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I ntrOd UCtI On s “5 ﬁ Clavibacter ‘;’ﬁ.&'
Les plantations agricoles sont susceptibles aux infections par différents pathogénes. Les agriculteurs ont recours a divers pesticides chimiques | &% @ 5&mes™ 1 »— svetomyces
afin de contrer ces infections. Toutefols, I'utilisation Intense de molecules chimiques, telles que les pesticides, cause un desequilibre dans les | )
ecosystemes. Une alternative a ces molecules est I’usage d’agents de biocontrole bactériens. Comparativement aux pesticides, ces traitements ont | - |
un impact écologigue moindre en preservant la flore microbienne du sol et son equilibre biochimique. Priestia megaterium a révélé une activité megateriam
Inhibitrice contre divers pathogenes, mais aucune activite n’a éte rapportée contre Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis et | L_l) |
Streptomyces spp, lesquels infectent respectivement les plants de tomate et de la pomme de terre. Cette observation souleve la question suivante : [ i

Quels éléments génétiques de Priestia megaterium conferent sa bioactivité contre les phytopathogénes C. michiganensis ?’% ,,fj‘ i

michiganensis et Streptomyces spp? - “T '

Materiels et méthodes
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P. megaterium

> Zone d’inhibition ™

Essais d’antagonisme : souches de Priestia megaterium
a tester contre 2 souches * de Clavibacter michiganensis
et 5 sous-especes T de Streptomyces.

Essais d’antagonisme basés sur le principe d’un
antibiogramme.

> Streptomyces spp. Incubation a 30°C.

= Mesurer 1’inhibition
pendant 7 jours.

P. megaterium

» Zone d’inhibition ™
_ C. michiganensis
michiganensis  —

* C. michiganensis michiganensis C5 et MAPAQ1
+ S. scabies 87-22, S. scabies EF-35, S. turgidiscabies #42, S. turgidiscabies
Car8 et S. acidiscabies ATCC49003

“*» mesurée du centre de la colonie jusqu’a la fin de la zone d’inhibition

Résultats

Essais d’antagonisme :
Les profils antagonistes des 14 souches de P. megaterium

Aucun effet d’antagonisme

U49 . _
U163 u48 U150 A retenir :

Us2 U164 157 U153 U155 v U157 est ’organisme Priestia aryabhattai
JL-7 U161 U162 v JL-7 : souche positive choisie due a la
JL-8 U165 forte activité d’inhibition

v U162 : souche négative choisie

Antagoniste contre
Clavibacter michiganensis
michiganensis

Antagoniste contre
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Figure 1 : Souches de Priestia megaterium présentant une activité d’inhibition contre les phytopathogenes

Analyse genomique :
Identification des lanthipeptides (peptide contenant la lanthionine) de classe | dans les souches
antagonistes de P. megaterium, plus precisement la famille des peptides « epidermin-like ».
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PairedContig_9 - Region 1 - lanthipeptide-class-i
Location: 54,111 - 80,633 nt. (total: 26,523 nt) Show pHMM detection rules used

Peptides « epidermin-like » :

v" Lanthipeptide de classe |
appartenant aux RiPPs (Ribosomally
synthesized and Post-translationally
modified Peptides)

v' Propriétés antimicrobiennes contre
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Peptide . : . . “y Présent chez P.
: P . Séquence d’acides amineés (incluant le peptide signal) :
« epidermin-like » megaterium
ML1 VSEHKNIFSTFVNENQFDLHSYLTYLFINECQEGVVNELEQKHINQ U49, Ule4, JL-7, JL-8
ML2 MTKTLWNFLMEMKKNNLTFENYELCPSLNALSPEEKVVLNEYARSLVLENEVGNEWV el U16§’|’_EJ8164’ et
ML3 MNNVKNLFDLDVQVTTASSDVDPQITSVSLCTPGCGDTGSWNSFCC =k U16§’|’_EJ8164’ L7,

Figure 2 : Cluster des lanthipeptides de classe | et peptides candidats « epidermin-like » de I’effet d’inhibition envers les phytopathogenes |
A) Resultats antiSMASH de la souche JL-7 ainsi que la structure d’un membre de la famille des peptides « epidermin-like », la gallidermine. B) Les
séquences d’acides aminés des trois peptides candidats « epidermin-like » retrouvées dans les souches antagonistes. Les séquences comportent le
peptide signal. ML1, ML2 et ML3 possedent respectivement 46, 57 et 55 acides aminés.
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Analyse génomique : (1) extraction d’ADN génomique de P. megaterium avec un kit commercial, (2)
sequencage lllumina pair-end 250 pb a 100X, (3) assemblage des genomes des 14 souches de P. megaterium
avec la fusion des résultats de 4 logiciels : ABySS, SPAdes, MaSURCA et PATO. (4) Scaffolding realisé avec
progressiveMauve, permettant d’optimiser 1’alignement. (5) Assemblage final des genomes dépendant de
plusieurs logiciels. (6) Annotation des génomes réalisee avec Bakta et antiSMASH.

Gallidermine Surnageant P megaterium

Antibiogramme : 7 N 7 N
. . . 10 pg/ml 20 pg/ml U163 U49
Tester Ia gal Iderm I ne (faml I Ie des Tapis bacterien avec Tapis bacterien avec
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« epidermin-like » Figure 3 : Effet inhibiteur de la gallidermine et du surnageant de P. megaterium contre les phytopathogénes | A)
Les zones d’inhibition de la gallidermine, un membre de la famille des peptides « epidermin-like » contre S.
turgidiscabies #42 apres 72H. B) Les zones d’inhibition du surnageant de P. megaterium contre S. scabies EF-
35 apres 72H. C) Les zones d’inhibition du surnageant de P. megaterium contre C. michiganensis

michiganensis C5 apres 72H.

Conclusions et perspectives

Conclusions : les essals d’antagonisme ont permis d’établir le profil antagoniste des 14 souches de P.
megaterium, ou 7 souches ont une activité d’inhibition contre C. michiganensis michiganensis et/ou
Streptomyces spp. L’analyse genomique a permis d’identifier trois genes candidats expliquant I’activité
d’inhibition de P. megaterium : les genes des peptides « epidermin-like ». Les lanthipeptides sont des
RiPPs qui sont connus pour avoir des propriéetés antimicrobiennes envers les bactéries a Gram positif.

Perspectives a court terme :
v Antibiogramme des surnageants de P. megaterium envers les phytopathogenes
v' Veérifier le profil d’expression des génes candidats (ML1, ML2 et ML3) par RT-PCR
v Knock-out des genes candidats (ML1, ML2 et ML3) par transconjugaison

Perspectives a long terme :
v’ Détecter les peptides candidats (ML1, ML2 et ML3) dans les surnageants bactériens par

spectrométrie de masse
v  Essais in planta pour tester D’efficacité et la sensibilité de 1’activité antimicrobienne de P.

megaterium
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