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Introduction

Comme les rhizobactéries, les souches du genre Bacillus  constituent d'importants producteurs de molécules bioactives pouvant  être utilisé dans différents domaines, en particulier ceux de l'agriculture et l'environnement. Beaucoup de  peptides sont produits  en utilisant la voie de biosynthèse non ribosomiale  impliquant des synthétases multi-modulaires. Différentes espèces de Bacillus (B. subtilis, B. coagulans, B. amyloliquefaciens, B. brevis, B. pumilus, B. cereus, B. thuringiensis, et B. licheniformis)  peuvent produire ces peptides non-ribosomiaux, en particulier les lipopeptides. Ces molécules constituent une classe bien connue  de molécules  amphiphiles,  actives sur les  membranes  et sont douées de  puissantes activités antimicrobiennes.


Comparé aux agents chimiques, les lipopeptides sont plus sûrs pour l'environnement  et plusieurs  études ont décrit le rôle précieux dans l'utilisation de souches de Bacillus comme agents de lutte biologique des maladies des plantes. En effet, ces lipopeptides peuvent agir comme des antagonistes des phytopathogènes, comme «épandeurs» par augmentation de la croissance invasive favorisant la colonisation racinaire, ainsi que comme "immunostimulateurs» par stimulation de la  résistance de l'hôte. Ils ont également été utilisés 

comme biomarqueurs pour identifier certaines souches de Bacillus.


Dans la dernière décennie, de nombreux travaux ont décrit des lipopeptides non-ribosomiaux chez  des souches de Bacillus, mais seul un petit nombre d'entre eux concernent le potentiel de synthèse non ribosomique de B. thuringiensis. Dans la plupart des études sur  B. thuringiensis, seules les propriétés insecticides ont été ciblées. Les souches de B. thuringiensis sont largement distribuées dans l'environnement et peuvent être isolées de différents habitats. Elles sont à Gram positif, sporulées caractérisées essentiellement par la production d'un corps parasporal(cristal) contenant des protéines insecticides spécifiques  (Protéine Cry). Ces protéines Cry sont actives contre les insectes lépidoptères,
Coléoptères, Diptères, Hyménoptères et ainsi que contre les nématodes. Récemment,  le rôle de B. thuringiensis dans le  contrôle des maladies des plantes ont été rapportés. Kim et al. (2004)  ont décrit la présence chez la souche  B. thuringiensis CMB26 de la fengycine qui présente des propriétes  fongicides, bactéricides, et insecticides. La synthèse de la kurstakine, un autre lipopeptide par B. thuringiensis a aussi été rapportée par Hathout et al.(2000) et Price et al.(2007) qui montrent que la famille kurstakine est composée de quatre heptalipopeptides cycliques qui ne diffèrent que par leurs chaînes d’acides gras. La structure de kurstakine est étroitement liée à la structure des lipopeptides synthétisés par d'autres espèces de Bacillus, des champignons et des levures. Ils sont caractérisés par une liaison interne de type lactone entre le C terminal et un résidu sérine  et présentent   une activité antifongique contre Stachybotrys charatum. Sa composition en acides aminés intègre un résidu His, ce qui est rare dans les lipopeptides bactériens connus à ce jour.
Le but de ce travail dans un premier temps d’isoler des souches de Bacillus à partir de différente niches écologiques puis de les identifier par des techniques de microbiologie classique et de biologie moléculaire en  utilisant des amorces spécifiques du groupe de Bacillus cereus  et des amorces universelles   et dans un deuxième  temps d'utiliser deux approches : bioinformatique et  moléculaire pour caractériser le potentiel de biosynthèse des lipopeptides de la  collection. Nous avons d'abord vérifié le potentiel de synthèse de lipopeptides  chez un  isolat de B. thuringiensis CIP 110220(A17b) par la « Polymérase Chain Réaction » (PCR) en utilisant un ensemble  d’amorces spécifiques dégénérées. De cette façon, la présence de gènes NRPS similaires à ceux trouvés dans le génome récemment séquencé de B. thuringiensis  var. pondicheriensis BSCG 4BA1 peuvent être détectés. Des analyses bioinformatiques ont été  effectuées pour caractériser l'opéron NRPS de cette dernière souche. Cet opéron semble avoir un effet sur la biosynthèse de la  kurstakine qui a été détecté  par spectrométrie de masse de type Matrix Assisted  Laser  Desorption / Ionisation- Time Of Flight  (MALDI-TOF MS)  effectuée sur cellules entières de  la souche CIP 110220. Un nouveau couple d'amorces a donc été conçu et utilisé pour détecter sélectivement l’opéron kurstakine dans la collection de souches. Puis une  MALDI-TOF-MS a été réalisée sur  des cellules entières pour détecter la présence du lipopeptide kurstakine et les résultats seront comparés aux propriétés invasives et à  l’activité antimicrobienne   des souches.

 Matériels et Méthodes
1-Matériel
Nous avons étudié  25 souches de B.thuringiensis. 23 ont été isolées de différentes niches écologiques en Algerie et 2 souches de référence. Le tableau 1 résume les origines et caractéristiques de la totalité des  souches utilisées dans ce travail.

2-Méthodes

2.1- Isolement et identification des  souches

 Les microorganismes ont été isolés en Algérie à partir de différents types de sols (sol sous forêt de Pinus halepensis, sol marécageux pollué), de céréales (silo à grain de blé), de  riz, de pois chiche), de fève (Vicia faba L.) et de  cadavres de chenilles. Pour les échantillons de sol ou de céréales, un gramme de ces échantillons a été additionné à 9 ml d’eau physiologique (9 g /l de NaCl), et 0,1 de la dilution appropriée a été étalé sur milieu  Luria-Bertani solide (LB), puis incubées pendant 24 h à 30 ° C. Pour les cadavres de
larves, l'intestin a été pesé et mélangés au volume  appropriée d'eau physiologique pour obtenir des dilutions décimales comme  pour les échantillons de sol. Les colonies pures sont repiquées sur 2 tubes de milieux LB gélosés, l’un pour la conservation à 4°C et l’autre  utilisé pour les études ultérieures.

Vingt trois bacilles à Gram positif sporulants et contenant une inclusion parasporale
(protéines Cry) ont été sélectionnés. Une caractérisation physiologique et  biochimique a été effectuée en tenant compte des  tests suivants : croissance en anaérobiose,  hémolyse,  catalase, nitrate réductase, fermentation du glucose, production d'indole, du mannitol ainsi que des galeries API20E et API 50CHB (BioMérieux, Marcy l'Etoile, France). Deux souches de référence: B. thuringiensis var. berliner 1715 et de B. thuringiensis var. berliner 1915 DSM 350 ont également été utilisés comme témoins.
Une identification moléculaire  a été réalisée en 2 étapes :Lors de la 1ere étape,  nous avons effectué des PCR  à l’aide d’amorces spécifiques du groupe cereus  alors que dans la 2eme étape l’identification moléculaire a porté sur cinq souches choisies pour leurs propriétés biologiques  par utilisation d’amorces universelles S1/S2. Il y’a lieu  de signaler que 9 souches de la collection ont été  enregistrées dans la collection de l’Institut Pasteur.
 Toutes les souches utilisées dans cette étude sont présentées dans le Tableau 1.
2.2- Activités biologiques
2.2.1- Activité anti-levures

2 µl d’une suspension cellulaire (environ 109 cellules /mld’une culture de 18h dans du bouillon LB) de chaque souche ont été ensemencé en spot  sur milieu LB solide. Après 3 jours à 30 ° C, les boites ont été  recouvertes avec 4 ml de milieu 868 contenant 0.4 ml de la dilution 1/100 de 18 h de Saccharomyces cerevisiae  DSM 70449T   qui renfermeraient selon une numération environ 5.106 cellules/ ml. Les boîtes  de Petri  ont été incubées une nuit à 30 ° C et l'activité a été déterminée par la mesure du diamètre (mm) de la zone d’inhibition.

2.2.2-Activité antifongique              

Certaines bactéries ont la capacité d’inhiber la croissance des champignons filamenteux par la synthèse de molécules bioactives. La recherche de cette activité antifongique   a été  réalisée  en utilisant des suspensions de spores aux concentrations connues de 5 champignons choisis dans des genres contenant des espèces pathogènes. Les 5 espèces testées sont portées sur le tableau 1.  
Tableau 1 : Liste et origine des souches bactériennes et fongiques utilisées
	N°
	Nom
	Serotype
	Genotype/Phénotype
	Origines

	S1
	Brif
	B.thuringiensis var.berliner 1715 Rev G 
	Resistant à la rifampicine
	Institut Pasteur de  Paris

	S5
	A6
	B.thuringiensis var.morrisoni                                  
	Sauvage
	Sol sablonneux (Djelfa)

	CIP110223
	NF
	B.thuringiensis var.kurstkaki

CIP 110223
	Sauvage
	Sol sous foret  de Pinus halepensis(djelfa)*

	S7
	BB
	B.thuringiensis var.indiana 
	Sauvage
	Sol sous foret  de Pinus halepensis(djelfa)*

	CIP110224
	B8
	B. thuringiensis CIP 110224
	Sauvage
	 Sols marécageux pollues par rejets industriels

	S11
	Btrp
	B. thuringiensis var.berliner 1715 Trp-
	Auxotrophe pour le  tryptophane
	Institut Pasteur de Paris

	S12
	Isr
	B.thuringiensis var israelensis
	Sauvage
	Institut Pasteur de Paris

	S13
	BTT
	B.thuringiensis var. thuringiensis
	Sauvage
	Institut Pasteur de Paris

	S14
	H
	B.thuringiensis (Autoagglutinable)
	Hybride

Ura-,Rifr,Smr
	Produit de fusion  protoplastes entre

 B.t. Berliner 1715 Rif r x B.t Berliner 1715 ura- smr

	S20
	BL5
	B.thuringiensis var.aizawai
	Sauvage
	Silo de grains de Blé(Alger)**

	S25
	BL1
	B.thuringiensis var.aizawai
	Sauvage
	 Silo de grains de Blé(Alger)

	S29
	C 17a
	B.thuringiensis : SND
	Sauvage
	Chenilles(Alger)

	S30
	C3a
	B.thuringiensis  :SND
	Sauvage
	Chenilles(Alger)

	CIP110221
	A14b 
	B.thuringiensis  CIP110221
	Sauvage
	Chenilles(Alger)

	CIP110220
	A17b
	 B.thuringiensis CIP110220
	Sauvage
	Chenilles(Alger)

	S38
	Obj5
	 B.thuringiensis : SND
	Sauvage
	Orge (Bejaia) **

	CIP110222
	FvBj6
	 B.thuringiensis CIP110222
	Sauvage
	 Fèves (Alger) 

	CIP110228
	RBZ4
	 B.thuringiensis CIP110228
	Sauvage
	Riz(Alger) 

	CIP110225
	RBZ8
	 B.thuringiensis  CIP110225
	Sauvage
	Riz(Alger) 

	CIP110227
	PC1
	 B.thuringiensis  CIP110227
	               Sauvage                                                                           
	Pois Chiches(Alger)

	S57
	ScBZ4
	 B.thuringiensis  :SND
	Sauvage
	Chenilles (Alger)

	S58
	SL1-3
	 B.thuringiensis  :SND
	Sauvage
	Silo de grains de Blé(Alger)

	CIP110226
	SL2-9
	 B.thuringiensis CIP110226
	Sauvage
	Silo de grains de Blé(Alger)

	DSM 350
	1915
	B.thuringiensis var. berliner 1915
	Sauvage
	Institut Pasteur de Paris

	SAF
	AF
	 B.thuringiensis  :SND
	Sauvage
	Air

	Ech 3937
	
	Dickeya. Dadantii
	Sauvage
	Saintpaulia ionantha (Kotoujanski et al. 1982)

	7NSK2
	
	Pseudomonas aeruginosa
	Sauvage
	Racines d’orge(Hofte et al., 1990)

	
	LMG
	B.cereus LMG 2098
	Sauvage
	ProBioGEM (USTLille 1) France

	DSM 348
	
	Micrococcus luteus
	Sauvage
	ProBioGEM (USTLille 1) France

	DSM 907
	
	Rhizopus oryzae
	               Sauvage
	ProBioGEM (USTLille 1) France

	DSM 1080
	
	Penicillium roqueforti
	Sauvage
	ProbioGEM  (USTLille 1) France

	DSM 1191
	
	Mucor rouxii
	Sauvage
	ProbioGEM  (USTLille 1) France

	DSM 62297T
	
	Fusarium oxysporum
	Sauvage
	ProbioGEM  (USTLille 1) France

	DSM 737
	
	Aspergillus niger
	Sauvage
	ProbioGEM  (USTLille 1) France

	
	
	Saccharomyces cerevisiae


	Sauvage

	ProbioGEM  (USTLille 1) France 



	
	
	Escherichia coli JM 109
	recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17

(rK−, mK+), relA1, supE44, Δ(lac-proAB), [F%, traD36, proAB, lacIqZΔM15]
	Promega Corp. Madison, USA


SND: Serotype non determiné, * Climat Semi-aride, **  Climat sub humide

-Technique des spots
Sur des boites de Pétri  contenant  20 ml de milieu LB solide, on ensemence par spot à l’aide d’une micropipette au centre de la boite 5µL de la souche du mycète   puis des 4 cotés  et à 1 cm du mycète sont ensemencées par spot les souches bactériennes âgées de 18 h à l’aide d’une pipette Pasteur
. L’incubation se fait à 28°C pendant quatre jours au minimum  et on observe quotidiennement  la croissance du champignon.
La lecture se  fait calculant le rapport du  rayon  intérieur de la colonie mycélienne

 (faisant face à l’antagoniste) sur le rayon extérieur. Une valeur du rapport égale à 1 signifie une absence d’activité antagonistique

Dans notre  cas, la quantification de  l’activité antifongique a été  appréciée visuellement. 
 2.2.3- Activité antibactérienne
Les activités antibactériennes des souches ont été recherchées en utilisant la méthode des surcouches. Un spot de 2 µl d’une suspension cellulaire d’environ 109 cellules/ ml de chaque souche de B. thuringiensis a été déposé sur gélose AK (Becton et Dickinson, Sparks, MD). Après 48 h à 30 °C, on dépose 4 ml de gélose AK à 0,7% d’agar contenant environ 107cellules/ml  d’une souche de  Pseudomonas aeruginosa 7NSK2, de Dickeya dadantii Ech 3937 ou de Micrococcus luteus DSM348. L'activité antibactérienne a été estimée  après incubation à 30°C pendant 24h en mesurant le diamètre de la zone d’inhibition croissance autour des colonies de B. thuringiensis.
2.2.4- Test de  colonisation
             Pour analyser les propriétés invasives , pour chaque souche,  2 µl d’une culture de 18-24h ont  été déposé au centre d'une boite de Petri contenant 25 ml de gélose AK à 0,7%. L’effet de colonisation   est   noté      après incubation des boites  à 30 ° C  aprés 72 h. 
2.3- Techniques moléculaires
La  technique  de  PCR  a  été  utilisée  pour  la  recherche  des  gènes  NRPS  des  souches  de   Bacillus,  et  pour  l’identification  moléculaire  de  certaines souches.  Elle  s’effectue  sur  des ADNs   extraits  de  souches de souches cultivées en milieu liquide.  

2.3.1.  Extraction de l’ADN et detérmination des amorces
L’extraction a été réalisée à partir de 1ml de cultures  incubées pendant une nuit à 30°C dans le milieu LB.  L’extraction  est  réalisée  à  l’aide  du  Kit Wizard  Genomic  DNA  en suivant  les  instructions  du  fournisseur  (Promega  Corp.,  Madison,  USA).  Elle  se  déroule  en 3 étapes décrites ci-après :
- la lyse des cellules avec du lysozyme (10 mg/ml) et de l’EDTA (50 mM). 

- la destruction des protéines et de l’ARN à l’aide d’une solution de protéase et     ribonucléase. 

-  la précipitation par  l’éthanol 70% et  l’isopropanol, puis  l’élution de  l’ADN soit dans de  l’eau.  

L’ADN ainsi extrait est quantifié puis conservé à -20°C pour une utilisation future. 

La quantification de  l’ADN a été réalisée  à  l’aide du Spectrophotomètre NanodropTM 1000.
L’ADN génomique   a été utilisé directement pour l'amplification PCR. Les p d'amorces spécifiques utilisées pour détecter les gènes  codant pour les synthétases impliquées dans  la synthèse de lipopeptides sont présentées  dans le Tableau 2. Pour concevoir des paires d'amorces pour la détection spécifique des séquences nucléiques impliqués dans la biosynthèse de la kurstakine, les gènes de l'opéron kurstakine (krsA, krsB et krsC) caractérisés chez  B. thuringiensis var. pondicheriensis BSCG 4BA1 (locus balises bthur0010_59520, 59530, et  59540) ont été analysés avec les  logiciels  Needle  (Needleman et Wunsch, 1970) et ORF Finder (NCBI, Etats-Unis). Une paire d'amorces (Aks-F/Tks-R) a été déterminée sur la base des motifs conservés obtenu après, alignement des séquences d'acides nucléiques correspondant aux  domaines d’adénylation (A) ou de  thiolation (T) utilisant le vecteur  NTI Advance 10TM logiciels (Invitrogen, Carlsbad, CA, Etats-Unis) tel que décrit par Tapi et al. (2010). De même, les amorces Abl1-F/Tbl1-R ont été définies à partir de la synthétase bacillomycine opéron (bmyA, bmyB,et BmyC) de B. subtilis 

AU195 (Moyne et al. 2004).

2.3.2-Conditions de PCR
Les conditions de PCR ont été déterminées expérimentalement pour les amorces Abl1-F/Tbl1-R et Aks-F/Tks-R. La  température  optimale  d’hybridation  est  obtenue  expérimentalement  à  l’aide  de  l’appareil MasterCycler PCR Gradient (Hambourg, Allemagne). La quantité  d'ADN brut dans chaque mélange PCR est comprise entre 10 et 30 ng /ml. Le programme de PCR  comprend une dénaturation initiale à 94 ° C pendant 3 min, puis 30 cycles, avec une étape de dénaturation à 94 ° C pendant 1 min, une étape d’hybridation de 30 s, à 45 ° C pour Abl1-F/Tbl1-R, et 40 s à 44,4 ° C pour Aks-F/Tks-R suivie de l'étape d'extension pendant 45 s et 2 min à 72 ° C pour Abl1-F/Tbl1-R et  Aks-F / Tks-R respectivement. L’extension finale a été effectuée à 72 ° C pendant 10 min. Le mélange de PCR est composé de 1,5 µl de chaque amorce (20 µM), 12,5 µl (1,2 M) de Mix Master (Fermentas GmbH, St-Leon-Rot, Allemagne), 8 µl de H2O, et 1,5  µl d'ADN (10-30 ng/µl) dans un volume final de 25 µl. 10 microlitres des produits amplifiés après PCR sont analysés par électrophorèse dans des gels d'agarose à 1% (w/v) coloré au bromure d'éthidium (0,5 µg/ml). Les gels ont été visualisés avec un illuminateur ultraviolet doté d’un enregistreur numérique (Geldoc Bio-Rad, Hercµles, États-Unis). La  PCR  est notée positive quand une bande de la taille appropriée est visualisée sur le gel d'agarose.

2.3.3-Clonage et séquencage
 Les bandes des fragments désirés  sont coupés à  l’aide d’un cutter  stérilisé  et  sont purifiés  suivant  le protocole QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne). Il est indispensable d’exposer le moins longtemps possible les bandes à extraire aux U.V afin d’éviter la dégradation des ADN. 

2.3.4-Ligation
Les fragments d’ADN issus de l´amplification par PCR sont clonés, après purification, directement dans le vecteur pGEM-T Easy de Promega selon les instructions du fournisseur.  

 
Les produits de ligation sont laissés une nuit à 16°C en présence d´une unité de DNA ligase T4, dans le tampon de ligation  correspondant.  

La quantité d’ADN à ajouter au mélange de ligation se calcule selon la formule suivante: [ng de vecteur] x [rapport de taille (kb): insert/vecteur] x [rapport molaire: insert/vecteur] 

2.3.5-Transformation et sélection des colonies 

La transformation de cellules compétentes d’E.coli JM109  acquises commercialement (Promega Corp., USA), s’effectue par choc thermique de 45-50 sec à 42°C dans le milieu SOC selon les recommandations du fournisseur. 

Apres incubation de 1h30 à 3h à 37°C sous agitation à 150 rpm du mélange, une partie de l’aliquot (environ 200 µ) est étalée sur  le milieu LB solide complémenté de 100 µg.ml-1 d’ampicilline, de X- Gal  (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside),  puis  de  l’IPTG  (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside). Ces composés sont ajoutés stérilement après une filtration sur membrane de 0,45 µm de porosité à une concentration de 200 µg/ml  . La sélection des transformants est effectuée selon le test dit « blanc-bleu ».  
Pour les colonies possédant le vecteur et l’insert, le gène de la β-galactosidase sera rendu inactif par l’insertion du fragment d’ADN, ce qui conduira à des colonies blanches.  Les colonies bleues auront une β-galactosidase fonctionnelle et ne posséderont donc pas l’insert.  

Pour éviter  le choix de « faux positifs » ou mutants et pour  vérifier  la présence du fragment inséré dans le vecteur, on effectue soit une : 
- Digestion par l’enzyme de restriction EcoRI  (Fermentas, France) dans  les conditions suivantes (1µl d’enzyme de restriction EcoRI (10u/µl), 1µl tampon EcoRI et 8 µl de l’ADN plasmidique concentré à 30-60ng/µl,  37°C pendant 1 h 30 min).

- PCR directement en utilisant les amorces ayant conduit à l’amplicon, ont été réalisées.

2.3.6-Extraction de plasmides 

L’ADN plasmidique a été extrait des cellules  transformées de E. coli à  l’aide de QIAprep   Spin Miniprep Kit Protocol   (Qiagen, Allemagne) après culture pendant une nuit  à 37°C dans  le milieu LB complémenté en ampicilline (concentration finale à 100 µg/ml).   

  2.3.7-Séquençage 

Le séquençage des fragments clonés a été effectué chez  MWG  Eurofins,  Martinsried  (Allemagne).  Les  échantillons  ont  été  préparés  selon  les recommandations de  MWG. Les produits clonés  sont  séquencés en utilisant  les amorces pUC-M13-R/F dans le système ABI PRISM DYE Terminator cycle sequencing kit. Les séquences déterminées ont été comparées avec les bases de données de  GenBank en utilisant le (BLAST), logiciel fourni en ligne par le National Center for Biotechnology Information (NCBI-Etats-Unis).

2.3.8-Analyse bioinformatique

Les différentes séquences ont été extraites du NCBI. L’organisation des modules  et les  prédictions des monomères ont été déterminées en utilisant différents outils disponibles sur le Web (Ansari et al. 2004; Bachmann et Ravel 2009; Rausch et al. 2005). La comparaison des schémas structurels dans les peptides, avec tous les PNR connu, a été réalisée comme décrit dans Caboche et al. (2009), en utilisant la base de données Norine (http://bioinfo.lifl.fr / Norine, Caboche et al. 2008). 
2.3.9-Analyse par Spectrométrie de masse(Maldi-TOF/LC-MS/MS-MS)
Ces  tests  ont  été  réalisés  dans  le  Laboratoire de Chimie  Biologie  du  Pr.  Whatelet,  Gembloux AgroBioTech en Belgique. 

La spectrométrie de masse MALDI-TOF a été utilisé pour rechercher  les lipopeptides à partir de colonies bactériennes sur milieu solide. Les cultures ont été effectuées sur milieux  LB et AK et  incubées à 30 ° C pendant 24 et 72 h  tel que rapporté par Leenders et al. (1999). et Vater et al.  (2002). C’est  la  méthode  analytique la plus indiquée  qui  permet de détecter et  de  déterminer  la masse moléculaire  des lipopeptides  de  Bacillus  à  partir  de  colonies  bactériennes  et   des surnageants de culture.  

 Environ 1 µg de matériel cellulaire(cellules entières)  a été prélevé avec une pointe de pipette Pasteur, puis déposé  dans un eppendorf contenant 20 ul d’une solution saturée d’acide  α-cyano-4-hydroxycinnamique dans une  solution de CH3CN/H2O  (1:2 v / v) avec de l’acide trifluoroacétique à 0,1%. Le tube a été agité au vortex pendant 30 s  et un microlitre a été  prélevé et déposé sur la plaque  qu’on  laisse sécher avant  analyse.
L'analyse a été faite sur une Daltonics Bruker MALDI-TOF-MS Ultraflex équipé d'un laser d'azote fonctionnant à 337 nm,  d’une  puissance  de 116,8 μJ, permettant d’obtenir une tension de  20 kV. L’ionisation est  positive et le mode reflectron sont utilisés.
La suppression de la matrice  est fixée à 500m/z.  L'instrument a été calibré avec un mélange de peptides d’une m/z  allant de 1046,54 à 3147,47 (Bruker part.206195). Le spectre a été 
obtenu avec 5 x 30 tirs sur l'échantillon.


Résultats & Discussion

3.1- Résultats

3.1.1 Identification des souches

L’identification des 23  souches a été réalisée après études morphologique pour la caractérisation des colonies, microscopique pour rechercher  la forme des cellules et leur arrangement,  le Gram, la  présence, la position de la spore et la déformance  ou non de la cellule bactérienne ainsi que la présence  et la forme du cristal protéique et biochimique pour l’étude du métabolisme des substrats carbonés et enfin  moléculaire par  la comparaison des gènes de L’ARNr 16S avec les différentes souches de références. 

Les résultats des ces 3 études et en particulier, la morphologie des colonies, la forme bacillaire, le Gram positif, la formation de l’endospore, la mobilité des souches, la catalase ainsi que l’analyse par PCR avec les amorces spécifiques B-K1/F/ B-K1/R1  du genre  ont permis de rattacher nos souches au genre Bacillus.

L’identification de l’espèce est réalisée  faisant appel aux galeries API 20 E et API 50 CHB dont les résultats ont permis de  répartir les tests  en 3 groupes majeurs à savoir : les tests toujours négatifs qui comportent  40 caractères métaboliques,  les tests toujours positifs regroupent 11 caractères alors que le 3eme groupe comportent les tests dont les résultats sont variables  au nombre de 8.

Les profils biochimiques (métaboliques)  ainsi obtenus ont été comparés à l’aide de logiciel API WEB ce qui a permis de confirmer l’appartenance de nos souches au groupe de B. cereus. La  confirmation  de ce rattachement par des techniques moléculaires par PCR a été realisée en utilisant les amorces Ba1-F/Ba1-R spécifiques du groupe cereus qui ont amplifié chez  toutes les souches  un fragment de la taille attendue de 533bp.

Lecadet et al. (1999) considèrent que le critère majeur de distinction entre, B. thuringiensis et B.cereus reste la présence ou l’absence du cristal protéique. Les préparations  effectuées, ont permis de confirmer la présence de cristal chez toutes les souches. 

Un 2eme caractère tout aussi important est celui de l’hémolyse  qui permet de distinguer entre B. thuringiensis et B.cereus par le type d’hémolyse. En effet, B. thuringiensis présente une hémolyse totale de type β contrairement à B. cereus dont l’activité aboutit à une dégradation incomplète donc une hémolyse de type α.

 L’identification moléculaire  de 4 souches : A14b, A17b, FvBj6, SL2(a) a été réalisée  en utilisant  le couple d’amorces universelles S1-F/ S1-R  rend compte de la difficulté de séparer entre les différentes espèces du groupe. Les résultats de l’analyse phylogénétique des séquences du gène de l’ARN 16S montrent que les 4 souches se positionnent à l’intérieur du groupe cereus mais on note un éparpillement de ces dernières  au niveau de l’arbre phylogénique construit.
Différents auteurs, ont utilisé diverses techniques aussi bien  phénotypiques que  moléculaires  mais avec des niveaux variables de succès. Par exemple, Buss et al., (1996) en utilisant comme marqueur les acides gras cellulaires qui sont connus pour avoir un degré de résolution taxonomique élevé réussit a différencier entre les groupes de B. sphaericus mais échoue dans la distinction B. cereus de B. thuringiensis.
En conclusion, nous pouvons avancer qu’au vu  des résultats des tests et analyses effectués à savoir la forme bacillaire, le Gram positif, la production d’une endospore subterminale non déformante, un type respiratoire aérobie facultatif, la mobilité, le profil métabolique, la présence du corps parasporal, une hémolyse de type β   ainsi que ceux de l’outil moléculaire   que les souches étudiées   appartiennent à l’espèce  B. thuringiensis  mais il serait intéressant de compléter cette identification par le sérotypage des souches et  la détermination du profil plasmidique.  

3.1.2-La détection de gènes lipopeptide par PCR

            Un ensemble de cinq  paires amorces  a été testé sur l'ADN de B. thuringiensis(B.t.) (A17b) CIP 110220, une nouvelle souche isolée de cadavres de chenille montrant une forte activité antifongique. Quatre paires (As1-F / Ts2- R, Am1-F / Tm1-R, Ap1-F/Tp1-R et Af2-F/Tf1- R,  ont été décrites précédemment (Tapi et al. 2010) et conçues  pour détecter les gènes de synthétases de  lipopeptides non-ribosomiaux des souches de Bacillus et la  cinquième  «Abl1-F/Tbl1-R » a été conçue pour amplifier les génes de synthétases  de la  bacillomycine qui ne sont pas détectées par les 4 autres. Seule la dernière série d'amorces et les amorces dédiées  à la détection de l'opéron de la bacillomycine synthétase ont permis d’amplifier  sans ambiguïté des  amplicons de la taille attendue. Après séquençage et analyse par  BLAST, la séquence amplifiée par As1-F/Ts2-R a montré une forte similitude avec les gènes  de l’ opéron «  surfactine synthétase » de B. subtilis 168 (93% avec E-value égale à 5e-69). Quant à la séquence amplifiéé par les amorces Abl1-F/Tbl1-R, elle  montre une forte similitude avec les  gènes d’une " peptide synthétase " de B. thuringiensis var. BSCG pondicheriensis 4BA1

 (99% avec E-valeur égale à 0,00).

            3.1.2.1-Analyses bioinformatiques pour la  mise en évidence de NRPS dans le   
               génome de B. thuringiensis var. pondicheriensis BGSC 4BA1 

 L'exploration du génome de B. thuringiensis var. pondicheriensis BGSC 4BA1 montre la présence de cinq gènes potentiellement codant pour des  NRPSs (Fig. 1). Trois d'entre eux sont situés au même endroit et organisés  en  opéron. Parmi ces synthétases, on retrouve la protéine ZP 04094243.1 codée par le gène bthur0010_59530 (locus tag) et annotée « peptide synthétase, dont un fragment a été amplifié par PCR en utilisant les amorces Abl1-F /Tb11-R. Les deux autres protéines  ZP_04094242 et  ZP_04094244  sont codées respectivement par les gènes bthur0010_59520 et bthur0010_59540 et sont annotées
«Protéine hypothétique." Il est intéressant de noter que les trois gènes sont adjacents, et couvrent une région d'environ 21.000 NT sur le + brin. Les trois protéines codées peuvent être considérées  comme formant une synthétase complète et peuvent être nommées : KrsA,
KrsB et KrsC, correspondant aux gènes numérotées bthur0010_59520, bthur0010_59530 et bthur0010_59540, respectivement. Les synthétases sont organisées comme suit: KrsA
comprend un module (M1); KrsB est constitué de deux modules (M2 et M3), et KrsC comprend quatre modules (M4 à M7), et pour chaque module, trois domaines : condensation(C)-adénylation(A)- thiolation(T)  peuvent être trouvés. Ces résultats confirment l'appartenance de ces synthétases  aux NRPSs. Par ailleurs,  les modules M1 et M6 contiennent un domaine d’épimérisation (E) supplémentaire et le module M7 comprend
un domaine thioestérase (Te) final permettant le décrochage du peptide néoformé
et sa possible cyclisation. La combinaison des prédictions  obtenues à l’aide des  différents outils bio-informatiques conduisent à un peptide avec la structure primaire suivante:
               [image: image1.png]D-Thr_Gly/Ala/GIn/Glu_Ala_Ser_X_D-GIn_GlIn.






La configuration D pour les acides aminés 1 et 6 est déduite de la présence d'un domaine d’ épimérisation dans les modules correspondants. Cette structure est très proche de la kurstakine lipopeptide produit par B. thuringiensis var. kurstaki, à l'exception des acides aminés aux positions 2 et 5  qui sont Gly et His  dans la structure de la kurstakine  décrite  par Hathout et al.( 2000). Par ailleurs, la présence d'un domaine de condensation « starter » dans  la séquence de KrsA et d'un gène   codant pour une "  acide gras CoA ligase "( annotée  ZP_04094230) dans le voisinage de l' opéron kurstakine, indique un ajout probable d'un acide gras permettant la production d'un lipopeptide. Cette structure peptidique  a été comparée à la structure de toutes les molécules  connues de peptides non ribosomiaux (PNR) dans la base de données de Norine, et aucun autre peptide ressemblant à celui-ci  n’a été trouvé. Par conséquent, nous pouvons raisonnablement admettre que les  séquences peptidiques déduites  et potentiellement produites par  B. thuringiensis var. pondicheriensis BSCG 4BA1 appartient  à la famille des kurstakines. L'organisation  correspondante de l’opéron de la   kurstakine synthétase est illustré dans la Fig. 1. Un gène adjacent à cet opéron a été annoté  4'-phosphopantetheinyl transférase (gène ppant) suivi d'un gène codant pour une seconde thioestérase. L'utilisation de différents outils permettant à la détermination de l'organisation des domaines a révélé la présence de la signature spécifique de domaine pour la thioestérase.  Pour confirmer la production de kurstakine par B. thuringiensis CIP 110220, une spectrométrie de masse MALDI-TOF a été réalisée sur des colonies. Cette analyse (fig. 2) montre des pics qui sont caractéristiques de l-isoforme C13 de la kurstakine (M + H +, 906,5; M +Na +,  928,5;  M + K +,  944,5)  et,  dans  une  moindre  quantité, de  l’ isoforme C12  de 
kurstakine (M + H +, 892,5).
3.1.2.2-Criblage de souches productrices de kurstakine
 Afin  de  rechercher  les  souches   productrices de  kurstakine  parmi  les 12 souches
 B. thuringiensis qui ont été choisies et dont les résultats ont  fait l’objet  d’une publication dans « Applied Microbiology and Biotechnology », une paire d’amorces spécifiques dégénérées  (Aks-F/Tks-R) a été conçue selon la méthode décrite par Tapi et al. (2010). Les séquences nucléotidiques codant pour les domaines A et T des différents modules de l'opéron kurstakine étaient alignés et des amorces ont été conçues à partir de motifs hautement conservés de l'acide nucléique. L'amplification par PCR a montré que huit souches parmi les 12, ont  répondu positivement avec une bande correspondant à la taille attendue (1125, 1152, 1161, 1167, 1173, ou de 763pb). Tous les fragments  obtenus ont été clonés, séquencés et les résultats obtenus avec le BLAST des différents fragments séquencés sont présentés dans le  tableau 3. Ces fragments sont  identiques ou similaires à des gènes de B. thuringiensis BM171 (Souche CIP 110222), du sérotype kurstaki T03a001 (souches CIP110223 et CIP110224), du sérotype pulsiensis BGSC 4CC1 (souche 1715), du sérotype pondicheriensis BSCG 4BA1 (souches CIP110226 et CIP110220), et de B.thuringiensis var. thuringiensis T01001 (souche DSM 350) ou B. cereus AH676 (souche CIP110 221) codant pour des protéines  annotées " peptide synthétase» ou «protéines hypothétiques ». L'analyse bioinformatique de l'environnement des  différents  gènes montre qu'ils appartiennent dans  tous les cas à l’opéron kurstakine.


3.1.2.3-Corrélation entre les propriétés de spreading ou antimicrobiennes des souches et de la biosynthèse de  kurstakine
Une spectrométrie de masse MALDI-TOF a été réalisée sur des cellules entières  de différentes souches cultivées sur milieux LB et AK. Le spreading  de ces souches et leur activité antibactérienne vis-à-vis de  trois bactéries différentes ont été testées sur gélose AK
(Tableau 4). Après 48 h d'incubation, toutes les souches productrices de  kurstakine   ont montré une croissance invasive. Les souches CIP110223 et CIP110224 ont été les plus envahissantes. A l'inverse, les souches non productrices ne présentent pas de colonisation importante du milieu solide.  L’activité antifongique a été déterminée in vitro sur milieu solide (LB)  contre cinq champignons mycéliens et S. cerevisiae DSM 70449T (Tableau 4).
Les souches ont été séparées en différents sous-groupes en utilisant la corrélation entre la PCR et les résultats de spectrométrie de masse. Dans le premier sous-groupe contenant cinq souches, les gènes  de la kurstakine synthétase et leurs produits ont été mis en évidence par PCR et MALDI-TOF-MS dans deux milieux de culture, respectivement. Les activités  antifongiques  et antibactériennes ont également été détectés avec toutes les souches sauf pour B. thuringiensis var. berliner 1715 et B .thuringiensis CIP 110221 pour les activités antifongiques et antibactériennes, respectivement. Chez les souches DSM 350, CIP 110222 et CIP 110226 qui présentent  une activité antimicrobienne, les gènes biosynthétiques de la  kurstakine  ont été détecté par PCR, cependant aucun produit n'a été trouvé en utilisant  la MALDI-TOF à l'exception des souche CIP 110222, mais seulement sur milieu de culture  LB.. Dans le dernier sous-groupe de souches, aucun   gène de la kurstakine n’a été  detecté et aucun ion n’a été  produit.  Dans ce groupe, deux souches ont  montré  une activité antibactérienne : B. thuringiensis CIP 110227 et B. thuringiensis CIP 110228 mais  seule cette dernière montre également une activité antifongique.
3.2-Discussion


Le genre Bacillus est bien connu pour sa capacité à produire des composés lipopeptidiques  avec une activité antifongique tels que les iturines et les fengycines. Dans ce travail, nous avons utilisé un ensemble d’amorces dégénérées   conçues pour les détecter. Testées sur un  ensemble de  souches de Bacillus thuringiensis,  ces  amorces dégénérées ont révélé la présence de l'opéron  de la surfactine synthétase chez la souche  A17b et nous a permis   de détecter par ailleurs la présence de gènes de NRPS similaires à ceux trouvés dans une nouvelle séquence de Bacillus thuringiensis var. pondicheriensis. Des  analyses bioinformatiques ont ensuite été effectués pour caractériser l'opéron NRPS de cette souche et de prédire le peptide produit. Par rapport à la kurstakine, le lipoheptapeptide  prédit ne diffère que par deux résidus d'acides aminés activés par le premier domaine adénylation de la seconde enzyme KrsB et le 2eme domaine d’adénylation  de la 3eme enzyme KrsC. Dans ce dernier cas, une tyrosine ou une proline a été prédite au lieu de l’histidine. Cependant, cet acide aminé est un monomère très rare chez les peptides non ribosomiaux et est essentiellement présent dans les variantes  de la bacitracine retrouvées dans la base de données Norine (Caboche et al., 2008).
[image: image2.emf]
        Figure 1. MALDI-TOF MS  de  B. thuringiens A17b.  Différents ions de la  kurstakine: C12 [M+H+] à 892   C13 [M+H+] à 906 et  [M+Na+] à 928, [M+K+] à 944. 
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Figure 2.  Schema general de l’ opéron kurstakine et des NRPS

 A. Gènes   biosynthètiques de la  kurstakine, krs1, krs2 and krs3, codant respectivement  pour les synthétases non ribosomiales KrsA, KrsB et  KrsC, suivis par un gène codant  pour une  phosphopantetheinyl transférase (ppant) et une  thioesterase (Te).

 B. Sept modules (M1–M7) ont été   identifié dans la séquence protéique déduite in the deduced protein sequence de krs1, krs2 and krs3, chacun avec un domaine de  condensation (C), adenylation (A) and thiolation (T). Un domaine d’epimerisation (E) est  detecté dans les modules 1 and 6. Un domaine  thioesterase (Te) a été identifié à l’extrémité terminale 3’ du  krs3. C. Acides aminés incorporés dans le peptide.

Tableau 3: Résultats du Blast des  fragments séquencés obtenues avec les amorces dégénérées Aks-F/Tks-R
	Souches
	Taille des amplicons  (bp)
	Numero d’accession GenBank des proteines obtenues avec  Blast X
	BlastX

protéine probable
	BlastN (%)

Similtude avec le gène correspondant
	E value of gene identity

	B.thuringiensis var. berliner 1715Rifr
	1126
	ZP_04081707.1
	* hypothetical protein bthur0012_53860 [Bacillus thuringiensis var. pulsiensis BGSC 4CC1]
	98
	0.0

	B.thuringiensis var. kurstkaki
	1161
	ZP_04114816.1

	*Peptide synthetase [Bacillus thuringiensis var. kurstaki str. T03a001]

	100
	0.0



	B.thuringiensis A14b
	1163
	ZP_04195021.1

	* Peptide synthetase [Bacillus cereus AH676]

	99
	0.0

	B.thuringiensis var. indiana (BB)
	763
	ZP_04203162.1
	* Dimodular nonribosomal peptide synthetase [Bacillus cereus F65185]
	99
	6e-142


	B.thuringiensis (B8)
	1161
	ZP_04114816.1
	*Peptide synthetase [Bacillus thuringiensis var. kurstaki str. T03a001]
	99
	0.0

	B.thuringiensis var. aizawai(BL1)
	539
	ZP_04114815.1

	*hypothetical protein bthur0006_21390 [Bacillus thuringiensis var. kurstaki str. T03a001]

	99
	9e-95


	B.thuringiensis C3a
	539
	ZP_04081709.1
	*hypothetical protein bthur0012_53860 [Bacillus thuringiensis var. pulsiensis BGSC 4CC1]
	98
	2e-102


	B.thuringiensis A17b
	1162
	ZP_04094243.1

	*Peptide synthetase [Bacillus thuringiensis var. pondicheriensis]
	100
	0.0

	B.thuringiensis var. Berliner 1915
	1162
	ZP_04136491.1
	* Peptide synthetase [Bacillus thuringiensis var. thuringiensis str. T01001
	100
	0.0

	B.thuringiensis SL2(9)
	1161
	ZP_04094243.1

	* Peptide synthetase [Bacillus thuringiensis var. pondicheriensis]


	79
	3e-168


	B.thuringiensis SL1(3)
	796
	ZP_04114817.1

	* hypothetical protein bthur0006_21410 [Bacillus thuringiensis var. kurstaki str. T03a001]
	99
	1e-152

	B.thuringiensis FvBj6
	1167
	YP_003664740.1

	*peptide synthetase [Bacillus thuringiensis BMB171]

	99
	0.0


Tableau 4:   Récapitulatif des propriétés biologiques des souches  sur milieu LB et milieu AK
	
	Activité antifongique sur milieu LB
	Activité  antibactérienne

sur milieu AK(1)
	Spreading
     (2)
	Detection des genes de la kurstakine  par PCR 
	Detection de la kurstakine  par MALDI-ToF

	Souches
	Mucor

rouxii DSM 1191
	Rhizopus

orizae DSM 907

	Penicillium

roqueforti DSM 1080
	Aspergillus

niger 

DSM 737
	Fusarium 

oxysporum DSM62297T
	Saccharomyces

cerevisiae DSM 70449T 
	Pseudomonas

aeruginosa

7NSK2
	Dickeya 

dadantii

Ech 3739
	Micrococcus 

luteus

DSM 348
	
	Aks-R/ 

Tks-F
	Isoformes  de kurstakine  

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	C11
	C12
	C13

	B. thuringiensis   
var.    berliner 1715
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+++
	++
	+
	+
	+
	+

	B. thuringiensis   
CIP 110223(NF)
	+
	+
	-
	+
	-
	-
	+/-
	-
	+++
	+++
	+
	+


	+


	+



	B. thuringiensis         CIP 110224(B8)
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	+++
	++++
	+
	+
	+
	+

	B. thuringiensis    
CIP 110221(A14b)
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+

	B. thuringiensis    
CIP 110220(A17b)
	+
	+
	-
	+
	-
	+
	++
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	-/+*

	B. thuringiensis  

 CIP 110222(FvBj6)
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	+/-*
	+/-*
	+/-*

	B. thuringiensis   
 CIP 110226(SL2-9)
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	-

	B. thuringiensis  var. berliner DSM 350
	+
	+
	-
	+
	-
	-
	+/-
	-
	++
	-
	+
	-
	-
	-

	B. thuringiensis
CIP 110228(RBZ4)
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	++
	-
	-
	-
	-
	-

	B. thuringiensis   
 CIP 110225(RBZ8)
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	B. thuringiensis
CIP 110227(PC1)
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	++
	+
	++
	-
	-
	-
	-
	-


*+/- Production surLB et Absence de production sur AK, -/+ absence de production sur LB et pproduction sur AK.

 1 : Diametre  de la zone d’inhibition: (-) absence d’ inhibition ; (+/-) < 3 mm; (+) 3-5 mm; (++) 5-10 mm, (+++) > 10 mm. 2 : Taille des colonies apres 48h de croissance : (-) < 15 mm; (+) : 15-25 mm; (++) : 25-35 mm; (+++) : 35-45 mm; (++++) > 45 mm

Par conséquent, il n'y a pas de code  NRPS robuste qui lui correspond, et la prédiction de sa sélection est improbable. Ainsi, le très faible niveau de  la confiance accordée à la prédiction de la constitution de cet acide aminé avec le  faible nombre de domaines d’adénylation connus reconnaissant  l’histidine doivent être considérés dans la  prédiction finale. Compte tenu de ces limites dans le processus de prédiction, il faut accepter l'idée de son  incorporation  dans le produit final.  La même analyse bioinformatique  montre en aval de l'opéron, un gène ppant. L'enzyme codée par ce gène doit être capable de transformer la forme  apo du PCP  des molécules NRPS en forme  holo par l'ajout du   groupement  phospantetheinyl du CoA à un résidu sérine spécifique (Lee et al. 2005;. Ongena et  Jacques 2008). Une seconde   thioestérase a également été détectée dans un gène adjacent de l'opéron. Un cas similaire a été décrit  pour l'opéron de la surfactine synthétase (Tseng et al., 2002). Cette  thioestérase seconde est supposée aider à la constitution de la chaîne d'acide gras et  former un depsipeptide cyclique.
 L'identification des isoformes de kurstakine par MALDI-ToF  sur des cellules entières de B. thuringiensis  A17b CIP 110220 confirme le lien potentiel entre les opérons NRPS et le lipopeptide. Des conclusions similaires ont été déduites par Bumpus et al. (2009) sur un opéron décrit dans le génome de Bacillus cereus, sauf que dans le  premier module, le domaine de condensation déterminé par ces auteurs est en fait un domaine d’épimérisation 

comme on peut le constater sur la figure 3. C'est la première démonstration de la présence de l'opéron kurstakine chez Bacillus thuringiensis et nous suggérons une nouvelle annotation pour un tel opéron (figure 2). 
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     Figure 4 :   Schéma de l’opéron kurstakine : A chez B.thuringiensis, B: chez  B.cereus  (Bumpus et al. 2009). Le domaine E de la KrsA est remplacé par  le domaine C  et le domaine E  de la KrsC n’a pas été décrit dans l’opéron B.

Une nouvelle série d'amorces ont été ainsi conçu et utilisé de manière sélective afin de détecter l’opéron  kurstakine dans une collection de souches isolées 
 de  différentes  niches écologiques et régions en Algérie. Il est intéressant de noter que 13 des 25 souches testées ont permis d’amplifier des fragments de tailles attendues dont 12 seulement ont été séquencés. Le BLAST des différents fragments amplifiés révèle la présence d'un  opéron kurstakine complet  dans différents sérotypes récemment séquencés: kurstaki, thuringiensis, pulsiensis et pondicheriensis, montrant ainsi le large spectre de souches de B. thuringiensis   potentiellement capables de synthétiser la kurstakine. Par la suite une spectrométrie de masse de type Maldi-tof a été appliquée sur des cellules entières
  pour détecter la présence de la   kurstakine (Vater et al. 2002). Neuf des 12 souches positives pour la  PCR avec les amorces de la kurstakine    produisent des composés présentant des masses précédemment détectées par Price et al. (2007). Le modèle de détection des masses moléculaires  correspond à un ensemble de C11 à C13 homologues de la kurstakine déjà identifiés. L'absence  de la production de la kurstakine par les souches SL2-9, SL1-3 et DSM 350 pourrait être attribuée ou due  a un  opéron incomplèt,  à l'absence ou à un faible niveau
 d'expression de l'opéron, des synthétases inefficaces  résultant par exemple de l'incapacité de la souche de transformer la forme apo de la synthétase  en forme holo par l'addition du groupe phosphopanthetheinyl et ou une concentration trop faible des   acides aminés précurseurs. 
Pour la souche SL2-9, l'analyse de la séquence nucléotidique du fragment amplifié a révélé une insertion et une délétion d'un nucléotide (Figure 4) qui dont la modification  de la structure primaire de la protéine qui  en résulte pourrait expliquer l’absence de la kurstakine. 
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Figure 4. Délétion et Insertion au niveau du  gène krsB de la souche SL2-9

Les différents résultats obtenus avec  de la PCR et MALDI-TOF techniques ont confirmé la complémentarité des deux approches. Les analyses LC-MS  effectuées sur le surnageant de culture des différentes souches n'ont pas révélé la présence de la  kurstakine confirmant l'hypothèse émise par Hathout et al.(2000) et Price et al.(2007) de son adhésion ou de sa fixation sur la membrane cellulaire. La kurstakine a déjà été identifiée comme un composé antifongique. Toutefois, dans ce travail, la corrélation entre l'activité antifongique des souches et la production de la  kurstakine n’a pu être vérifiée. Ceci est bien démontré par les phénotypes de B. thuringiensis  var. berliner 1715 qui  produit la kurstakine sans pour autant montrer une activité antifongique ainsi que par le phénotype de B. thuringiensis  RBZ4 qui ne produit pas de kurstakine mais a montré  des propriétés antifongiques.

L’analyse bionformatique des différents génomes montre aussi  deux autres opérons NRPS  dans la collection de souches.  Les gènes  de la surfactine synthétase  ont été détecté sans ambiguïté avec les amorces As1-F/Ts2-R dans 11 des 25 souches testées. L’analyse Maldi-TOF a permis de retrouver des ions caractéristiques de ce lipopeptide chez 8 souches.  Jusqu'à présent, la production de surfactine produite par B.subtilis n'a jamais été observée chez  B.thuringiensis. 
En outre, un fragment probablement mal amplifié de 763 pb détecté avec les amorces Aks-F/Tks-R est similaire à un  gène codant pour une peptide synthétase dimodulaire qui serait  responsable de la biosynthèse d'un dipeptide Gly-Thr. L'analyse a montré que cette synthétase comporte 2 modules et est  présente dans toutes les  souches séquencées  et citées dans le présent travail. Elle est impliquée dans la biosynthèse de la bacillibactine, un sidérophore  catécholique trimérique avec la séquence DHB-Gly-Thr (où le DHB représente le  dihydroxybenzoate). Dans le génome des souches de B. thuringiensis  var. kurstaki et B. cereus  AH676, un gène codant pour  une  peptide synthétase de respectivement 1190 et 1193 a également détectée. Elle contient à la fois A et T domaines. Le domaine d’adénylation active potentiellement la glycine, la valine, ou un acide aminé non polaire.

Conclusion

Dans la première partie de ce travail, nous avons réalisé l’identification des  23 souches  qui ont été retenues. Les résultats obtenus à travers les différentes études  ont permis de confirmer l’appartenance de nos souches à l’espèce B.thuringiensis. Il y’a lieu d’attirer l’attention sur le fait que ni les caractères biochimiques ni par ailleurs l’ARN16S n’ont permis de différencier entre B.cereus et B.thuringiensis et seule la présence du cristal a été déterminante dans l’identification.

Concernant l’analyse  du potentiel  de  synthèse non ribosomique , nous pouvons confirmer que les 2 approches utilisées, moléculaire et bioinformatique associées à la spectrometrie de masse sont complémentaires et constitue un puissant outil de recherche des molécules NRPS. En utilisant ces 2 approches, nous avons pu retrouver et décrire  l’operon kurstakine dont l’organisation en synthétase  confirme sa synthèse par voie non ribosomiale. Les 3 synthétases KrsA, KrsB et krsC sont constituées respectivement de 1, 2 et 4 modules  permettant de donner une séquence  en acides aminés qui ne diffère que par l’acide aminé en position 5 de la kurstakine  telle que décrite initialement. Par ailleurs,  nous avons détecté deux autres structures codant pour les NRPSs, il  s’agit de  l’opéron surfactine  qui est décrit pour la 1ere fois chez B.thuringiensis et  d’une  peptide synthétase qui serait responsable de la biosynthèse d’un dipeptide Gly-Thr impliqué dans la synthèse de la bacillibactine. Les résultats  de la spectrométrie de masse montrent la présence de la kurstakine chez lesquelles nous avons noté un envahissement sur milieu AK confirmant les propriétés des lipopeptides contrairement à l’activité antifongique avec laquelle aucune corrélation n’a pu être établie. Par ailleurs, la différence de production de la kurstakine  sur les milieux AK et LB peut être expliquée par des mécanismes  de régulations environnementaux lies à la composition du milieu et mérite d’être approfondie dans le futur.  
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