantes). Ceci correspond a environ 50% des pdliytosanitaires utilisés. Cependant,
I'apparition des effets secondaires de ces pro@uramis en cause leur utilisation. En effet,
des études ont montré que certains produits pesenhe toxicité aigue ou chronique pour
’lhomme et les organismes non cibles (Leroux, 20D4)plus, les agents pathogenes peuvent

bY

devenir résistants a ces produits chimiques. Ceenteainé l'arrét de certains fongicides

25



(Panonet al., 2006). Depuis 2005, certains pays développés (U3#ipn européenne,
Canada) interdisent I'utilisation du bromure de myt# comme fongicide chimique dans

I'agriculture.

4.3. Les plantes transgéniques

Ce moyen de lutte alternatif envisage I'utilisatdmplantes génétiqguement modifiées
permettant d'introduire une résistance a une osigats maladies en exprimant des genes de
défense issus d’autres organismes ou en sur-exprilas genes de défenses déja existants
(Cornelissen et Melchers, 1993 ; Shah, 1997 ; Pa@d@l ; Gilberet al.,2006). La culture de
certaines variétés de pommes de terre ou de couggetantes aux virus, commercialisées
par la société MONSANTO, est déja autorisée auxsBiais. Au niveau de la vigne,
l'utilisation de la transgénése a permis de comfene protection contre différentes maladies
(Kikkert, 1997 ; Yamamotet al.,2000 ; Coutos-Thévenet al.,2001 ; Legranet al.,2003 ;
Ferreiraet al.,2004 ; Aguercet al., 2005 ; Vidalet al.,2006). Cependant, I'opinion publique
européenne est globalement opposée a l'idée dengendransgénique ", en absence de
certitudes sur l'innocuité de la consommation deptantes pour 'homme. De plus, les effets
délétéres des produits chimiques et le manque ickeffé des pratiques culturales ont
nécessité la recherche d’'une alternative durabld'pidlisation de la lutte biologique, non

néfaste pour I'environnement.

4.4. La lutte biologique

La lutte biologique a pour principe d'utiliser dagents biologiques capables d’entrer
en compétition (antagonisme) avec les agents pattesget les ravageurs sans avoir d’activité
néfaste pour la plante. Ces agents naturels santsréous le concept de biopesticides. La
faune auxiliaire du vignoble (typhlodromes, cocte® chrysopes...) renferme des
prédateurs naturels des parasites de la vigne ldioportance de la conserver en évitant
'emploi de substances chimiques trop agressivadi§parition pourrait, en effet engendrer
un déséquilibre qui favoriserait I'apparition oudapparition de certains pathogénes.
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Plusieurs microorganismes du sol ont été utilissg putter contre les maladies des
plantes (Macet al.,1998 ; Emmert et Handelsman, 1999 ; Whipps, 2@ihghet al.,2003 ;
Reyeset al., 2004 ; Haas et Defago 2005 ; Valdebemital., 2006 ; Rahmart al., 2007).
Ces microorganismes utilisent différents meécanisnpeair lutter contre les agents
phytopathogenes du sol, a savoir : L'antibiosedapétition, le parasitisme et/ou lI'induction
des mécanismes de la résistance de la plante (Bairale 1996 ; Paulitz et Bélanger, 2001 ;
Lugtenberget al., 2002 ; Spadaro et Gallino, 2004 ; Bouizgaetel., 2006 ; Prévosét al.,
2006 ; Lehret al.,2008).

Une meilleure application d’'un agent efficace deldtte biologique nécessite une
bonne compréhension du ou / des mécanismes qilileuet la ou / les molécules qu'il
sécréete pour inhiber les agents phytopathogenebvetteet al., 1993).

4.4.1. L’antibiose et la production d’antibiotique

L’antibiose par définition est I'inhibition de I'agt phytopathogene par la production
des métabolites secondaires par un autre micraxmma (Cook et Baker, 1983). En général
ces métabolites sont des métabolites secondafedisi@ poids moléculaire ayant une fonction
antifongique et/ou antibactérienne. Ceux-ci offrenix agents antagonistes un pouvoir
d’inhibition des agents phytopathogenes et de dsddion de I'espace rhizosphérique des
plantes (Petegt al.,2003).

La production de ces métabolites présente un mfmitant dans la lutte contre les
maladies phytopathogenes (Cook et Baker, 1983 yeFkral988; Thomashow, 1996 ;
Thomashowet al., 1997 ; Schotteét al.,2001 ; Raaijmakerst al.,2002 ; Spadaro et Gallino,
2004 ; El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006). Cgiteduction est influencée par des
facteurs abiotiques qui correspondent a la compasitu sol en matiere organique (Lemrisse
et al.,2003), I'hnumidité du sol (Geotgakopouloeisal.,1994) et le pH (Ownlegt al.,1992 ;
Schoemaret al., 1999). Les facteurs biotiques qui sont surtowg &€d’interaction de I'agent
antagoniste avec la plante et la microflore du peljvent aussi influencer la production
d’antibiotique (Duffy et Defago, 1999 ; Lugtembexigal.,2002).
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4.4.2. Compétition pour le fer et la production desidérophores

Le manque de nutriments peut engendrer automatiguigla mort du pathogene. Ceci
fait de la compétition nutritive un moyen importafe la lutte biologique (Beniteat al.,
2004). Le fer est un élément essentiel pour lassemice et la survie de la plupart des
champignons phytopathogénes (Eisemetieal., 2004). Certains agents antagonistes ont la
capacité de produire des composés de faibles poadéculaires appelés sidérophores. Ces
molécules permettent a ces microorganismes detehéafer du milieu et ainsi d’inhiber la
croissance des agents phytopathogenes (Chet et fi8 ; Thomashow, 1996 ; Bouitek
al., 2004).

Outre la compétition nutritionnelle, la compétiti@patiale contribue aussi a la
réduction des infections racinaires par les agphygopathogenes (Bouites al., 2004). En
effet, les microorganismes ayant la capacité denigtr les racines comme certaines
bactéries promotrices de la croissance des pldRlast Growth Promoting Rhizobacteria,
PGPR) protegent les racines et occupent les sitefeation aux agents phytopathogénes
(Bouitezet al.,2004 ; Compantt al.,2005).

4.4.3. Parasitisme et production des enzymes

Le parasitisme consiste en l'interaction directéreeeux microorganismes ou les
tissus vivants de I'un constituent une base nu&ipour l'autre (Helluy et Holmes, 2005).
L’'agent antagoniste sécrete des enzymes dégradantparois cellulaires des agents
pathogenes comme les protéases, les chitinases gtucanases. Les agents de biocontrole
qui utilisent ce mode sont nombreuBacillus subtilusréduit les populations deythium
ultimumet Rhizoctania solanpar sécrétion de glucanases et de protéasestiRetuliélanger,
2001). Trichoderma produit desp-glucanases dégradant les parois Stgérotium rolfsii
Rhizoctonia solani Botrytis cinerea et Pythium ultimum (Tsahouridou and
Tsahanassoulopoulos 2001, 2002 ; Vitediaal., 2002 ; Mukherjeeet al., 2003). Certains
actinomycetes produisent aussi des chitinases wetaghses pour dégrader la paroi de
Fusarium oxysporur(El-Tarabilyet al.,1997 ; Sabaoat al.,1998 ; Schottett al.,2001).
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4.4.4. Promotion de la croissance de la plante etrqauction des

phytohormones

Les auxines, comme ['AlA pour (Acide Indole Acét&juqui peuvent étre produites
par des microorganismes, jouent un réle importamsdes interactions hote-parasite et en
particulier la régulation de la croissance destg(Hamill, 1993 ; Vassilest al.,2006a). Le
mécanisme d’action de I'AlA a été expliqué par déypotheses: Selon Brown et Hamilton
(1993), I'AIA peut agir en inhibant la germinatiaes spores et la croissance mycéliale de
différents champignons phytopathogénes ou I'AlA ales glutathion S-trasférases jouent
un réle dans les réactions de défenses de la fldaten et Strittmatter, 1994 ; Droog, 1997).
Morandi (1996) a rapporté que les mycorhizes peuwrrainer une accumulation de
phytoalexines, des flavonoides et des isoflavonidiss les racines des plantes ce qui
provoque une lignification des endodermes, entrdirainsi la résistance des plantes

mycorhizées aux attaques des phytopathogenes.

D’autres études ont montre, la production de I'A##fou les sedirophores par d’autres
bactéries. Steizkt al., (1999) ont montré que le traitement des racines adlets par
Pseudomonas fluoresced$ERAL7 induit la résistance de ces racines audkgment causé
par Fusarium oxysporurh sp.dialhi. Trichoderma harizanuri-203 induit des changements
structuraux et chimiques des parois cellulairespli@stes ce qui augmente leur résistance aux
infections par les agents phytopathogénes (Brim&o&ound, 2004). De plus, Pandeyal,
(2006) ont montré I'activité multifonctionnelle atide ou synergique dd’seudomonas
putida basée sur sa capacité a solubiliser le phospléatproduire des antibiotiques
antifongiques, des chitinases, flel,3-glucanase, des acides salicyliques et cyamuels
(HCN), des sidérophores, Une autre étude récente, a montré fametobactesp. PSGB03
et Serratia sp. PRGB11 sont capables de solubiliser le phdspliee produire a la fois
d’antifongiques, de sidérophores, d’AlA, de chiiaa et de glucanases (Indiraganethal.,
2008) Actuellement, plusieurs microorganismes bénéfiqg@d commercialisés pour leurs
activités a la fois de bio-engrais et de biocottéls que Pseudomonasp. ,Acinetobacter
Bacillus megatrium.. (Bano et Musarrat, 2004 ; Vassilewal.,2006b ; Wanet al.,2007).
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4.4.5. Renforcement de la capacité défensive deplante

D autre part, certaines souches de PGPR peuvetdgproles plantes d’une fagon
indirecte par la stimulation de mécanismes de défémductibles dans la plante, ce qui peut
rendre I'hdte beaucoup plus résistant a |'agreskitire par des agents pathogenes. Ce
phénomene a été nommé «résistance systémiqueandI®R, Induced Systemic Resistance)
(van Loonet al., 1998; Pieterset al., 2002). L' induction d’une telle capacité de défesste
systémique : le traitement des racines par des R@B&RIit des effets protecteurs sur d autres
parties de la plante sans migration des bactérastil' ISR au travers du systeme vasculaire
de la plante ou a travers les tissus (Ramamoatta)., 2001; Bent, 2006). Les mécanismes
développés par les plantes permettent de se pratégte un large spectre de pathogénes pas
seulement fongiques, bactériens et viraux, maisiavis-a-vis de maladies causées par
certains insectes et nématodes (Stiateal., 1997; van Looret al., 1998; Ramamoorthgt
al., 2001; Durrant et Dong, 2004).

5. Les microorganismes bénéfiques

Dans le sol, I'activité microbienne est intense patticulier dans la zone sous
I'influence des racines, la rhizosphére, qui contpdus d’un million de microorganismes par
gramme de sol. Les microorganismes trouvent ent effss ce milieu des substrats
energeétiques libérés par les racines et nécessalees métabolisme : sucres, acides aminés,
acides organiques, hormones.... Certains de ces onganismes, principalement des
bactéries, sont capables de coloniser efficacetesnsystéemes racinaires et influencent de
maniere bénéfique la plante en stimulant sa cnotgsat/ou en la protégeant contre des
infections par des agents phytopathogenes (Hinsieg&arschner, 2006). Certains de ces
microorganismes sont épiphytiques, c'est-a-diralggolonisent les surfaces racinaires,
tandis que d’autres peuvent également enter figur des plantes et devenir ainsi des
endophytes. Certains d’entres eux peuvent égalefoemier des symbioses remarquables
avec leur héte végétal (Gay et Smith, 2005). Paesiimicroorganismes bénéfiques, qu’ils
soient épiphytigues ou endophytiques voire mém®régine de symbioses remarquables
(type mutualisme), existent des champignons ebdeteries (Welbaurat al., 2004 ; Fravel,
2005) (Tableau 2).

30



Tableau 2 Les microorganismes inscrits en tant que biopelsts a I'agence de protection de
I'environnement des Etats-Unis (EPA) (Fravel, 2005)

Agent de
biocontrole

Année

d"enregistrement

organisme ou Cultiseoncernées

maladie ciblée

Agrobacterium
radiobacterstrain K84

Agrobacterium
radiobacterStrain
K1026

Ampelomyces
quisqualisisolate M-10

Aspergillus flavus
strain AF36

Aspergillus flavus
NRRL 21,882

Bacillus licheniformis
Strain SB3086

Bacillus pumilus
Strain GB 34

Basillus subtilisGBO3

Basillus subtilis
MBI 600

Bacillus subtilis
Strain QST 713

Bacillus subtilis var.
amylolique-faciens
strain FZB24

Candida oleophila
isolate
[-182

Coniothyrium minitants
CON/M/91-08

Gliocadium
catenulaunstrains
JI446

Gliocadium virensGL-
21

Myrothecium
verrucaria:
fermantation solids and
Solubles

1979

1999

1994

2003

2004

2003

2002

1992

1994

2000

2000

2001

1998

1990

1996

Plantes ornementales,
fruits, noix

Agrobacterium
tumefaciens

Plantes ornementales,
fruits, noix

Agrobacterium
tumefacienandA.
rhizogenes

Fruits, légumes et
plantes ornementales

Powdery mildew
Aspergillus flavus Coton
Cacahuéte

Aspergillus flavus

Les pathogénes et
rouilles foliaires

plantes ornementales
et gazon ornemental

Rhizocotonia, Fusarium Soja

Rhizocotonia, Fusarium
Aspergillesd autres

Coton, arachides, soja,
blé, orge, pois et haricots

Rhizocotonia, Fusarium, Coton, haricot, orge, blé,
Alternariaet Aspergillus  corn, pois, arachides et soja

Pathogénes, pourriture et Cerises, courges, raisins
rouilles foliaires l[égumes foliaires, poivres
pommes de teroepadtes
@lix

arbres d’ombre et des
foréts, plantes ornementalg
et arbustes

Rhizoctoniset Fusarium

Maladies aprés la récolte Divers frugégumes,
fleurs, plantes ornetaées

et d agr

Sclerotinia sclerotiorum
&clerotinia minor

Sol agricole

Pathogenes du sol Légumes, herbes, épices,

gazon, arbres et arbustes

Plantesmemtales,
[égumeston

Pathogenes du sol

Plantes alimentaires,
plantes a fibres et plante
ornementales

Nématodes parasite de
la plante

S

S
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Agent de Année organisme ou Cultwseoncernées
biocontréle d"enregistrement maladie ciblée
Pseudomonas 2001 Pythium, Rhizoctonia Légumes et plantes
chlororaphisstrain 63- solaRusarium oxysporum  ornementales en serre
28
Pseudomonas 1999 Sclerotinia homeocarpa, Gazon de cours de golf
aureofacienstrain Colletotrichum
TX-1 graminicola, Pythium
aphanadernmjfu

Michrosochiutwale
Pseudomonas 1992 Frost damage, fire Fruits, amande, pomme de
fluorescenA506 blight, bunch rot terre et tomate
Pseudomonas syringae 1995 Maladies apres la récolt ~ Pommes, poire, citron,
strain ESC - 10 orange ou pamplemousse
Pseudomonas 2002 Powdery mildew Roses et concombres en
flocculosastrain PFA22 serre
UL
Streptomyces 1993 Pathogenes du sol plantes alimentaires, petits
griseoviridisstrain K61 arbustes ornementaux
Trichoderma 1989 Tree wound pathogens Blessures chez les plantes
harzianumATCC ornementales, et les arbre
20,476 de forét
Trichoderma 1990 Pathogénes du sol Le sol des serres, pépinier,
harzianumstrain T-22 gazon, jardins d"amateur
Trichoderma 1996 Botrytis cinerea La plupart des récoltes
harzianumstrain T-39 alimentaires

7]
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5.1. Les champignons bénéfiques ou les PGPF

Des champignons appelés PGPF * Plant Growth-Primgdtungi” peuvent stimuler
les défenses de la plante et présenter une adciviégoniste envers différents phytopathogenes,
tout en stimulant directement la croissance dedate (Whipps, 2001 ; Bent, 2006). lls peuvent
étre des champignons filamenteux (Harnedral., 2004) voire méme des levures également
appelées PGPY *“ Plant Growth-Promoting YeastsT-TBrabily et Sivasithamparam, 2006).
Chez diverses plantes, y compris les plantes hédsacles PGPF peuvent étre présents
naturellement (Sinclair et Cerkauskas, 1996 ; Saikk et al., 1998) aussi bien chez des
plantes ligneuses (Arnoldt al., 2003), notamment la vigne (Napei al., 1985 ; Cheng et
Baumgartner, 2004 ; 2006). Chez ces plantes, leBFP@euvent étre épiphytiques et/ou
endophytiques (Caroll, 1988 ; Clay, 1990 ; Fae®0Z2; Hahnet al., 2003 ; Schardkt al.,
2004) et sont méme a l'origine de symbioses conamas avec les mycorrhizes (Selostsal.,
2004).

Lors d’'une association bénéfique entre une plahtes PGPF, divers mécanismes sont
impliqués dans la protection et la stimulation de croissance de la plante. Ces micro-
organismes peuvent agir directement sur l'agenthqugtne pour protéger la plante
indirectement, ceci par le biais d’'un mycoparasidset une sécrétion d’allélochimiques
inhibiteurs et/ou par un phénoméne de compétitioar flespace et les nutriments (Whipps,
2001 ; Mauchlineet al., 2002 ; Howell, 2003), tout en fournissant des cosés bénéfiques
pour le développement de la plante (Harnedral., 2004 ; El-Tarabily et Sivasithamparam,
2006).

Ces microorganismes peuvent également stimuleddéésnses des plantes, ce qui
provoque une résistance de la plante contre lastagathogénes (Bent, 2006). Des barrieres
structurales avec des appositions pariétales peunaamment se mettre en place et des
phytoalexines ainsi que des protéines PR peuvenbétnon sécrétées suite a I'inoculation de
la plante avec un PGPF. Cependant, la plupart @#3-Rnduisent une ISR a la place d’'une
SAR (Harmaret al.,2006).
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Plusieurs recherches ayant porté sur linteractmante-PGPF mentionnent un
phénomene de potentialisation des défenses. LorBinderaction entre la tomate et un
champignon mycorrhizierGlomus mosseag@ermettant une protection de la plante contre
Phytophthora parasitic§Cordieret al.,1998 ; Pozeet al., 1999 ; 2002). Shoregt al, 2005
ont monté que les défenses sont potentialiséesddgeplantes de concombres, pré-inoculés
avec Trichoderma asperellunsouche T203, suite a l'infection par une bact@a¢hogene
Pseudomonas syringgev. Lachrymans ce qui a permis une protection de la plante eontr

I'agent agresseur.

5.2. Les bactéries bénéfiques PGPB (*‘Plant Growtromoting Bacteria” ) ou les
PGPR (”Plant Growth-Promoting Rhizobacteria™)

Plusieurs travaux ont montré ['utilité des bacteténéfiques pour protéger les plantes
contre les infections par les agents pathogénesij(Rakerset al.,2002 ; van Loon et Bakker,
2004 ; 2005 ; Cavaglieret al., 2005; Haas et Defago, 2005). Certains peuvent lde p
stimuler la croissance de leur héte végétal et aordi d’'un grand intérét pour I'agriculture
(Glick, 1995 ; Welbaunet al., 2004). Ces micro-organismes bénéfiques ou PGPRNtP
Growth-Promoting Bacteria” peuvent provenir deféliéntes niches écologiques telles que la
rhizosphere, la spermosphére, la phyllosphére,evonéme de I'anthosphere ou de la
carposphéere. Néanmoins, Hitlner a décrit dés 1B@dtihann, 2005) que la plupart des PGPB
est originaire de la rhizosphére. Elles sont déitedes rhizobactéries et sont ainsi appelées
PGPR “Plant Growth-Promoting Rhizobacteria” (Klogr et Schroth, 1978). Dans la
littérature, on peut rencontrer d’autres appelietiadles PGPR tels que EPR “Emergence-
Promoting Rhizobacteria” (Kloeppeet al., 1986), PGPB (Bashan et Holguin, 1998),
“biocontrol-PGPB” voir méme YIB “Yield-Increase@acteria” ; Cheret al.,1996).

Les Actinomycetes PGPR peuvent présenter desitastisntagonistes, induire une
résistance systémique chez la plante, produirecdegposés stimulant la croissance des
plantes, accélérer I'émergence des graines, induie floraison précoce et voire méme
conférer au sol des propriétés minimisant les dedés plantes (Vessey, 2003 ; Welbaatm
al., 2004).
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Cependant, a part quelques travaux préliminairesq@éiet al., 1990, 1992 ; Petrolini
et al., 1991 ; Sardet al., 1992), aucune étude antérieure approfondie n'aégtiésée sur les
Actinomycétes, comme nouveau groupe bactérien pellement utile, a la fois, a la
croissance, la stimulation des mécanismes de difenrt la protection des plantes en

particulier la vigne.

6. Les Bactéries Actinomycétales

6.1 Généralités

Les actinomycetes ont été a lorigine de la décdevele l'actinomycine par
Wacksman en 1940 a partir d'une culture 8&eptomyces antibioticu§Wacksman
&Woodruff, 1940) et de la streptomycine chezeptomyces griseyShartzet al., 1944). A
ce jour, ces bactéries tiennent une trés grandeoriamce dans le domaine de la
biotechnologie des antibiotiques malgré les progesynthese chimique. En effet, 75% des
antibiotiques connus sont naturellement issus deésamnycetes et plus particulierement du

genreStreptomyces

De point de vue taxonomique, les actinomycetes rdppaent au regne des
procaryotes, division des fimicutes (bactéries Grpositif), classe des thallobacteria

(bactéries filamenteuses) et a I'ordre des actirm@tajes (Murraet al.,1989).

Les actinomycetes sont des bactéries filamentalm#da croissance donne lieu a des
colonies constituées d’hyphes, c’'est a dire demmiéints qui irradient, par croissance
centrifuge, tout autour du germe qui leur a donamigésance. Cela explique leur dénomination
le mot «Actinomycetes» provient de deux substardifscs « Actino » et « Mycete » et
signifie «champignons a rayon» ou «champignons magots», expression utilisée pour
désigner en anglais (Ray fungi) et aussi en allelm@tnen russe. lls présentent un cycle
biologique semblable a celui de certains champignomais leur structure procaryotique,

sans noyau distinct, les a classés parmi les Best@tigure 7).
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Physiologiquement et écologiquement, les actinomegcgont aérobies mais certaines
sont aérobies facultatives. Ces bactéries sontdiéiphes ou chimiotrophes mais la plupart
sont des chimio-hétérotrophes capables d'utiliser grande variété de sources d’énergie y

compris les polymeres complexes (Lechevalier , 2988merman, 1990).
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Figure 7: Cycle de développement des Actinomycetes suemgblide (Bretort al.,1989) .
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6.2. Les actinomycetes dans le sol

Les actinomycétes sont adaptés a divers milieulogpes, ainsi, ils peuvent étre
dans les sols, les eaux douces ou salines et ‘d@ang butefois, ils se trouvent abondamment
dans le sol que les autres milieux, spécialemens dizs sols alcalins et les sols riches en

matiere organique ou ils constituent une part irrgode de la population microbienne.

Les actinomyceétes se trouvent aussi bien a lacida sol qu'a plus deux métres de
profondeur (Bretoret al.,1989). Waksman (1950) a décrit qu’a un metre déopdeur d’'un
sol cultivé et a deux metres de profondeur d’'unssdileux, leur nombre dépasse celui des

autres microorganismes.

Le nombre d’actinomycétes est variable selon lestopes et les conditions
climatiques. Le plus souvent, leur densité estatdrie de 18-10° cellules par gramme de sol
(Goodfellow et al., 1983) et le genrétreptomyceseprésente plus de 95% des souches

actinomyceétales isolées dans la plupart des saltiglivs & Vickers, 1988).

La premiere étude menée par Hiltner & Stromer 8)98ur I'effet des conditions
climatiques sur la distribution des actinomycetesnontré qu’au printemps, ils constituent
20% de la flore microbienne du sol. En automnegépassent 30% et cette augmentation est
due aux quantités importantes de résidus de plapsenibles a cette période de I'année. En

hiver, il y a une diminution de ce pourcentage (1a%ause du gel.

D’autres facteurs tels que la température, le ggH’humidité du sol influencent
eégalement la croissance des actinomycetes. Consrautees bactéries du sol, la plupart des
actinomycetes se comportent comme des bactériezpimées avec croissance optimale située
entre 25° et 30°C. Toutefois, il existe des soudhesmophiles isolées a une température
située entre 50° et 60°C (Edwards, 1993).

Pour ce qui est du pH, la plupart des actinonggéte comportent comme des
bactéries neutrophiles. Leur croissance est medléupH compris entre 6 et 9, avec un
maximum autour de la neutralité. Cependant, cartaspuches de Streptomycetes ont été

isolées a partir des échantillons de sol acide3f@ (Niohet al., 1995).
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La croissance du mycélium végétatif des actinonggcdans le sol est favorisée par un
faible taux d’humidité, particulierement quand fmres sont remplies d’eau. Dans les sols
secs ou la tension d’humidité est plus grandeydéssance devient tres limitée voir méme

arrétée.

Les actinomycétes peuvent se conserver duralingeies périodes grace aux spores,
ces dernieres germent au contact d’éléments ffisigiogenes dont la nature est déterminante
(Goodfellow & Williams, 1983).

6.3 Relations plantes-Actinomycétes

Les actinomycetes sont des microorganismes cepal# coloniser la rhizosphere
grace a leurs caractéres antagonistes et compéfisfa-vis des autres microorganismes du
sol. Certains sont connus pour leur productionidérgphores qui permettent de chélater le
fer ainsi privant le fer des autres microorganisii@@soet al., 2005 ; Gethat al., 2005). La
production de sidérophores p&: griseorubiginouseest efficace dans la lutte contre la
fusariose du bananier causée pasarium oxysporuni. sp. CubeneseGethaet al., 2005).
D’autres sont parasites de champignons en produdss enzymes qui leur permettent de
dégrader la paroi des cellules fongiques ; le jiizsa®e des mycélia de champignons par les
actinomycetes a été décrit dans plusieurs travawar( et Crawford, 1995 ; Kharmet al.,
1997 ; Tréjo-Estradat al., 1998 ; El-Tarabilyet al., 2000 ; Xiaoet al.,2002 ; El-Tarabily et
Sivasithampar, 2006 ; Errakhet al.,, 2007 ; Jain et Jain, 2007). Plusieurs enzymes
chitinolytiques ont été identifiés chez certainspézes d’actinomycétes ddbt antibioticus
(1966), S. lividens(Miyashitaet al., 1991),S. lydicusWYEC108 (Mahadevan et Crawford,
1997),S. plicatugAbd-Allah, 2001) eB. halsteiiAJ-7 (Joo, 2005).

Les actinomycétes peuvent agir également par ébtigm nutritionnelle et spatiale
contre les microorganismes phytopathogenes. Lewitéad’adaptation a différents milieux
rhizosphériques leur permet d’étre un bon compétit€ertaines especes sont symbiotiques
des plantes supérieures, ces bactéries endophytifjument des associations appelées
actinorhizes permettant la fixation d’azote (Dawitis1988). Le genr&rankia établit une

association symbiotique avec plusieurs phanérogabhiesemple le plus connu est 'aulne
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(Alnug ou ces actinomycetes forment au niveau des maites nodules ou I'azote gazeux est

fixé grace a une nitrogénase (Baker, 1988).

Les actinomycetes sont de plus, connues par tapacité de produire des
antibiotiques qui leur permettent d’inhiber les mtge phytopathogénes (Emmert et
Handelsman, 1999 ; Barakadtal.,2002 ; El-Tarabily et Sivasithampar, 2006). TrEgtrada
et al., (1998) ont montré une corrélation entre la prodact’antibiotiques dans le sol et
I'efficacité des actinomycétes dans la lutte comdeagents phytopathogenes. Par exemple,
Streptomyces violaceusnig€CED9 produit trois composés antifongiques donitecine,
la geltanamycine et la guanidylfingine impliquéeansl la lutte contre les agents
phytopathogénes (Tréjo-Estradtal., 1998). De méme, plusieurs antibiotiques produits p

les actinomyceétes sont actuellement utilisés dahste biologique (Tableau 3).

6.4. Les antibiotiques produits par les actinomycets

Les actinomycetes constituent une source imptabantibiotiques et d'autres
métabolites secondaires a utilité industrielle @reshi et Omura, 2003 ; Hayakaefal.,
2004). Plus de 70% des antibiotiques d’origine obanne sont produits par ce vaste groupe
bactérien (Gundliffe, 2006) (Tableau 3). Les aatiyoetes produisent un grand nombre
d’antibiotiques de structure chimique trés varié@aninoglycosides, anthracyclines,
glycopepetides, beta-lactamines, tetracyclines, rolides, nucliosides ....) qui ont de

nombreuses applications thérapeutiques (Okami gaHIP88).

Les Streptomycétes a eux seuls sont a l'origieepldis de 80% des antibiotiques
secrétés par les actinomyceétes (Sangtieal., 1996). Certaines especes ne produisent qu’un
seul antibiotique, d'autres peuvent produire plusie antibiotiques. Streptomyces

hygroscopicus elle seule peut produire 58 antibiotiques diifiés (Bretoret al., 1989).

Cependant, depuis ces derniéres années, leshehescse sont intéressés a la
recherche d’actinomyceétes rares (autre queStesptomycesp.) dans le but de trouver de
nouvelles molécules bioactives. Par exemple, leindglanétes (Hayakawat al., 2003),

Kitasatosporasp. (Takahashi et Omura, 2008gacharotrixsp. (Zitouniet al.,2005).
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Tableau 3: Exemple d’antifongiques produits par les actigoétes utilisés en agriculture.

Kasugamycin
Polyoxine B
Fungichromine
Validamycin
Galbonolides A et B
Blasticidine S
Nikkomycin
Guanidylfungin A (AFA)
Kitamycin

Fungichromin

Streptomyces kasugaensis
Streptomyces cacaoi
Streptoverticillium cinnamomeum
Streptomyces hygroscopicus
Streptomyces galbus
Streptomyces griseochromogenes
Streptomyces tendae

S. violaceusnigely CED-9
Streptomyces sp.

Streptomyces padanus

Antifongique Organisme producteur Références
Oligomycin A Streptomyces diastatochromogenes Smith et al, 1954
Natamycin Streptomyces natalensis Struyk et al., 1958

Umezawet al, 1965
Isonoet al, 1965
Umezawaet al, 1965
lwasaet al, 1970
Fauth et al, 1986
Agrios, 1988
Deckeret al, 1990

Trejo-Estrad&t al, 1998

Hayashi et Nozaki, 1999

Shih et al.,2003

41




6.5. Taxonomie des actinomycetes

Depuis plusieurs années, la taxonomie des actio@®s a connu une évolution
importante en fonction du développement des cosaates. Ce groupe de microorganismes
procaryotes appartient a I'ordre des Actinomycétal&e par Buchaman en 1917 (in Bergy’s
1989). Selon Lechevalier et Lechevalier (1965)¢l&ssification des espéeces dans cet ordre
devait étre faite selon des criteres morphologicuehimiques. Malgré I'efficacité de ce type
de classification, I'adoption des criteres génégjest devenue essentielle vu le nombre

d’especes découvertes ces derniéres années.

6.5.1. Classification des actinomycetes

6.5.1.1. Classification morphologique

L’étude morphologique des actinomycetes se basentiellement sur la présence ou
'absence du mycélium du substrat et le mycéliumeaé la couleur du mycélium, la
production et la couleur de pigments diffusiblespfoduction de pigments mélanoides et la

structure et la forme des spores (Figure 8).

La plupart des actinomycétes présentent un mywoélile substrat et un mycélium
aérien. Souvent la ramification du mycélium de s@bsest monopodiale, de rares
actinomycetes tels qué&hermoactinomycesprésentent une ramification dichotomique
(Kalakoutski & Agre, 1976). Certains actinomycetesnt dépourvus de mycélium aérien et
ne présentent que le mycélium de substmatriomonosporacées)ous les actinomycetes
forment un mycélium de substrat, sauf le geperichtyaqui présente un mycélium aérien
qui se fixe au milieu de culture par des cramp@uwstainesRodococciforment des filaments
allongés sur le substratum et ne produisent pasaienycélium (Locci & Shaal, 1980). Les
Nocardiformesont la particularité d’avoir un mycélium de substyai se fragmente (Prauser,
1981).
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D’autre part, les spores représentent un crit@nelamental dans la taxonomie des
actinomycetes (Locci & Sharples, 1984). Chez lesegMicropolysporaet Micromonospora
et lesThermoactinomyceéte$a formation des spores se fait directement sunycélium de
substrat (Cross & Goodfellow, 1973). Chez les $tnmycetes, les spores surmontent le
mycélium aérien. Les spores mobiles caractérisentgtoupe des Actinoplanes et
Actinosynnema, alors que Thermoactinomyces présedés endospores uniques
thermorésistants (Cross & Goodfellow, 1973). Leorep flagellées caractérisent les

Oerskovia sp
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Figure 8 : Morphologie des spores des actinomycetes (Bretah, 1989).
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Le nombre de spores est un caractere de claggfic important, ainsi
Micromonospora, Thermomonospota Saccharomonosporaet Promicromonospora ne
produisent que des spores isolédgrobispora produit des spores en paires longitudinales.
Actinomadura, Sporicthya, et certainesNocardia présentent des chaines de spores tres
courtes (inférieures a 20) alors qu8treptomyces, Nocardoides Kitasatosporia
Streptoverticillium et certaingdocardiasont caractéerisés par la présence de longueseshain
de spores. Les chaines de spores du dgameptomycesont soit droites (type Rectis), sinuées
(type Rectiflexibilis) ou spirales (types Spiralesprs que le genr&treptoverticillium
présente des chaines de spores en verticillesai@e/ctinomycétes présentent des sclérotes
(genre Chainid) ou des synnemasA¢tinosynnemaou des vésicules qui contiennent des
spores (Frankia) ou dépourvues de spores (Intrasgmm). Les sporanges caractérisent les
genresActinoplanes Ampulariella PlanomonosporaPlanobispora Dactylosporangiumet

Streptosporangium

La figure 9 présente les différents types de ep@t sporanges rencontrés chez les

actinomycetes.
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Figure 9 : Différents chaines de spores chez les Actinotegcespores endogéenes (A) et
spores exogenes (B) (Bretenhal.,1989).
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6.5.1.2. Classification chimiotaxonomique

Selon Goodfellow & Minnikin, 1985, la chimiotaxamie consiste en l'utilisation des
caractéres chimiques dans la classification deansges. Ces caracteres ont été surtout
étudiés au niveau des parois cellulaires. En dffetcaractéres morphologiques adoptés par la
classification classique dépendent de la naturecdegosés chimiques des microorganismes
(O’Donnell, 1988). Les composés majeurs adoptéscpte classification sont les acides
aminés pariétaux, les lipides des enveloppes aé@ldl et les sucres cellulaires (Lechevalier &
Lechevalier, 1980).

L’'acide diaminopimélique (DAP) présent au nivedes parois de la plupart des
actinomycetes sous deux formes isomériques ; ladocL et la forme DL ou meso. Les
parois sont classées en huit groupes chimiquehématypes pariétaux en fonction de leur

composition en DAP mais aussi en d’autres acidesé&m{Tableau 4) :

Chémotype I: Ce groupe est représenté par leororganismes ayant la forme L-DAP et la

glycine, il s'agit déStreptomycestNocardoides.

Plusieurs genres d'actinomycétes possedent le 8AR sa forme meso-DAP, la

distinction entre eux peut se faire sur la baskediecomposition en sucre:

Chémotype II: ce groupe est représenté par lemiganismes ayant la forme meso-DAP et
glycine, en plus de l'arabinose et du xyloseatis'd'Actinosynnemat Actinomyces

Chémotype lll: ce groupe est représenté par lesorarganismes possédant uniqguement le
DAP sous forme meso en plus du madurose (3-0-mé&tgdlactose), il s'agit des
maduromycétes Dermatophilus Thermomonospora Thermoactinomyceset certaines

Frankia.

Chémotype IV: ce groupe est caractérisé par lagpee de meso DAP, d'arabinose et de

galactose, il s'agit dégocardiformesSaccharomonosporet de Micrpolyspora
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Certaines actinomycetes ne présentent pas deddARveau de leur paroi, il s'agit de
Oerskovia et Promicromonospora. Certains actinotegcpossédent d'autres acides aminés
comme constituants majeurs de leur paroi.

Chémotype V: ce groupe est caractérisé par leepcésde la lysine et de l'ornithine, il est

représenté par le gendetinomyces

Chémotype VI: ce groupe est caractérisé par lagmige d'acide aspartique et de galactose:

Microbacterium Oerskoviaet certaingActinomyces

Chémotype VI. ce groupe est caractérisé par laegmee d'acide diaminobutyrique et de
glycine, il s'agit dAgromycest deClavibacter

Chémotype VI. présence d'ornithine, il s'agitGlulomonaset dAureobacterium

Il convient de noter que la combinaison des ¢aras morphologiques et des
caractéres chimiques peut permettre de distingisebactéries d'un méme groupe et entre les
diverses familles actinomycétales. En effet, Lealiev & Lechevalier (1965) ont proposé un
systeme de classification des actinomycétes basédesl caracteres morphologiques et
chimiques. Ainsi les genr&treptomycesStreptoverticillium Arachniaet Nocardoidesont le
méme chémotype (chémotype I) bien qu'ils apparéena des familles différentes de part
leur morphologie. En effet, il est aisément possi# les distinguer les unes des autres par le
fait que Streptomyceprésentent de longues chaines de spor&sreptoverticilliummontre
des chaines de spores en verticilles. Les myceli@ed deux genres ne se fragmente pas
tandis queNocardoidesprésente un mycélium aérien et de substrat quiraggmentent.

Arachnia ne posséde pas de mycélium aérien.

Par ailleurs, certains actinomycetes ne possegpamntde DAP pariétal, il s'agit de

Promicromonosporat Oerskovia.
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D'autres éléments de la composition chimique soissi pris en considération pour
une compléte distinction entre les différents genfées caractéres sont représentés par la
nature du peptidoglycane, des lipides (les acideas,gles ménaquinones et les
phospholipides). Ainsi, cing profils ont été défirsiur la base de la nature des phospholipides
(Lechevalier & Lechevalier, 1981), et quatre pour la base de la nature des acides gras

estérifiés au sein des phospholipides.
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Tableau 4 : Différents types de parois et leurs constituantgeara chez les actinomycetes
(Murray et al.,1989).

_ Constituants
Type de paroi » _ Groupe/Genre
pariétaux majeurs
_ Arachnia, Pimelobacter,
I L-DAP + Glycine .
Nocardioides, Streptomycetes
Méso-DAP+ ' '
Il _ Actinoplanes, Actinomyces
Glycine
Dermatophilus, Maduromyceteg,
Frankia, Geodermatophilus,
1] Méso-DAP Thermonospora, Kitasatospira,
Spirillosporia,
Thermoactinomyces
v Méso-DAP+ Micropolyspora,
Arabinose Nocardioformes
Vv Lysine + Ornithine Actinomyces
) _ Microbacterium, Oerskovia,
Présence variable de _
_ _ Promicromonospora,
Vi 'acide Aspartique ef '
Actinomyces,
de galactose _
Arcanobacterium
Acide
Vi diaminobutyrique Agromyces, Calvibacter
+ Glycine
Aureobacterium,
VIli Ornithine Curtobacterium,
Cellulomonas
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6.5.1.3. Classification moléculaires

Ces dernieres deécennies, la biologie moléculaiest imposée comme un outil
puissant et incontournable en taxonomie. Actuellg@men’est plus possible de proposer une

nouvelle espece sans effectuer des analyses géestiq

Les principales analyses moléculaires utilisems b détermination des espéces sont
le séquencage de I'ADN ribosomal 16S (Figure 10)I'eybridation ADN-ADN. Le
pourcentage G+C n’est obligatoirement demandé qte d’une proposition de nouveaux

genres.

Le séquencage de L’ADNr 16S commence par I'ektraacle 'ADN génomique puis
I'amplification de I’ADNr par l'utilisation des antoes spécifiques et cela par l'outil de la
PCR (réaction de polymerase en chaine). Par la,deitproduit de la PCR est utilisé pour
séquencer la partie du 16S ADNr. Les séquencesinddeapres amplification sont soumises
a des études de comparaison (ou encore phylogémied elles ou bien avec des especes de

référence répertoriées dans des banques de daydr@siques.

Tout comme l'analyse de I'ADNr, la réassociati?d@N-ADN est utilisée pour
l'identification des espéces et la comparaison aadles deja décrites. Deux especes sont
considérées différentes si elles ont un taux deemblance (taux de réassociation de leurs
brins d’ADN) inférieur a 70% (Waynet al.,1987).
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Figure 10 Classification du phylum des Actinobactéria basdgedes données de séquencage
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CHAPITRE 1

Criblage et caractérisation d’Actinomycetes
antagonistes de champignons
phytopathogenes a partir d’habitats

Marocains

Publicationl :

Antagonistic actinomycetes from Moroccan soil to aatrol the grapevine

gray mold
Auteurs : Souad Logman, Essaid Ait Barka, Chriseolément, Yedir Ouhdouch.

Journal:World Journal of Microbiology and Biotechnology2009), 28: 81-91.



Les actinomycetes sont des bactéries filamenteusesem-positif. Elles constituent
'un des groupes bactériens les plus versatilesegtplus importants de point de vue
écologique et biotechnologique. En effet, ces naigganismes ont une grande capacité a
produire de nombreux métabolites secondaires al@mnstructures chimiques et des activités
biologiques tres diverses tels que des antibioigues antifongiques, des enzymes, des
stimulateurs et/ou des inhibiteurs de la croissaate..De fait de ces aptitudes, les
actinomycetes peuvent représenter un moyen de é&ffieace, persistant et sans effets
négatifs vis a vis de lI'environnement en comparaisgec les traitements chimiques et

remplacer ainsi l'utilisation des antifongiquestéysques.

Le travail présenté dans ce premier article comsem la recherche d’actinomycétes
capables de produire des antifongiques efficacesre®otrytis cinerea agent causal de la
pourriture grise de la vigné/itis vinifera L.). L'isolement des actinomycétes a été réalisé a
partir de quatre sols rhizosphériques de la vignieessauvage du Maroc (Errachidia, Sahara,
Skoura, Tinjdad).

Le criblage de cents quarante deux souches affégiue@ sur un milieu sélectif des
actinomycetes (extrait du sol rhizosphérique addité d’'un antifongique : I'actidione et d’'un
antibiotique antibactérien (anti-Gram négatif)acide nalidixique). Nos résultats montrent que
les isolats actinomycétales sélectionnés a pattisal rhizosphérique de la vigne saine du
Maroc présentent un pourcentage important (17%§oléits actifs vis-a-vis de moins 4

champignons tests mais seulement 9 isolats séeésoactifs sur les cinqg champignons tests.

L'ensemble de ces 9 isolats peut constituer déiteun stock de microorganismes
antagonistes dBotrytis cinereadans le cadre de la lutte biologique contre laritome grise de
la vigne. Les résultats des investigations suidlé=uisolées ou sur les vitroplants de vigne ont
montré que ce pathogéne ne se développe pas empeédes actinomycetes sélectionnés et/ou

leurs produits actifs.

Dans ce chapitre, nous détaillerons aussi les tggbs utilisées pour le screening des
actinomycetes a partir d’échantillons de sols rhiEn@riques de la vigne saine sauvage du
Maroc ainsi que la mise en évidence de leur aétimitvitro vis-a-vis deBotrytis cinereaet

I'aptitude de ces isolats a protéger la vigneitro.
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Ahstract  Ome humdred and fomty-tovn different actmo
my cete stais wer molbted fom rhiwemhes soil of Vs
waifern L. sampled from four Moroccan sreas. T o evalme
e antifungzl effectaf de differant collected acmamycete
maolates, five fungl known o be phyopabogens (Pyrhiym
ulrimym, Fasgrym ayypspornen £ spalbedinis, Sclemium
mlfey Venidlwm dohbor md Boorpic cimerea) were
wied. Fesaks dowed that 24 molwes had an o vitro
mbEatony effect wward ot lexse 4 of dhe mdicator fung, bat
anly 9 infabited all these phyiopedhogens. These nime Bo
ltes were submequently evalosted mdnddmily wmimg in
vitro grapevine phntlets for their ahility to protect agmnst
plant gray mold. We demorsmie here fot pre-imocul ®ion
of plomdeas wih e Boles allow them o wihstond
Boeryiis cimerea SIx of thess simams were shown to belong
o the gemas Sreproences and free to the gems Moo
managnare. These fmdings mdicate the potendal of
developing effective actmommy eetes from Momeooan habi
tats for the Mological contral of Barrplls ciserea
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Intrushiciion

The search for sltermatives © chemical control of plne
mathogems, sach as Wological conmal, hos gained momen

mam in the recent yeas dee to e emergence of fangidde

mabmant pathogens and heakh comcerrs for the pmdecer
md e commumer (Compang et ol 205 The contml of
mathogers by hiokogical agents is not widey pragied on o
commescit] scale, bt these fove been 2 mamber of
experimerntal approaches which show potential for fugher
development. In fargeding fungal dbeases, endopbyiac
hacteria fove shoen significant control for diferent fypes
of pathogerns.

Among hacteria, the acEnomycetes ate IMpomant o
ducers of bimactive compourds (Lange et al 1593} and
ooreiee & potendal as looonio] agents (Kim et ol 20600
Gomes et ol 2000 Ouhdownch et ol 2000} Actmomy cetes
Epmsent a hgh propordon of sail microbial biomass, and
mpear o be of mpomance among the microbizl for of the
Siros phere (Sardd e ol 1992 Agsociatons between oot
nomycefes ard plant organs con be delatenions or beneficial
for e hom. While some acanomycetes secrete herhicidal
oompoands (Tanaks and Omuara 1995) or cose plane dis
e (Loced 1994y, others can symoiotically fix
mmospheric nigogen ({akley et ol 2004) or protect plants
ogairst fangal mfections Cao et ol. Z005) Seweral
descripave researches fave shown that stmomy ceales are &
ramiing groap of fangs-anagonssc and root-colonizang
micmbes. They protect to vamos degrees seveml different
plants from soil-borme fingal pathogens (oo et ol 20032
Chan et ol 3005 FhTobily and Sivesitomparam 2006)
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The anfagomisiic inpact of acadnomycete species on pah
agenic fungl & well nown mid o few species fave bBeen
wed as hinlogical conem | agenes (Yoan end Craedond 1995,
Fomew and Samac 1996 ElTarshily et al 1997; Fressan
05 Also, sctinomycetes pmcdece T to 3% of hioacgve
second oy metshal s, where amroxamately S09% of ants
mangcs developed for sgricultoral we ame molwted from
Srepoenpces s (The etal 20T) Assntfiodc producers
or by perpanasies of fimgl, somomycetes fove played an
mnncetant rale in congrallngg salbbarme plant pathogerns (El
Tamahily et al. 2000 Comsequently, binlogiss am becom
mg mieresed I wing admomyceies & agents to influence
plant growth and for Mological contml of soil-boome root
dieases of cron plants.

The Moroccan adimomycete microflom fos been poor] y
explored o search rew mears of hiocon il sagpesing s
z careful explorstion of rew fobatst mght be ol
(Barakate et 2l 3002 Hamdaliet ol 3008a) Smce they are
mown s ffective anfapomiss againg several phnitopah
ogers and are also promBmg sorce of metaboltes wih
mnakaadc sctivity, we ammed &5 soedy to screen for rew
miagonEtc actnomycetes bolte exhingng o Wghly
mhdatony effec agains sevem] pxhogens fumgi in genemal
md B cinerea pardoalas]y.

Materials and methods
famaling

Samples wem collected wing Pochon md Tandiewnx
methad (1962} from for Momoocan Rbmosphere sals of
heakhy vimeyard fiddds (Timdad, Skhowra, Sahama, and
Errachinhia)

The samples from each of the thmosphere soils wene
faken with an agger fap o 10 om demh) after removing
omocmmaiely 3 an of the sol surBce. Samples were
plwced in sedle polvetfylers hags, clmed gghely and
siored i the mfmigemior ot £°C unal me

Eolstion of admomycetes

Samples of each soil wem fimt mixed, saspendedin sl
dialled wates (| g in 100 ml} Somogenzed by vartesing
and fmally teated 10 to |5 min by sonicagon acoxdng to
(i oach e 2l (20001 All meated samples wem sedally
diled up to 107 and spread (0.1 ml} over e sarfce of
madent agas (Difco, USA), sl sxiact agasr (Hamalkafe
a a2l 302} and Aconomycetes koltion Ager (Olson’s
mediom) (Okon 15962} (5% ghyoerol, 0.2% sodiom cxes
mate, (L01% Laspamagme, 04% sadiom promaomate, 005%
o P, 00001% FeS0y and | .5% agar Difo ). The o
media wee applkementad with 40 ppiml sctdiome to

&) Springer

mihint the development of fungl ((kon 1965, and 10 pgf
ml maliixc sad to inwmkae the boctesa capakle of
searming wihos affectng the growth of sctimomy caes
Nomomam and Hayakswa 1955, Folinn et al 1997 The
plies wew incuhated ® Z8°C and e mambe of colonies
was daermined for ol hactesin after 7 and 21 daws for
sctmomycaes. AcEnomycefes were nacognmed on the
bask of momphological fatures following directions given
by Intesrationsl Sepaences Poject (15F) (Shirkng and
Cozhieh 1966). All abserved colonies wese isalated, man

fied and commerved m 30% glyceral at 3P

And fungal assays

The antifungal saiviey of the isolates ws detemmined by
e plie diffision method (Hamiate et 2l 3002) agmmt
Barrpts cinerea Boimera, Fasanum oxpspoum £
AbadinisFoa), Sclemgum mlEiSR) Veuolum dah
BV T ond Puhiue afieePT) (sroe collecgon of
e Phntomathology Laboratory . Mamakech). Isolafes were
growT an Bennet medsam (beef extact [Mexk, Germany]
I 2%; ghacome [Merck, Geomany] 10 g peptone [Menck,
(emmany | 2 gf; yeast extroct Pderck, Gesmany] 1 21 and
sgar [Tafon, TI5A] 15 g1) for 14 days end S-mm dizmeter
mgor disks confaiming admomycete colonia] mass wese
meparal by wming semile cork borers. Deks were then
mepacally womsferred fo PD0A plies having fungal
mycelinldisk (divmetes of & mm) m e cenix. Plates were
frstkept in 2 refmigergtor (490) for of least 4 b o allow the
diffimion of any anifnodcs pmdoced, Sen moabated af
P InubEion mones were determined after 4 days of
mowhadon. Only e mobfes thot showed o inibagon
mne greater o & mm were conaderal o5 adive Balates.

In coder to test the effact of ac@romycete on B cinerea
soactre, & thin layer of FOA wos mepgcally removed
from e mone of contact batween B, cineras and e isalate
mnd placed m 2 drop of semle water on 2 ghss microsoope
shde. & cover slip was placed on e film, and observations
wemr made wnder the mroscope (Model BHZ, (lympes,
lapan).

Admomycetes Bobtes showing the highest antagonit
vty fove been selected fo fimther study Sher biological
effect againg gray mold of groevines.

Iocalagon plont assays

Plardets of Vads wimgfera L. ov. 'Chasdonmay’ clome 7555
wex micmpronsgaed by nodal explants groen on 15 ml
sem-salid mediom (Mastin & al. 1987, m 25-mm culue
pohes umder 300 pmolim®s white Auomscene Hghe, 16 &
potoneniod ot 26% (AR Baska et ol 20000 Unifoom
plantlets (o = 24) were selected for each treafment m each
experiment. Fungal pethogen o aclinomycetes molates
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wem agplied todetached lkeaves mamiamed inPein dihes
or o fhe whole gmpevine plintler (Vads vimdfora Lo ov.
Chmdormay ). Using 2 spectropioiomefer (600 nm), the
actinomycete concensation wx adjsmted o 10F ¢ fufml
with FES a5 descobhed by AZ Barks et ol (2000 The
corcentmtion was confrmed by plate comnting. Leaves
wer mocubited by deposting 20yl of B. cinerea (10°
sorsiml smendal o stesle dimilled wates) on ther
sarface. Two days afte tresment, 30 gl of the acEnomy
cete supenson (107 ¢ fufml) was deposited om e top of
each leaf. Control plants wem teated similely bt only
with sesile digilled water. Gray mold symmtoms were

evahmted 5 dwys after mocubtion with B cimera and
samp les were processad forlighe macnos cope mvesa gations.

Micoscomy malysis

Fresh plant leaves momlated with scfnomycete Bolates,
B cineran, both sctinomycete isolates and B civerea oo
conima ] {water) wene oollected mnd prepaned for micooscopy
malyst moording o Gognies et al. (2001). Bredly, plan
cogans were fced for 24 b ot room eemperanme in 29 (w/f
v} gluamaldesvde in 0] M phombate baffe (oH 724) with
2% (wiv) socoose and O 1% (wiv) Tween 0. After 3 rimes
5 min each) with the phosphofe buffer and 2% (wfv)
sucrome, samples were fixed for 4 bin 1% (w'v) csmaam
remoryde i the phoeploe buffer with 2% (wfv) moose.
The samples were hen defydmted in o aleohol seme,
rarsferned to acetome and embedded in Araldite. Semithin
sectoms (1 pm) of different tzatments wem collacted on
s slides mnd samed wigh 0% whadne Ble and
emamired under mimosoope (mode]  BH2; (lymps,
Japan).

Maombhalagical, physinkgical and chemotamonomic
chamctenization of selectad hacterinl isolates

The moephological, cultam], physinlogical amd hochemi
cal charaderities of the selected oltes wee evalumted s
describad in e hiermeforal Stepomyces Pmject (15P)
iShrhng and Gonlidy 1966 ) Caltwral chomaaesiaics were
obmerverd on yeast extract-mak extract agar (I5PZ), catmeal
agar (15P%) and morganic salks-starch agas (I5PY ) media ar
MPC for 721 days and dhe color series weme determined
mearding fo the sysem proposed by MNonomra (1974)
The asmmilagion of casvoly drates was stadied by usmg the
mediam [5P9, contaming 16 different carbohydrates ot 2
oomcentmison of 196 (wiv) o5 sole cohon sowce. The
chemical malyses of dhe diaminopimelic scid isomes were
pecirmed a5 descrihed by Beckes a ol (1964). Spore
chains marphoko gy and spore shpes were obmeval onthe
same media using Bghe micoscomy .

Amplfication and sequencing of the 165 fDNA
aof the selected s=im

The purified selected acmomycete isolates wem grown for
2 days a2t ZR°C with agiation m 500-m] flxks contaimng
100 ml of Hickey-Tesner medinm containing | g I yeas
extract, | g 1" beef extract, 2 g 17! XFamine &, 10 g1
Diexsrin, 20 mg 1™ CalCl, - GO (Hopeood et al. 1985,
Biomass was havesied by centnifugagon (2000p for
10 mim) ard washed twice with doshle-disgled wates
A mg of mycelam was wwed for DNA extacton as
describal inLaaen ol (3000, The 165 S3MNA was smplfied
wing the PCR method with Tag DNA polymenase ({iagen,
USA) and wniversal mrimers PA (5-AGAGTTTGAT
CCTGGCTCAG-Y) and PH (F-AAGGAGGT GATOCA
GOOGECAAT. Amplification was ceried om i 50 pl
wacton mixtire containing |51 of AmpliTag Gald Teg
ol ymemase (Applied Baosystems), 10 gl of 5 AmphTag
{aold mactaon buffer (Applied Bogyseams), 2.5 mMof each
TP, | pdd of each primer and 100 ng of genomic DN A
Feaction cond®ioms were: 9770 for 4 mim, (97%C for 45 5,
SXC for 45 5 and T2 for 45 5) o 35 eycles followad by
m incubasion at T2C for 10 min. The smpified pmducts
wem vimalmed on 2 0.8% (w'v) agarose gel samed with
afidrm bromide. Secuerncing readions were perfirmed by
Macrogen (Seoul, Korea). The obtamed sequences werne
compaed for similrty widh sequences presert inothe
geromic datzhase hanks, usng the "N{HI Bles' mogam
avaibble o the nchinlm b gov web sie.

Rofkdcal malyses

Unless stafed otheroie, replicates of 24 plonts wee med
per treafment. Collecied data were amalysed saosxally
wming ANOVA. Mears for each treatment were separated
with a least signifieant difference (LAT, P < 0L05) muldnle
compazson test (Fruher's protected). All experiments werne
mpeated af kast dree Gmes

Resulis
Dmmbegon of actromycetes

The pH of sampled sols ranged from 68 0 81 whilke
percentage of moktme vasied from 5 to 32% aceonding ta
te different sies. Detemniretsion of e tofl badesia
Soos that i mamber ranged from 10 00 53 = 10%cfuf
g of dy soil. The rate of atmomycaes vaned foom 16 to
65 5 10° cfulg dry sail according oo sadied Fobites
{ime handked forty fovo acEmomycete isalafes with different
mopialogical chancterstes were selected from e four
Simmmpherne sl samples.
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Antifumgad actvigy

Actmomycere grums exib@Eng the shility to prodoee boeh
clear pones on mycelfam agas and meaboles apams the
el ooganiEms were considerad anagonisgo. A melatvely
togh propotinn 1 M) of the 142 scommmycetes mznily
sampled fom e thmeosphere sod were amagmiic
owrd ot kaw 4 mdrator mcroosgamsms, bt only 9
wo ey (5 5% showed an in viko effec fowend ol the
micnomganisms med Among ese, tan (55510 and
3541 8) solaes ongimied fom Sahora mnd seven from
Skcera (R85, B84, RRII, BRIT7, BREA, R and 5540}

Inferaceve macton baween scinomycetes
mnd B cmerea

There was a signifcant meerxction between the actnomy-
cefe Boles mnd e phyepahogens fmgss. When the
fampas was grown with aainomycere Bolifes on the same
A plie, o sigmficant zone of midhEon wes obsenved
moond the fangas inocalum {Fag. 1 However, the level of
mhddon varied sccording oo isolaes, with 5538, 5580
md 5522 m the powerfial Bobte with te highe degree of
madudan

Admomycete Boltes wene effctive inrestsSceng racial
growth of B, ciwera. Microscopic observagions showed o
marked mompbnlogie! changes and sevese smactumal
dlteratiom of the fmgal myceliom (Fig. 2b-d). Farmfes
moE, we omerved cozgalagon mio the fungs oyoplsm
camcterizal by fhe appeamance of small vesicles o in
areme omes lrge vesicles or even empty celis devoid of
oy iopiesm (TFig. 2bed)

Fig. B Vo et om Bt

e T ] et ety ik ] B
et witen b e
et od PIA (i
ool pega i) e BT1E,

b 5527 ¢ S5hid; 4 5EF;

e B0 RN, g 358,

B 555k SSRIC; |- 5522 The
Higgus 4 e e Gedme of de
Pete s

ﬂ fpringer

Interacoaon between plan ard B cmerea

The nine selected mobies pramed the sme potennal and
e o mapress e stk of plantles by B civeren. Ta
ovoid redandancy, only neiels ohtsned wih 5538 sobes
will be presenied hee. The contml leaves were healéhy
iFig. Ja), whereas keaves meated with B cinerea exbied
e clasac symgeoms of gray mold (Fig. X Howeves,
svmpEam develmpment on deached keaves did oot oooar
wien plhnfes wee  ipoculaved with  actmomycees
Fig %) When in vEmo detached leaves (from conzol
plartlets and ploles momalxed wih acomomycers Bo
lafes) were challemged with B ciwenna, S fangal mowth
was mpresmed on kaves shsequendy oeafed wah the
moltes (Fig 5l mdwsong thee e pesance of e xt-
mmycetes restsct e gread of e pefiogen. The same
poeection owaxl B claeres ws obkenved when wiole
plantlets were submequendy mocubted woh sotimomy ctes
Fig 4

Miooscomc mahss

Conial leaves show umoltered oomees (Fig. Sa) Treatment
of leaves with mobses fod no incdence on leaf modere
Fig. ) whie e parenchyma of pothogen-nocehted
leaves showed an mtersive colomzation by B cmerea
Fig 5cp Pathogen mgress owand the mner gsmes ool
aded with extensive plant cell dsorpanizaion sach 25 bt
cell wall akention (Fig. Sci. In massively invaded anes,
cell walls weme o longer dwcernihile m extreme omes
iFig. 5ch MNeverthelas, keaves pre-treated with actmamy-
cete isolates Before hedr inoculagon wih B clmerea
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Fig. 2 Hyphil mycdim fom te wae of insrstios hewas
B cdaerea sl acbacerrode aonis M osal vpln o B chese
Bl Mg cliioh mbes e 2ome of e atod Bawess B cienad

fowed thx mathogen growdih wes sopped at e leaf -
HBce (Fig. Sdi

Temoniamical charscteripaton of the selected imolites

Toe nme scected stams wene feswed for fswomomic
diveri¥y ming mopiwiogcal, calenl, phvsological and
binchemical cdiema as well o others feasres (Table 1)
Momhology of the actmomy cetes colomies ws determined
om the mediz nsed for ther isalagion. The asrial and sabe
smafe mycelam oolor was detesmined on mediz 1SPL 5, 4
mnid 6 (Table 1) The nine srains showed differenit shiiges
o assimilate 1T cadhon soorces tesied . Al strmns wene able
o mse cfrate, sacmise, fnactase, gleeome, maltose, manmatal,
mammcse, melfiloose, botose and gheeml = sale casbon
soaxes whereas momiml, Draffincse, sochatal, fhammnose,
galactose, and oykwe were mot msed by 88518, 585, 522
anicl 5558 b only dhime mmains weme dhle o e arshimose
{Tahble [} Al sirame were sers e o Novobiocm (30 pgh
and Pal ymyxin B {300 1) (Table 1} Strains 55510, 55018,
ERS, 555, 5522, and 5538 wem rexitant to salfamides bat

o’ il
e it 5533 b Paetaly enptin! syodiis o B sesadies i die
ﬂlﬂ.l Beiprinl mpcoum (@ew]. Re = 40 g @) 00

ERI7, 5539 and 3540 were sersEive. Stains 555, 556 and
E8IT were resitant to Gentamycin (10 yg b and Back=cin
{101} whemas S8hi 0, S5hiR, 3522, 5538, 5539 and 5540
wem senmifive o theme andhiodos. Omly smaims 5527 and
5538 wer resimant oo Cefaloem 30 pgh

The mahys®s of cellabr corgEoens of the nme: molazes
mveled the presence of te L. disminonimelic scid {TiAF)
Enmer enceqt three molies 555, 5559 and 3540 ha Dl
DAF (Tablke 1) fix of the seleceed molbtes wemr amigned
HH:I!F.IIE{.EEI.TWWI and fhme to the gems of
Mimmamagnan

The sagquendng of the 165 RNA of tee sTams
(Table 2} confizned dis clssificagon. 35500 and 5538
tnbees exibited 9%5% and 9% sequence idemgEy to
Sirepinamyary amlata, mapec@vely. SR51E 556, 552 and
ER27 imnlares exkibited 9890 saquence identwy fa, Sreprae
pryces endosymbont of Philanshus wausrar, Sirepeomsmvces
Fmieniring, Srepaenyces sp. FXIZ3 and Candissur Strep-
forares ol ifamnkd I:i.:_n-'ﬁa.li'm'l'; mspecthvely. 5585, 5539
md 550 exiibured 8% sqoence idemzy o Micmoma
magnara Aavaprices,
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I¥iscussdan

In this smdy, sesmomyceres foom foor Momoccen Reo
anere sk of heakhy vinevard fields wese mnvestigated.
AcEnomycer coonts were [ower in alinfme soild than in
meural sols sopponiing the et tat, m geneml, actmo
mycetes preder nestral o afimdine sofs ax o nanmd habea
s reparted By Coodfellow and Willimms (1985 ) Acoondmg
o dots svmibhie m the Gteraare, the species compo sion of
scemomy oot es i the plunt curosphene B mamly dedermined
by soil pamameses, wherees the abundnces of parScoular
smecies; depend bsgely on the plant (Kabloeskn ond S
mya | 90) The ohserved dismibston of admomycetes in
the rhipnsmhere soals mvestigated are i Ene wih resalks
fom mrevioms modes of indigerons Momoomn fokias
Barakate etal {20030 and Tlamdeh et al (20082} howed 2
mmier propomon of scanomycetes m the hactenial poma
bson Dummg previoes mvestigations on Iady grapevine

&) Springer

exfeiaing e spsnpiens of gy
Wil ke 553 Befve el botdaton with B, cdweta shiow i
mlwced esiibao: bewrd e pailicgss Bai— 1 s

moel] disere, d leases pre-De el

micmflora, the comgant mesence of Sneplomnceses was
ssceiamed (Verces et al 1990, 1991, 1992}

The phn powmesses €5 own meachmisns of resdsoane
{Frarcesch et al X005, bot te micmo.ogemams of the
sl ool contrimate o Gk figh by oty sabstances
mimnig e growth of phytomthogenic fang (Vasslev
o pd ZiK; fain and Joim 2007) or samobeng the mamal
defences of the plant Preventen ol 2006; Lehr et ol J0E).
In the present stady, e mme selected Actmomycete Bo-
btes, belongmg o Srepeomyorr and  Micromomospara
pevrma, were stowT to be effidency able to lmit growch, ar
feast om Par dubes, of B cowra, the goy maold agent.
The comfirmation of fux protective effed m sod 15 now in
mnces. As reported by oher sadbes | thos profecave effea
mge be moeaswed by dhie ashaley of the sedected Aceno
mmycete srans fo emcrete chifnasea (T aechowizan en al.
H0dy, ThA (Moetmer-Mod ef 2l 2001), siderophores
Manhijs et al. W07, Hamdah et ol 20080; Caoetad W05
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Fig. 4 Ceopesion plintien a Chato] phatior:, b ool phots .
B cinered showing the sl sepiose of gay sould ¢ plee
immcai e wich Lol 5S4, i Bt pee- et w4 h tiacamyt it

e befee des Soofitos wih B caersd showisg bl
i e bowand Bhe pathdges B = | g

Fig. 5 Ligy mirogmphs of amphs (oo gogooss o
o Sampie fom e wreaal (omed] g e b b
Ercubied Wil actacasede (mdab 553, ¢ eavis Eooiiaial
with B. cineaca aad exhiBisag the smpEons of gmy sl Esoms,
The lyplme of to pahcpen sbunlady cooaim e opidomis anl
dy poroachiena Fusgal geowth oocurs Bof amaclukely aal

e Dulasly. Pathogen sy sl dhe lef concde with e
ool wall oloe et Cans Copnossl, o Doates pee-Eeannd Wi th sodane 55
e her Aodation wih (B cveras = o) showing chancid
pssroe ewied the pabogen e fuagal growt is sl y o el
b o et
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et ml HOCT Pl sned Fanemjee {1985 swowed that snluhl
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pallesrens, and Hebmimhognonium arpsee. Mome recentdy,
myceliom growth of O, emeprosddes and O, plovaspanaides
was also mbhiited by e stiommycaes calans, when
groen joindy i PIDA mediom phtes (Somes et al. 206,
Fecencly, examiraton wnder fhe light micmoscope Swwed
beter decomposer fangal colomy margins adjpcent to the
sty cates calanies showing the lysing of hyphse and
sooeted yploe of gemminadng spores (Jayasinghe and Fao
famsom 2008 ). Thene am many repoms relaed oo anedhiotic
sohstances which induced malfunctions sach as stunting,
dissoetion, swelling, lphal promaberances o highly bran
ched appearance of fangzl gesm tobes (Guanji et 2l 1985
e and Vidnesw ey 3002, Jowr micmsoomic observe
goms showed maried mophological changes and severe
smactural akeraions of the fungal myceliom in the presence
of acanomycetes. These resaks ame in ne widh exlier
owovaion of several secmoms of the imvading yphoe,
which displayed vasioms levels of cellalar dsorgamzstion
that ranged from wall locsenin g to cyton] asm d Esinte g mtion,
= nresalk of teatment with s boo logical coneolagent (Masih
e ol B0, Alt Barks e ol 5000 Several studies reported
ot B civerea mycelum prments severe mombhological
cdhanges charactemized by excessive hzndhing and seelling
af the cell wall when the funge wes co.culiumed with
mitagonks (Lokn and Fovel 15995, AR Harks etal . 2000)

(e siady demorsmates ot the mne selecied moltes
mesentad the same potendial fo supmss the amack of
plantlets by . cinerea, providing an evidence of the ben
dicial effect of acanomycetes mobwes m reduang the
extersion of fangal coloniration mio e plnt tEswes. In
similar way, @ fos beendemonsmated dot when grapevine
plantletxs were baded red with Stam Pally (Al Badis et ol
2007 or Pichio ansmala strain FY-102 Masih et al . 20000,
mid fhen moculsted with . cimenea, e symoioms of gray
mold fadled to develon, demorsranng that e resence of
miagonks wis scoommamed by an indedion of plene
msmiarce to the pafogen. Acconding o El-Tarshily and
Sivasitomparem (K G), non-SEpiomycets actimomy celes
e omong the hiocontol apents soadied, especially tose
belonging to e gens Micomanaspon, which me mown

for the prodection of antdviotics and Roadive compounds,
which aa in e contral of plant pehogens. Recendy, the
apxity of Mioommospomnm aurmndaca o contral Fuehe
azm alidemem in vito and in wheat plants grown in pots was
mpocted by Hamdal ee ol (20055

When plants moculated only with scdnomycete Bolates
wem sampled sevem] weeks later, and ther Smvees were
macerated i baffer and cakwred on PIA mediom, the
molaes were shle o grow on e mediom demorsring
that the scanomycetes mtablih mffeien endopintic
popualations in de plant (epublished daa) This chimac
teritic may allow to them to produce significant amoants
of ardfungal compounds which may mdece plont defence
mechansms.

Six of the most selected Bolates wem aswigned w0 the
gemz of Sreprasnpces and dhree wo e gene of Micromo-
mospone. Akhoagh smams 5540, 5539 and 585 werme
classifiad o5 Micromsomas para fevopr sea and strains 5558,
ERhL0 a5 Srrepaomnices anmlaws, the Bobres showed dif
feremt biochemical snd morphological chmactenistics
(Tahle 1) and (Fig. 1. Toe addigomn] comporative stadies
re neaded to resolve the finer tanomomic posgion of oo
selected stradns, mpecially since the s=ins feve idendical or
meady idemtical 165 rENA gene sequences. DRNA-TINA
wlatedness sudies are mwed mmEnely o rmolve fmer 2w
omomic relation s s hatween closely related actimomy ceres
(Kim et al . 200% Groth et ol 2004

Comchision

The present work describes the poential of nme actmo
mycetes to bt mycelin grow s m vito and n planty 0
swown by e heakhy plmdes despie the presemce of
B cinerea. However, e mbdhiory effect of tese kolates
on the growth of soilkhorme fungal pathogers and disease
development is profably demived from more than ome
mectonism. Altowngh e exmct mechomsms by which
fese aamomycetes Bolues opemate o redoce disease
moiderce & mot ehwideted, ore possbalEy is thot these
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Hocontml agenes exet a dimet inbabory effct on Hyphind
growth and snoctrme of fongal patbopens. Forber staches
re mecemay to evalmie the effect of these peenzal hio
onenl sgens in greenhoase and field condigons, and ako
wn iy and chamcerme the secondary metbofires oo
daced by gese scEnomyces.
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CHAPITRE I1

Actinomycetes promoteurs de la croissance
des plantes (PGPR) en tant qu’agents de
lutte biologique
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Dans le sol, I"activité microbienne est intense particulier dans la zone sous
I'influence des racines, la rhizosphére, qui cotpdus d’un million de microorganismes par
gramme de sol. Les microorganismes trouvent ent effsms ce milieu des substrats
energétiques libérés par les racines et nécessalees métabolisme : sucres, acides aminés,
acides organiques, hormones... Certains de ces mgamismes, principalement des
bactéries, sont capables de coloniser efficacetesnsystéemes racinaires et influencent de
maniere bénéfique la plante en stimulant sa cnotgsat/ou en la protégeant contre des
infections par des agents phytopathogenes. Ceérlesctie la rhizosphere sont alors reprises
sous le terme PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizieiig.

Les actinomycétes sont des micro-organismes PGRRbs de coloniser la
rhizosphere grace a leurs caracteres antagonigtesorapétitifs vis-a-vis des autres
microorganismes du sol. Certains sont connus peur production de sidérophores qui
permettent de chélater le fer ainsi privant ledies autres microorganismes (Gaal., 2005 ;
Gethaet al., 2005). La production de sidérophores $agriseorubiginousest efficace dans
la lutte contre la fusariose du bananier causéeFpaarium oxysporuni. sp. Cubenese
(Getha et al.2005). D’autres sont parasites de champignons@tugant des enzymes qui
leur permettent de dégrader la paroi des cellwegifijues ; le parasitisme des mycélia de
champignons par les actinomycétes a été décrit plusseurs travaux (Yuan et Crawford,
1995 ; Khamet al., 1997 ; Tréjo-Estradat al., 1998 ; El-Tarabilyet al., 2000 ; Xiaoet al.,
2002 ; El-Tarabily et Sivasithampar, 2006 ; Erragdhal., 2007 ; Jain et Jain, 2007). Plusieurs
enzymes chitinolytiqgues ont été identifiés chezaires espéces d’'actinomycetes dént
antibioticus(1966),S. lividens(Miyashitaet al., 1991),S. lydicusWYEC108 (Mahadevan et
Crawford, 1997)S. plicatugAbd-Allah, 2001) e6. halsteiiAJ-7 (Joo, 2005).

Les PGPR stimulent la croissance des plantes dérafites maniéres. Elles sont
capables de coloniser la rhizosphére, volume dwsisod au voisinage immédiat des racines
des plantes, en utilisant les exsudats racinaoesre substrats nutritifs, et ont, en retour, un
effet bénéfique sur la plante. Cet effet bénéfigeet étre direct, lorsque la bactérie stimule la
croissance racinairgia la production de phytohormones, la solubilisatdun phosphate
inorganique, la fixation symbiotique ou non de @8zetc..., ou indirect, lorsqu’elle inhibe la
croissance des organismes phytoparasitaires (ansagevia production d’antibiotiques,
d’antibactériens et/ou d’antifongiques, de chitesgsde sidérophores etc...). Par ailleurs, la

symbiose associative (aptitude endophytique) eldrdactérie PGPB et sa plante héte

96



ameliore grandement I'efficacité du transfert d&aiments ou autres substances bénéfiques de

la bactérie a la plante.

Une des particularités intéressantes des PGPR erédahs leur compétence
rhizospherique. Ceci correspond a leur capacit@laniser la rhizosphére, les surfaces
racinaires, a y survivre et y proliférer pendané peériode considérable en présence ou non
d’'une microflore existante (Whipps, 1997 ; Bloentbet Lugtenberg, 2001 ; Compaettal.,
2005a). Cette compétence est un pré-requis pouteguBGPR puissent présenter des effets
sur leur plante héte. En effet, une absence d’eistPGPR, que ce soit dans un cas de bio-
contrble ou de stimulation directe de croissancdadglante, a souvent été associée a une
faible compétence des PGPR a coloniser la rhizesplet les surfaces racinaires
(Thomashow, 1996). Ceci a conduit a la recherceePd&PR présentant une forte compétence
rhizospherique mais également de PGPR pouvantrentiatérieur de leur hote végétal, lieu
ou elles peuvent étre relativement protégées deditaans extérieures (Nowak et Shulaev,
2003).

Les effets des PGPR endophytiques sur la plante ssarvent plus prononcées que
ceux des bactéries restreintes au niveau des sarfacinaires (Conet al., 1997 ; Chanway
et al., 2000). En effet, lors de la colonisation endogiuyai, les PGPR internes ont une
interaction plus proche avec les cellules végétgles les PGPR non endophytiques. Elles
stimulent, de ce fait, d'avantage les défensea etdissance de la plante (Nowak et Shulaev,
2003). Enfin, elles sont mieux protégées face am@ss biotique et abiotique que les
épiphytes bactériens et interagissent ainsi plogtamps avec leurs hétes (Hallmagtnal.,
1997). Ces bactéries PGPR présentent un granétisigentifique et agronomique majeur car
elles jouent un réle important dans le fonctionnetraologique de la rhizosphére, et ont
donc un effet important sur la croissance des efant'effet PGPR offre donc des possibilités
intéressantes pour une agronomie respectueusemardnnement. En effet, une meilleure
connaissance et utilisation de ces populationsbacnes pourrait permettre une diminution

des intrants phosphatés et des pesticides polldantsles sols agricoles.
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De nombreuses recherches ont été réalisées sulelfisnt des actinomyceétes et leur
utilisation comme agent de lutte biologique cotdephytopathogénes du sol. Cependant, les
études portant sur la colonisation endophytiquéadaante par les actinomycetes PGPR, le
devenir des PGPR endophytiques au sein de la plaim& que les mécanismes associés a
leur colonisation méritent d’étre étudiés. Touthadied d’'un point de vue fondamental, afin
d’analyser et de comprendre ou se situent les tegtéourquoi elles se retrouvent dans
certaines parties de la plante et quels sont lesanigmes de défense de la plante associés a
leur colonisation. Ensuite de point de vue ap@jqear le consommateur, peut demander si
ces microorganismes sont présents dans les pdeitsplante destinées a sa consommation.
Ainsi, I'étude de la colonisation de la plante [ PGPR endophytiques apparait comme un
pré-requis avant leur utilisation sur les plantasv@es (Nowak et Shulaev, 2003).

D’apreés la littérature, la colonisation endophytgqles PGPR au niveau racinaire peut
se réaliser de différentes fagcons. Tout d’aborddiae d’émergence des racines secondaires
de la plante constitue une ouverture naturelle pemt I'entrée des PGPR a l'intérieur de la
plante (Reinhold-Hurek et Hurek, 1998). Ensuits, idessures provoquées par des facteurs
biotiqgues, comme par exemple les agents pathogpeaesent également permettre I'entrée
des PGPR (Lodewyckgt al., 2002). Une autre possibilité consiste en la si&rgpar ces
microorganismes, d'enzymes dégradant les paroisila@iets de la plante telles que des
cellulases, des endoglucanases, des polygalacsg®ret des xylanases (Hallmann, 2001 ;
Lodewyckx et al., 2002 ; Gyaneshwaet al., 2001). Cette sécrétion enzymatique est
cependant de faible intensité et n’est pas uneséa continue qui détruirait les tissus de la
plante. Elle permet ainsi juste a certains PGPRogimgtiques d’entrer a I'intérieur de leur
hote végétal (Rosenblueth et Martinez-Romero, 2086jte a leur pénétration dans les
racines, certaines PGPR endophytiques vont se geotans différents tissus de leurs hote
(Whipps, 2001 ; Rosenblueth et Martinez-Romero,6208grensen et Sessitsch, 2006). La
colonisation affecte tout d’abord le cortex raciaapar la voie intercellulaire et atteint
ensuite la barriére de I'endoderme (Sprent et Jah®&5 ; Reinhold-Hurek, 1998 ; Hallmann,
2001). Néanmoins, des cellules de I'endoderme défuites lors du développement des
racines secondaires (Hallmann, 2001), ce qui tad#i propagation des PGPR endophytiques
jusqu'au cylindre central. Les endophytes bactéripauvent alors atteindre les vaissaux
conducteurs du xyleme et les utiliser pour se ggepgusqu’aux parties aériennes de la plante
(Sprent et James, 1995 ; Jameesl., 2002 ; Cocking, 2003). Cependant, il est importet

considérer que cette migration des bactéries erytiephia les vaisseaux du xyleme a fait
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'objet de beaucoup de discussions. Il a ainsiréforté par certains botanistes que les
endophytes ne se propagent pas par le xyleme,phadt par I'apoplaste de ces vaisseaux, la
lumiére du xyleme a bien été prouvée et diversddiqations citent, ainsi, une propagation
des endophytes par cette voie de colonisation ifkéalh, 2001 ; Compaset al.,2005b).

Afin d’étudier la colonisation des PGPR endophyiguil faut pouvoir visualiser ces
microorganismes et les différencier de la micr@flexistante. De plus, des composés de la
plante peuvent souvent étre confondus avec desriexctll apparait de ce fait, primordial de
les identifier sous conditions gnotobiotiques (emwnement contrélés ou le seul micro-
organisme présent est celui inoculé) (Hallmann,120@galement sous conditions non
stériles. Ceci est possible, notamment, grace ang@gueurs moléculaires comme par
exemple le génagfp (pour “Green Fluorescent Protein”) codant poar protéine verte
fluorescente ou ses dérivegfp cgfp et ygfp (Larrainzaret al., 2005) ou a des marqueurs
chromogéniques comme le gégesAcodant la protéine GUS ditglucuronidase conférant
une coloration bleue a la bactérie aprés ajout dubstrat (Gamaleret al., 2003 ; Jansson,
2003). Cependant, certaines particularités morghglees remarquables des actinomyceétes
(mycélium aérien, mycélium de substrat, la produrctie pigments diffusibles...) offrent la
possibilité d’étudier leur colonisation sous coimlis gnotobiotiques sans avoir appel aux

marqueurs.

Ainsi, dans ce deuxieme article, nous avons éVakiéompétences rhizosphériques et
le pouvoir de colonisation épi- et endophytigue9dmuches d’actinomyceétes isolées a partir
du sol rhizosphérigue de la vigne saine sauvagerdgions du Maroc (Logmaat al.,2009).
Ces souches sont sélectionnées pour leur meilléetr antagonistan vitro vis-a-vis de 5
champignons phytopathogenes y compiagrytis cinereal’agent de la pourriture grise de la
vigne. De plus, les résultats préliminaires obtgmarsces souches en matiere de protection de
vitroplantules de vigne vis-a-v8. cinerea suggerent que ces souches peuvent étre des PGPR
présentant des compétences rhizospheriques mdenégd peuvent entrer a lintérieur de

leur hote végeétal en stimulant sa croissance odé&fesises naturelles.

Pour ce faire, nous avons vérifié tout d’aborddpazité de ces souches de pousser sur
un milieu a base d’extrait de plante de vigne comsmde source nutritionnelle et de garder
sur le méme milieu leurs pouvoirs antagonistesawss B. cinerea Les résultats obtenus

montrent que 9 souches peuvent pousser sur ceunmilas seule 5 présentent un pouvoir
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antagoniste important vis-a-M&s cinerea Des observations microscopiques des hyphes de ce
dernier prélevés au niveau de la zone de confionta@vec les actinomycetes antagonistes
montrent des changements remarquables par rappotéraoin (dégradation partielle ou
totale). Ceci a été confirmé par des observatiéaisees en microscope a fluorescence en
utilisant les colorant vitaux tels que le Red Néele Calcofluor white. Pour évaluer les
compétences rhizosphéeriques, endophytiques et/opratection de ces 5 souches, on a
inoculé par des suspensions cellulaires stérilene¢nsous conditions gnotobiotiques la
rhizosphere de vitoplantules de vigne. Nous avdiseiweé que ces 5 souches colonisent les
surfaces racinaires, puis pénétrent dans les magsgu’aux feuilles. De plus, en présence de
ces souches, les plantes ne présentent pas lestsyagpde la pourriture grise. La pénétration
intra-racinaire des actinomycetes et les défenssscaes peuvent étre corrélées a la sécrétion
d’enzymes dégradant les parois cellulaires paadtisomycetes. Ainsi, nous avons démontré

gue 4 de ces 5 souches synthétisent des endogbesana

Les résultats importants obtenus par ces 5 soucbempétences rhizospheriques,
colonisations endophytiques, croissance et pratecte la vigne, offrent donc des possibilités
intéressantes pour une agronomie respectueuseedeirénnement avec moins ou sans
produits phytosanitaires. En effet, une meilleutisation de ces populations bactériennes
nécessite une meilleure compréhension des mécanigoieinterviennent pour stimuler la

croissance et/ou les défenses de la plante.

Egalement, dans le troisieme article, nous avoakiéwd’autres caractéristiques PGPR
des souches sélectionnées ; a savoir la capatiégamistique de ces souches vis-a-vis
d’autres phytopathogénes de la vigne, la produat@smolécules stimulant la croissance ou
les défenses naturelles des plantes en conditiotalo@atoire. Par ailleurs, nous avons
démontré que 4 des 5 souches pouvaient stimutgoissance et de protéger des plantules de
vigne (Vitis vinifera L), en modeéle rhizosphérique controlé. Ainsi, ksuches les plus
performantes,Streptomyces anulatug§SS38 et SSh10) eMicromonospora flavogrisea

(SS40), augmentaient respectivement la croissamtz plante de 80%, 76% et 73%.

Ces souches se sont avéreés capables de prodsiinotiecules de type acide indole
acétigue (AIA hormones capables de stimuler lassgnice et les mécanismes de défense
naturels des plantes). De plus, Ces souches peausst solubiliser le phosphate en milieu

synthétique minimum (SMM) liquide et de produides sidérophores et des chitinases.
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ABSTRACT

Biological control is an alternative to pesticides protection against crop diseases. A
key to progress in the field of biological conttolprotect grapevine againBotrytis cinerea
is to selecin vitro the best agent to be applied in the field. Padtefnhcolonization oitis
vinifera L. cv. Chardonnay plantlets by anagonistic actiposte isolated from Moroccan
Rhizosphere soil of healthy vineyard fields weredstd under gnotobiotic conditions.
Endophytic colonisation patterns were monitoredtly presence of actinomycete in the
tissues of the fifth leaf. Analysis of the actinarate colonization patterns showed that this
strain colonizes grapevine root. Furthermore, walll-degrading endoglucanase secreted by
actinomycete explained how the bacterium gainsyemito root internal tissues. The
simultaneousn vitro co-culture ofB. cinereaand actinomycete stop the spread of fungus,
stimulate the growth and enhancement of the registaf grapevine transplants. Microscopic
observation oB. cinereamycelium from the zone of contact between the fisngnd with
actinomycete on grapevine tissue extract agar slaogvewth disruption of fungal mycelium.
Evidence for physiological changes in these fungs wbtained by vital fluorescent staining

with Calcofluor white and Nile red.

Keywords: Actinomycetes, endophytic potential, antifungaliatt, Botrytis cinerea Vitis

vinifera L.
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INTRODUCTION

The causal agent of grey moulBptrytis cinerea is a ubiquitous necrotrophic
pathogen and can infect almost every plant partaowide range of plants worldwide
(Rosslenbroich and Stuebler, 2000). The controhisfand other fungal diseases of grapevine
is mainly by use of chemical fungicides. Widespraad of chemical fungicides has certainly
decreased the incidence of fungal diseases, btheatsame time has contributed to the
appearance of fungicide-resistant strains of thiaquens. Due to consumer resistance to
chemical residues in food and public concern farirenmental safety, there is an increasing
demand to develop alternative methods for diseasera (Elad et al., 1991; Gerhardson et
al., 2002).

In recent years, microbe-based biological conwblplant-pathogenic fungi has
increased in agricultural importance as replacemensupplements for agrochemicals, which
may pollute the environment. Public concern abdugnuical pesticides has fostered an
interest in application of bacteria for biologiantrol to protect agricultural crops against
pathogenic fungi. Microbe-based biological contadl plant diseases has increased in
agricultural importance as replacements or suppisrier agrochemicals, which may pollute
the environment and affect non-target organismgh&@dson et al., 2002; Welbaum et al.,
2004).

One of the potential non-hazardous alternativesthi® chemical fungicides is
biological control, which consists of the use ajlbgical processes to lower inoculum density
of the pathogen in order to reduce crop loss (Beeval., 1989; Thomashow et al., 1996;
Larkin et al., 1998; Masih et al., 2000; Errakhiagt 2007; Hamdali et al., 2008). To date,
many promising microbes have been reported as datedbiocontrol agents against soilborne
and airborne plant pathogenic fungi (Hallman et H97; Sivasithamparam, 1998; Sturz et
al., 2000; Bacon and Hilton, 2002; Mucciarelli & @003; Narisawa et al., 2004; Jain and

Jain, 2007).
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Beneficial bacteria, known as plant growth-promgti rhizobacteria (PGBR)
(Kloepper et al., 1991), colonize roots, enhanamskmergence, and stimulate plant growth
either directly, by producing plant hormones ang@roving nutrient uptake, or indirectly, by
changing the microbial balance in the rhizospherehe favor of the beneficial micro-
organisms (Nowak et al., 1989; Lazarovits and Not#97; Ait Barka et al., 2000, 2002;
Compant et al., 2005a, 2005b). Plant growth-prongobiacteria are associated with many, if
not all, plant species are commonly present in mamyironments and positive effects of
plant-associated, beneficial bacteria have beerodstrated with annual crops such as wheat,
soybean, lettuce, bean, maize, barley (kloeppat.e1991), potato (Nowak et al., 1998), and
some woody plant species (Hallman et al., 1997rzS¢t1 al., 2000). The ability to colonize
roots has been considered the major factor tharmetes inoculum efficacy both the crop
yield enhancement and for disease control (Scheb#h, 1981; Weller, 1988). This has led to
an emphasis on selection of plant-beneficial bactéhat are rhizosphere competent
(Raaijmakers et al., 2001). In addition, therengpke evidence that bacteria can also colonize
internal tissues and thrive as endophytes in rantdor shoots and leaves (Dong et al., 2003;
Garbeva et al., 2001; Hallman et al., 1997; Whi20€1).

Actinomycetes, especiallystreptomycesspp., are among the most fascinating
microorganisms. Actinomycetes are well-known isadlatrom the rhizosphere have been the
focus for excellent biocontrol agents to soilboptent diseases (Fabre et al., 1988; Tokala et
al., 2002; lkeda, 2003; El-Tarabily et al., 2000rakhi et al., 2007; Jain and Jain, 2007).
Some actinobacteria are also known to inhabit igsués of healthy plants. By cultivation-
independent techniques based on 16S rDNA genesctimomyctes were found to colonize
inside the roots of barley (Thirup et al., 20019 atems of potato (Sessitsch et al., 2002). The
actinomycetes resided in healthy plant tissues owitlcausing symptoms of disease were

defined as endophytic actinomycetes. The first phgiic actinomycetes studied from non-
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leguminous plants (Benson et al., 1993). Other phylic actinomycetes such as
Streptomyces Streptoverticillium  Nocardig ~Micromonospora Microbisporg and
Streptosporangiunstrains were isolated surface-sterilized rootsliierent plant species in
Italy (Sardi et al., 1992) and of maize in Bra&Ardujo et al., 2000). The use of endophytic
actinomycetes as bicontrol agents of soil-bornésrdsease is of interest through their ability
to colonize healthy plant tissue and produce amtiits in situ (Kunoh et al., 2002; Cao et al.,
2004; Conn et al., 2008).

Nine antagonistic actinobacteria isolates fromrfMoroccan Rhizosphere soil of
healthy vineyard fields (Tinjdad, Skoura, Saharal Brrachidia), previously selected for their
ability to control the grapevine gray mould (Logmetnal., 2009)n vitro andin vivo. This
study was also designed to survey endophytic attyeetes in grapevine for use as a
biocontrol agent during the cultivation of tissudtared plantlets because of recent studies on
the potential of endophytic actinomycetes as bitcbagents.

The effect of the suppressive strains on the grafttine pathogen was determined byian
vitro plate assay. Protection from gray mould causedBbycinereawas tested under

controlled environmental.
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MATERIAL AND METHODS
Actinomycete strains

Nine actinomycete strains used in this study wsotated from rhizospheric soil of
healthy vineyard from four different Moroccan fisldTinjdad, Skoura, Sahara, and
Errachidia). Among these, two (SSh10, SSh18) iselariginate from Sahara, seven from
Skoura (SS5, SS6, SS22, SS27, SS38, SS39 and I8éMequencing of the 16S RNA of
these strains confirmed this classification; SSat@ SS38 isolates exhibited 98% and 99%
sequence identity tStreptomyces anulatusespectively. SSh18, SS6, SS22 and SS27 isolates
exhibited 98% sequence identity t8freptomyces endosymbiont of philanthus venustus
Streptomyces fimicariygandCanditatus Streptomyces philanthi biovar basilagspectively.
SS5, SS39 and SS40 exhibited 98% sequence iddntitlicromonospora flavogrisea
Previously characterized and selected for theilitakio control the grapevine gray mould
(Logman et al., 2009). Actinomycete spores from sb&ected strains were stored in 20%

sterile glycerol at -20 °C.

Botrytis cinereaculture

TheB. cinereastrain 630 used in this experiment was provide®hyBrygoo (INRA,
Paris, France). Filamentous fungi were maintainegaotato dextrose agar medium (PDA).
Fungal inoculum was prepared by growing the funigusone week on fresh PDA medium.
After this period, theB. cinereaisolate had developed abundant hyphal swellindgee T
mycelium was removed aseptically from the PDA @atad was briefly homogenized in a
disinfected blender in the presence of sterileilidt water. The density of the fungal

inoculum was determined and the concentration®fihgus was adjusted to”1€pores mit.
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Confrontation tests

The actinomycetes were inoculated on the sidehefRetri dishes containing the
grapevine tissue extract agar (1 kg sheath choppedmall pieces was submersed in 1000
ml boiling tap water for 1 h and 15 g agar was ddilgrates). After inoculation at 28 °C for
4 days,Botrytis cinereawas inoculated on the centre of the Petri pladdter 4 days under
the same culture conditions, the distance betwkeretige of actinomycete colony and the
edge of fungal colony was evaluated for evidencalubition.

In order to test the effect of actinomyceteRrcinereastructure, a thin layer of fungal
mycelium was aseptically removed from the zone aftact between the isolate aid
cinereaand placed in a drop of sterile water on a miarpecglass slide. A cover slip was
placed on the film, and observations were made ruih@emicroscope (Model BH2, Olympus,

Japan).

Fluorescent staining of Botrytis cinerea mycelium

For vital observations, mycelium &. cinereawas stained with two vital fluorescent
stains, Calcofluor white (Sigma F-3397) and Nild (8igma N-3013). Stock solutions of the
stains were made at 1 mg Tifor Nile red in DMSO whille Calcofluor white (Sigm
Fluorescent Brightener 28) was made at 1 mg ml50 mM phosphate buffer. The working
concentration in staining solutions (ul stock soltmi™ MilliQ water) and staining times
were 15 min for Calcofluor white at 3 pl Thland 20 min for Nile red at 2 pl Ml The effect
of actinomycete on vitality dB. cinereawas tested by adding the fluorescent stains tgusn

mycelium in eppendorf. Three replicates per treatmere performed.
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Plant material and in vitro growth conditions

Disease-free plantlets dafitis vinifera L. ‘Chardonnay’ were obtained by growing
nodal explants on Murashige and Skoog medium (196&pplantlets were grown under 200
pumol m2 & white fluorescent light for a 16 h photoperiod & 2C day and night
temperatures. Multiplication was done in 25-mm-cditen test tubes containing a 15 mL

medium. In each of the following experiments 24 alakplants were used per treatment.

In vitro bacterization with Actinomycetes

The bacterial inoculum was produced by transfertimg loops of actinomycetes to 60
ml Bennett liquid medium in a 250 ml Erlenmeyeskand incubated at 28°C at 150 rpm for
4 days as previously described (Barakate et alQ2R0Bacteria were collected by
centrifugation (3000xg. 15 min) and washed twicéhwihosphate saline buffer (PBS) (pH
6,5). The pellet was resuspended in the same PB& lamd then used as inoculum. About 1-
cm-long nodal explants, taken from 6-week-old pitatwith removed leaves, were dipped in
the inoculum for 1 min, blotted with sterile filtgraper, and propagated on Murashige and
Skoog medium as above. Nonbacterized controls dipgeed only in PBS. The plants were

grown in the growth chamber as above.

In vitro growth responses of the first and seconadathird plantlet generations after
inoculation

Inoculated plantlets (first generation) were sutwed in vitro obtain the second
generation. Inoculation was carried out only onithigal explants, not on the second and the

third generation explants.
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Endophytic colonization

To determine endophytic colonization, plantletsevesmoved from the agar and the
roots were gently rinsed in sterile distilled watéFhe samples were surface sterilized with
70% ethanol for 5 min, followed by 1% commerciatddh and a 0,01% Tween 20 solution

for 1 min, and then washed three times in distieder (1 min each time).

Analysis of the cell wall-degrading enzymes aciest

Enzyme activities were determined by the methothefReinhold-Hurek et al (1993),
with some modification. Briefly, plates containignnett solid medium, with either 0,2%
carboxymethyl cellulose (CMC) or 0,5% polygalacnicoacid, were spot inoculated with
actinomycetes and incubated at 30°C for 4 daysn Tihe cells were removed from the plates,
and the CMC-containing plates were stained Condq0¢l%) for 30 min; this was followed
by several washes with 1M NaCl to improve the asttr(Reinhold-Hurek et al., 1993).
Similarly, the polygalacturonic acid-containing fgis were stained with ruthenium red (0,1%)
and washed with 1M NaCl (McKay, 1988). Endoglucan#€MC-degrading cellulase)
activity was determined by the appearance on abssdkground of clear yellowish halos
around the points where the actinomycete was iabedl (Reinhold-Hurek et al., 1993).
Endopolygalacturonase activity was determined lkyabpearance of intence purple-red halos

on a colorless background at the point where tleéebam was inoculated (McKay, 1988).

Statistical analyses
The experiment unit in all experiment was an indlisl plant, contained in test tubes.
Plants (24) were evaluated per treatment. An aniatjio test was done using six plates for

each treatment. All experiments were repeated tinmress.
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RESULTS AND DISCUSSION
Microorganisms living within plant tissues for @t part of their life cycle without

causing any visible symptoms of their presencedafined as endophytes (Wilson, 1993;
Saikkonen et al., 2004). They inhabit majority eflthy and symptom less plants, in various
tissues, seeds, roots, stems and leaves (Johf).2RlAnts benefit extensively by harbouring
these endophytic microbes; they promote plant dro@ompant et al., 2005) and confer
enhanced resistance to various pathogens (Claysahdrdl, 2002; Hoflich, 2000; Arnold et
al., 2003) by producing antibiotics (Ezra et al002). Endophytes also produce unusual
secondary metabolites of plant importance (Taeckanviet al., 2005). In the present study,
the nine selected actinomycetes can grow on th@egnae tissue extract agar as sole nutrient
sources and only five (SS38, SS40, SS39, SS22 &hil() showed high antagonistic activity
against B. cinerea in the same medium (Fig. 1)s&lstrains can also grow in grapevine plant
tissues and produce antifungal metabolites in siiggesting that antibiosis may be one of the
mechanisms controlling this pathogen. Recently,memation under the light microscope
showed litter decomposer fungal colony margins @at)a to the actinomycetes colonies
showed the lysing of hyphae and aborted hyphaeeahigating spores (Jayasinghe and
Parkinson, 2008). There are many reports relatedntdiotic substances which induced
malfunctions such as stunting, distortion, swellihgphal protuberances or highly branched

appearance of fungal germ tubes (Gunji et al., 1&8ha and Vikineswary, 2002).
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Figure 1: Effect of Actinomycetes on hyphal mycelium growthem inoculated together on

grapevine tissue extract agar medium.
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The microscopic observations 8f cinereamycelium derived from 7-day-old co-
culture of actinomycete/fungus showed a marked haqgical changes and severe structural
alterations of the fungal mycelium in the preseotactinomycetes. The mycelium appeared
degraded, with large vesicles inside the cell w@dlg. 2). In many cases, the mycelium cells
had either no cytoplasm or the cytoplasm was deglet organelles (Fig. 2d-e). These results
are in line with earlier observation of several teexs of the invading hyphae, which
displayed various levels of cellular disorganizatithat ranged from wall loosening to
cytoplasm disintegration, as a result of biologmahtrol agent treatment (Masih et al., 2000).
Several studies reported that cinereamycelium presents severe morphological changes
characterized by excessive branching and swellinthe cell wall when fungus was co-
cultured with antagonists (Larkin and Fravel, 1988;Barka et al., 2002). The staining of
walls and membranes with Calcofluor white and Mdd could easily see structural changes
in mycelia. Calcofluor white is commonly used taistchitin and glucan-containing cell
walls in fungi (Reed et al., 1997) and growth paseas hyphal branching may thus be easily
observed in the treated hyphae (Fig. 3B). The sthowed excellent wall staining in all the
fungi and septation and the hyphal from could gdsd studied at a higher magnification.
Nile red stains hydrophobic components of cell svalhd intracellular membranes including
lipid bodies (Yuan et al., 1991). Wall and membgasguctures were invisible in the treated
hyphae (Fig 3D) compared to those untreated (Figy. 3

Our past studies clearly demonstrated the poteatiaine selected actinomycetes to
inhibit mycelia growthin vitro and in planta as shown by the healthy plantlespitie the
presence ofB. cinerea (Logman et al., 2009). Also, when plant inoculatay with
actinomycetes isolates were sampled several waéks In the present study, five of the nine
selected isolates presented the same potentiglattetn to suppress the attack of plantlets by

B. cinerea To avoid redundancy, only results obtained wi#88 isolates will be presented
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Figure 2: Hyphal mycelium from the zone of interaction betweB. cinerea an

actinomycetes isolates. a: Normal hyph@&8otinereab-d: Mycelium taken in the zone of
interaction betweerB. cinerea and Streptomyces anulatuslated strain (SS38). b:
Partially emptied mycelium. c: Big vesicles in theycelium. d: Emptied mycelium

(arrow). Bar =40 pum (a), 100 p (b-d).
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.
Figure 3: Botrytis cinereahyphae stained with Calcofluor white (A-B) and éNiied (C-D).

(B-D) effect of actinomycete on fungal hyphae. (Athtreated fungi. Bar=40 um.
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here. Selected isolates capable of establishingm@ndic and epiphytic populations, allowing
clonal multiplication of plantlets by nodal explant perpetuumwithout the need for re-
inoculation (Fig. 4A). The response of plant towddcterization was maintained and
amplified after the second and the third generat®everal studies reported an identical
behavior with potato (Frommel et al., 1991a), tam@illay and Nowak, 1997) or grapevine
(Ait Barka et al., 2002). Furthermore, as endophtjte actinomycete has the advantages of
escaping microbial competition and influencing tiest’s response to pathogens attack. To
prove the presence of endophyte actinomycete iribgléeaf tissues, disk of fifth leaves from
bacterized plantlets were deposited on Bennett unedAfter 4 days of incubation, colonies
of bacteria were observed around bacterized lehtiasues (Fig. 4B-b).

Vitroplants of Chardonnay are susceptible to furagtdck. When inoculated with.
cinereg they produced characteristic gray mold symptontisizv7 days (Fig. 5e). In contrast,
under the same inoculation and growth conditionslophyte actinomycete bacterized
vitroplants appeared healthy (Fig. 5c¢). Similapeses were reported cotton (Chen et al.,
1995), peas (Benhamou et al., 1996), potatoesz&tual., 1999), and wheat (Coombs et al.,
2004). They can also increase nitrogen fixatiory tb@n also increase nitrogen fixation in
wild rice (Elbeltagy et al., 2001) and accelerateds emergence, and endophytes isolated
from oilseed rape and tomato have the ability tprowe seed germination seedling length,
and plant growth (Nejad et al., 2000). Actinomyseteere chronologically detected first on
root surfaces, then in root internal tissues, amallf in the fifth leaf. Moreover, the presence
of actinomycete in the root tips (Fig. 4B-a) afteoculation also supports the possibility of

entryvia root tips.
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(A)

(B)

Figure 4: (A) In vitro responses of grapevine plantlets co-cultured v@treptomyces
anulatusrelated strain (SS38); (B-a) Microscopic obseonratshowing emergence of SS38
mycelia from disinfected root cuttings (B-b) te$tile presence of Actinomycete colonies in
leaf tissues sampled from bacterized plantlets &fier days of incubation on solid Bennett
medium; (1) First generation, (2) Second generati@&) Third generation, (T) control

plantlets.
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Figure 5: Grapevine plantlets: (a) nonbacterized plantldi¥;nonbacterized plantlets B.
cinereg (c) Bacterized plantlets witlStreptomyces anulatuslated strain (SS38); (d)

bacterized plantlets B. cinerea.

Figure 6: Photographs of endoglucanase activities oMigyomonospora flavogriseeelated
strain (SS40); (bptreptomyces fimicariuglated strain (SS22); (c-&treptomyces anulatus
related strain (SSh10) and (SS38) respectivelyM{edomonospora flavogriseeelated strain

(SS39).
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This conclusion is supported by the productiontd tell wall-degrading enzymes
endoglucanase by four of the five selected end@shgttinomycetes (Fig. 6treptomyces
anulatusrelated strain (SS38 and SShi18)reptomyces fimicariu®lated strain (SS22) and
Micromonospora flavogriseeelated strain (SS40) with hay production of thedl avall-
degrading enzymes endoglucanaseShgptomyces anulatuslated strain (SS38) (Fig. 6d).
It has been reported that the production of celll-degrading enzymes by endophytic
bacteria is usually linked to localized host pldetense (Hallman et al., 1997; Compant et al.,
2005).

Our data demonstrate thatvitro bacterization of grapevine plantlets can be usea a
new strategy for preventing the spread of gray ndidéase; however, the mechanism of this
preventative and growth stimulation needs to befigdd. Our model presents the advantage
to increase our understanding on the contributioenolophytically resident actinomycete to
plant-pathogen interaction. Furthermore, it makietobical control by means of endophytes
an attractive possibility, especially as an alteweato the control of plant pathogens by

fungicidal compounds, whose efficacy has provebpetainsatisfactory.
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Abstract

In order to select Actinobacteria that could imgrglant growth and thus agricultural
yield, we assessed different plant growth promo{RGP) abilities of five Actinomycete
isolates originating from four rhizospheric soiltedalthy vineyard from 4 different Moroccan
fields (Tinjdad, Skoura, Sahara, and Errachidia} thad been selected for their ability to
control the grapevine gray mould, for their rhiZespcal competence and endophytic
potential. We first demonstrated that all of thedeins were able to grow on synthetic
minimum medium (SMM) containing insoluble phosphate unique source. Four isolates
showed the most active growth and solubilizatiopatality; these isolates were shown to be
able to solubilize RP in liquid medium. The studff mechanisms involved in these
weathering processes indicated that the isolateduge siderophores. These strains were also
shown to possess other PGP properties, thesesstkaire shown to be able to produce the
phytohormone, indole acetic acid (IAA) and chit@a¥he simultaneous vitro co-culture of
B. cinereaand actinomycete stop the spread of fungus, stit@uhe growth and enhancement
of the resistance of grapevine transplants.

This study demonstrated that our selected Actinateystrains could be used for the
development of novel, non-polluting; farming praes by entering in the formulation of
novel bio-fertilizer and bio-control products catgied by spores and/or mycelium of the ad

hoc Actinobacteria.

Keywords:EndophyticsActinomycetes; gray mould; PGPR activities; grapevplantlets.
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INTRODUCTION

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) aredyé capable of promoting plant
growth by colonizing the plant root (Kloepper anthfth, 1978). PGPR can be divided into
tow groupes acoording to their relationship with fants: symbiotic bacteria and free-living
rhizobacteria (Khan, 2005). As reviewed by Hallneaml., (1997), Glick (1995, 2001), Sturz
et al., (2000), Hall (2002), Lucy et al., (2004)elvaum et al., (2004) and Compant et al.,
(2005). These bacteria significantly affect planbvgth directly or indirectly, the directly
stimulate growth by nitrogen fixation (Han et aR005; Meunchang et al., 2006),
solubilization of nutrients (Rodriguez and Frag@99), production of growth hormones, 1-
amino-cyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminasarr@a et al., 2004); and indirectly by
antagonizing pathogenic fungi by production of sibores, chitinasef-1,3-glucanase,
antibiotics, fluorescent pigments, and cyanide (Rek et al., 1999; Pal et al., 2001).

One of the growth-promoting, biotic and a-bioticress resistance bacteria,
actinomycetes are of special interest since theggss many proprieties that could benefit to
plant growth or fitness (Noel et al., 2001; Xiackt 2002; Hamdali et al., 2008; Leher et al.,
2008). Actinomycetes are well-known saprophyticteaa that decompose organic matter,
especially polymers such as lignocellulose, staadl, chitin, in soil. Evidence indicates that
actinomycetes are quantitatively and qualitativietportant in the rhizosphere (Miller et al.,
1990; Sardi et al., 1992), and consequently mdyente plant growth and protect plant roots
against invasion by pathogenic fungi (Fabre etl#88; Whipps, 2001; Tokala et al., 2002;
Errakhi et al., 2007). The widely recognized meddras of biocontrol mediated by these
bacteria are competition for an ecological niche @ubstrate by production of siderophores
which allow to chelate iron thus depriving iron @her micro-organisms (Cao et al., 2005;
Getha et al., 2005), others are fungal parasiticptyducing various hydrolytic enzymes

(amylase, cellulase, lipase, chitinases etc.) (Yamat Crawford, 1995; Kham et al., 1997;
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Tréjo-Estrada et al., 1998; El-Tarabily et al., @0Xiao et al.,, 2002; El-Tarabily and
Sivasithampar, 2006; Jain and Jain, 2007). Cedpéties are symbiotic higher plants, these
endophytic bacteria form associations called adtizes allowing the nitrogen fixing
(Davidson, 1988). Therankia genus established a symbiotic association withersg¢v
phanerogammes. The most known example is the gldkug (Baker, 1988). The
actinomycetes, indeed, are known by their capdoifyroduce antibiotics which enable them
to inhibit phytopathogens (Emits and Handelsmar@91%I|-Tarabily and Sivasithampar,
2006, Logman et al. 2009a).

These different abilities were described as saadtén various Actinomycete species
but we thought that it might be possible to enceutitem in a unique strain. In order to find
such strain, we tested the abilities of five anmagpic actinomycetes isolates from the
rhizospherical Moroccan soil &fitis viniferg previously selected for their ability to control
the grapevine gray mould (Logman et al., 2009&) s their rhizospherical competence and
endophytic potential (Logman et al., 2009b), fogithaptitude to excrete substances able to
stimulate plant growth (phytohormone, indole acetoed, IAA). The beneficial effects of
these strains on grape vine plantlets growth wesessed in test tubes as well as in soil

experiments.
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Materials and methods

Plant material and in vitro growth conditions

Plantlets ofVitis vinifera L. cv. '‘Chardonnay’ clone 7535 were micropropatdg
nodal explants grown on 15 ml semi-solid medium rtiviaet al. 1987), in 25-mm culture
tubes under 20@mol n?s* white fluorescent light, 16 h photoperiod at 262 Barka et al.

2000). Uniform plantlets (n=24) were selected facletreatment in each experiment.

Actinomycetes strains

Five antagonistic selected actinomycetes straied us this study were isolated from
four Rhizospheric soil of healthy vineyard from iffetent Moroccan fields (Tinjdad, Skoura,
Sahara, and Errachidia). Among these, one isolaiginate from Sahara (SSh10:
Streptomyces anulatusand four from Skoura (SS22Streptomycessp. FXJ23; SS38:
Streptomyces anulatu§S39, SS40Micromonospora flavogrisgaPreviously characterized
and selected for their ability to control the gnape gray mould (Logman et al., 2009a) and
for their rhizospherical competence and endophytential (Logman et al., 2009b).

Actinomycete spores from the selected strains w&n@d in 20% sterile glycerol at -20 °C.

In vitro bacterization with Actinomycetes

The bacterial inoculum was produced by transfertavg loops of actinomycetes to 60
mL Bennett liquid medium in a 250 mL Erlenmeyeiskaand incubated at 28°C at 150 rpm
for 4 days as previously described (Barakate et 2002). Bacteria were collected by
centrifugation (3 000g; 15 min) and washed twicéhwihosphate saline buffer (PBS) (pH
6,5). The pellet was resuspended in the same PE8&rband then used as inoculum {10
CFU/mL). About 1-cm-long nodal explants, taken frémveek-old plantlets with removed

leaves, were dipped in the inoculum for 1 min, teldtwith sterile filter paper, and propagated
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on Murashige and Skoog medium as above. Nonbaetkdantrols were dipped only in PBS.

The plants were grown in the growth chamber as @bov

Botrytis cinerea culture

TheB. cinereastrain 630 used in this experiment was provide®hyBrygoo (INRA,
Paris, France). Filamentous fungi were maintainegaotato dextrose agar medium (PDA).
Fungal inoculum was prepared by growing the funigusone week on fresh PDA medium.
After this period, theB. cinereaisolate had developed abundant hyphal swellingee T
mycelium was removed aseptically from the PDA @gaaed was briefly homogenized in a
disinfected blender in the presence of sterileillidt water. The density of the fungal

inoculum was determined and the concentration®fihgus was adjusted to>1€pores/mL.

Artificial inoculation of B. cinerea

Six-week-old bacterized and non bacterized plathatre inoculated witB. cinerea
Inoculation with the pathogen was performed witbpdiets (20pL) of spores suspension®(10
spores/mL suspended in sterile distilled water)odépd on the second leaf from the top. The

development of the disease symptoms was evaluadegbafter inoculation.

Phosphate solubilization by the selected actinontgse

Selection of actinomycetes able to use RP as $mlspghate source was carried out on
the synthetic minimum medium (SMM) containing 10 {glucose, 2 g ! NaNO3, 0.5 g [}
MgSQ.,.7H,0, 0.5 g ! KCI, 0.01 g [* FeSQ.7H,0 and RF (0.5 g L*, containing
approximately 2.2 mM phosphorus) as sole phospbatece or on the SMM containing
soluble KHPQ, (0.5 g L, 4.38 mM) or no phosphate source (according to didinet al.,

2008).
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In order to estimate the ability of the selectedinacnycetes to release soluble
phosphate in liquid medium, three culture replisatere inoculated with £Gpores/mL of
each actinomycetes and grown for 5 days at 28°@ mary shaker (180 g mthin 250 mL
Erlenmeyer flasks containing 50 mL of liquid SMM diem with 0.5 g [* RP. Cultures
were centrifuged at 10,000xg for 10 min and thegbthe supernatant was measured every
day. The supernatant was analyzed fg®DsPcontent by chlorostannous reduced molybdo-
phosphoric acid blue colour method (Olson and SorsmE982). Similar measures were

carried out in non-inoculated flasks incubated urtde same conditions.

Detection of siderophore

In order to determine whether siderophore weregnteis the culture supernatants of
the five selected actinomycete isolates, they wgowvn for 5 days under the conditions
described above. The supernatants were centrifiged0, 000 xgmin, filtered and
concentrated filtrates were deposited on sterildulose disks (5 mm diameter) placed
aseptically on blue CAS-agar plates as describedStlywyn and Neilands (1987) and
incubated at 30 °C for 3 days. Disks impregnateti @j 4, 6, 8 or 10 pg/mL Desferrioxamine
B (Sigma-Aldrich, Germany), a well known siderophofTunca et al., 2007), placed
aseptically on blue CAS-agar plates and incubateteuthe same conditions, were used as
positive controls. The disks impregnated with dohg containing siderophore were
surrounded by a zone of colour change (blue tmyetrange) of the CAS that was due to
iron chelation (Schwyn and Neilands, 1987). The @£ the zones and the intensity of the

colour change were estimated and compared to titeot®
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Assay for chitinase

In order to assay chitinase production by the s$etestrains, a colloidal chitin
suspension was, prepared from crab shell chitifobews: 40 g of chitin were dissolved,
under stirring for 30 to 50 min, in 400 mL of HOW§Hsu and Lockwood, 1975). The chitin
was precipitated as a colloidal suspension byiddut slowly with 2 | of deionized water at 5
-10 °C. The colloidal suspension was filtered arathed until the pH of the suspension was
about 3.5 and then was dried. Dry chitin (4 g) vemkled as sole carbon source, in
replacement of glucose to 1 L of SMM; containing @. L-* RP¢. After autoclaving, the
melted agar medium was adjusted to pH 7.8. Thetipesyrowth control experiment was
made with SMM containing glucose as sole carbomcgolOnly chitinase excreting isolates

could grow on the chitin SMM medium.

Determination of Indol Acetic Acid (IAA) produced
Indoleacetic acid (IAA) production was analysed ngsia modification of the

gualitative method developed by Bric et al. (1991)e growth medium used contained 10 g
tryptone, 5 g yeast exctract, 5 g NaCl, 1,02 gyptipphane and 20 g agar for 1 litter of
deionized water. This medium was sterilized at C2fisr 20 min. Actinomycetes strains were
plated on the surface of the medium overlaid withiteocellulose membrane (Amersham
Pharmacia) and incubated at 28°C for 7 days. Attmomycetes growth had occurred, the
membrane was removed from the plate and treatdd Satkowski reagent (2% (w/v) 0.5 M

FeCk in 35% perchloric acid) for 15 min at room tempera. Actinomycetes strains

producing IAA are identified by a red halo surroingdthe colony.

Test for antagonistic activity
The plate diffusion method was used to assessltialganti-microbial activity of the

strains (Barakate et al., 2002) against other giapePhytopathogenic fungkomitiporia
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mediterranea Phaeoacremonium aleophiluand Phaeomoniella chlamydospqréhe Gram
negative bacteri&scherichia coliK12 (W1130) and®seudomonas aure3CMM/B11, the
Gram positive bacteridMicrococcus luteusATCC 381, Bacillus subtilisATCC 9524 and
Staphylococcus aureidSM 20231 (ATCC 12600), the yed3andidas albican&TCC 2091
andRhodotorula rubra TiB093 (strains collection of Microbiology LaboratpMarrakech).
Actinomycete isolates were grown grapevine tissxteaet agar medium (Logman et al.,
2009Db) for 14 days then three disks (diameter 10 mene cut out and placed on 48 h grown
lawns of the different microorganisms tested grammutrient agar (Difco, USA) for bacteria
and yeasts and Sabouraud agar medium (Biorad, éré&mcfungi. Plates were first stored at
4 °C for at least 2 h to allow the diffusion of asybstances produced, then incubated at 28
°C. Sizes of the inhibition zones were determindre24 h of incubation for bacteria and
yeasts and 48 h for fungi. Controls involved the o$ sterile agar plugs. Three replicates

were performed for each isolate by each microosyanest.

Statistical analyses

The experiment unit in all experiments was an iittligl plant, contained in test tubes.
Plants (24) were evaluated per treatment. An aniago test was done using six plates for
each treatment. For all experiments, data wereyaedlby a t test (least squares means). All

experiments were repeated three times.
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Results and discussion

Plant rhizosphere is known to be referred ecoldgiezhe for various types of soll
microorganisms due to riche nutrient availabilityhas been assumed that inoculation with
Actinomycetes have been shown to promote growtimahy plant species. Mashra et al.
(1987) tested the culture filtrates of Micromonaspo Nocardia, Rhodococcus,
Streptosporangium and Oreskovia from rhizospherepfant growth regulatory properties
and found these isolates caused dry-weight incsei@aseorn, soybeans, cucumbers, tomatoes
and sorghum. In the present investigation five gonéstic selected actinomycetes strains
were isolated from four Rhizospheric soil of heglthneyard from 4 different Moroccan
fields (Tinjdad, Skoura, Sahara, and ErrachidianofAg these, one isolate originate from
Sahara (SSh10Streptomyces anulatusand four from Skoura (SS2Z5treptomycessp.
FXJ23; SS38Streptomyces anulatu§S39, SS40Micromonospora flavogrisgaPreviously
characterized and selected for their ability totomlrthe grapevine gray mould (Logman et al.,
2009a) and for their rhizospherical competence andophytic potential (Logman et al.,
2009b). Among the five selected Actinomycetes, wdeed demonstrated that grapevine
plantlets co-cultured with SS38, SS39, SS40 and18Sdtrains grow faster and have
significantly more secondary roots, roots and leafs (Fig. 1). Shoot and root dry weight
was the best indicator of the response of grapetonaoculation with the five selected
Actionmycets. Plant growth was measured and thexcetif bacterial inoculation on the plant
was assessed (Fig. 1A). The strains that promotedtay plant growth were SS38, SS39,
SS40 and SSh10. the shoot and root fresh weights wereased by the treatment with the
selected isolates, but the best performing straire SS38, SSh10 and SS40 that stimulated
growth up to 80%, 76% and up to 73% respectivépgb(e 1). The length of the principal
root was boosted when the plantlets were inoculatgidl SS38 and SSh10, confirming the
results obtained by Ait Barka et al. (2000) witlaggvine and these obtained by Frommel et

al.(1991) with potato plantlets.
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A) | Control Bacterized

Figure 1. (A) In vitro responses of grapevine plantlets co-cultured v@8threptomyces
anulatusrelated strain (SS38); (B-a) nonbacterized plasitlB-b) nonbacterized plantlets +

B. cinerea (B-c) Bacterized plantlets; (B-d) bacterized plets +B. cinerea.
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Table 1 influence of the five Actinomycete isolates onvitro growth parameters o¥.

Vinifera L.

Treatements NN SFW(g) RFW(g) TB(Q)
Control 13+0.54 0.69+0.03 0.38+0.05 1.07+0.07
SS22 14+0.32 0.72+0.02 0.44+0.02 1.14+0.05
SS38 19+0.22 1.28+0.02 0.69+0.03 1.87+0.03
SS39 16+0.47 1.02+0.02 0.58+0.04 1.60+0.04
SS40 18+0.86 1.17+0.03 0.65+0.03 1.80+0.07
SSh10 17+0.28 1.18+0.05 0.68+0.02 1.83+0.05

NN, node number; SFW, shoot fresh weight; RFW, roesh weight; TB, total biomass.

Values per plantlets are means of 24 replicatescas 12-week-old-plantlets.
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Enhancement of plant growth following inoculatierth plant growth promoters can
result from wide varieties of direct and indirectiaties (Glick, 1995). It could be the direct
action of the introduced isolates in making avadatoil nutrients for plant growth or by the
production of plant growth regulators in planta iorthe rhizosphere by the introduced
microorganisms. Indirect effects are those relatethe production of metabolites, such as
antibiotics which increase plant growth by decnegsthe activities of pathogens or
deleterious microorganisms (Glick, 1995). Plant wglo enhancement resulting from
increased availability of nutriments was evidenour present work where a rock phosphate-
solubilizing. The five selected actinomycete stsashowed different abilities to release
soluble phosphate from RP (Fig. 2). Phosphate seleanged from 9,93 to 25,12 pg L
The phosphate solubilization was most frequentlgoantered by SS38, SS40, SSh10 and
SS39 respectively in comparaison to control whetbasveak phosphate concentration was
observed in the presence of S22 with 9, 93 pg ifftig. 2). The different aptitudes for the
solubilization of RP might reflect different modet solubilization. Reports in the literature
suggest that microbial solubilization of minerabpphate might be either due to excretion of
organic acids causing acidification of the externadium (Whitelaw, 2000) or to the
excretion of chelating substances (such as sidereph that from stable complexes with
phosphorus absorbents (aluminium, iron and calci¥igtteau and Brethelin, 1994; Welch et
al., 2002, Hamdali et al., 2008) and thus incrgdmsesphate solubilization. No acidification of
the growth medium was observed for any of strasugjgesting that our most effective RP
solubilizing strains do not excrete organic acidsdxcrete chelator substances as revealed by
the blue CAS-agar test (Schwyn and Neilands, 198iferophore production was detected
among the five selected Actinomycetes with the SS&$B40, SS39 and the SSh10 strains

were the most efficient producers of the sideroph@s judged by the size of the zone and the
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Figure 2: Concentration of soluble phosphate released fairk phosphate in the supernatant
of cultures of the 5 selected isolates grown fee filays in SMM containing 0.5 § RP* and
in the medium of the non-inoculated flasks incubatethe same conditions (control).

S. griseu. M1323 S. lividans TK24

Control

Desferrioxamine B

Figure 3: Cellulose disks impregnated with 20 pl of solutioh Desferrioxamine B at
different concentration or with 20 pl of eight foltbncentrated culture supernatants of
cultures of the 5 selected isolates and of therobmrown for 5 days in liquid SMM
containing 0.5 g1 RP® and deposited on the surface of a CAS-blue agae pl
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intensity of the colour change of the CAS-agag(Bi) whereas the strain SS22 excreted very
little, if any, of these substance wi lividansTK24 (negative control).

Another important element of plant fitness is itslity to resist of various plant
pathogens such as phytopatogenic fungi (Whipps,1R200he plant possesses its own
mechanisms of resistance (Franceschi et al., 2005)he micro-organisms of the soil could
contribute to this fight by excreting substancesting growth of the phyotopathogenic fungi
(Vassilev et al., 2006; Jain and Jain, 2007) amwgi@ating natural defences of the plant
(Prévost et al., 2006; Lehr et al., 2008). In thespnt study, four out of the five antagonistic
selected Actinomycete isolateStreptomyces anulatuslated strain (SS38 and SSh10),
Micromonospora flavogriseeelated strain (SS40) ar®treptomycesp. FXJ23-related strain
(SS22), were shown to be efficiency to limit growtt least on Petri dishes, of three
grapevine phytopatogenic fungi. The confirmation tbis protective effect in soil was
evaluated witlB. cinerea(Fig. 1B). As reported by other studies, this potive effect might
be increased by the ability of the selected actywste strains to excrete chitinase
(Taechowisan et al., 2004), IAA (Noel et al., 2Q0diderophores (Matthijs et al., 2007;
Hamdali et al., 2008) or to other anti-fungal sabhses (Table 2) that remain to be
characterized.

This study demonstrated that the selected Actin@teystrains have multifunctional
PGP properties as do other soil born micro-orgasisuch a®seudomonasp. strain PsJN
(Ait Barka et al. 2002; Compant et al.,, 200Bseudomonas putidéPandy et al., 2006),
Acinetobactesp. PSGB03 an8erratiasp. PRGB11 (Indiragandhi et al., 2008) that wéde a
to solubilise insoluble phosphate as well to pr@dué&A, chitinase, f-1,3-glucanse,
siderophores and antifungal substances to imprtareg growth. However, to our knowledge,
it is the first report mentioned the ability of tAetinomycete strains to promote growth and

to limit phytopatogenics attack on grapevine pletntl
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Table 2 Antimicrobial activities of five Actinomycete itates on selected media at 28 °C
(n=3).

Isolates SS38| SS22 SS39  SS40  Sshio
Origin Skoura Sahara
Fomitiporia
i ++ ++ - + ++ +++
mediterranea
Eunai Phaeoacremonium + + ++ - + 4+ 4+
ungt aleophilum
Phaeomoniella | +++ | + + | ++ | +++ | +++
chlamydospora
Activit Micrococcus | R | |+t ++
acai - luteus
gainst Gram+ - -
bacteria Bacillus subtilis +++ o+ | At + ¥
Staphylococcus
+ + + + + + + + ++
aureus
Escherichia coli + ++ ++ + 4
Gram- Pseudomonas iy . s Y N
bacteria aureus
Candidas albicang + + - + 4+ ++
Yeast
Rhodotorula rubra)  + + + ++ +
Siderophores 1 1 1 1 1
Other activities *** Chitinases 1 1 1 1 1
IAA 1 1 1 0 1
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CHAPITRE III

Identification des isolats actinomycétales

antagonistes sélectionnés



La taxonomie des actinomycétes a connu une évalutigortante en fonction du
développement des connaissances. Ce groupe deongi@nisme procaryotes appartient a
I'ordre des Actinomycétales crée par Buchaman €iv 1Ba classification des espéces dans
cet ordre est faite selon des criteres morpholaggat chimiques. Cependant avec la
prolifération des especes, il s’est avéré que aghades sont insuffisantes et non concluantes
pour la distinction d’organismes proches ou poutdtermination d’'un groupement rationnel
des genres au sein du groupe. En effet, malgréicbefté de ce type de classification,
'adoption des caractéristiques géneétiques est mieveessentielle pour l'étude de la

biodiversité bactérienne et la caractérisationniliéfe des microorganismes.

L’objectif de ce chapitre est I'identification pl@&s moyens chimiques, physiologiques
et moléculaires des actinomycetes les plus effcasélectionnés pour leur capacité

endophyitque, PGPR et antagonistes vis-a-vis k@ pignions phytopatogenes de la vigne

La classification des souches a été effectuée sar étapes, une étape numérique
portant sur les caractéristiques morphologiquelkaralyse chimique des parois cellulaires
des actinomycetes. La deuxiéme est basée sur fast@astiques moléculaires des souches

antagonistes.

Les caractéristiques morphologiques et culturagssashtagonistes ont été étudiées par
I'utilisation des milieux ISP (Internation&treptomyce®roject) (Pridham et Gottlieb, 1948 ;
Shirling et Gottlieb, 1966). L'analyse chimique gesois cellulaires a porté sur le dosage des
acides aminés selon la méthode décrite par Betkdr @964) et des sucres selon la méthode
décrite par Lechevalier et Lechevalier, 1980. Lésultats ont montré que les souches
contiennent L-DAP et la glycine. D’autre part, ls@svation sous microscope électronique a
balayage a montré que les souches forment deseshdi spores en spirale ou dégradées.
L’ensemble de ces données indique que les souctiagamistes étudiées appartiennent au

genreStreptomyces

Par la suite, nous avons procédé a [lidentificatiomléculaire des souches
antagonistes. L’extraction de I'ADN de chaque se&uehété effectuée séparément selon la
méthode de Hopwood (1985). L’ADN est obtenu eniwaiit, a 30°C pendant 5 jours, les
isolats d’actinomycetes dans 100 ml de milieu 12@R¢é (en Erlenmeyer). La culture est

centrifugée et le mycélium, lavé deux fois a I'dadistillée puis récupéré. Dans un tube
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Eppendorf stérile de 1,5 ml contenant 500 ml deptamde lyse (400 mM de Tris-HCI [pH
8.0], 60 mM d’EDTA [pH 8,0], 150 mM de NaCl, 1% dedium dodecyl sulfate), une petite
guantité de mycélium est ajoutée et disperséeideldune spatule stérile. Le tube est laissé
pendant 10 min a température ambiante. Apres addie 150 ml d’acétate de potassium (pH
4,8 ; qui est composé de 60 ml d’acétate de patasSiM, 11,5 ml d’acide acétique glacial,
et 28,5 ml d’eau distillée), le tube est vortexibement et centrifugé a 10 000 g pendant 1
min. le surnageant est transvasé dans un autre Hgpendorf et centrifugé comme
précédemment. Apres transfert du surnageant damowveau tube Eppendorf, un volume
€gal d’isopropanol est ajouté. Le tube est brievemexé par inversion puis, centrifugé a
10 000 g pendant 2 min, puis le surnageant élimif&DN obtenu sous forme de pellettes
est lavé avec 300 ml d’éthanol a 70%, centrifug® 00 rpm pendant 1 min. le surnageant

est éliminé et 'ADN séché a I'air puis dissout d&® | d’eau bidistillée stérile.

L’amplification de la partie ADNr 16s a été effeétuen utilisant deux amorces
universels 27f (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) et 1492 (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3). L'ADN est amplifie par PCR(Polymerase Chain
Reaction) avec kit Invitrogen. L’amplification estalisée dans un “Touchgene (Techne)
thermal cycler” selon le profil suivant :

- Une étape initiale de dénaturation a 98°C pendantn, suivie de I'addition de Taq

ploymerase.

- 35 cycle d’amplification a 94°C pendant 1min, 633endant 1 min, 72°C pendant 2

min et,

- Une étape finale d’extension a 72°C pendant IQ mi

Le produit PCR est détecté par électrophoreseedud’ggarose contenant du Bromure

d’éthydium et visualisé par fluorescence UV.

Le séquencage est effectué par GenomExpress. Lasesrsont les mémes que celles
utilisées lors de la PCR. Une fois la séquencerahtée, elles est comparée a celles des
especes référence disponibles dans des banquewnigaes de données et utilisant le “NCBI

Blast” disponible sur internet au niveau du siteb ncbi-nlm-nih.gov
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Les résultats du séquencgage ont montré que :

X/

% La souche SS10 présente un pourcentage de sigilaét 99% avec
Streptomyces marokkonensiguvelle espece identifiée récemment par notre

laboratoire.

Streptomyces misionensis
Streptomices glaucescens
& g Streptomwces flavenlus
o Steptomices sp. 1401527
Streptomyces flaveolus
I Streptomeces al thiodicus
9 - Streptomuces althioticus
& g sveptamuice s matensis
| 3 Streptompces pseudogriseolus
? Streptomuces xuophagus
& Stheptomuces sp. 3162

Streptomices sp. 3436
& Streptomeces paradosus
& i Streptomeces kifsatoensis
| Streptomyces cinnabarinus
Streptompces ariseoflans subsp. prrindicus
& Streptomwces albaduncus
& Streptomyces ariseoloalbus
Streptomices griseoloalbus
Steeptomies phawoverticillatus subsp. fekatsukiensis
Streptompces sp. 3440
Streptomuces aurantiogriseus
b g Streptomuces globisparus subsp. globisporus
j‘ Streptamyces lienomyeini
@ Streptomprces lienompcini
Streptomixes sp. 400035
# Streptompces sp. 40005
b Shreptomyces sp. 40002
Streptomwces coelicalor A502)
Streptomuces coelicolor 4502
Streptomices lividans
Streptomuces viclacearuber
& Streptomees coelicolor
3 g Streptomces sp. EF60
: g Streptomices sp. EF-51
-] Sheptomuces coelicalar 43(2)
i Streptompces coelescens
Strepfomyces sp. UTT E- 9% 1353 (B306)
8 Streptomuces violaceoruber
& Sheptomices sp. MS-046
o Streptomyces coslescens
') Streptompces lividans
Streptomwces sp. M5 165
5 Streptomises caesing
b terium WaTs 1
5 i Streptomwces coelicolor #302)
) Streptomuces vialaceoruber
@ Streptomuces violaceoruber
Streptomyces violaceoruber
1 Streptomuces violaceoruber
= Streptomuces caesius
o Streptomywces violaceoruber
) Streptompeces lividans
4 Streptomuces lividans
Streptomuces sp.
& Streptomuces fricolor
3 [ Streptomisces sp. 53.30
Streptompces sp. 53.14
@ Straptomwces lividans
Streptomuces lividans
@ Streptomyces lividans
Streptomyces violaceoruber
g Streptomuces narensis
-3 © Sheptomwces viclacearuber
| i Streptomyces lividans
M Streptomyces anthocssnicus
Streptomces coelescens
Streptomuces coelicolar 43021
Streptomeces coelicolor A5(2)
actinomycetoles bactedum RO 3
Strepfomwces rubrogriseus
I Streptomuces coelicolor
":‘; Streptomuces nibrogrises
streptomyces ribrogrseus
13 Streptomuces lauendulae subsp. lavendulae
& Streptomyces fradiae
§ Streptompces fendae
= streptomeces fendae
¥ &

v

Streptomices sp. 1401559
& Sheptomwces sp. DAS 165
@ Streptomices minoensis
Acfinomyceteles bacterium HPASS
& Streptomices violacearbidus
Streptomyces violaceoribidus
Streptomides aramineas
8 Streptomeces coelicoflawus
. A 3 streptomuces coelicoflavs
& Sheptomuces aurantiacus
Streptomices sp. 52,14

Actinomycetoles bactedium M1 2
ks Streptomuces sp. 3052
Streptomices sp. 1401691
4 Streptomuces olivaceus
M ?‘.lsfrenfomwes olivaceus
& Streptomyces camosus
b1 Straptomuces sp. 5093
& 2 Streptomypces sp. 3174
Streptomeces sp. CMRSSS PLO4
Streptomyrces parvulus
@ unknown 4
Sheptomuces marokkonensis

Figure 1 : Arbe phylogénétique montre le % d’identité dedache SS10 avec la séquence de

I’ADN 16S des especes les plus proches.
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X/

% la souche SS38 présente un pourcentage de sidilaet 99% avec
Streptomyces purpurasoens

s Streptomuces griseosporens gene for 165 rRM A, partisl sequence, shein: MEBRC 13455
I Strepfomuces griseosporens strain 45 +.1540 165 ribosomal RN gene, partial sequence
Streptomuces sp. 558011 165 ribosomal kA gene, partial sequence
Streptomyces glancescens 165 rRMA gene, shrein DSM40716
& Streptompces spinovertucosus gene for 16 5 rRa, parial sequence, strein: MBRC 14226
Streptomyces spinovernicosus 165 rRMA 9ene, bpe shain LG 20..
Actinomyce feles bacterium HO1 16 5 ribosomal RRA gene, parial sequence
i Streptomyces sp. UTT E- 9% 1336 (B329) 165 Abosomal RMA gene, partisl sequence
o i Streptomyces sp. GY-2006 165 PRMA gene
2 actinomycetales bacterium RO2 165 ribosomal RNA gene, parfial sequence
B Steptomyces fundicidicus strain WHO4 165 ibasomal RAA gene, complete sequence
5 = Streptomuces albus subsp. albus gene for 165 rRMA, partial sequence, strain: NERC 3711
o Streptomwces saprophuticus gene for 165 PRMA, parfial sequence, shain: MERC 13440
1 streptomyces kiainskii gene for 165 FRMA, parfial sequence, strain: MERC 13053
Steptomuces albus subsp. albus gene for 165 FRMA, parfial sequence, strain: MERT 3422
} & Streptomyces sp. 12" zhy partial 165 FRMA gene, strain 127 zhy
@ hd f Straptomuces sp. 2 3zhw partial 165 vRMA gene, strain 23zhw
& Streptomuces sp. 15zhwpartial 165 rRMA gene, strain 15zhw
3 Streptomuces sp. 3196 165 1.
2 Streptomuces griseus subsp. ..
Streptomwces sp. An19 parfial 165 rRMA gene
Streptomyces sp. CMREE0 PLO4 165 ibosomal R gene, partiel sequence
3 Streptomuces sp. 165 rRMA gene, parfial, strein NT3220K8)
& Streptomices sp. MT 322 165 ribosomal RMA
Streptomuces vellosus 165 rRkA 9ene, strain MRRLE0ST
¢4 Strephompces sp. 3459 165 ribosomal RMA gene, parfial sequence
Steptomeces sp. 3450 165 ibosomal Rk gene, partisl sequence
Streptomyces lusitarus gene for 165 rRAA, parfial sequence, shrein: HEBRC 13484
Steptomyces sp. P3562 165 ribosomal RMA gens, parfial sequence
o Streptomices sp. 34% 2 2- 199 165 rbosomal RhA gene, partial sequence
Streptomuces aikeus strein 3184 165 bosomal RkA gene, partial sequence
L) Streptomuces sp. ER2 165 ribosomal RRA gene, parial sequence
Q = sfreptomwces thermocarboqudus DSt 442935 16 5 Hbosomal RMA gene, complete sequence
i Streptomuces thermocarbomdus gene for 16 5 PRRA, partial sequence
& Strepomuces thermocarbonpdus gene for 16 S rRRA, partial sequence, strain: NERC 16523
Streptomuces sp. 3045 165 ribosomal Rk A gene, partial sequence
9 Streptomuces sp. 3039(1) 165 ribosomal RhA gene, parial sequence
a Streptomuces sp. 1401649 165 ribosomal RMaA 9ene, parfial sequence
L Streptomwces sp. 2-1 165 ribosomal RA gene, parial sequence
1 Streptomwces sp. SKHNE & 13 165 ribosomal RMA 9ene, partial sequence

@ @* Streptomyces sp. JHHT-A 22 165 ribosomal Ri& Qene, parial sequence
3 & Streptomices sp. 3113 165 ribosomal R4 gene, partial sequence
& Streptomices sp. 3150 165 ribosomal R4 gene, partial sequence

Streptomices sp. CH2E 165 ribosomal RMA gene, partial sequence
@ Streptomyces sp, JRHMT- & 12 165 fbosomal RMA gene, partisl sequence
Strephomices sp. 3560 165 ribosomal Rk A gene, partial sequence
Steptomeces sp. 3090 165 ribosomal R4 gene, partial sequence
3 Streptomices sp. 3162 165 ibosomal BkA gene, parial sequence
Streptomices sp. 3456 165 ribosomal RkA 9ene, partial sequence
a 3 Streptomices Hdophagus ene for 165 FRMA, partiel sequence, strain: MERC 13545
I Streptomyces prendogrizeolus 165 FRMA gene, strain MRRL 3955
Streptomuces althioticus gene for 165 rRMA, partial sequence, strain: MERC 12740
Streptomwces matensis gene for 165 FRAA, parfial sequence, stain: NERC 12
Streptomuces coetuleorubidus gene for 165 rRrS, parial sequence, strain: WERC 12544
_‘:‘).J Streptomuces coernlescens shrain ISP 5146 165 Hbosomal RhA gene, parial sequence
@8 Streptomuces bellus parfial 165 rRAA gene, sfrain ISP 5165
& Streptomuces coerulescens partial 165 rRMA Qene, strain ISP 5146
| Streptomeces ariseoruber gene for 16 5 rRM&, parfial sequence, sfrain: NBRC 12179
™ Streptomuces kagoshimanus gene for 165 rRMA, parial sequence, stein: MBERC 13516
Sfreptomeces pansulus gene for 165 rRMA, partial sequence, strain: NERC 13195
| -; Streptomuces sp. 1401612 165 Hbosomal RMA gene, parfial.
ke L Streptomuces pansulus 165 rRMA, parfial seq.
Streptomices sp. 1401691 165 ribosomal R4 gene, partial sequence
| by Streptomyces sp. 5174 165 Hbosomal kA gene, parfial sequence
:JJ Streptomices carmosus gene for 165 rRMA, parfial sequence, stein: MERC 13025
Steptomyces sp. 3093 165 ribosomal Rk gene, partial sequence
Streptomices sp. CMRESE PLO4 165 rbosamal RMA gene, partial sequence
@ strephomyces olivaceus gene for 165 rRAA, partial sequence, shain: MERC 12805
3 Streptomices olivaceus gens for 165 rRkA, parfial sequence, strein: MERC 3200
Streptomices pactum gene for 165 FRMA, partial sequence, strain: NERC 13433
Streptomices marokkonensis 165 FRAA gene
Streptomuces sp. 896 165 ribosomal RAA gene, parial sequence
.‘3’ Streptomyces sp. H2 165 ribosomal RMA Qene, partial sequence
Streptomuces sp. B 2-2 165 ribosomal RRA gene, parial sequence
“r Sfrepfomyces purpurascens gene for 165 rRMA
9 9 streptomuces purpurascens gene for 165 rRA, partial sequence, strain: MERC 13077
Streptomuces purpurscens partial 165 FRMA gene, fupe strain DS 40310,
g2 Streptomuces tumenensis partial 165 rRMA gene, isolate BFS2
i Streptomuces litendriseus gene for 165 rRAA, partial sequence, strain: MERC 135402
Streptomyces purpurascens gene for 165 rRia, parial sequence, strein: MEBRC 12679
@ streptompces purpurescens Qene for 16 5 rRMA, partial sequence, shain: MERC 13349
L & Streptompces roseoviolaceus gene for 165 rRiA, parfisl sequence, strain: MERC 13081
T 5 streptomyces violaceus stain | 5P 5052 165 Hbosomal RMA gene, partial sequence
" 7 Streptomeces violatus parfial 1635 rRHA gene, strain ISP 5209
i o Steptomyces roseoviolaceus parfial 155 rRMA gene, strein ISP 5277
o Streplomyces violaceus gene for 16 5 rRkA, partisl sequence, strain: MBRC 13103
¥ ctreptompces vialaceus 165 rRMA geng, stain LMG 202577
Streptomyces albosporeus subsp. albosporeus 165 rRMA gene, bpe strain LG 19403
& Streptomuces indiaensiz 165 rRMA Qene, Bpe strain LG 19951
2 Streptomyces indizensis aene for 165 rRMA, partial sequence, shein: MERC 13964
Streptomices thermotolerans 16 S rRA gene, parfial

o T Streptomuces sp. partial 165 FRMA gene, strain ISP 5510
] 7 Streptomiaces sp. 1401504 165 ribosomal kA gene, complete sequence
o Streptomuces hawaiiensis gene for 165 rRMA, parfial sequence, strein: WERC 12754

Streptomwces sp. 1401520 165 Hbosomal RiA 9ene, parfial sequence

T o Strephomices massasporeus gene for 165 rRMA, partial sequence, stein: MEBRC 127965
& Strephomyces massasporeus gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NEBRC 3541
Strephomuces massasporens 165 rRMA ene, fupe strein LG 19362
I wllii_s16144
T 5 Streptomyces purpurescens 1635 rRkA 9ene, twpe shain LG 20526

* Streptomices purpurescens gene for 165 rRMA, partiel sequece, strein: ki &

Figure 2 : Arbre phylogénétique montre le % d’identité desémche SS38 avec la séquence
de 'ADN 16S des espéces les plus proches.
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s la souche SS40 présente un pourcentage de sigilaet 99% avec

Streptomycesp. B22 :

Streptomices cavourensis subsp, washinatonensis

Streptomuces griseus
Streptompes atiseus
% Streptomuces roseachromogenys
A streptomyces atiseus subsp, ariseus
B Streptomuces ariseus subsp. griseus
Streptomices ariseus subsp. grisens
3 Streptomwces griseus
Streptomices griseus
& Sfreptomwes aHseus

&
9 Streptomwces tiseus

Streptomces atiseus
Actinompcetales bacterium HPA 151

@ Streptomiyces sp. YN G0147
& Strenfompces avendulae subsp. lavendulae

a
[ Streptomuces sp. MTRA
Streptomuces sp. YIMG

Streptomices sp. W5 266

Streptomices sp. Kh-0479

Streptomyces vidochromogenes

9

) Streptomuces argenteolus

Streptomuces sp. UTT E- 98 1351 (A91)
Steptompcetaceas
Sheptomices anulahys
& Sheptomyces anulatus
& Streptomuces Hmosus subsp, Hmosus
@ steptomyces olivaceus
9 Streptomyces pragcon
2 Sheptomuces anulahus
4 streptomuces anuladus
& streptomices flaveus
Streptomuces sp.
Streptomyces sp. UTT E-99 1334 (B309)

I Streptomuces sp. S004(2006)
H Strephomuces sp. IR G- 14
3 Streptomuces sp. 1401 502

& streptompces sefonii
i Streptompces fimicarius
@
Streptomuces caviscabies
Streptomeces anulatus
Streptomwces anulatus

Sfrepfomu:es‘fauoumnsis subsp. washingtonensis

Streptomuces microflavys
Sheptomuces microfiavus

o Streptomuces microflavys

4 streptompces microflavus

5 streptomuces globosus
Streptomuces microflavys

9 Steptomyces acidoresistans

i Streptomices micrafiavus

@ Sfreptomuces griseoribiginosus
Streptomuces albovindis

@ Strephomuces paresii

Streptomwces sp. 1401503
Streptomyces griseus

£ Streptomwces sp. UTT E-99- 1535 (B325]
o Strephomwces sp. UTT E- 9% 1332 (B301)
"j' Strephomuces sp. UTT E-99 1328 (A 14)
o Streplomces sp. UTT E- 99 1327 [AE]

S streptomuces sp. AAE 521

Streptomyces luridiscabisi

o

Streptomuces alivaceus

Streptomuces alobosus
thﬁnomwemes bacterium 513
oF Actinomycetales bachium H...
Sheptomeces flavogrisens
Strephomuces cf. grisens
Strephomuces argentenius

Streptomyces sp. 3400

2 Streptomices sp. OB 35
Streptomices sp. JCH 7249

uncutred Strepamyces sp.
Streptomices arizeus subsp, rhodochrous

H sfruptomuces vinaceus

& straptomyces califomicus

@ streptomyces califormicus

= Streplomyces griseus subsp. rhodochrous
Streptomyces sp. 52035

4 streptomyces floridae
= Streptomyces floridas
Streptomuces puniceus

Sheptomces sp. CH 21

Streptomices sp, WTT E- 951326 (A4)

e

¥

2

¢ Streptomyces pluricolorescens

S unknown A

Streptomuces ariseinus

ST

Streptomyces sp. B~ 22
& Streptomuces pluricalorescens
1§ Streptomuces so. 40006
= streptomyces mediolani

) Streptomyces badius

Streptomuces pansus

Streptomyces sp. S4zhu

Streptomices sp. B-19
Streptomees sp. 3444130
Actinomecetales bacterium HPA13S

Streptomices albovinacess
Streptomiuces globispatus subsp. globispons

Streptomices mediclani

13 straptomuees ribiginosohelsalus

Streptomuces albovinacens

Figure 3 : Arbre phylogénétique montre le % d’identité destéaiche SS40 avec la séquence

de ’'ADN 16S des espéces les plus proches.
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En se basant sur I'analyse des trois arbres phy&iggies, on a constaté que ces trois
souches forme chacune une branche séparée. Amsicoinparaison des caracteres
morphologiques et biochimiques de ces trois souelves ceux de leur souches similaires
nous a permi de relever des différences remargsiatlleu I'idée qu’il s’agit de nouvelles

especes.
Des études plus poussées par la technique d’HylomdADN-ADN, ont montré que
trois souches antagonistes SS38, SS40 et SS1@ponaent bien a de nouvelles espéces du

genreStreptomyces.

Pour des raisons de confidentialités (voir annear)ya présenter les résultats de la

souche SS10 comme modele pour ce chapitre d'faeibn.
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Streptomyces thinghirensissp. nov., a novel bacterium isolated from

rhizosphere soil ofVitis vinifera.

Logman S: 2 Bouizgarne B, Ait Barka E?, Clément G, von Jan M., Sproer C, Klenk H.-

P* and Ouhdouch Y.
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The 16S rRNA gene sequence of strain DSM 419t% been deposited in GenBank under

the accession number FM202482
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A novel actinomycete, strain S10vas isolated from wild/itis vinifera rhizosphere soil in
Thinghir, Ouarzazate Province, Southern Moroccce Tdxonomicstatus of this strain was
established using a polyphasic appro&inain S10 has white-grey aerial mycelium with
long, spiral spore chainsearing smooth surfaced spores and produces awsdlilfusible
pigment. Chemotaxonomy shows that the cell watitcdin S10 contains LL-diaminopimelic
acid and glycine. Phylogenetic analyiased on the almost complete 16S rRNA gene
sequence indicatetlat strain S10belongs to the Group | streptomycetes, branchffigext
to S. marokkonensiBSM 41918 from the Streptomyces violaceorubgroup. DNA-DNA
relatedness and phenotypic data distinguishedns8a0 from the phylogeneticallglosest
related type strains. It is therefore proposed siti@inS10 (CCMM b35" = DSM 41919)
represents the type strain of a no&tteptomycespecies,for which the species name

Streptomyces thinghirenss proposed
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Over the past decades, interest in discovering sewces of secondary metabolites with
applications, such as medicifidewmanet al.,2003) or agriculture (Copping & Menn, 2000),
has significantly increased. Microorganisms are amost unlimited source of novel
compounds. Among them, actinomycetes hold a pramhipesition due to their ability to
produce various secondary metabolites includingimics (Lazzariniet al., 2000; Watveet
al., 2001; Donadieet al.,2002), antitumor agents (Masketal.,2003) and enzymes (Breccia
et al, 1995;Ko et al., 2005).Actinomycetes are Gram positive, aerobic bactdieey form
branching substrate and aerial mycelia that bearespand possess DNA with a usually high
G+C content. Many species of the ger&tseptomycesre known to produce antibiotics
(Chunet al., 1997; Labedat al., 1997). Actinomycetes represent a high proportibsail
microbial biomass, and appear to be of importanc®rg the microbial flora of the
rhizosphere (Sarddt al. 1992). Associations between actinomycetes and pl@ans can be
deleterious or beneficial for the host. While soraetinomycetes secrete herbicidal
compounds (Tanaka & Omura 1993) or cause plantasiese (Locci, 1994), others can
symbiotically fix atmospheric nitrogen (Oakley al. 2004) or protect plants against fungal
infections (Cacet al. 2005). Several descriptive reports have shownab&homycetes are a
promising group of fungus-antagonistic and roobo@ing microbes. They protect to various
degrees several different plants from soil-bornengddl pathogens (El-Tarabily &
Sivasithamparam 2006).

In the course of our screening program for actincebgs active against many phytopathogens
from Moroccan habitats (Logmaet al., 2009), one actinomycete strain, strain Sias
isolated from wild healthyVitis vinifera rhizosphere soil, collected from Thinghir, in
Ouarzazate Province, Southern Morocco, identifisthgi a polyphasic approach. Results
show that strain SI@an be classified as a new species within theg®traptomycesStrain

S10 was isolated on soil extracts agar as describ@limouctet al. (2001).The strain was

159



maintained on the Internation&treptomyce®roject N°2 ( ISP2) agar slants (glucose -yeast
extract -malt extract agar) at 4°C as 20% glycstotks at -20°C but also deposited in public
strain collections. Biomass for chemical and madlecstudies was obtained by growing $10
in shake flasks in ISP 2 broth (28°C, one week, ri50).

Physiological characteristics were determined afteweeks growth at 28°C as per the
methods prescribed in the (ISP) (Shirling & Golilie966). Morphological properties were
examined by light microscopy (Olympus microscope)l &canning Electronic Microscope
(Type JEOL). The colour of the aerial mycelium whetermined from mature sporulating
aerial mycelia according to the scale adopted ausar (1964) and the colour series was
determined according to the system proposed by iarn® (1974). Production of melanoid
pigments was determined on ISP6 and ISP7 medidy#iaaf cell wall diaminopimelic acid
isomers and whole cell sugars was performed aaugrdd the protocol described by
Lechevalier & Lechevalier (1980). Fatty acid methgters and mycolic acid trimethyl-
silylesters were prepared and analyzed as preyialesicribed (Klatte et al., 1994) using the
standard Microbial Identification System (MIDI IncDelaware) for automated gas

chromatographic analyses (Sasser, 1990).

Carbon source utilization was determined on ISE8giom supplemented with sterile carbon
sources. Standard techniques were used for thendetgion of catalase, oxidase and nitrate
reduction activity. Sensitivity to NaCl was estabhkd by the method of Tresner et al. (1968).
Growth temperature range was determined on ISP2Bamhett medium (Jones, 1949).
Antibiotic resistance was examined by the discudifin method on Olson’'s medium (Olson,
1968) incubated at 28 °C for 21 hours. The antiob@ activity of the strain S10T was
determined by the plate diffusion method (Baueglet 1966). Bacterial test strains were
incubated on nutrient agar at 37°C for 24 hours &mhal strains were incubated on

Sabouraud agar medium at 28°C for 24 hours fortyeaxl 48 hours for moulds.
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For the 16S rRNA gene sequence anajystigin S10 was cultivated for two days at 28°C
with agitation in 500 ml flasks containing 100 nfl ldickey-Tresner medium, 1 g'lyeast
extract, 1 g T beef extract, 2 gi NZamine A, 10 gt Dextrin, 20 mg T CoChL.6H,0O
(Hopwoodet al, 1985). Biomass was harvested by centrifugat890Q g for 10 min) and
washed twice with double-distilled water. MycelZDQ mg) were used for DNA extraction as
described in Liuet al. (2000). The 16S rDNA was amplified by PCR using the unigkrs
primers PA and PH. Amplification was carried oubihul reaction volumes containing 1.5U
of AmpliTaq GoldTaq polymerase (Applied Biosystems), dNTP’s ( 0.25 reath), 1 uM of
each primer and 100 ng of genomic DNA. Reactiorddans were: 97°C for 4 min, (97°C
for 45s, 52°C for 45s and 72°C for 45s) x 35 cyét#e®wed by an incubation at 72°C for 10
min. The amplified products were visualized on 8%.(w/v) agarose gel stained with
ethidium bromide. Sequencing reactions were perdrby Macrogen (Seoul, Korea).
Primers usedor sequencing are listed in Coengeal. (1999)The obtained sequences were
compared for similarity with sequences presenthm public sequence databases as well as
with EzTaxon, a web-based tool for the identifioatiof prokaryotes based on 16S rRNA
gene sequences from type strains (Chun et al. 2BLAST analysis was performed at the

www.nchi.nlm.nih.gov.

DNA-DNA hybridization analysis was performed betwestrain S10and its closest relatives
based on the degree of 16S rRNA gene similarity thiedinferred phylogeny. DNA-DNA
hybridization with the high scoring (in EzTaxon)tlambiguous sequences f8r almquistii
(AY999782),S. althioticus(AY999791) andS. matensi§AB184221) deemed not necessary
because of their distant location in the phylogeneee (Fig. 2). DNA was isolated using a
French pressure cell (Thermo Spectronic) and wasfigai by chromatography on
hydroxyapatite as described by Cashetral. (1977). DNA-DNA hybridization was carried

out as described by De Leyal. (1970) incorporating the modifications descritsoHusset
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al. (1983), using a model Cray 100 Bio UV/VIS-spectrojameter equipped with a Peltier-
thermostatted 6 x 6 multicell changer and a tentpezacontroller within situ temperature
probe (Varian), as described in Wayatel. (1987). All DNA-DNA hybridizations were done
in duplicate and the reported results give theayef the two experiments.

For the phylogenetic analysis, 16S rDNA refereregusnces for the type strains of closely
relatedStreptomycespecies were retrieved from GenBank, aligned ®itistal W2 (Higgins

et al, 1994), and phylogentically analyzed with thespaony DNAPARS, distance matrix
DNADIST according to Kimura (1980), NEIGHBOR maximulikelihood, DNAML and
bootstrapping, SEQBOOT CONSENSE tools from the PHPYlpackage version 3.6
(Felsenstein, J. 2005). Phylogenetic trees wengalized using Dendroscope (Husenal,

2007).
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Strain S10 had morphological characteristics consistent witlembers of the genus
StreptomycesFrom light and electron microscopy, it was obednthat strain STOhad
Spiraletype spore chains (Figure 1ajth Smooth spore surface ornamentation (Figure 1b)
The chemotaxonomic characteristics of strain'L(ported its classification as a member of
the genusStreptomyceg¢Table 1). LL—diaminopimelic acid (DAP) and glyeinvere detected
in its peptidoglycan. As usual for streptomycetés, fatty acid profile comprised mainly of
fatty acids of carbon chain with a length of 14dt8ms (Lechevalier, 1977), in particular
saturated iso- and anteiso-branched chain fattysaei-Gs . ¢(23-7 %), 1-Gg 0 (19-5 %), ai-
C17:0(13:7 %), I-G5 . 0 (11-0 %), i-G7.0(6-5 %), i-G4:0(2-5 %) with only few unbranched
fatty acids, Gs: 0 (56 %), Gs:0(2:3 %), G7:0(0-7 %) and & - o (0-2 %). For comparison
with the fatty acids profiles of closely relatecsfes see Table 1.

A BLAST search with 1462 bp 16S-rRNA gene sequesfcgtrain S10, showed that it was
more than 99% identical to 16S rRNA sequences ohymaembers of to the genus
Streptomyceswith the highest degree of similarity . marokkonensi¢MG 23016
(99.65%),S. almquistiNRRL B-1685 (99.58%),S. althioticusNRRL B-398T (99.51%),S.
matensis NBRC 12889 (99.51%), S. aurantiogriseus NRRL B-5416 (99.32%),
Streptomyces lienomicihlBRC 154253 (99.24%) S. coelescen®SM 40421 (99.20%), and.
S. violaceolatuDSM 40438 (99.18%). Five of these strains were selected fFWAIDNA
hybridizations, which in all cases yielded only lalegrees of DNA-DNA similarity:S.
coelescen®SM 40421 4.5%,S. aurantiogriseuDSM 40138 6.7%,S. lienomiciniDSM
414757 8.7 %,S. violaveolatusDSM 40438 10.1%, S. marokkonensi®SM 41918
33.4%. When applying the recommended threshold® DNA-DNA similarity as proposed

by Wayneet al(1987), strain S10can be differentiate from its five closest neighiso
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Figure 1: Micrographs showing spore chains (a) and sporages(b) of Streptomyces

thinghirensissp. novgrown on ISP2 for 14 days at 28 °C.
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Table 1. Fatty acid pattern of strain 10", S. marokkonensis (DsSM 41918T), S. lienomycini (DSM 41475T),
S. aurantiogriseus (DSM 40138", S. coelescens (DSM 40421"), and S. violaceolatus (DSM 40438").

Fatty acid
(%)

13:01SO
13:0
ANTEISO
14:0 1SO
14:0

15:1
ANTEISO A
15:0 I1ISO
15:0
ANTEISO
15.0 B
15:0
15:0ISOH
16:1I1ISOH
16:0 I1ISO
Cis-9-16:1
16:0

16:0 9?
METHYL
16:1
ANTEISO C
17:1
ANTEISO C
17:01SO
17:0
ANTEISO
Cis-9-17:1
17:0 CYCLO
17:0
Unknown
17.595 SM
17:0 1SO 2-
OH

s10"

0.14

0.19
2.54
0.19

10.95

23.73
0.22

1.59

19.49
2.64
5.57

4.15

2.97

6.48

13.66
0.66
1.17
0.69

0.40

0.15

DSM 41918"

0.11

0.45
2.05
0.49

0.50
5.00

25.70
0.16

1.40

16.53
3.36
10.91

1.13

3.01

2.60

17.84
1.29
0.60
1.70

DSM 41475"

0.12

0.38
3.97
0.43

6.89
35.60

0.26
4.05

2.06
15.11
0.60
9.19

0.65

1.74

2.61

13.32
0.20
1.38
0.90

0.36

0.16

DSM 40138"

0.31

0.48
1.46
0.24

14.70

25.62

2.21
1.94
12.40
2.80
3.56

4.89

5.76
5.18

16.17
0.94
0.35
0.57

Abbreviations: cis-9-16:1, cis-9-hexadecenoic acid (palmit oleic acid)

unknown lipid eluting at an equivalent chain
length of 17.595

DSM 404217

0.17

0.60
4.58
0.37

7.83

32.02

2.53
1.52
21.09
1.79
7.09

1.07

1.97
2.76

11.92
0.38
1.00
0.56

0.10

DSM 40438"

0.18

0.56
4.63
0.45

8.22

32.69

3.38
1.47
19.88
2.34
7.27

1.06

1.78
2.63

10.93
0.90
0.74
0.52
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Phylogenetic analysis showed that strain 'SiD most closely related t&treptomyces
marokkonensi$ MG 23016 and that both strains branch off separately betmm the S.
violaceoruberspecies group (Figure 2).

A comparison of the phenotypic characteristicstoin S10 and the strains with the top
BLAST results is shown in Table 2. It is clear frahvese comparisons that strain 519
phenotypically different from the closest relafleptomycespecies. Additional phenotypic
properties of the isolate are given in the spedessription section.

From the phenotypic and genotypic data obtaineis, proposed that strain S1fepresents a
novel species within the gen@reptomycesThe nameStreptomyces thinghirensisp. nov.

is proposed with strain S1@s the type strain.

Description of Streptomyces thinghirensissp. nov.  Streptomyces thinghirensis
(thin.ghir.en.sis: N.L. gen. masc. n. thinghirensfisThinghir, named after town in Southern

Morocco where the strain was isolated.

Hyphae were abundant and well-developed. A yelldfugible pigment is produced on all
test media and yellow substrate mycelium and wdpigs+ aerial mycelium is visible. No
melanin production is observed on peptone-yeasaexiron agar (ISP 6) and tyrosine agar
(ISP 7). Good growth is observed on ISP2 agar. tieels not liquefied. Milk is coagulated
and peptonized. #$ is not produced. Nitrate is reduced.

D-fructose, D-galactose, D-glucose, D-mannitol, Bamose, Myo-inositol, L-rhamnose, D-
sorbitol, are utilized as sole carbon sources.ddelsarose, Maltose, D- lactose, D-cellobiose,
while D- arabinose, D-xylose and D-raffinose aré uitized as sole carbon source. Growth

occurs from 28 to 42°C, pH 5-10, and in presencgdfum chloride 7%. Resistance t
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LocI

56 Streptomyces olivoveriicilatus NRRL B-1934T (DQ442534)
o4 Streptomyces pseudogriseolus NRRL B-3288" (DQ442541)

Streptomyces cinnabarinus NRRL B-12382" (DQ026640)
— Streptomyces thinghirensis DSM 419197 (FM202482)
— Streptomyces marokkonensis LMG 230167 (AJ965470)
41 Streptomyces tendae ATCC19812" (D63873)
2 Streptomyces violaceoruber NBRC 12626" (AB184174)
“ 5 g? Streptomyces caesius DSM 40419 (AFS03495)
48 50 Strevtomyces tricolor NBRC 154617 (AB184687)
@[ Streptomyces violaceolatus DSM 404387 (AF503497)
651 Streptomyces humiferus DSM 430307 (AF503491)
| 48] gg Streptomyces coelescens DSM 404217 (AF503496)
8 Streotomyces anthocyanicus NBRC 14892 (AB184631)

Streptomyces rubrogriseus NBRC 15455" (AB184681)

—— Streptomyces chattanoogensis DSM 400027 (AY295791)

2‘ Streptomyces lienomycini NBRC 154257 (AB184672)

64! Streptomyces aurantiogriseus NRRL B-5416" (AY999773)
Streptomyces ambofaciens NBRC 12836" (AB184182)

— Streptomyces paradoxus NBRC 14887" (AB184628)

g3] Streptomyces matensis NBRC 12889 (AB184221)
55, Streptomyces althioicus NRRL B-39817 (AY999791)
Streptomyces almquistii NRRL B-1685" (AY999782)

Figure 2: Unrooted Maximum Likelihood phylogeny based on@48gned positions of 16S
rRNA gene showing the phylogenetic relationshipsween strain S10(DSM41919,

‘Streptomyces thinghirengisand the most closely relate8treptomycestype species.
Bootstrap values (%) above the branches were defreen 1000 replications of maximum
likelihood inferences, those below the branchese gike maximum support by 1000
replications, each, of maximum parsimony, neighgouning, and least square (FITCH)

inferences. The scale bar corresponds to 0.00lisulmns per nucleotide position.
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Table 2. Physiological characteristics of strain $Hhd its phylogenetic neighbours
1 S10; 2, S.marokkonensisMG23016; 3, S. coelescenBSM40421° 4, S. violaceolatus

DSM 40438 ; 5, S. lienomyciniDSM41478; 6, S. aurantiogriseu®SM 40138

Characteristics 1 2 3 4 5 6
Aerial mass colour WG G G Br G RG
Substrate mycelium Y G G-Br Gr Cs B
Reverse side pigment Y - + + - RA-Sp
Diffusible pigment + - + + - +
Melanin pigments - - - - + -
Utilization of

Arabinose - + + + + +
Lactose + + - - + +
Myo-inositol + - + - + +
Raffinose - - + , + +
Rhamnose + + + - + +
Sucrose * + + - + +
Xylose + + + + + +
Degradation of esculin + - + + + +

Growth in presence of

7% NaCl + + - - + -

+: well utilized, £: poorly utilized, -: not utilizd,
B, blue; Br, Brownish; Cs, colourless; G, gr&yBr, grey-Brown; RG, red-grey; W, white;

WG, White-grey; Y, yellow.
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ampicillin (10 pg/ml), amoxicillin (10 pg/ml), naixic acid (30 pg/ml), penicillin G (10
pg/ml), sulfamide (25 pg/ml) and rifampicin (5 pdynbut sensitive to novobiocin (30
pg/ml), gentamycin (10 pg/ml) and streptomycin (@/ml). Active against moulds;
Aspergillus niger, Fusarium oxysporuisp. albedinis,, Pythium ultimum, Sclerotium rolfsii,
and Verticillium dahliag yeastsCandida albicansCandida tropicalis and Saccharomyces
cerevisiae bacteria,Bacillus subtilis, Bacillus cereud€scherichia coliand Streptomyces
scabies

The type strain iStreptomyces thinghirensg&ld (= CCMM b35" = DSM 41919).
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CHAPITRE IV

Purification et élucidation structurale de
quelques antibiotiques produits par une des

souches d’'Actinomycetes sélectionnées
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Parmi les souches d’actinomycetes PGPR endophysegiaté antifongique que nous
avons sélectionnées au cours de notre programneeldage, la souche SS38 a montré une tres
grande activité vis-a-vis dgotrytis cinereaagent de la pourriture grise. Cette souche aef¢due
pour des investigations complémentaires concertarurification et la détermination de la

structure moléculaire des principes actifs élahorés

L'isolat SS38 a été mis en culture sur le miliequille de Bennett, favorable a la
production des antibiotiques. L'antifongique pro@duété extrait a partir de ce milieu en utilisknt
n-butanol. Les tests biologiques réalisés a patér cet extrait butanoliqgue de la souche
Streptomycesp. nov. ont montré d’excellents résultats camaet I'inhibition in vitro etin vivo
de la croissance dgotrytis cinerea

Pour I'extraction et la purification du (des)mmipe(s) actif(s), un préfractionnement
(liguide-liquide) bio guidé a été d’abord effecaéant I'opération de purification visant a isoles |
composés antifongiques. Ce préfractionnement aoeu lput d’obtenir une fraction contenant les

composeés ayant I'activité biologique la plus impate.

Pour cela, les composés actifs de I'extrait onéuté identifiés par bioautographie. Cette
derniere technique a consisté en la séparatiouiffésents constituants de I'extrait brut par CCM
(phase normale Si60 Merck, éluant : LLH/CH3OH, 1 :9 v/v, révélateur : acide sulfurique ou
vanilline sulfurisée) puis I'évaluation de leur igité directement sur plaque. Ainsi, une premiére
plaque de référence a été développée a l'aide gdrdae éluante puis révélée par pulvérisation
d’acide sulfurique et chauffée. Les rapports frartdes différents composés ont été notés. Une
seconde plaque, développée dans le méme éluahteasgmencée par un milieu de culture gélosé
PDA (Potato Dextrose Agar 7%) contenant une susperde Botrytis cinerea Les composés
actifs ont laissé plusieurs zones sur la plaguet(ées sur certains rapports frontaux Rf) dans
laguelle I'agent fongique était détruit.

Deux systémes de solvants difféerents ont été &uelie vue du préfractionnement. Il
s’agit du systeme triphasique n-Hept/ MtBE/ N/ Eau (1:1:2:1, viv) et du systeme
biphasique n-Hept/ C¥DH/ Eau (5 :1.5 :3.5, v/v).

A l'aide de 600 ml (3x200 ml) de systeme triphasig(ou biphasique), I'extrait
butanolique primaire a été fractionné en trois phas
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Pour la purification du (des) principe(s) ac)if(on a utlisé la CPC (la
Chromatographie de Partage Centrifuge) ; il s'atfjitne technique chromatographique
liquide -liquide sans support solide, basée sudiéérences de partage des solutés entre deux
phases non miscibles. La phase stationnaire ligestienaintenue dans des cellules orientées
radialement présentes dans la colonne chromatagrapbpar un champ de forces centrifuges
appligué par rotation autour d’'un axe unique. Lagghmobile est pompée au travers jusqu’a

atteindre un équilibre stable entre les volumepltise stationnaire Y5t et de phase mobile

Vv moh

Six molécules sont purifiées en quantité impodaiipartir d’'un seul extrait dont 5

ont montré une activité vis-a-vis 8etrytis cineredn vitro.
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ABSTRACT

An actinomycete strain (designated SS38) isoldtedn rhizospherical soil of
MaroccanVitis viniferasoil was previously selected as the most antagostinomycetes
againstBotrytis cinerea as a potential produced of antifungal metabqli®s the most
endophytic and as the most growth promoting PGPRemrapevines plantlets (unpublished
data). Phylogenetic analysis based on the almasplete 16S rRNA gene sequence indicated
that strain SS38 belongs to the gelieptomyce®NA-DNA relatedness and phenotypic
data distinguished strain SS38 from these phyldgeally represents a novel species of the
genusStreptomycegunpublished data). The antifungal compound preduwy this strain was
purified by centrifugal partition chromatography.

Extraction of the antimicrobial agent was perfodnen culture supernatant by the
organic solvents. The Bioassay guided liquid-ligoidfractionation had to simplify the initial
n-butanol extract by while enriching it of the aeticonstituent. The simplified resulting
extract was again fractional in CPC in order toifmation and the purification of the actives
molecules. Two consecutive experiences CPC weressacy to the purification of majority
molecules of this extract. The solvent system efrdnge Arizona permitted the isolation of
the compounds 2, 5, 6 and 10 while the new othstesy gleamed succeeded to the
purification of the molecules 3, 4 and 7. The dued determination of the different isolated
pure substances is currently under assessment.

However, the biologic tests achieved on each & igplated products already
permitted to conclude as for the importance ofrthesperty elicitrice and/or their inhibitory
activity in vitro on the growth oBotrytis cinerealndeed, he/it proves to be that each of the
isolated products active a way different of stiniola of the defenses natural of the infected
plants. Otherwise, the preventive or curative tremts of plantules affected by gray rot from
formulations containing the isolated products gaxeellent results for the majority of these

(unpublished data).
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INTRODUCTION

Fungal pathogens are a major problem in the ctiimaof grapevines around the
world. Fungal attacks reduce yield and qualityrait§, either by a direct infection of berries
or by a reduction of plant vigor. Gray mould disssasaused bBotrytis cinereaare probably
the most common and widely distributed diseasesgétables, ornamental plants, fruits, and
even field crops throughout the world. ControlBwtrytis cinereathrough chemical sprays
has been only partially successful. Furthermoreerethis a risk of appearance and
establishment of resistamotrytis cinereasp. strains to these chemicals. As a result, the
legislation in most countries is becoming more sevé&his has led to an increasing need for
alternative technique that does not leave any wesidThe development of resistance to
multiple drugs is a major problem in the treatmahhumerous pathogenic microorganisms.
This antimicrobial resistance is presently an utgecus of research and new bioactive
compounds are necessary to combat these pathdgkmentous soil bacteria belonging to
the genusStrepomycesre rich sources of high number of bioactive ratproducts with
biological activity which are extensively used dsmpnaceuticals and agrochemicals. These
bacteria produce about 75% of commercially and oadyi useful antibiotics [1] and
approximately 60% of antibiotics which have beervellgped for agricultural use were
isolates fromStreptomycesspecies [2]. This fact has mad&treptomycegshe most used
bacteria in fermentation manufacturing of activanphmaceutical compounds.

Streptomycesare Gram-positive bacteria, characterized by cermphorphologic
differentiation cycle and accompanied by the préidnc of many important bioactive
substances of high commercial value having greaictsiral and functional diversity [3],
including antibiotics, antifungal, antiviral, ardiccer, immunosuppressant agents,

insecticides, herbicides, etc.
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In the course of our screening programme for netinBmycete strains, possessing
antifungal activities, from the unknown Moroccanbhats. We previously selected
Streptomycesp. SS38 strain as the most antagonistic ActinetegcagaindBotrytis cinerea
[3], as a potential produced of antifungal metdbslias the most endophytic and as the most
growth promoting PGPR on the grapevines plantletspiblished data). Phylogenetic
analysis based on the almost complete 16S rRNA gegaence indicated that strain SS38
belongs to the gen&treptomyced)NA-DNA relatedness and phenotypic data distingeds
strain SS38 from these phylogenetically represamtsvel species of the genBgeptomyces
(unpublished data). We describe in this paper tleeessful separation and purification of

antibiotics from these strains by centrifugal gami chromatography.
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EXPERIMENTAL
Actinomycete sp. cell culture

SS38Streptomycesp. nov. related strain used in this study wasipusly isolated
from rhizospherical soil of Maroccaviitis vinifera soil strongly inhibit growth oBotrytis
cinerea[4]. Spores of this strain, stored in 20% steglgcerol at — 20°C, were used to
inoculate (at 1®spores mt) cultures of liquid Bennett medium consistingbefef extract
(Merk) 1 g/l; glucose (Merk) 10 g/l; peptone (Metk)p/l; yeast extract (Merk) 1 g/l, pH 7.3.
3 liter Cultures were grown for 6 days at 28°C uncenstant agitation on a rotary shaker

(180 rpm / minute).

Antibiotics extraction

As maximum antibiotic production was observed be €" day of the incubation,
cultures was terminated on th8 éay and the broth was centrifuged at 10,000 xr @@omin
to separate the mycelial biomass. Different solvemere tested for the extraction of the
antibiotics from the culture supernatant. The soiwesed were n-butanol, ethyl acetate, n-
hexane, dichloromethane, methanol, chloroform. ®hganic extracts were evaporated to
dryness using a Rotavapor (Laborota 4000). Theltnegudry extracts were recuperated in
methanol and subjected to biological assay (disk6 ahm in diameter) again®acillus
subtilis (40 ul per disk) an@otrytis cinerea60 ul per disk). The n-butanol solvent gave the
highest inhibition diameter were then retained fine detection of antibiotics by
bioautography [5]. For this, 40 uBé&cillus subtili3 or 60 pl Botrytis cinerea of n-butanol
extract were spotted onto 20 x 20-cm silica getggdMerck Art. 5735, Kiesselgel 60F254),
and then developed with GEI,/CH3;OH (1:9 v/v). The developed TLC plates were aiedri
overnight at 37 °C to remove all traces of solva@iiey were then placed in plastic bioassay
dish (23 x 23 x 2.2 cinFisher Scientific Labosi) and overlaid with 150afnutrient agar or

PDA agar media (containing 7 g/l of agar) seedexpeetively withBacillus subtilis or
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Botrytis cinereaAfter the agar had set, the plate was inoculate8D °C. the inhibition zones
of the active fraction were determined after 24f hnoubation for theBotrytis cinereaand
after 48 h forBacillus subtilis Clear areas due to inhibition of microorganisnovgh
indicated the location of antibiotic compounds be TLC plates. The retention factor (Rf) of

each spot was recorded.

Bioassay guided liquid-liquid prefractionation

Two different systems solvent have been stuciedaw of the prefractionation. It is
about the triphasic system n-Hept / MtBE / Ol / Water (1 :1 :2 :1, v/v) and of the
biphasic system n-Hept / GBH / Water (5 :1.5 :3.5, v/v).

The n-butanol extract was evaporated to drynbssdiy residue (8,8 g) was dissolved
in a small volume of methanol and was submitteliqtad-liquid fractionation using for each
extraction, 600mL of the ternary biphasic solvemttare n-Heptane/ Methanol/ water (5: 1.5:
3.5, v/v) (or triphasic system). After 4 time edtions, the collected upper organic phases
were regrouped and evaporated to dryness. Aboug bfthe later residue was obtained. It

was then stored for 24 hours at — 10 °C prior ®@insCPC.

CPC Apparatus

The separations were performed on a FCPC® Kromadtchnologies apparatus
(Angers, France) (Fig. 1), using a rotor of 20 wliac partition disks (1320 partition cells,
column capacity: 200 mL). Rotation speed can bastelgl from 200 to 2000 rpm, producing a
centrifugal force field in the partition cell of @t 120 g at 1000 rpm and 470 g at 2000 rpm.
The solvents were pumped by a Dionex P580HPG 4-vistyary high-pressure gradient
pump (Sunnyvale, CA, USA). The samples were intceduinto the CPC columwvia a low

pressure injection valve (Upchurch, CIL CluzeauntaFoy-La-Grande, France) equipped
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Figure 1 : FCPC Kromaton Technologigs
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with a 21 mL sample loop. The effluent was monitovath a Dionex UVD 170S detector
equipped with a preparative flow cell (& internal volume, path length of 2 mm). Fractions
were collected by a Pharmacia Superfrac colledippéala, Sweden). The experiments were

conducted at room temperature (22+1°C).

Preparation of Solvent Systems

The Arizona quaternary solvent system (R) compasfed-Heptane/ Ethyl acetate/
methanol/ water (2: 1: 2: 1, v/v) (experiment Adahe second biphasic sytem n-Heptane /
acetonitrile/ water (5: 5: 4, viv) (experiment Bem prepared by mixing the appropriate
solvent in a separatory funnel, shaking them vigskpand allowing them to settle until the

phases became limpid.

Preparation of Sample Solutions
1.4 g of the fractionated butanolic extract wassdived in 10mL of organic phase and

10mL of aqueous phase.

CPC Experimental Conditions

First, in experiment A, the CPC column was filledh the aqueous stationary phase
of the biphasic system. The sample solution wasctef in the sample loop, the rotation
speed was adjusted to 1300 rpm and the organiclenpbase was pumped at 6 mL/min. In
the same way, in experiment B, separation was pedd with the organic as the mobile
phase at 1200 rpm and 3mL/min. The outgoing phasemonitored at 270 nm by the online
UV detector for experiments A and B. For experirseistand B, respectively, the stationary

phase retention was 75 and 70%, the back presagabout 45 and 40 bars.
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Fraction Analysis

CPC fraction analysis was performed using norntesp TLC (Merck Si60) with
CHCIs/ methanol (99: 1, v/v) as eluent. Plate visuailmatvere realised thanks to sulfuric
vanilline reagent (vanillin / B8O, concentrated/ Ethanol, 3/ 3/ 100, w/ v/v). Thecti@s
containing pure compounds from the TLC analysisewegrouped. These fractions were
submitted to 1H and 13C NMR experiments. The spag@ire recorded in CDE(1H at 500
MHz and 13C at 125 MHz) on a Bruker Avance DRX 52D. (COSY, HSQC, HMBC...)
experiments were performed using BRUKER microprograESI-MS and HRESI-MS were

obtained in a Micromass Q-TOF micro spectrometpaggus.

RESULTS AND DISCUSSION
Bioassay guided liquid-liquid prefractionation

The Bioassay guided liquid-liquid prefractionatioad to simplify the initial n-butanol
extract by while enriching it of the active conséint. For it, we first used a system of
triphasic solvent of n-Hept / MtBE / GBN / Water (1: 1: 2: 1, v/v) classically employed i
the industry for the dividing of surrounding cukugcommunication of the Dr R. Margraff).
The primary excerpt could be thus fractional inug® of compounds of distinct polarities.
The exam of each of the liquid phases collectedediy bioautography that wants to say then
by chromatography on thin layer assessment ofd¢heitzes of the products adsorbed on plate
[5], revealed that the compounds least polar castenthe superior heptane phase and the
intermediate phase rich in MtBE and ¢HN were the most active. Indeed, these inhibit the
growth ofBotrytis cinerean the middle of culture (Fig. 2).

The triphasic system succeeded therefore to septnee phases of which two (the

superior and intermediate phase) contained theeactimpounds.
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In order to simplify this prefractionation, a sadobiphasic solvent system has been
tested with success to separate the active of timasgive substances. It is about the system
constituted with the mixture of: n-Hept / @BH / Water, 5 :1,5 :3,5, v/v. This last system
presents the advantage to be more selective opgbsitactive compounds of the extract and
is less expensive in solvent that the triphasitesypreviously (Fig. 3). It has been preferred

therefore at last for the liquid prefractionation.

Isolation of the active molecules by CPC

To the descended of the prefractionation of tharlic extract oStreptomycesp., a
first system of solvents has been selected fronsystems of the Arizona range in order to be
used in CPC. The R system (n-Hept / AcCOEt 5CH / Water, 2 :1 :2 :1, v/v) some Arizona
range has been kept in first intention. Constahwigiribution of the order of the unit have
been gotten with this system for the majority af #ictive compounds of the prefractionated

extract.
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Figure 2: The Thin Layer Chromatography analysis illustnatan each of the phases gotten
after liquid-liquid fractionation dividing of an banolic extract ofStreptomycesp. containing
some bioactifs and inactive compounds from thenagic system n-Hept / MtBE / GEN /
Water (1/1/2/1, viv); CCM normal phase eluted withi,Cl,/CH;OH (1 :9, v/v), revealed
with sulphuric vanillin.
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Figure 3 : The Thin Layer Chromatography analysis illustnatam each of the phases gotten
after liquid-liquid fractionation dividing of an banolic extract oStreptomycesp. containing
some bioactifs and inactive compounds from the dsjghsystem n-Hept/ GBH / Water (5
1,5 :3,5and 5 :3,5 :1,5, v/v) ; CCM normal phateted with CHCI,/CH3OH (1 :9, v/v),
revealed with sulphuric vanillin.
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On the one hand, isolation as pure compounds & &xd 6 was performed using
conditions A in elution mode CPC with the biphasidvent system composed of n-Heptane/
Ethyl acetate/ methanol/ water as describe abosge.tblen of the agueous mobile phase as
applying the strategy of the dual mode succeedédetpurification of the compound 10 that
was until there retained by the stationary aqugahese. This last compound challenged us.
Indeed, its chromatographic comportment is inver<eéCM and in CPC ("polair” in CPC but
"apolair" in CCM). Compounds 3, 4 and 7 could netdeparated within these conditions.
However, the collected fractions containing thesglecules were regrouped and then re-
injected in the CPC column so as to submit elutmde using conditions B. This manner, the

3 compounds were each successfully purificated @)ig

The high selectivity (valued by CCM) generatedog mixture of solvent brought us
therefore to choose it for tests in CPC purificatidhe mobile organic phase and the
stationary aqueous phase, the three aimed protagtscan be separate in this manner (Fig.
5).

The collected fractions containing the same comgsthave been regrouped (Table.
1). A control of the regrouped fractions has beehieved by CCM (Fig. 6). This one
permitted to value the purity of the isolated comnpas before submitting them then to the

structural analysis and to the antimicrobial assays

Structure elucidation

Among the different isolated compounds, some hawfficient quantities have been
analyzed already in order to clarify their chemistlicture. For it, of the analyses by nuclear

magnetic résonnance, spectrométrie of mass angs<hae been done.
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Figure 4: The Thin Layer Chromatography analysis illustnatan each of the phases gotten
after liquid-liquid fractionation dividing of an banolic extract oStreptomycesp. containing
the compounds 3, 4 and 7 from the biphasic systéftept / CHCN (1 :1, v/v) and n-Hept /
CH3CN / Water (5 :5:1;5:5:2;5:5:4 and 5 :5vf); PS: superior phase, PI,: lower phase;
CCM normal phase eluted with GEl,/CH3OH (1 :9, v/v), revealed with sulphuric vanillin.
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Table 1: Compounds isolated characteristics of Bteeptomycesp. butanolic extract by

CPC.

Compounds Coloration Isolatgd Molecular Mass CP.C
Denomination  (sulphuric vanillin) Quantity (9/ mol) Experience
(mQ) CPC

2 yellow-green 40,2 218 A

3 Bleu 52,8 415 B

4 yellow 23,8 399 B

5 Marron 1,6 437 A

6 Incolor 1,2 non determined A

7 Rose 135,7 724 B

10 Incolor 10,2 410 (Dual Mode )
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The structural determination of the other substarmoactives is currently in progress.
The figure 7 showed two structures has been detedrof tow compounds (2 and 3). The
structure of the compound 7 is under finalizatici ijelow). The first findings show that it is
probably about the abierixin previously isolatecdstéptomyces albygig. 8).

Thein vitro antimicrobial activities, againg&otrytis cinereaof these pure compounds
were evaluated. Four of the six tested compoundsvshigh activities againsBotrytis
cinerea(Fig. 9). The tow characterized molecules from tiesv isolatedStreptomycesp.
SS38 strains have been already described from otloeoorganisms, we think that our strain
is very interesting because it produces simultasigoall six important active molecules

belonging to different families.
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composé 2 composé 3
4-Chloro-5-(3'-indolyl)oxazole Piericidin Al

Figure 7: chemical structure of the compounds 2 and 3 iedlaif the Streptomycesp.
butanolic extract by CPC.

Figure 8: chemical structure ??? of the compound 7 isolatedhe Streptomycessp.
butanolic extract by CPC.
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Figure 9: Antimicrobial activities of isolated compounds frahe strain SS38 extract against
Botrytis cinerean solid media.
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CONCLUSION

A search programm for antibiotics products of amtwycetes from Maroccan
habitats led us to characterize strain SS38 igblatem rhizospherical soil of healthy
Vitis vinifera

The taxonomic characterization of the strain wasried out according to the
recommended method of the International Streptomfareject (Morphological, cultural
and physical studies) completed by analysis of el component and genetic
determination. Phylogenetic analysis based on thest complete 16S rRNA gene
sequence indicated that strain SS38 belongs togémeis StreptomycesPNA-DNA
relatedness and phenotypic data distinguishedns8&38 from these phylogenetically
represents a novel species of the g&tusptomyceéunpublished data).

Extraction of the antimicrobial agent was perfodman culture supernatant by the
organic solvents (n-butanol, ethyl acetate, n-hexadichloromethane, methanol,
chloroform). The Bioassay guided liquid-liquid pasftionation had to simplify the initial
n-butanol extract by while enriching it of the aeticonstituent. The simplified resulting
extract was again fractional in CPC in order to ig@ation and the purification of the
actives molecules. Two consecutive experiences WE@ necessary to the purification
of majority molecules of this extract. The solvegstem of the range Arizona n-Hept /
AcOEt / CHOH / Water (2 :1 :2 :1, v/v) permitted the isolatiof the compounds 2, 5, 6
and 10 while the new other system n-Hept /3CN / Water (5 :5 :4, v/v) gleamed
succeeded to the purification of the molecules 8nd 7. The structural determination of
the different isolated pure substances is curramitjer assessment.

However, the biologic tests achieved on each ef idolated products already
permitted to conclude as for the importance of rthppperty elicitrice and/or their

inhibitory activity in vitro on the growth oBotrytis cinerea Indeed, he/it proves to be
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that each of the isolated products active a wafemdiht of stimulation of the defenses
natural of the infected plants. Otherwise, the pndve or curative treatments of
plantules affected by gray rot from formulations@ining the isolated products gave

excellent results for the majority of these (unpshed data).
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CHAPITRE YV

Induction des mécanismes de défenses de la
vigne par les produits purifiés élaborés par

une des souches sélectionnées
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Les plantes sont constamment soumises au coursudedéveloppement a l'attaque
d'agents pathogénes, néanmoins elles sont résistaa plupart d'entre eux et la maladie est
I'exception. Les plantes ont mis en place au cdarbévolution des stratégies élaborées leur
permettant de se défendre efficacement contre desta pathogenes (virus, champignons,

bactéries).

Lorsqu'un agent pathogéne est détecté par la plaiates la plupart des cas, la
premiere caractéristique de la résistance a ladieakst la mort des cellules autour du site
d'infection, appelée réponse hypersensible (RH)ntia confiner l'agent pathogene dans cette
zone. Les cellules qui meurent émettent alors dekeaules servant de signaux d'alerte,
percus par les cellules voisines qui mettent ecepties mécanismes de défense qui consistent
essentiellement en la production de molécules @it@cantimicrobienne et en la mise en
place de barrieres physiques (callose, lignifiegtibourrelets cicatriciels) permettant de
stopper la progression de l'agresseur (Wittstodkeeshenzon, 2002 ; Jones et Dangl, 2006).
Dans certains cas, cette résistance localiséaies par la mise en place d'une résistance dite
systémique acquise (RSA) qui protege I'ensemblia gidante contre I'attaque ultérieure par

une large gamme de parasites (bactérie, virus, gigaons).

Parallelement a la résistance systémique acquiSA)(Rertaines souches de PGPR
peuvent protéger les plantes d'une facon indirgete la stimulation de mécanismes de
défense inductibles dans la plante, ce qui peutlreerir h6te beaucoup plus résistant a
["agression future par des agents pathogénes. @aoptene a été nommeé «résistance
systémique induite» (ISR, Induced Systemic Resisfafivan Loonet al., 1998; Pieterse,
CMJ. et al., 2002). L induction d"une telle capacité de défesstesystémique : le traitement
des racines par des PGPR produit des effets peotrscsur d”autres parties de la plante sans
migration des bactéries induisantes I'ISR au tsader systéeme vasculaire de la plante ou a
travers les tissus (Ramamoorthiyal., 2001; Bent, 2005). La preuve du réle d"une souehe
PGPR en tant qu’inducteur de I'ISR dans la réduafimne maladie est donc obtenue en
garantissant une séparation spatiale de |'agetogane et de I'agent inducteur de la
résistance, afin d"exclure toute interaction améige directe. C'est le cas si I'on inocule les
bactéries sur les racines et le pathogene surfacsufoliaire de la plante ou en utilisant des
systemes séparant les racines en deux groupegsdépan Peeet al., 1991; Zhou et Paulitz
1994; Bakketet al.,2007). L'ISR est donc phénotypiquement similaita 8AR. Cependant,

il semble que les voies d'inductions de la SARISR soient différentes méme si toutes les
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deux se basent sur la transmission d’un signalusawt a |"activation d’'un ensemble de
mécanismes de défense. Les mécanismes développés ptantes permettent de se protéger
contre un large spectre de pathogénes pas seuldamgitjues, bactériens et viraux, mais
aussi vis-a-vis de maladies causées par certasestas et nématodes (Stictegral., 1997,
van Loonet al.,1998; Ramamoorthgt al.,2001; Durrant et Dong, 2004).

Cette " protection " présente donc un intérét agmuique tout particulier puisque son
induction artificielle chez les plantes pourraiteéun moyen de limiter les apports de
pesticides dans les champs. L'induction artifieielle cette protection est au centre des
recherches menées ces dernieres années sur cessm&sade défense des plantes qui visent
a mieux connaitre la nature des processus misuen(ijgducteurs de défense) pour pouvoir a

terme proposer des stratégies utilisables en dfynieu

Dans ce chapitre, nous avons montré que les pedaitrétés par une souche de
Streptomycesp. nov. induisent des réactions de défense demwittoplants de vigne ainsi

gu’une résistance systémique contre 'infectionBainerea.

L’effet éliciteur et/ou protecteur de ces prodwes évalué tout d’abord en étudiant
leur effet antagonistes vitro par les tests de confrontation a distance et dosat boite de
pétri en présence d& cinerea puis par vaporisation des vitoplants de vigneyise ou
non. Ensuite, I'étude de I'expréssion des répomgesiéfense par RT-PCR quantitative en
temps réel. Les genes étudiés sont des genes coommse étant impliqués dans les réponses
de défense chez la vigne et I'orge face a I'attadpienaladies. Les géenes testés ont été choisis
de facon a pouvoir évaluer quelle voie de signadinaest activée (acide salicylique, acide

jasmonique, éthyléne) en réponse aux éliciteursnpiets.

Les résultats obtenus ont montré que 5 des 6 psotiestés montrent un pouvoir
antagoniste locale (Figure 1) et a distance (Fig)reis-a-vis deB. cinerea Cet effet est
maintenu a I'’échelle de la plante ; la vaporisaties vitroplants de vigne par ces produits les
protége contre la pourriture grise. De plus le prod0 en présence de la plante montre un

effet vis-a-vis déB. cinerea(Figure 3).
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Lors de cette étude, nous avons également mis elenee, d’'apres les résultats
préliminaires, une induction locale et systémiqws genesvVvGlug VVPR6 et VvChi4C
codant respectivement pour des protéines P-R% BRRPR-3 (Figure 4).
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Figure 1 : Effet des produits sécrétés @treptomycesp. nov. sur la croissance Betrytis

cinereapar le test de confrontation locale (a : effet plexluits 2,3,4,5,7 ; b : effet du produit
10 ; c : Témoin ; BC Botrytis cinerea

Figure 2 : Effet des produits sécrétés &reptomycesp. nov. sur la croissance Betrytis

cinereapar le test de confrontation a distance (BOtrytis cinereaet 2,3,4,5,7 et 10 : les
produits).
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Figure 3 : Effet des produits sécrétés @reptomycesp. nov. sur la protection des plantes
vis-a-visBotrytis cinerea(a : plante témoin, bBotrytis cinereac : Botrytis cinera+ produit
2;d:10: effet du produit 10).
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L'essor des rendements agricoles acétesidérable depuis le début du XXéme siécle
tant dans les quantités récoltées que dans la€uieés productions végétales. Cet essor a été
de pair avec l'utilisation croissante de substambéwmiques de synthése, regroupées sous le
terme de pesticides, permettant de lutter consreni@ladies et les ravageurs qui représentaient
au début du siecle et jusqu’a présent un veritdési pour les agriculteurs. Cependant, ces
pesticides présentent des conséquences néfastassamté humaine, I'environnement,.... De
plus, les crises successives traversées par litgre ces derniéeres années (la vache folle, le
poulet & la dioxine etc....) ont rendu l'opiniorbjigue trés soucieuse et ont ouvert un large
débat sur la qualité de I'alimentation et de I'mmwement. Il en ressort une réticence quant a

l'utilisation massive de pesticides sur les culfure

Une des méthodes alternatives a l'utilisation destipides chimiques est la lutte
biologique. Donc l'utilisation des microorganismesnéfiques (PGPR) présentent un intérét
scientifique et agronomique majeur car ils jouemtréle important dans le fonctionnement
biologique de la rhizosphere, puisqu’ils sont cdgmlde coloniser efficacement les systemes
racinaires et influencent de maniére bénéfiquddatp en stimulant sa croissance et/ou en la
protégeant contre des infections par des agentoémhogenes. Les PGPR offrent donc des

possibilités intéressantes pour une agronomie caspase de I'environnement.

Les actinomycetes sont des microorganismes PGPRblegp de coloniser la
rhizosphere grace a leurs caracteres antagonigtesorapétitifs vis-a-vis des autres
microorganismes du sol. Certains sont connus peur production de sidérophores qui
permettent de chélater le fer privant ainsi ledies autres microorganismes (Gaal., 2005 ;
Gethaet al., 2005). La production de sidérophores $agriseorubiginousest efficace dans
la lutte contre la fusariose du bananier causéeFpaarium oxysporuni. sp. Cubenese
(Getha et al.2005). D’autres sont parasites de champignons@tusant des enzymes qui
leur permettent de dégrader la paroi des cellwegifijues ; le parasitisme des mycélia de
champignons par les actinomycetes a été décrit plsseurs travaux (Yuan et Crawford,
1995 ; Khamet al., 1997 ; Tréjo-Estradat al., 1998 ; El-Tarabilyet al., 2000 ; Xiaoet al.,
2002 ; El-Tarabily et Sivasithampar, 2006 ; Erragdhal., 2007 ; Jain et Jain, 2007). Plusieurs
enzymes chitinolytiqgues ont été identifiés chezaiees espéeces d’actinomycetes dént
antibioticus(1966),S. lividens(Miyashitaet al., 1991),S. lydicusWYEC108 (Mahadevan et
Crawford, 1997)S. plicatug/Abd-Allah, 2001) e6. halsteiiAJ-7 (Joo, 2005).
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Les actinomycetes présentent un intérét scien#figt agronomique majeur comme

nous avons constaté au cours du travail réalisé.

La premiere partie de ce travail a été consactésoement et au criblage de souches
d’actinomycétes a partir de la rhizosphere de fneisaine sauvage du Maroc capables
d’inhiber la croissance des champignons phytopatheg Ainsi, 142 isolats différents
morphologiquement ont été isolés. 24 d'isolats (L&#nt actifs vis-a-vis au moins de 4
champignons tests et seulement 9 isolats séleésoactifs sur les cinqg champignons tests y
compris Botrytis cinereal’agent de la pourriture grise de la vigne. Lessaations
microscopiques des filaments Be cinereaprélevés au niveau de la zone de contact avec les
actinomycetes ont montré que ces souches sontleapdd provoquer des altérations de la
structure du mycélium dB. cinereaet par la suite sa dégradation. Les résultatsnréires
de protection des vitroplants de vigne contred@tie deB. cinereaa été confirmée d’abord

sur des feuilles isolées puis sur des vitroplants.

L'ensemble de ces 9 isolats peut constituer déiteun stock de microorganismes
antagonistes dB. cinereadans le cadre de la lutte biologique contre larpiowe grise de la

vigne.

Une des particularités intéressantes pour le offoix agent de lutte biologigue PGPR
réside dans leur compétence de colonisation dénitasphére, des surfaces racinaires, y
survivre et proliférer a l'intérieur de la plargendant une période considérable en présence
ou non d’'une microflore existante (Whipps, 1997geBnberg et Lugtenberg, 2001 ; Compant
et al., 2005a). Pour cette raison, nous nous sommes $st&gea sélectionner des PGPR
présentant une forte compétence rhizosphérique égaiement des PGPR pouvant entrer a
I'intérieur de leur hote végétal. Dans cette opiguous avons vérifié tout d’abord la capacité
de ces souches de pousser sur un milieu a bastraitede plante de vigne comme seule
source nutritionnelle en gardant sur le mémeéemilkeurs pouvoirs antagonistes vis-a-vis de

I'agent de la pourriture grise de la vigrig €inerea)

Les résultats obtenus montrent que les 9 souchtgeat bien ce milieu. Cependant,
5 seulement présentent un pouvoir antagoniste it@pborvis-a-vis B. cinerea Des
observations microscopiques des hyphes de ce deprééevés au niveau de la zone de

confrontation avec les actinomyceétes antagonistestrent des changements remarquables
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par rapport au témoin (dégradation partielle owl&)t Ceci a été confirmé par des
observations réalisées au microscope a fluoresemaélisant les colorants vitaux tels que le
Red Nile et le Calcofluor. Pour évaluer les compésgs rhizosphérigues, endophytiques et/ou
de protection de ces 5 souches, on a inoculé paswgensions cellulaires stérilement et sous
conditions gnotobiotiques la rhizosphéere de vitoplkes de vigne. Nous avons observé que
ces 5 souches colonisent les surfaces racinaitgs, ggnétrent par les racines et migrent
jusqu'aux feuilles. De plus, en présence de ceslms) les plantes ne présentent pas les
symptémes de la pourriture grise. La pénétratibrairacinaire des actinomycetes et la ou les
protections associées peuvent étre corrélées aclgt®on d’enzymes dégradant les parois
cellulaires par ces actinomycetes étudiés. Airmisravons démontré que 4 de ces 5 souches
synthétisent des endoglucanases.

Les résultats importants obtenus par ces 5 soudmtamment; compétences
rhizosphériques, colonisation endophytique, croissaet protection de la vigne offrent donc
des possibilités intéressantes pour une agronossipectueuse de l'environnement avec
moins ou sans produits phytosanitaires. En effet, meilleure utilisation de ces populations
bactériennes nécessite une meilleure compréhedsi®mMmeécanismes qui interviennent pour
protéger, stimuler la croissance et/ou les défedsela plante. Ainsi, nous avons évalué la
capacité antagonistes de ces 5 souches sélectsonmiség-vis d’autres phytopathogenes de la
vigne (maladies de bois ESCA) , a produire des cubds stimulant la croissance ou les
défenses naturelles des plantes en condition aedttire. Par ailleurs, nous avons évalué la
capacité de ces souches a stimuler la croissarxcplaetules de vigneV/(tis viniferalL.), en
modéle rhizosphérique contrdlé. Les résultats alstemnt montré que 4 des 5 souches
pouvaient stimuler efficacement la croissance d&e plants de vigne. Ces souches se sont
avéres capables de produire des molécules de tyge iadole acétique, hormones capables
de stimuler la croissance et les mécanismes desfeaturels des plantes. De solubiliser le
phosphate minéral en milieu synthétique minimum K§Miquide, de produire des

sidérophores et chitinases.

La troisieme partie de ce travail a été consacrédentification et la caractérisation
morphologique, biochimique et moléculaire des 4ckes sélectionnées. La classification des
souches a été effectuée selon deux étapes, ureerdtaprique portant sur les caractéristiques
morphologiques et I'analyse chimique des paroikileétes des actinomyceétes. La deuxieme

est basée sur les caractéristiques moléculairessisouches antagonistes.
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Les caractéristiques morphologiques et culturagssashtagonistes ont été étudiées par
I'utilisation des milieux ISP (Internation&8treptomyce®roject) (Pridham et Gottlieb, 1948 ;
Shirling et Gottlieb, 1966). L'analyse chimique gesois cellulaires a porté sur le dosage des
acides aminés selon la méthode décrite par Betlkdr @964) et des sucres selon la méthode
décrite par Lechevalier et Lechevalier, 1980. Lésultats ont montré que les souches
contiennent L-DAP et la glycine. D’autre part, ls@svation sous microscope électronique a
balayage a montré que les souches forment deseshdi spores en spirale ou dégradées.
L’ensemble de ces données indique que les souctiagamistes étudiées appartiennent au
genre StreptomycesPar la suite, nous avons procédé a lidentifocatmoléculaire par la
technique 16S RNA. Les résultats du séquencageontré que la souche SS10 présente un
pourcentage de similarité de 99% av8treptomyces marokkonensiwuvelle espece
identifiée récemment par notre laboratoire, lackeuSS38 présente un pourcentage de
similarité de 99% aveStreptomyces purpurasoeesla souche SS40 présente un pourcentage

de similarité de 99% aveltreptomycesp. B22.

L’analyse des arbres phylogénétiques a montré lgaeune de ces trois souches forme
une branche séparée. Ainsi, la comparaison desteega morphologiques et biochimiques de
ces trois souches avec ceux des souches similates a permis de relever des différences
remarquables d'ou I'idée gu'il s'agit de nouvelespéces et la nécessité de faire I'hybridation
ADN-ADN. Les résultats obtenus en utilisant cetégnitre technique ont confirmé que les
trois souches antagonistes SS38, SS40 et SS1Gpondent bien a des nouvelles especes

appartenants au gerséreptomyces.

L’avant derniére partie de ce travail, a été comsaca des investigations
complémentaires concernant notamment la déterrmmate la structure moléculaire de/ou
des principes actifs élaborés par une des soudbaue (SS38) par Chromatographie de
Partage Centrifuge. Par le bais de cette technigogs avons pu caractériser 6 molécules

différentes.

La derniére partie de ce travail a été consacraeeaétude préliminaire de I'effet
éliciteur et/ou protecteur de ces produits. Toatbdrd, en étudiant leur effet antagonistes
vitro par les tests de confrontation a distance etdosaf boite de pétri en présenceBle
cinerea,puis par vaporisation des vitroplants de vigne \tisi# ou non. Ensuite, I'étude de

'expression des réponses de défense par RT-PCRiize en temps réel. Les résultats
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obtenus ont montré que 5 des 6 produits testésremnin pouvoir antagoniste locale et a
distance vis-a-vis d8. cinerea Cet effet est maintenu a I'échelle de la pladtiasi, la
vaporisation des vitroplants de vigne par ces ptedies protége contre la pourriture grise. De
plus le produit 10 en présence de la plante mamireffet vis-a-vis dé3. cinerea Lors de
cette étude, nous avons également mis en éviddiaq@es les résultats préliminaires, une
induction locale et systémique des geve&lug VvPR6et VvChi4Ccodants respectivement
pour des protéines P-R2, PR-6 et PR-3.

Cette induction présente donc un intérét agronoenigut particulier puisqu’on peut
la provoquer artificiellement chez les plantesatlp suite pourrait étre un moyen de limiter
les apports de pesticides dans les champs pouagnmilture durable plus respectueuse de

I'environnement et de la santé humaine.
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Perspectives

Au terme de ce travail, nous envisageons de costinos recherches sur certains axes
pertinents relatifs aux Actinomycéetes PGPR et ggiiitent d’étre étudiés:

% Tester l'efficacité des souches sélectionnées earbautures fructifieres, en
serre et en plein champ, en utilisant des marquaatéculaires comme par
exemple le géngfp (pour “Green Fluorescent Protein”) codant la féioe
verte fluorescente ou ses dérivégfp cgfp et ygfp ou a des marqueurs
chromogéniques comme le gémpisA codant la protéine GUS o@-
glucuronidase conférant une coloration bleue adetdsie apres ajout d’'un
substrat afin de pouvoir les visualiser et lesédédhcier de la microflore

existante.

%+ Optimiser les conditions d’extractions et de puadfions a grande échelle des

molécules caractérisées pour une utilisation ein pleamp.
« Purification et élucidation structurale des autsabstances élaborées par les
deux autres souches sélectionnées (Collaborati@mt & laboratoire de

pharmacognosie de I'Université de Reims Champagdeme).

% Etudier, de facon plus approfondie les génes fEndés induits chez la vigne

en présence d’actinomyceéte ou leurs produits.
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