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Introduction générale

Le Criquet pelerin est I’un des ravageurs les plus redoutables a I’échelle planétaire, un
véritable fléau. Des chroniques médiévales certifient que ses ravages ont continué de facon
ininterrompue, sous forme de crises successives. Que ce soit en lutte préventive ou en lutte
curative, le recours aux moyens de luttes chimiques (pesticides) a toujours permis le controle
de ce fléau acridien. Cependant les conséquences sur I’environnement et la faune auxiliaire
induits par ["utihisation des pesticides chimiques ne sont plus & démontrer. Ainsi, pour
minimiser les répercussions sur |I’environnement, de nouvelles orientations ont été considérées
et intéressent I'utilisation des entomopathogénes comme moyen de lutte biologique, (In

Djezzar ,2007).

L utilisation des biopesticides & base d’entomopathogénes a révélé des résultats
encourageants, comme cela a ét¢ démontré pour le Metarhizitan wmisoplice (Metch) lors des
«essais en laboratoire (Greathed et a/ ,1994 ; Sieglaff et /. 1998, Halouane, 1997) et en plein
champs, cas de la wilaya d'El Oued au Nord-Est de 1"Algérie (Kooyman, 2005). D’autres
travaux ont été menés sur le plan national et intérnational ; Jenkins et Thomas (1996), Bissaad
(1998), Bensaad (1999), Arthur et Thomas (2000 ; 2001), Haddadj (2001), Kaidi (2004),
Hemour (2005) et Outtar (2006). Parallélement, peu d’informations sont fournies concernant
I"impact de ces biopesticides sur I"environnement, pour pouvoir les qualifier de pesticides

écolpgiques.

Les inqui¢tudes creissantes du public 4 'égard des effets potentiellement néfastes de
IPutilisation massive d’insecticides chimiques pour [Denvironnement ont amené la
communauté scientifique 4 chercher des solutions de rechange 4 la lutie chimique, Parmi les
solutions qui ont été proposees, 1"utilisation de microorganismes entomopathogénes comime le
Bacillus thuringiensis.(Bt) apparait comme parficuliérement promettcuse

Un des facteurs qui [mite Uintrodnction de nombreux microorganismes
entomopathogenes prometteurs sur le terrain est'notre relative méconnaissance de I'écologie,
du devenir¢t des effets deces organismes dans ["environnement. Avant d’envisager un licher
dans 1'environnement, il est essentiel de choisir un mode d application approprié et de bien
connaitre la persistance du microorganisme sélectionné dans "environnement, son potentiel
reproductif (multiplication), la rapidité avec laquelle ses génes peuvent étre transférés aux
organismes indigénes, son potentiel de dispersion hors des sites d’application (dissémination)
et ses effets sur I"équilibre et le fonetionnement des écosystémes exposés (sécurité, avantages

et dommages) (Trevors ef al., 1987).(In Hemour, 2005).
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Introduction générale

Trois cent quatre-vingt-treize Spécimens de B. thuringiensis prélevés au sol
ou sur des Criquets el quaire-vingi-treize Autres Bactéries sporulanies ont &ié
testées sur Locusta migratoria et/ou Schistocerca gregaria, sans obtenir aucune

réaction pathogéne. (In Hemour, 2005).

A I'heure actuelle beaucoup de résultats scientifiques ont fait I’objet d’une analyse du
pouvoir entomopathogene des différentes souches de B, thwringiensis abondantes dans [e sol
et, en particulier, présentes dans les régions arides et semi-arides. Toutefois, jusqu'a présent,
aucune souche affectant les criquets se trouve, méme si beaucoup de ces nouveaux isolats a
montré une activité supcrieure contre d'autres insectes tavageurs. les préparations

commerciales de B. thuringiensis restent peu disponibles sur le marché des bio-pesticides.

Dans le cadre dune nouvelle stratégie de bio-contrdle qui met en ceuvre la valorisation et
Pextension des programmes lutte biologique des études d'origine naturelle sont engagées
pour déceler le potentiel des agents entomapathoges microbiens du criquet pélerin et leur
développement 4 une biopréparation. Au cours des deux derniéres années, des organismes

internationnaux ont mis 'aceent sur les thémes suivants:

1. Rechercher de nouvelles souches d’entomopathogénes connues ou nouvelles maladies

Recherche sur B. thuringiensis aveo un aceent particulier sur les souches pathogénes

P

pour le criquet pélerin
3. La recherche sur les champignons entomopathogeénes pour la lutte antiacridienne,

principalement sur Metarhizivm anisopliae et Sorosporella spp.

Notre approche de lutte biologique a mis I'accent sur deux questions importantes
- Evaluation des agents entomopathogenes a savoir Bacillus thuringiensis,
pathogénes pour le criguet pelerin.
- Analyse des incidences environnementalés de 1insecticide microbien Bacillus
thuringiensis, en mettant en cause son impact sur quelques espéces de la Biocénose

anthropisée cas des régions céréaliéres du sud algérien.

Page 2
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Etude bibliographique sur le criquet pélerin

1.Données bibliographiques sur le criquet pelerin Schistocerca gregaria
(Forskal, 1775) :

1.1Généralité :

Le Criquet Pelerin appartient a la catégorie des acridiens, de type locuste présentant un
phénomeéne de polymorphisme phasaire. C'est 4 dire la possibilité de développer des aspects
variés et réversibles selon la densité des populations. Schématiquement, on patle de phase
solitaire pour les populations de faible densité et, de phase grégaire pour les populations de
forte densité. Il existe des formes intermédiaires dites transiens: des transiens congregans dans
le cas de passage de la phase solitaire vers la phase grégaire, unt passage qui demande en
géncral plusieurs générations (4 pgéncrations successives au minimum); et de transiens
degrégans dans le cas d'un passage de la phase grégaire vers la phase solitaire. Ce passage est
plus rapide er <effectie sonpvent en Mespace d’une nn dany génératinns (Durantan et T epor,

1990).

1.2 Position systématique :
D'apres Grasse (1970), 1a position systématique du Criquet pélerin est comme suit-

Embranchement : Arthropodes
Sons Embranchement : Mandibulatss

Classe : Insectles

Sous classe : Ptérygotes

Super ordre : Orthoptéroides

Ordre : Orthopiéres

Sous ordre ; Caeliferes

Super famille : Acridoidea

Famille : Acrididae

Sous famille : Cyrtacanthacridinae
Genre : Schistocerca

Espéce : S.gregaria (Forskal, 1775),

S. gregaria présente deux sous especes: |'une est la plus connue, et plus répartie a
travers le monde, est S. gregaria gregaria (Forskil, 1775), son nom commun est le Criquet
pelerin ou Criquet du désert; et 'autre est S. gregaria flaviventris (Burmeister, [83R),
modestement répartie en Afrique du Sud-ouest (In,kemassi 2007).
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Etude bibliographique sur le criguet pélerin
“{

1.3 Morphologie :

Morphologiquement Schisrocerca gregaria (Forskal, 1775), présente des caractéres

différenciant les individus solitaires des grégaires :

1.3.1 L’¢euf :

L’ceuf est de couleur jaune claire 4 brundtre ¢t se présente sous une forme allongée
[¢gerement incurvée dont la longueur est comprise entre 7 et 8 mm (Duranton et Lecoq
,1990).le nombre est de 60 4 80 chez les grégaires ; 110 4 140 chez les solitaires (Launois-
Luong etPopov, 1992),

Les ceufs sont pondus groupés dans le sol sous forme d’oothéque surmontée par un

bouchon de matiére spumeuse (Popov et o/, 1991).

Cliez les sulitaires, la torme et la taille des oothéques ressemble 4 celle des grégaires

mais leurs ceufs sont en plus petit et en plus grand nombre (Launois-Luong etPopov, 1992).

Une ootheque de solitaire peut contenir 110 & 140 weufs contre seulement 40 a 85 weufs
chez les grégaires. Les ootheques des transiens ont un aspect et un nombre d’ceufs

intermédiaires, (Popov et a/, 1990).

1.3.2 Les larves :
Les larves de la phase solitaire ef de la phase grégaire se distinguent par leurs couleurs
tres diversifiées. La plupart des larves en phase solitaire ont une pigmentation uniforme, verte
au cours des premiers stades, pouvant devenir brune en fin de développement (Duranton et

Lecog, 1990),

-Larves solitaires :

Teinte assez uniformément verte au cours des premiers stades, pouvant devenir brune
en fin de développement (deux derniers stades), sans macules pigmentaires noirs. (Duranfon

et Lecoql1990).

-Larves grégaires:
Livrée sombre, 4 base de faches noires (maculature) sur fond jaune ou orangé. Les

deux premiers stades sont essentiellement noirs. Le troisiéme présente un mélange de rouge

ou d’orange et de noir.

Page 4


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Etude bibliographique sur le criguet pélerin

Les quatriéme et cinquieme stades comportent un mélange de jaune et de noir. Les

stades 3 & 5 possédent une tache occipitale rouge. (Duranton et Lecog, 1990).

-Larves transieng :

Les larves de phase transiens possédent une teinte générale identique & celle des
gregaires mais le développement de la maculature est plus on moins accentué, (Duranton &t
Lecog, 1990),

1.3.3 Imagos et Adultes :

Le Criquet pelerin est un acridien de grande taille. En phase grégaire les femelles
mesurent de 5 4 6 cm de long, les males de 4,5 4 5 cm. Les individus solitaires sont plus
grands que les individus grégaires ; les femelles mesurent de 6 49 em de long, les males de
4.5 a 6 cm (Launois-Luong et Popov, 1992).

Cet acridien présente des antennes filiformes, un pronotum concave latéralement chez
les grégaires et convexe chez les solitaires avec une longueur des ailes et des élytres dépassant
nettement "extrémité abdominale. La coloration du Criquet pélerin est trés variable; elle
dépend de Iétat phasaire et de la maturation sexuelle. Chez les solitaires, la teinfe générale est
4 dominance jaune sabie, brune ou grise. Chez les grégaires immatures, la couleur est rose

plus ou moins foncée et Jes imagos matures sont de couleur jaune( In kemassi 2007 ),

Figurell : Schisiocerca gregaria male [1].

-
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Figure02 : Schistocercu gregaria femelle [1].

1.4 Cyele biclogique :

Le cycle biologique de S. gregaria comprend comme chez les autres especes de
locustes trois états successifs: 1'oeuf, Ia larve et I'imago. Chaque étapé se subdivise en
différentes phases de développement. (Duranton et Lecoq, 1990).Au cours de lannée, le

Criquet pelerin peut développer 2 4 3 générations (hemour.2009)

Le cycle biologique des individus grégaires est identique 4 celui des solitaires; les
diff€rences resident dans la diminution du nombre doeufs par oothéque, du raccourcissement
de'la duree des stades larvaires, la vie des adultes et le déplacement par effet de masse chez

les grégaires (Launois- Luong ef Lecoq, 1989).
1.4.1 Développement embryonnaire :

Apreés I'accouplement.Les femelles déposent leurs pontes dans les sofs a texture
sableuse ou sablo-limoneuse (Launois- Luong ef Lecog, 1989).

Elles pondent pénéralement leurs oeufs dans un sol dépourvu de végétation La ponte
peut durée 7 a 30 heures. (Symmons et Cressman, 2001).

Lorsque la femelle détecte une humidité édaphique convenable, elle enfonce son
oviscapte dans le sol en faisant un trou, en allongeant son abdomen de 2 4 3 fois sa taille
normale. Elle pend en une fois un grand nombre d'oeufs qui s’agglomérent dans une
substance spumeuse. Les oeufS sont réunis en une masse appelée, grappe ovigére (In.

Kemassi ,2007).
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Chez les femelles du Criquet pélerin, on note plus de 3 4 4 pontes chez les solitaires et

de 2 a 3 pontes seulement chez les grégaires. (Duranton et Lecog, 1990).

Les oeufs du eriquet pélerin sont déposés dans le sol sous la forme d’une oothéque de
9 a 10,5 em de longueur avec une largeur de 7 & 9 mm. L'oothéque renferme I"ensemble des
oeufs, constituant la grappe ovigére d’une iongueur de 4,5 a4 6 em. Elle est surmontée d’un
bouchen spumeux, atteignant presque la surface du sol et qui empéche le desséchement des
oeufs (Duranton ei Lecog, 1990).; Popov etal., 1990)

Peu apres la ponte, I'ceuf s”hydrate et augimente de volume. Les ceufs doivent absorber
enviren leur propre poids d’eau dans les cing premiers jours aprés la ponte pour I’éclosion

(Duranton et Lecog, 1990).

Une fois la quantite d'eau nécessaire au développemeni embryonnaire est absorbée,
I"embryon commence son évolution. (Duranton et Lecog, 1990) mentionnent huit stades de

différentiations Embryonnaires

La durée de développement embryonnaire dépend essentiellement de la température
du sol. Eile decroft a mesure que la température augmente. les grégaires se développent

Iegérement plus vite que les solitaires (Duranton et Lecog, 1990).

L embryogenése est en fonction des conditions d’incubation ; chez les solitaires elle
est de 12 jours dans de bonnes conditions et de 65 jours en mauvaises conditions. Chez les
grégaires, elle dure 10 jours en bonnes conditions et 80 jours en mauvaises conditions (Popov

etal, 1991).

1.4.2 Développement larvaire :

Les larves de Criquet pélerin passent, de 1'éclosion a I'état imaginal, par plusieurs
stades. Leur nombre est variable en foriction de la phase : 5 stades chez les grégaires et 6 le
plus fréquemment chez les solitaires. Le stade supplémentaire se situe entre le troisiéme et le
quatri¢me stade .Le stade le plus bref est le premier, le demier est le plus long (Duranton et
Lecog, 1990).Jusqu'an 3éme stade, les larves solitaites sont vertes ; par la suite, elles peuvent
eventuellement devenir brunes. Par contre; toutes les larves grégaires sont hoires durant les

deux premiers stades puis jaunes avec une maculature noire .

La durée de wvie larvaire est minimale (36 jours) quand les conditions de

developpement sont optimales. La durée d’imcubation des oeufs dans les mémes conditions

_E—————————————————— e ————
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est de 12 jours; soit une durée de 48 jours entre la ponte et I'apparition d’un touvel ailé
(Rachadi. 1991).

1.4.3 Développement imaginal :

Suite & la mue imaginale, les larves du cinquiéme stade (L5) doaneront des imagos a
cuticule mou qui durcit progressivement apres 5 a 10 jours selon les conditions de
temperatures ambiantes. Apres cetie ¢tape, I'imago est capable de marcher, puis de sauter et
voler localement grice au développement des muscles. Une fois le durcissement de la cuticule
achevé, le jeune imago se consacre surtout a la recherche d'un biotope favorable a
I’alimentation. Il va connaitre une angmentation progressive du poids par accumulation de
corps gras, lul permettant d’entreprendre éventuellenient des vols sur de grandss distances.
Durant cetie phase, les ovaires restent en pré-vitellogenése. Les individus peuvent rester
sexuellement immatures des mois (au maximum 6 mois) jusqu’a la rencontre des conditions
¢cologiques propices (Température et humidité adéquate, disponibilité du couvert végétal)
(Duranton ¢t Lecog, 1990).La maturation sexuelle de S. gregaria est conditionnée par les
conditions écologiques favorables en particulier  la pluie. Dés que cet acridien rencontre
des conditions favorables 2 la reproduction, les populations deviennent sexuellement matures

(Duranton et Lecog, 1990):

Si la végétation est abondante, les températures joumnaliéres maximales égales ou
supérieures 4 353°C et que les précipitations permettent la croissance de la végétation, les ailés
peuvent probablement pondre leurs oeufs, trois semaines aprés la mue imaginale (Symmaons et

Cressman, 2001).

L’accélération de ce processus est sous la dépendance d*une phéromone sexuelle dite
accélératrice. Les mdles commencent leur maturation les premiers. Ils dégagent des
substances chimiques (phéromones sexuelles) qui déclenchent [a maturation des femelles et

des anires males immatures; 4 partir de ce moment, les ovaires commencent & se développer.

L’attraction entre les individus du Criquet pélérin se passe de différentes manicres.
Elle pourrait étre visuelle, auditive, ef surtout olfactive par le biais des phéromones sexuelles

qui attirent les méles vers les femelles (Duranton et Lecog, 1990).
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Figure 03 : Cycle biologique de Schistocerca gregaria (Forskdl, 1775) (in Djezzar ,2007).

1.5 Le polymorphisme phasaire du Criguet pélerin :

Le Criquet pélerin Schistacerca gregaria (Forskdl, 1775) est une locuste. T préserite
donc un polymorphisme phasaire, ¢"est-d-dire la possibilité de développer des aspects variés
et réversibles, selon la densité des populations. Ces différents aspects sont désignés sous le
terme de phases. On distingue une phase solitatre pour les populations isolées et une phase
grégaire pour les populations groupées.

_———ess e ete———————e—e—
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La transformation phasaire désigne le passage d’une phase 4 1’autre: 11 existe des
formes intermédiaires dites fransiens : (ransiens congregans dans le cas d'une évolution de la
phase solitaire vers la phase grégaire ef iransiens degregans dans le sens inverse, Le passage
de la phase solifaire & la phase grégaire demande en général plusieurs générations successives
(4 au minimum), au cours desquelles les conditions favorisant la transformation phasaire
doivent s¢ maintenir. Le passage de la phase grégaire a la phase solitaire est beaucoup plus
rapide et s’effectue souvent en espace d’une ou deux générations (Lecoq, 1991).

Le Criquet pélerin en phase solitaire est beaucoup plus sensible et dépendant des
conditions environnementales du micro-milien. Les individus grégdires sont eux beaucoup
Plus résistants aux conditions environnementales difficiles, leur aire de dispersion est donc

Beaucoup plus vaste (Keita .2009).

Trois facteurs interviennent dans le déclenchement de Ia grégarisation de S. greeariu

selon (Duranton et Lecog. 1990).

# La multiplication :
Accroissement des effectifs. si les conditions écologiques optimales se maintiennent.

# La concentration :

Regroupement d’imagos solitaires sous I"effet du systéme des vents convergents sur
des superficies réduites offrant des conditions favorables d’une part ou de la réduction de

surface habitable d"autre part.
» La grégarisation !
Le maintien des conditions écologiques favorables pendant au moins quatre

générations successives aboutissent & la grégarisation de Schistocerca gregaria.

(InKara Toumi, 2009)
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Figure04 : Les étapes de la transformation phasaire (Symmons et Cressman, 2001)
Dans la praﬁqur: tro;s mesures seulement peuvent suffire 4 caractériser 1’état phasaire, an
niveau morphologique, d’une population de criquet pélerin. 1l s’agit des mesures de E, F et
C:

E : longueur de élytre,

o F: longueur du fémur postérieur,
¢ C:largeur maximale de la téte,( BENSALAH ,2009)

Tableau 1: Modifications lies 4 la transformation phasaire chez S.gregaria (In, Djezzar,
2007)
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1.6 Lutte antiacridienne :

Elle a pour objectif d’enrayer les départs d’invasions, de réduire I'ampleur des

pullulations et d’empécher leurs apparitions (Duranton et @/, 1987),
1.6.1 Lutte préventive :

Elle vise 4 empécher la formation d’un départ d"invasion par la surveillance des aires

grégarigeénes et des conditions météorologiques (Launois-Luong et Lecoq, 1993).

Les traitements des foyers de grégarisation visent 4 empécher I"enclenchement d’un
processus de grégarisation (Rachadi, 1990). Ces traitements peuvent étre physiques,
ecologiques, chimigues ou biologique. Ils sont faits dans le but de provoquer une dispersion
des populations gregariaptes (Chopard, 1943 ; Calvet, 1980 ; Duranton et ¢/., 1987 ; Launois-
Luong et al., 1988 ; Halidow,1996 : Anonyme ,1971 in Halouane, 1997 : Dobson,2001 ).

1.6.2 Lutte curative :

Elle ne se pratique qu’en période d’invasion ef repose sur une utilisation exclusive de
produits acridicides. L’ application des pesticides implique au préalable la délimitation de
I'espace ol é&voluent ces populations acridiennes par Iutilisation de la prospection

antiacridienne (Moumén, 1995 ; Moumen, 2002).
1.6.3 Principanx moyens de luite :

Deux principaux moyens sont actueilement wutilisés dans la lutte antiacridienne :

chimiques et biologiques.

1.6.3.1 Moyens chimiques :

La lutte chimique est actuellement la seule arme disponible pour juguler les fléanx
acridiens de grandes ampleurs qui sont d’ordre locale, nationale ou infernationale .Néanmoins
elle doil étre employée & bon escient et les traitements doivent &ire réalisés dans le respect des
régles de bon usage (Launois-Luong et o/, 1988 ; Rachadi., 2005).

Selon Simone et Joern (1994), la lutte consiste a atteindre les acridiens ravageurs,
directement ou indirectement (par la végétation) aux moyens de substance actives, naturelles

ou de synthése.
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Les produits chimiques utilisés en lutte antiacridienne sont généralement destinés 3
tuer les criquets soit immédiatememnt soit aprés un délai plus ou moins Jong : ils sont

généralement neurotoxiques (Dobson ,2001).

En prenant les considérations citées, la lutte chimique s’avere néfaste pour
Penvironnement, I'entomofaurie auxiliaire i le développement de sésistance chez les criquets
en vers les acridicides, sans oublier la pollution do sol et des eaux due aux résidus toxigues

des produits chimiques (Duranton et a/ ., 1987).

Des écosystémes fragiles des régions désertiques ou semi désertiques ont souvent été
largement touches par des pulvérisations massives de produits toxiques. A partir de la,
ceriains pesticides frés efficaces tel que la dieldrine ont été délaissés pour leurs risques de
toxicité envers I'environnement et la santé humaine : d*autres matigres de remplacement ont

¢1¢ propesées.

Actellement la recherche de méthodes de Ilutte moins préjudiciables 2
Penyironnement comme la lutte biologique par Iutilisation des myco pesticides est

encouragée (Luong-Skormand et a/., 1999) .

1.6.3.2 Moyens biologiques :
La lutte biologique est I'utilisation d’ennemis naturels, appartenant soit au régne

végétal, soif au régne animal, pour détruire les insectes nuisibles (Calvet ,1980).

Selon Greathed et al., (1994), les-acridiens-sont la proie d’un grand nombre d’ennemis
naturels vertébres et invertébrés : prédateur, parasitoides;agents pathogénes ( champignon,

bactérie ,protezoalre et virus ).

# Prédateurs et parasitoides ;

Divers prédateurs et parasitoides sattaquent aux acridiens .Selon Greathed et al.
(1994), les oothéques d’acridiens constituent une source de nowrriture pour de nombreux
insectes dont les larves prédatrices se développent dans le sol. Chopard (1943), a relevé que
les ootheques du Criquet pélerin sont parasités par de nombreux insectes. notamment les

diptéres. Quelques aufres ennemis naturels s attagquent également aux adultes.

Seuls les diptéres, peuvent jouer un certain role durant les années d*invasion (Chopard,

1943 ; Keith et Kevan, 1992).
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# Les Champignons entomopathogénes :
Parmi les microorganismes qui infectent les populations acridiennes, les champignons
entomopathogenes sont les plus importants, Ceux du genre Merarhizium et Beauveria peuvent
pénétrer directement la cuticule du criquet, contrairement aux virus et aux protozoaires qui

doivemt attendre d*étre ingérés par I'insecte pour agir par la suite (Prior, 1933).

Ces champignons sont cultivés sur milieux artificiels, sans qu’il soit vécessaire de

recourir 4 des hotes biologiques (Greathed et al., 1994),(In Djezzar 2007)

* Les Bactéries entomopathogénes :
Des bactéries impliquées dans des maladies épizootiques sont observées chez les
populations de criquets sauvages et élevées au laboratoire. Deux espéces (Serrafia
marcescens et Pseudomonas aeruginosa) infectent uniformément des sauterelles une fois

Ingérees avee la nourriture et peuvent s”étendre dans la population de laboratoire, (kaidi 2007).
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1. Aspects généraux :

La lutte biologique, par opposition & la lutte dite chimique utilisant des xénobiotiques
(fout composé ou molécuie n’ayant pas une origine biologique), correspond a I'utilisation
d’organismes. et/ou composés naturels pour détruire ou contrdler d’autres organisimes
nuisibles sur le plan agronomique ou au nivean d’espaces naturels. Ces agents sont regroupés
sous I'appellation de « biopesticides ». On distingue des organismes prédateurs (insectes,
nematodes, plantes, mammiféres, etc....) mais également des protistes (bactéries, virus,
champignons) ou des molécules naturelles (phéromones, roténones, ete. ...). Un biopesticide
est donc un agent de la Iutte biologique (Silvy et Riba, 1999). Les premiéres utilisations de
biopesticides remontent déja & plusieurs siécles. Par exemple, avec la découverte des
propriétes insecticides d’extraits de certaines planfes comme Ie pyréthre (Tanacetum
cinerariifoliun) qui est & "origine des pyréthrinoides de synthese.
Les biopesticides représentent de nos jours en volime environ 3 4 4 % du marché total
des insecticides. Principalement utilisés en agriculture. ils le sont €galement en miligux

naturels tels que foréis et zones humides.
2. Le marché des biopesticides :

Le marche des pesticides synthétiques avait diminué au cours des 5 derniéres années
grice au développement des hiopesticides et des récoltes genétiquement modifiées. Les
biopesticides représentent 2.5% (672 millions $ en 2005) des vemtes de produits

phytosanitaires (26 milliards $), alors qu'il était seulement de 0.2% en 2000.

En dépit de sa petite taille comparée aux pesticides synthétiques, le marché des
biopesticides se developpe donc et on prédit qu'il atteindra plus d'un milliard de dollars en
2010 (Thakore 2006), Actuellement, 'Amérique du nord et I'Europe consomment eénviron
40% et 20% respectivement de la production mondiale de biopesticides. On s'attend & ce que
le marche des biopesticides aux USA monte de 205 millions & 300 millions US$, et le marché
européen d'environ 135 millions jusqu'a 270 millions $ vers la fin de la décennie. Parmi Jes
biopesticides microbiens, les produits 2 base de bactéres représentent 74% du marché
mondial Plus de vingt-cing produits microbiens (13 bactéries et 12 champignons) sont
actuellement inscrits & Ja EPA (Fravel 2005), et parmi eux, 36% ont &té enregistrés dans les
cing dernieres années. Bacillus thuringiensis ou Bt est considérée comme la bactérie la plas

importante et la plus largement répandue, elle domine le marché des biopesticides microbiens

%
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(70%) (Thakore 2006). Ces souches produisent un mélange de différentes protéines (3-

endofoxines), et tue spécifiquement une ou quelque espéces de larves d'insecte.

3. Avantages des biopesticides :

Ces biopesticides ou agents de lutte biologique, peuvent &tre définis comme des
produits phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou |'un de ses dérivés.
lis peuvent donc éire constitués d'organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de micro-
organismes (bactéries, levures, champignons, virus) exergant une activité protecirice sur les
plantes vis-a-vis d"agents phytopathogénes, mais aussi de substances d’origine naturelle telles

que des extraits végétaux, phéromones, etc ... (Thakore .2006).

Tout comme les autres agents de lutte biologique; les biopesticides microbiens sont
écologiquement beaucoup plus compatibles que les produits chimiques et ont une spécificité
acerue vis-a-vis des pathogénes contre lesquels ils sont dirigés, Ils sont par conséquence
moins dommageables pour les organismes non c¢iblés de la microflore endogéne qui exerce
une action bénéfique sur les plantes. De plus, les biopesticides sont souvent efficaces en
faibles quantités et leurs activités protectrices peuvent relever de mécanismes multiples et
déclenchent donc rarement des phénoménes de résistance chez le pathogéne 4 cause d'une
faible pression de sélection. En outre, ils peuvent compléter les pesticides conventionnels une
fors utilisés dans les programmes intégrés de Ja gestion des parasites (Fravel 2005; Thakore
2006): Par exemple, l'iniégration du contréle biologique avec des fongicides, les pratiques
culturales, el d'autres mesures peuvent contribuer au contréle de 12 rouille sur la tomate

(Lourznco Junior ef af. 2006).

Les biopesticides peuvent donc éire complémentaires au traitement chimique, mais
peuvent aussi étre utilisés dans des situations pour lesquelles aucune solution de conirdle
utilisant des produits de synthése n'est actuellement disponible. Ces agents microbiens sont
ufilisés & travers le monde dans les champs et dans les serres (Ji er af. 2006, Lee et al, 2006:
Minuto ez /. 2006; Saravanakumar ef al. 2007), pour combatire un grand nombre de maladics
causées par des pathogénes du sol, foliaires ou de post-récoltes. Ces produits ont &té
développés pour controler de multiples maladies sur diverses céréales, légumes, fiuits et

fleurs (Paulitz et Bélanger 2001; Fravel 2005).
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4. Désavantages :

Malgré les avantages de ces ‘agems biologiques, le marché des biopesticides reste
toujours limité 4 cause de certaines contraintes ; premiérement, 1'effet protecteur est parfois
insuffisant par rapport aux produits chimiques (Shishkoff et McGrath 2002) ou n'est parfois
pas constant, dépendant notammerit des conditions du milieu (la température, sol, humidiié, Ja

plante hdte, pH, etc... ) (Larkin et Fravel 2002; Mendoza Garcia er «/. 2003).

Deuxiémement, le colit et le délai sont trés élevés pour |'enregisirement en Euarope, de
meéme que le colt de la production est élevé pour la plupart des agents de biocontrdle (Fravel
et al. 1999). Troisiémement, le conditionnement et la formulation sont trés difficiles pour des
especes non sporulantes et méme parfois pour les especes sporulantes (Hjeljord ef @l 2000;
Collins et Jacobsen 2003). D'autre part. les pesticides chimiques peuvent offrir rapidement
une activité beaucoup plus efficace, tandis que les biopesticides peuvent avoir besoin de
temps aprés leur application pour commencer 4 agir. Il est important de se rappeler que la
plupart des biopesticides sont composés d”organismes vivants qui oni un spectre relativerment

restreint de ravageurs cible.
5. Utilisation de B¢ et de ses dérivés en tant gue biopesticide :

L’intérét pour les pesticides biologiques s’est développé dans le milieu des années
1970 du fait de I'augmentation de la tésistance des inscetes aux pesticides chimiques
(pyréthrinoides) (Watkinson, 1994). Depuis plus de 20 ans, I'une des applications les plus
réussies de Br est le contrdle des Lépidoptéres dans les foréts du Canada et des Etats-Unis, par
la souche HD-1 capable de produire les toxines CrylAa, CrylAb, CryiAc et Cry2A,
réduisant significativement 1'utilisation d’insecticides chimiques (Bauce et al., 2004). En
effet, plusieurs millions d’hectares de forét sont pulvérisés tous les ans par des produits issus
de Btk (kurstaki) pour le traitement contre la spongieuse (Lymaniria dispar) et la ordeuse des
bourgeouns de I"épinette (Choristoneura fimiferana).
Un avantage significatif des produits dérivés de Bf est leur capacité a contréler cefte résistance
chimique des insectes. Par exemple, en Australie, aux Elats- Unis et en Extréme Orient, ils ont
éte utilisés pour le traitement contre les Heliothis ssp. et papillons noctumes résistants awx
pyréthrinoides. Cependant, des cas de résistance ont été observés chez certains insectes.
Aussi, Bti (israelensis) est utilisé pour 80 % du controle des Diptéres tels que la simulie et le
moustique, vecteurs de nombreuses maladies dans les pays africains i cause de leur résistance

aux organophosphates (Bravo et al, 2007).
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Cette souche nafive est trés active puisque les différentes toxines de ses inclusions de
cristaux fonctionnent de fagon synergiques (Angsuthanasombat et al., 1992; Chang et al.
1993: Crickmore et al., 1995; Deleclnse et al., 1993; Poncet et al., 1995; Wu et al., 1994). 11
existe des actions synergiques du méme type entre certaines toxines (Ravoahangimalala et al..
1993; Van Frankenhuyzen et al., 1991), entre certaines toxines et bactéries (Dubois and Dean,
1995) et entre certaines toxines et spores (Delecluse et al., 1993; Dubois and Dean, 1995:
Johnson and MeGaughey, 1996; Miyasono et al., 1994; Moar et al., 1995; Moar et al.. 1989:
Tang et al,, 1996). En effet, les spores peuvent induire une septicémie, augmentant ainsi les
risques de mortalit¢ de I'insecte, C'est pourquoi, les produits commerciaiux contenants des
spores sont supposes étre plus efficaces sur le terrain (Watkinson, 1994),

En 1982, une nouvelle souche de Bt a été développée, Bit (fenebrionis) par les
compagnies Mycogen et Ecogen pour le contrdle du doryphore aux Etats-Unis et en Europe
(Leptinotarsa decemlineata). Bn 1992, Dia (aluwei) a éié déveluppée pat les luburatvires
Abbott pour le contrdle du papillon nocturne (Plurella xylostella), résistant aux pesticides
chimiques (Watkinson, 1994),

Les formulations de Bt sont diverses : poudres, granules, briquettes ou suspensions
organiques, donnant a l"agriculfeur plus de flexibilité quant & I'ufilisation du produit,
notamment s”il eavisage de faire des mélanges (Watkinson, 1994). Les plus connus sont le
Dipel, le Thuricide et le Delfin mais leur utilisation reste limitée & cause de leur faible
persistance sur le terrain _(rapidement dégradées par les rayonnements Ulfra-Violets &t les

microorganismes) et de leur coiit élevé (Roush, 1994),

Des laboratoires de biotechnologies ont alors développé différentes souches de
bactéries transformées pour exprimer les génes insecticides ery. La premidre bactérie dans
laquelle des génes de protéines Bt ont &t€ clonés est Escherichia coli, bactérie facilement
manipulable génétiquement,

Cependant, cette derniére présente de faibles rendements d’expression 4 cause de
divers facteurs de régulation (Broadwell, 1994). Alors, la société Mycogen aux Etats-Unis a
développe & des fins agricoles, une souche de Psendomonas dans laquelle un géne de Brk a éié
incorporé de fagon stable (Watkinson, 1994). Lersquielle meurt, cette souche conserve sa
membrane cellulaire intacte ce qui protége les cristaux des rayonnemenis solairés, Ainsi, les
performances sur le terrain sont accrues (Watkinson, 1994). Une autre approche, développée
par Crop Genetics International, consiste 4 transformer par un géne de Br une bactérie

endophyte, Clavibacter xpli ssp. cynodontis. L' imprégnation des graines de mais par cette

%
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bactérie permet la colonisation du systéme vasculaire de la plante adulte, la protégeant alors
contre la pyrale du mais (Ostrinia nubilalis) (Watkinson, 1994), Aussi, des génes de Br ont &té
incorporeés dans des algues pour le controle des moustiques et dans des virus d’insectes tirant
parti du haut niveau d’infectivité des virus (Watkinson, 1994).

Cependant, les meilleurs hétes pour ces génes restent les Bacillus. Done, en clonant
ces genes dans d’autres espéces de Bacillus comme Bacillus sphaericus, le spectre d’hites
peut &fre augmente avec des possibles actions synergiques entre les toxines et les $pores
(Broadwell, 1994). Aussi, de nouvelles approches de formulation sont proposées, notamment
I"utilisation de la toxine & I'éfat adsorbée, plus efficace chez les larves de mioustiques se
nourrissant par filtration (Lee et al., 2003), Br, utilisé comme alternative ou en complément
des pesticides synthétiques chimiques en agriculture, est maintenamt l'agent de lutte
biologique le plus ntilisé dans le monde. Plus de 250 biopesticides sont vendus dans le monde
(1 % du marché des pesticides) et Bf représentent environ 80 % des biopesticides vendus
(Mark E. Whalon, 2003). Méme si I"utilisation des agents biologiques reste & la traine derriére
ies pesticides chimiques, les bénéfices environnementaux font que les produits a base de Bt

sont en plein essor.

La stratégie commerciale d'application de Br prend en compte 3 paramétres majeurs
(Bryant, 1994) :
- Les caractéristiques physico-chimiques de B¢ : la toxine ne devient active que dans I’ intestin
des insectes cibles donc tout processus interférant avec la nuirition des insectes diminue
Pefficacité. Aussi, la persistance. est fortement altérée par I’action des rayonnements Ulta-
Violets (UV) et Ie lessivage par les pluies (Crecchio and Stotzky, 1998; Koskella and Stotzky,
1997). Pour aider a l'efficacité de Br, des composés ont été développés permettant une
meilleure pénétration de la surface foliaire, un meilleur dépdt limitant les lessivages par la
pluie et des « UVproteotants » comme de I’amidon ou d autres polyméres (Brar et al., 2006;
Cokmiis ef al., 2000; McGuire et al., 1990).
- Le mode d’application : il faut soit appliquer une dose létale de Bt soit appliquer une
exposition chronique plus faible. Par ailleurs, la zone de contact doit étre ciblée en fonction de
la facon dont se nourrit I"insecte.
- Le comporterment des espéces cibles : La dose & appliquer est fonction de la taille de la larve,

une grosse larve nécessitant une dose plus forte (McGaughey, 1978).
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m
6. La baciérie Bacillus thuringiensis:

6.1. Classification :

Selon Berliner, 1915 la classification de Bacillus thuringiensis est comme suite ;

Reégne : Bacteria
Embranchement : Firmicuies
Classe : Bacilli
Ordre : Baeillales
Famille: Bacillaceae
Genre : Bacillus

6.2. Caractéristiques générales de Bacillus thuringiensis :

Bacillus rhuringiensis (Br) est une bactérie aérobie facultative, ubiquiste, Gram
positive, caractérisée par I'activité entomopathogéne des corps d’inclusions qu’elle produit
lors de sa spornlation. Elle fait partie d'ua groupe de six bacilles, rassemblés sous le terme «
groupe Bacillus cerens » : Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus
psendomycoides, Bacillus weihensiephanensis et Bacillus thuringiensis. A 'éwat végétatif,
Bacillus thuringiensis a la forme d'un batonnet de 5 pm de long sur | gm de large, et est
pourvu de flagelles (voir figure 5). Elle se distingue des autres bacilles du groupe par sa
capacité & synthétiser des cristaux protéiques (voir figure 6). Elle a été isolée an Japon par
Ishiwata (Ishiwata, 1901) dans des larves de vers & sole malades (Bombyx mori) et décrite par
Berliner en 1911 en Thuringe (Allemagne). Depuis, différentes souches ont été isolées dans
divers habitats tels que le sol (Carozz et al, 1991; DeLucea et al., 1979: Hastowo et al., 1992
Martin and Travers, 1989; Smith and Couche, 1991), les insectes (Carozzi et al., 1991), la
poussiére de papillons (Burges and Hurst, 1977; DeLucca et al., 1979; Meadows et al., 1992),
et des feuilles de coniferes (Kaelin et al., 1994; Smith and Couche, 1991),

La plopart des Lépidoptéres sont sensibles aux cristaux produits par les souches
kurstaki et aizawai et plus récemment tepebrions (ou san diego) (Drummond and Pinnock,
1994). Depuis la découverte de la souche israelensis, spécifique des Diptéres, le spectre
d’hodtes de Bacillus thuringiensis s’est vo augmenté de plus de 100 espéces de moustiques et
simulies. Les propriétés entomotoxiques de Bacillus thuringiensis en font tout ['intérét
commercial. Les premiers essais de lutte biologique avec A7 ont été réalisés en Hongrie dans

Leseeeeeaee————————_______—— — |
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les annces 1920 et en Yougoslavie dans les années 1930 pour contrdler pringipalement les

Lépidoptéres (Beegle and Yamamoto, 1992),

Les résultats prometteurs de ces essais ont conduit 4 la production du premier produit
commercial en France en 1938 par les laboratoires Libee, la Sporéine. Par la suite, un
nouveau produit, le Thuricide apparut au début des années 1960 (Lord. 2005). En 1976, la
deécouverte des sérotypes israelensis (Bti) et tenebrionis (Bff) a permis louverture de
nouvegux marchés, grice 4 une action larvicide sur les moustiques, les simulies e les
coléopteres. Cependant, I"utilisation de Bt en lutte contre les ravageurs ne représente 4 ce jour

que moins de 2 % du marché mondial des insecticides.

Figure 06: Image de Bacillus
thuringiensis €n Microscopie en contraste
de phase ; a : spore ; b - inclusion
parasporale contenant les cristaux de
protéines : ¢ : filament (Rampersad et al.,
2003),

Figure 05 : La bactérie Bt

6.3. Cycle de vie de Bacillus thuringiensis :

Le cycle vital de la bactérie B. thuringiensis comporte deux (2) phases (Young e/ al.
1998) (figwre 7) :
~ Une phase végetative observée lorsque les conditions du milieu sont favorables. Au cours de
cetie phase, la bactérie se multiplie de fa_gon exponentielle par scissiparité. Elle synthétise
pendant Ja phase végétative une exotoxine thermosensible appelée protéine insecticide

végétative (Vegetative Insecticidal Prote inou V LP.) (Vassal, 2004).
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= Une phase stationnaire qui commence dés que les nuiriments essentiels du milieu
se raréfient. Cette phase se caractérise par une différenciation des cellules bactériennes,
aboutissant 4 la formation des spores. Clest aussi dans cefte phase quiintervient la synthése des
delta-endotoxines, substances protéiques conférant a la bactérie un pouvoir pathogéne contre

certains insectes. Ces protéines s'accumulent dans la cellule bactérienne pour former un cristal

qui est ensuife libéré dans le milieu.

—ellule
="
o \-,.- — @ - Sporulation Jl

Sl
Zermikabdar
= Spors

\ =i mtal proteigues

Figure 07; Cycle biologique de Bactllus thuringiensis[3].

Contrairement aux pesticides chimiques pour lesquels le mode d'action est rapide au
moindre Contact aveo [ “insecte. le mode d'action de B est lent. [ commence aprés que les
insectes aient Ingere le produit confenant les cristaux de protéines les spores.et autres
composes(enzymes, Protéines insecticides végétatives eto.) encore appelés composés de

virulence,

Cinq phases résument le mode d’action de B (Schnepf et all, 1998:Cooper, 1994;
Aronson ef Shai, 2001): Les inclusions cristallines (les protoxines), les spores et les
composés de sont ingérés par les larves d'insecte (phase I). Elle est suivie de celle o la
protoxine sont virulences solubilisées dans ['intestin de la larve en raison du pH alcalin et sont
done fragmenter pour donner des toxines actives (phase 2). Au fait, au cours de cette phase 2,
les extrémités COOH- ef/fou NH2- terminales des protéines Cry sont hydrolysées par les
protéases de I'insecte afin de libérer les toxines. Ensuite, les toxines entrent réversiblement en
contact avee des récepteurs spéeifiques des cellules épithéliales de I'intestin (phase 3).

Les toxines forment sur ces récepteurs des pores transmembranaires conduisant a un
influx d'électrolytes et d'eau aboutissant & la lyse des cellules épithéliales (phase 4). Cette
destruction progressive des structures du tube digestif permet la germination des spores
e ——————————————————————————————————
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(Ingérées avec le cristal) et la multiplication végétative des cellules bactériennes Ainsi, les
tissus de 1'insecte sont peu 4 peu envahis, si bien que la larve cesse de salimenter et

finalement meurt (phase 3).

6.4. Les spores :
6.4.1, Structure et composition de la spore :

Br produit des endospores pour survivre aux conditions défavorables de croissance
comme 'absence d'éléments nutritifs et les températures élevées. Elles confiennent de 1'acide
Dipicolinique (pyridine-2 : acide & dicarboxylique ou DAP) qui constitue 5-15% de leur
masse seche. Cette composante les distingue des autres formes de spores (exospores, kystes et
conidies) produites par divers microorganismes.

Le phosphore et le calcium sont les éléments inorganiques les plus importants
contenus dans les structures de la spore. Le phosphore occupe 7% dé la masse séche de la
spore et le calcium, 2-3%. Le calcium et le DAP sont importants pour la stabilité de la spore :
en combinaison dans la spore, ils sont impliqués dans son développement et sa résistance & la
chaleur (Murrell, 1969 ; Pelzcar, 1993). Le manganése, le cuivre et le zinc participent aussi 2
la stabilit¢ en formant des complexes avec le DAP (Gould, 1969; Lundgren et Cooney, 1962;
Powell et Strange, 1956). Le potassium et le magnésium sont deux autres éléments
inorganiques majeurs de la spore et servent de cofacteurs pour des réactions métaboliques
durant la sporulation (Lundgren et Cooney , 1962)

Ainsi, beaucoup d'¢léments organiques et inorganiques sont exigés pour que la
formation des éléments structuraux de la spore soit possibie. Le nombre de spores produit est
plus élevé lorsque ces €léments se retrouvent en grande quantité dans le miliew. Il est done
important que ces éléments soient accessibles a B lorsque celle-ci croit dans un milieu aussi
complexe que les boues d'épuration.

6.4.2. La Sporulation :

Durant la sporulation bactérienne, le métabolisme de la cellule change
considérablement la croissance végétative cesse, les revirements métaboliques augmentent et
les réserves siaccroissent. Ces événements physiologiques et biochimiques survenant durant la
sporulation sont régulés par induction ou par répression d'enzymes ou auires facteurs liés a

l'expression genetique.
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Les éléments nutritifs tels que le glucose, l'azote et le phosphore jouent un rdle trés
important dans la différentiation cellulaire et la sporulation du genre Bacillus. L'épuisement
de ces éléments nutritifs actifs un réseau de génes régulateurs qui activent & leur tour des

systemes effecteurs pour lutter contre les conditions défavorables de I'environnement.

La répression catabolique par le glucose est l'un de ces mécanismes connus pour
réguler la sporulation ainsi que la production de métabolites secondaires comme les
entomotoxines. La cellule accorde la priorité au métabolisme du glucose en wtilisant les
éléments azotés el en réduisant lactivité enzymatique des autres voies métaboliques
nécessaires a la sporulation (Halverson, 1957. Hardwick et Foster, 1969; Piggot et Coote,
1976). Bref la sporulation est entamee lorsque le glucose est entiérement consommé dans le

milien de croissance,

La formation de spores s'effectue en sept étapes, La Figure 4 résume les étapes de la
sporulation et de la production des CPI chez Bt. Plus de 80 genes sont impliqués dans le

Figure 08 : Schéma de la sporulation et de la production des CPI de Bt (Murreil, 1961 ;
Gould, 1969 ; Piggot et Coote, 1976 -; Bulla et al., 1980 ; Sneath, 1984  Slepecky et
Hemphill, 1992 : Piggot et al., [994).

Page 24


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Etude bibliographigue sur les biopesticides

Etape 1: synthése de I'ADN et formation d'un filament axial de chromatine par la
condensation de deux nucléotides supporiés par les mésosomes.

Etape 2: formation d'un septum par l'invagination de la membrane 4 I'une des
extrémités de la cellule ¢t début de la synthése du/des CP1 parasporauix.

Etape 3 : formation du protoplaste (spore dvec une membrane cytoplasmique libre
dans la cellule) et assemblage des sous-unités protéiques du CPL

Etape 4: production de la membrane cellulaire et du cortex autour du protoplaste
sporal et augmentation de ta taille du cristal.

Etape 5 : synthése des couches protéiques sporales et fin de la synthése du CPI.

6.4.3. Entomotoxicité de 1a spore :

Les spores de Bt provequent lo septicémic chez les larves d'ingectes. Dans Je cas des
Iépidoptéres, une fois que les cellules épithéliales de T'intestin des larves sont endommagées
par les delta — endotoxines de B, les spores ingérées peuvent pénétrer dans le sang 4 partir de
ces ouvertures. Les spores germent et les cellules végétatives envahissent le sang pour
finalement causer la mort de la larve (Mohd-Salleh ¢t Lewis, 1982; Porcar et Juarez-Pére,
2003).

L'effet insecticide de la spore peut aussi étre aftribué 4 la présence de protéines
similaires aux delta -endotoxines dans ses couches protéigues (Somerville et al., 1970; Burges
et al., 1976; Aronson et al , 1982 ; Mohd-Salleh et Lewis, 1982; Johnson et al., 1998 : Du st
Nickerson, 1996) ou autres substances létales qui agissent en synergie avec les delta-
endotoxines (Valéro et al.,1999),

Johnson et al. (1998) ont étndié l'entomotoxicité de différents mélanges de spores
irradi¢es et de CPL Ils ont constaté que les spores perdaient 53% de leur efficacité aprés 2h
d'irradiation ef conservaient, 28% de leur toxicité aprésd h d'irradiation. Cette toxicité éait
attribuée 4 1a présence de protéines dans les couches protéiques de la spore similaires aux
delta-endotoxines contenues dans les CPL La maturiié de la spore est aussi trés importante
pour contribuer 4 I'entomotoxicité. Une spore mature et fonctionnelle serait plus apte
4 causer la septicémie qu'une spore immature. Elle pourrait aussi contenir plus de
d-endotoxines (ou de protéines similaires) dans ses couches protéiques .un milieu de culture
qui offre les meilleurs conditions pour la maturation des spores est donc souhaitable pour

la production de B,
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6.5. La formation des cristaux protéiques :

La synthése de la protéine parasporale commence aux étapes 11 et I11 de la sporulation
et les inclusions atfeignent leur grandeur maximale & I'dtape V (Fast, 1981 : Aronson et al,
1986). Huber et Liithy, 1987). Le cristal gui en résulte compte pour 20-30% des protéines
totales du sporange (Lecadet et Dedonder, 1971 ; Aronson et al, 1986). La figure 4 illustre en
partie Ja formation de la protéine cristalline lors des étapes de la sporulation (Bulla et al, 1980
: Fast, 198 ; Faust ¢t Bulla, 1982).

-3_,_.
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Figure 08 : La formation des cristaux protéique [2].

6.6. Les toxines de Br :

Les protéines Cry représentent la grande majorité des toxines synthétisées par Bt et
font donc l"objet d’une classification exhaustive. Les toxines Cyt ne sont actives que sur
Dipteres et Coléopicres et agissent en général en synergisant I’effet des toxines Cry (Soberon
et coll., 2007). D autres toxines les Végétatives Inseoticidal Proteins (Vip), par exemple les a-
exotoxines, sont sécrétées pendant [a phase de croissance végétative et ne présentent qu’un
intérét mineur sur le plan entomopathologique. Au sein des toxines Cry existent plusieurs
groupes dont le plus impoertant, celui qui nous Intéresse ici, rassemble les toxines structurées
en trois domaines. Un auire groupe concermne des foxines 4 deux composés (binaire) et des

toxines dites Mrx-Irke par analogie avec les toxines produites par B. sphaericus.
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6.6:1. Les delta-endotoxines du Bf et leur mode d’action :

Le Bt produit un corps d'inclusion parasporal de nature cristailing durant Ia
sporulation. Ce eristal est constitué de protéines. Un grand nombre de protéines cristallisces
apparentées ont &té identifiées, et un cristal peut renfermer plusieurs types de protéine. Pour
dénouer une situation aussi confuse, Hofte et Whiteley (1989) ont proposé un systéme de
classification des proféines cristallisées et des génes codant leur synthése. Cette classification
repose sur la structure des protéines cristallisées et sur la gamme d’hotes. Plus de 14 génes
codant la synthése de protéines cristallisées distinetes ont été décrits, et d’autres protéines

présentant des propriétés insecticides ont été identifiées récemment (Lereclus er al, 1993).

Les genes codent pour la synthése d’une famille de protéines apparentées présentant
des propriétés insecticides (Cry) et sont répartis dans quatre grandes classes, selon que la
spécificité des protéines s’exprime a |"endreit des Lépideptéres (1), des Lépidopteres et des
Diptéres (I1), des Coléoptéres (I11) ou des Diptéres (IV). Chaque classe est divisée en un
certain nombre de sous-classes possédant des propriéfés insecticides et structurales propres.
Récemment, un nouveau systéme de classification fondé uniquement sur I'identité des acides

aminés a €t¢ proposé (Crickmore er a/. 1998).

Cette nouvelie classification permet de regrouper les toxines étroitement apparentées
et élimine la nécessité de soumettre chaque nouvelle toxine A des essais biologiques conire

uneé série sans oesse croissante d’organismes.

Les protéines cristallisées exercent leurs effets sur 1"héte en lysant les cellules
épithéliales de ’intestin moyen et en provoquant Ia paralysie du tube digestif [’insecte
infecté cesse de se mourrir et finit par mourir s'il ne parvient pas 4 se rétablir. Une fois
ingérés, les cristaux se dissolvent dans IPenvironnement alcalin de 1’ intestin moyen de I'hote,
La protéolyse de Ja protéine cristallisée solubilisée ou protoxing produit le fragment toxique
(toxine). Une fois lige a des récepteurs spécifiqnes présents sur les membranes des cellules
¢pithéliales de I'intestin moyen, la toxine induit la formation de pores dans la membrane des
cellules épithéliales et, ce faisant, provoque la mort des cellules et de la larve infeciée
(Aronson er al. 1986; Hifte et Whiteley, 1989, Lereclus er al, 1989; Adang, 1991; Gill ef al,
1992: Bauer, 1995).
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A partir du mode d’action des protéines cristallisées du B/, on peut supposer qu'au
moins quatre parametres interviennent dans Ja fonction de la protéine eristallisée :
1) I"efficacité de la solubilisation.
2) I"efficience de la conversion protoxine-toxine.

3) 1a liaison des récepteurs spécifiques aux membranes.
4) la formation des pores membranaires. Tous ces paramétres déterminent la spécificité d une

protéine de cristal (spectre insecticide).

%
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L. Objectif de I’étude
Notre présent travail a pour but d’éwdier 'effet de Bacillus thuringiensis sur les
larves L3 de S. grégaria. ainsi que I"impact de ce bio-pesticide sur les différentes espéces non.
cibles, prenant en considération les paramétres environnementaux suivants :
v Effet sur la mortalité des larves LS de S. grégaria
v’ Effet sur I’évolution pondérale, et I"activité alimentaire des souris d’élevage.
v' Observation et analyse des coupes histologiques effectuées au niveau des fois des souris
d’élevage.
V' Effet sur la végétation par I'observation du degré de phytotoxicité au stade levée et posté
levée,
2. Matériel de travail :
2.1. Matériel nan hinlagiqna -
Le matérie! non biologique utilisé est mentionné dans I*annexe 01,
2.2. Matériel biologique :
2.2.1. Les criquets :

Notre travail a porté sur des essais de lutte par des bactéries entomopathogénes sur des
larves L5 males et femelles de Sehistacerca grégaria provenant d’un élevage maintenu au
nivean du laboratoire de phytopharmacie appliquée, département des sciences agronomiques.
Université de Blida.
2.2.1.1. Elevage des criquets :

L ¢levage des adultes de criquet pelerin est réalisé dans une cage parallélépipédique en
bois de dimension : 120 x 60 x 55 cm, grillagée sur les deux cotés et de l'avant pour I’ aération
et avee du plissé glace de la face ariére pour garder la chaleur. Elle est munie d’une porte
coulissante en plexiglas et de deux fermetures pour faciliter le nettoyage, le renouvellement
de la nourriture et la vérification des pondoirs. Ces derniers se trouvent dans les ouvertures 4
la base de la cage. Ils sont remplis de sable stérilisé¢ et humidifié pour que les femelles
puissent déposer leurs cothéques. L'élevage est soumis & une température de 30 £3°C et une
humidité relative de 50 a 60%. Quant 4 "alimentation, elle est 2 base de gazon, et un
complément de son de blé.

Les pondoirs contenant les pontes sont récupérés et remplacés par d’autres pondoirs. 1ls
sont recouverts d’une toile moustiquaire pour [’aération et troués 2 la base pour permetire

I"infiltration de I"eau en cas de surplus afin d*éviter le risque de la pourriture des ceufs, Ces
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pondoirs portent les indications nécessaires telles que la date de la ponte. Ils sont mis dans des
conditions appropriées pour I'incubation des ceufs (In Outtar ; 2009).

Le contrdle de ces pondoirs se faif quotidiennement pour la vérification de I'humidité
du sable et les éclosions des ceufs, afin d éviter le desséchement des ceufs et la mort des larves
néonates. Ces derniéres sont récupérées et mises dans deux cages Téservéas 4 I'élevage des
larves de 1%, 2%, 3°™ et 4°™ stades avec les dimensions: 50 x 34 x 35 em  en bois,
reconvertes d'un tulle moustiquaire 4 petites mailles, avec une fermeture. Quant aux larves de
5 stade et les imagos, ils sont élevés dans une cage de la méme forme et les mémes
dimensions que celle des adultes. D*aprés Outtar 2009. Les conditions d*élevage de tous les

stades larvaires ef les imagos sont les mémes que pour les adultes.

Figore 10 : Cages utilisées pour I'élevage des larves des locustes (In Outtar, 2009).
2.2.2. Les souris blanches de laboratoire ;

Les souris blanches sont une forme domestiquée de la souris commune appelées
M mussculus, elles se caractérisent par une taille comprise entre 14 et 19 ¢m ef un poids
varie de 12 4 30g.

Physiologiquement ces animaux deviennent matures 4 1’age de deux mois pour les
méles e un mois et demi pour les femelles, ces derniéres ont une durée de gestation de 19 &
21 jours, ot elles peuvent déposer plus de 10 petits par une portée de poids natal de 0,5 4 1.5¢

(Leblanc et Samson, 2006).
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2.2.3. Les bio-pesticides testés ;
2.2.3.1. La bactérie entomopathogéne :

La souche de Bacillus thuringiensis a été obtenue du Laboratoire de pliytopharmacie
appliquée. département des sciences agronomiques Université de Blida, sous forme d’un

biopesticide formulé en poudre séche des spores conservée dans des sacs en aluminium

Figure 11: Bacillus thuringiensis sous forme de poudre séche de spore cultivée au

lahoratoire

Figure 12 ‘Bt sous forme de Figurel3 : Suspension huileuse
pousire seche de spores de Bt
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2.3. Principe de choix des doses :

La détermination des doses a ét€ précédée par une consultation des rapports de
prospection et de lufte antiacridienne du département de lufte antiacridienne de 1'institut
national de protection des végétausx.

Les doses employées au cours de notre expérimentation représentent celles utilisées
en plain champ. Ce choix éiait subjectif afin de mettre en relation d’une part évaluation des
doses réelles employées sur terrain et d’antre part les conséquences d’exposition aux bio-
pesticides qui peuvent étre trouvés chez les individus de souris de la race Albinos selon les

paramétres etudiés.
2.4, Schéma descriptif des calcules de doses utilisées Bacillus thuringiensis :

Doses employée par hectare = 500g
Volume utilisé pour la dilution de 500 g de poudre de B. thuringiensis par hectare = 400L
Dong 500g » 10000 m2

Xe »  1m2
X = 1*500/10000
X =005 g

2.5. Multiplication de la bactérie :
2.5.1. préparation de la sclution mére :
Pour préparer une solution mere & partir de la poudre séche des spores dé Bacillus
thuringiensts, on a suivi les étapes suivantes :
Preparer la culture de la bactérie ; en prélevant une quantité de la poudre et en I*introduit
dans un volume d’eau physiologique stérile, en suite on agite manuellement pendant 20 min.
A partir de cette suspension, on préléve Iml et on le dépose dans une boite de Pétri
countenant un milieu gélosé ordinaire «gélose nutritif » et on ’étale, I'incubation se fait & 25°C

pendant 15 jours,

2.5.2. Préparation d’inoculum :
On preléve des petits fragments de la culture dgée de 15 jours et on les dépose dans un
tube a essal contenant 10 ml d’eau physiologique stérile, en fin on agite pendant 104 20 mn 2

I"aide d”un vortex pour assurer une libération maximale des spores,
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! Figure 14 : Les différentes étapes de la préparation de la solution mére.

‘ 2.6. Etude de la mortalité des 1.5 :

| Pour tester Peffet de Bacillus thuringiensis sur la mortalits des larves L5 de
Schistoserca grégaria, nous avons travaillé sur un total de 120 larves du stade L5,
Deux doses de trajtement ont été utilisées avec un témoin. Les larves sont répartis en 3

lots chaque lot contient 40 larves.

Les traitements sont réalisés par ingestion & I’exception du lot fémoin od I’alimentation
est traitée uniguement avec de 1"eau distillée
Lot 1 : témoin fraité par 1’ean distillée.
Lot 2 : traité par [a dose D 1= 0.25g/200ml d’eau.
Lot 3 : traité par la dose D 2=0.5g/200ml d"eau.
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Figure 15 . Récupération des larves L1 L2 & partir des pondoirs pour l¢ transfert aux cages
d’élevage. (In Quttar ; 2009)

Figure 16 ; Dispositif pour l¢ traitement des individus de L5 par les différentes doses des
| deux bio-pesticides. (In Outtar ; 2009)

2.6.1. Caleul du pourcentage de mortalité ;
Le pourcentage de mortalité est calculé 4 ’aide de la formule suivante :
Nombre d’individus morts

Mortalité observée = - - x 100
Nombre total d’individus

Le pourcentage de mortalité observée est corrigé par rapport au témoin selon la formule
d"ABBOT (1925).
M2 - M1

MC% = x 100
100 - M1

- Page 34


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Matériels et méthodes

M1 : Pourcentage de mortalité chez les témoins,
M2 : Pourcentage de mortalité chez les trajiées.
MC % : Pourcentage de mortalité corrigée.

2.7. Essai de la persistance et la phytotoxicité de Bacillus thuringiensis sur le feuiilage de
bié :

Dans le but d°étudier la persistance et la phytotoxicité de bacillus thuringiensis sur le
couvert végétal (le Feuillage) du blé on a suivi les étapes ci-dessous !

2.7.1. 1a culture de blé :

Dans 5 plateanx 4 145 alvéole plein de la tourbe, on séme de 2a3 grains de blé(la
varigté de oued-zneti). Par la suite, les pots sont déposés dans un endroif exposé an soleil et
irrigués suffisamment chaque deux jours.

La levée de la plante est marquée aprés 5 jours, et le stade de 2 feuilles est atteint vers

le 20°™ jour.

Figure 17 : plateau a alvéole contient les plants de blé.
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2.7.2. Pulvérisation de Bacillus thuringiensis sur feuillage :
Apreés 20 jours, les plantes sont au stade levé, ot elles sont traitées par les différentes

dilutions & I’aide d'un pulvérisateur a main.

Figll re 18:pulvérisation des feuilles par Baciilus thuringiens

Les 4 plateaux sont répartis en 4 lots :
= Lot 1: lot émoin traité par ['éan de robinet
e Lot 2 traité par la dose 0.25g/200ml d"eau
e Lot 3: traité par la dose 0.5g/200m| d’eau
o Lot 4: traité par la dose 0.752/200ml d’eau

Figurel9: répartition des plateaux en lots,
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2.7.3. Prélévement des feuilles et préparation des solutions :
Le prelevement des feuilles (3 feuilles) se fait aléatoirement 4 partir de chaque lot dans
le 3™ jaur, 6 jour et le 9°™ jour aprés traitement.
Aprés le prélevement des feuilles on découpe 4 I’aide d’une lame fine des portions calibrées
d’une surface de 0,81 cm”.
| Par la suite, les portions obtenues sont misent dans des Béchers contenant 1'eau
distillée stérile puis on agite 2 700 t/mn pendant 10mn & fin de libérer l¢ maximum de la
| bactérie adhérés i la portion,
A I'aide d’une pipette gradude, on préléve Iml de chaque suspension et on le dépose

sous forme des gouttelettes séparées dans les boites de Pétri 4 raison de deux répétitions par
suspension, puis on coule le milicu de culture (Gélose nutritive)

. Les boites préparés pour i’étude de la persistance des bactéries sont incubées a 32°C
pendant 24h.

Figure 20 ; Libération des spores de la bactérie par agitation
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2.8. Essai de toxicité de Bacillus thuringiensis sur les souries blanches de laboratoire :
2.8.1 Conditions d’élevage :

Dans une température ambiante et un éclairage naturel, les animaux sont abrités dans
des cages en plastique avec un couvercle en acier inoxydable 4 travers le quel on introduit
I"eau et la nourriture granulée qui contient des protéines, glucides, cellulose, sels minéraux,
acides amings et des vitamines, les cages contiennent une couche de sciure déposée au fond

des cages el renonvelée tout les deux jours.

Figure 21: Cage d’¢€levage des souris blanches.

2.8.2. Répartition des lots :

Pour réaliser le traitement, les individus sont répartis en 4 blocs, chacun est constitué
de 5 individus -
s Bloc 1: lot témoin traité par I'cau physiologique.
e Bloc 2~ traifé par la dilution 350 ul de Bacillus thuringiensis D1
e Bloc 3: traité par la dilution 175 pl de Bacillus thurmgiensis D2
* Bloc4: traité par Ia dilution 78.5 pl de Baeillus thuringiensis D3

2.8.3. Prise de poids des individus de seuris d”élevage :

Chaque jour, les individus de chaque bloc témoins et fraités sont pesés
individuellement jusqu’au 10°™ jour afin de caleuler I'écart pondérale quotidien ou le gain de
poids. Ce dernier est exprimé par la différence entre le poids de I'individu du premier au
dernier jour.
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Ce calcule permet de traiter les données regroupées en tableaux des différences de
poids par le Lagiciel SYSTAT en adoptant Ta méthode ANOVA qui met en evidence I'effet

du facteur étudié sur le caractére qui s’exprime au cours de notre expérimentation.

2.8,4. Technigue de traitement ;

Apres le calenl de la concentrafion bactérienne relative & chaque dilution et la
repartition des individus ; on procede au traitement biologique.

Avant d’appliquer e traitement, les souris sont mises & jeun pendant 24h puis peser |
aprés cela on prend I"animal et on le maintient d*une fagon & I"immobiliser afin d’atriver &
administrer le traitement par injection intra-péritonéale a laide d’une seringue aprés le
traitement ils seront pesées chaque jour,

2.8.5. Injection intra-péritonéale :

Selon STEPHANIE CARON, Cette méthode consiste & Tenir I>animale téte vers le bas
(ainsi les organes descendent par gravité),

- Dans un angle de 45 °, insérer une aiguille biseau vers le haut, dans le cadran inférieur droit
de 'abdomen, |

- Soutirer et vérifier I’absence de sang ou d’urine (si du sang ou de I’urine apparail, retirer

PPaiguille et recommencer),
- Injecter le volume requis.

- Relécher le piston puis retirer I"aiguille.

Figure 22 : Traitement par injection intrapéritonéale.

e e—————
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» Aprés 3 jours de traitement, on préléve un individu dans chaque bioc et on fait la
dissection pour extraire le foie et on le mettre dans une solution de formole diluée a

_ 10% afin de réaliser des coupes histologiques.
'|

Figure 23: Les étapes d’extraction de foie.

2.8.6 Paramatre étudiés :

Aprés traitement, le suivi des individus dure 10 jours et les parametres étudiés sont les
suivants:

e Le taux de mortalité ; c’est le pourcentage des individus morts par apport an nombre
total des individus.

= Pévolution pondérale qui consiste & suivre lg poids journalier des individus pendant
les 10 jours tout en surveillant la quantité de la nourriture prise.

o Symptdmes observés . tout changement éthologique, morphologique et physiologique
des souris sont notés durant et apres les10 jours.
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1. Evaluation de la mortalité des larves L5 de S.grégaria sous différentes

doses de B. thuringiensis :

D’aprés (Guendouz 2005) en cas de mortalité observée, les protéines cristallisées

exercent leurs effets sur I'hote en lysant les cellules épithéliales de I'intestin moyen et en

provoquant la paralysie du tube digestif. L’insecte infecté cesse de se nourrir et finit par

mourir °il ne parvient pas 4 se rétablir.
Le tableau suivant montre les différentes valeurs de mortalité enregistrées lors de

I"administration du Bf avec en différentes doses employées.

Les valeurs enregistrées sont nettement inferieures aux moyennes, cela peunt

s’expliquer par une mortalité naturelle au cours de I’expérimentation ce qui signifie que les

doses employées peuvent nous renseigner sur I’incapacité du bio-pesticide & controler une

bande larvaire dans des conditions naturelles sous un climat saharien.

Tableau02 : Moyennes des mortalités cumulées journalieres en %, des Jarves L3

de Schistocerca grégaria (Forskal) témoins et wraités au Bacillus thuringiensis .

T D1 D2
Temps (J) 0.25g 0.5g
M M M
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 1,33 2,33
5 0 1,33 2,33
6 0 1,66 2,66
7 0 2,35 3
& 0 233 3.22
9 0 3 4,33
10 0 433 533
J:jour - T:téwein - D:dose - M : moyenne
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2. Etude de la phytotoxicité de Bacillus thuringiensis sur fenillage de blé :
Le tableau suivant montre le nombre des plants présentant des symptémes ftraités par
les différentes doses de Bacillus thuringiensis dans le 3™ 6™ et 9°™ jour :

Tableau03 : Nombre de plants infectés par Bacillus thuringiensis.

~ jour 3G 6™ j 97§
dase-gfmj"' ~
0.25¢/200m] 05 TE— 17
~ 0.5g/200ml 12 22 26
0.75/200ml 21 30 32

Le tableau présente le nombre de plants qui ont éte observés, ces derniers présentent
des symptébmes de nature variée a savoir les brulures;, le jaunissement, les taches de
brunissement, ainsi que des déformations provoquant des retards de croissance;

La figure suivante montre les différences entres le cumules de plants présentant des
altérations ces plants sonf regroupés par dose, On enregistre la plus grande valeur pour la dose
D3 représeniée par un nombre de 32 plants altérés. La plus petite valeur a été enregisirée au
groupe de la dose D1 au troisieme jour avec un nombre de plants de 5.

g

-

‘E E3&me
&

o Game
o

[ i 9&me j
=

E

=3
=

0 I-. T T Y 1
dose g/ml 0.25g/200ml 0.5g/200m| 0.75g/200m|

Figure 24: Le nombre des différents plants infectés par les différentes doses de 5z,

— — ——————— — — — —  — —_— —_————————— —— - -]
Page 42


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Résultats et Discussion

Figure 25 : plants altérés suite & I"application de Bacillus thyrmgiensis présentant les
symptomes précités,

Nous avons remarqué une reprise de croissance pour la totalité des plants altérés aprés
la pulvérisation des différentes dilutions de Bacillus thuringiensis, cependant les plants qui
présentent des symptomes de bralure et jaunissement ont subi une chute des feuilles fouchées

S e ——————— .-  —  ——1
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par le bio-pesticide, cela peut s’expliquer par une réaction du végétal suite & ’application du
traitement.
En général, le B perd 50% de son potentiel insecticide en I'espace de 1 4 3 jours, et

une deuxiéme application est donc souvent nécessaire contre certains insectes comme la
spongieuse (Lymaniria dispar Linnacus), la tordeuse des bourgeons de [*épinette
(Choristoneura fimmiferana Clemens), la tordeuse occidentale de 1'épinette (Choristoneura
occidentalis Freeman) ef la tordeuse du pin gris (Choristoneura pinus pinus Freeman)
( in Djezzar 2007).

3. Etude de la persistance de Bacillus thuringiensis sur feniilage de blé :
Les resultats présentant la persistance de Bacillus thuringiensis sur le fenillage sont
relatifs & la présence ou I"absence des colonies par unité de surface dans chaque lot traité.

Ces reésultats sont libellés sur le tableau sujvant :

Tableau 04 : Présence ou absence des colonies de Bucillus thuringiensis sur le feuillage.

Dose g/ml 0.25g/200 0.5g/200 0.75g/200
jour ~~__ ml ml ml
3 jour | P P P
6™ jour p P P
9% Jour P P | p

P! présence

Figure 26 : Présence des spores de Bacillus thuringiensis au 35 jour.
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Figure 28 : Présence des spores de Bacillus thuringiensis an 9™ jour.

Les résultats du tableau et figures révélent que Bacillus thuringiensis est présent tout
le long de la période de suivie.

Drapreés les résultats marques par Beckwith et Stelzer (1987), Bacillus thuringiensis
peut persister jusqu'a dix jours sur le feuillage , par contre Joung et Cote (2000) montrent que
cetie bactérie perd 50% de son potentiel insecticide aprés le 3™ jour de pulvérisation sur
feuillage, et une deuxiéme application est donc souvent nécessaire contre certains insectes.

Contrairement au Bacillus subtilis qui persiste sur le feuillage jusquau 6™ jour aprés
le traitement pour disparaitre complétement le 9" jour. (In Djouadi = 2011)

Cette diminution du nombre des colonies de B.subtilis persistant est expliquée par le
fail que la bactérie n"a pas pu résister longtemps sut le feuillage car elle n’a pas trouvée les
conditions favorables pour son développement.Certains chercheurs ont cependant fait état
d'une activité résiduelle plus longue (10 jours) (Beckwith et Stelzer, 1987), et quelques
endospores viables de Btk ont ét€ isolées sur du feuillage un an aprés une application au sol de
Bik effectuée a raison de 1 milliard d’unités internationales (MUT)/arbre (in Djezzar2004)

e
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Le Bt est une bactérie du sol indigéne qui est répandue dans le monde entier (Martin et
Travers, 1989). La forme végétative du Bf n’est généralement pas bien adaptée au sol, et sa
survie dépend de sa capacité d’atteindre I’habitat spécialisé que constituent les insecies
vulnérables.

Les endospores du Bi peuvent toutefois survivre dans la majorité des types de sol.
quoique leur croissance soit inhibée & des valeurs de pH inférieures a 4.8.Des applications
répétées de Br n’entrainent aucune accumulation de la bactérie (in Djezzar ; 2004).

Le devenir du 57 dans le sol dépend vraisemblablement de Iintensité de la compétition
avec les autres formes microbiennes. En effet, I"abendance du Br diminue rapidement dans les
sols non sténlisés, tandis qu'elle peut augmenter dans les sols stérilisés (in Dijezzar ;2004).
Inoculé dans le sol & 1a dose de 105 cellules par gramme de sol, le Br s’est maintenu & la
densité del03 cellules par gramme pendant 12 a 16 mois, Toutefois, I"abondance relative du
Bt par tapport @ celle des autres' bacilles du sol a chuté de 20-40% 2 environ 10%, ce qui
indique que le Bt n'est pas bien adapté aux environnements édaphiques. Pruett er o/, (1980)
ont noté quaprés 63 jours, le Bf n’avait conservé que 3% de son activité insecticide dans le
sol, méme si enviren 38% des endospores étaient encore viables. Aprés 133 jours, 23% des
endospores €taient encore viables, mais le Br avait complétement perdu son activité

insecticide.

4. Etude de la toxicité de Bacillus thuringiensis sur les souris blanches de

laboratoire :

Le suivi des souris blanches traitées par Bacillus thuringiensis 4 différentes
concentrations (350ul ,175u1, 87 5ul) comparativement aux témoins a permet d’évaluer le
taux de mortalité et la croissance pondérale durant 10 jours aprés traitement,

On signale que les trois concentrations utilisées correspondent respectivement aux
ditutions107, 107 et 107
4.1. Taux de mortalité :

Aucune mortalité n’est marquée durant toute la période de suivie chez les souris
blanches traitées par les différentes concentrations de la suspension bactérienne Bacillus
thuringiensis (350ul, 175ul, 87.5ul) ainsi que chez les témoins. Cela signifie que Ia bactérie
n’a aucin effet néfaste sur ce peiit mammifére.

Selon Meadows, 1993, Iinnocuité du B dans I’environnement est maintenant bien
établie, quelques souches sauvages étant appliquées depuis plus de trente ans sans le moindre
incident ou dommage sous forme de formulations commerciales en quantités de plus en plus

%
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importantes pour protéger les cultures vivriéres, les plantes omementales, les arbres forestiers
et les grains ensilés.
En outre, les nombreux projets de recherche fondamentale et appliquée qui ont

accompagné 1’exploitation et I’étude du Bt nous ont permis d’acquérir des connaissances

limitées sur le comportement du microorganisme dans I"environnement (Meadows, 1993).

4,2, L’ évolution pondérale :
Les résuliats de I'évolution pondérale des souris traitées et celles des témoins sont

portés sur le tableau suivant :

Tableau03 ;L évolution pondérale moyenne des souris fraitées et témoins avec les

différentes doses.
~ poids Témoin 350p1 175pl 87.5p1
j.oﬁﬁ'r' '
1 20.4 28 316 312
2 19.8 28.6 288 29.6
3 19.6 29.8 27.4 282
4 232 » 27.6 33.6
5 22 = 31 312
6 22.8 - 31 2038
7 24.4 = 31.6 30.2
8 252 - 31.8 266
9 26 - 33.6 30.6
10 32 - 352 334

Dans le tableau N°035 on constate que Ja valeur la plus importante est 35.2g enregistrée

le 10°™ jour correspond 2 la dose D2= 175y, suivie de la valeur 33.4g relative 4 la dose D3=

87.5ul . Le témoin présente une troisiéme valeur de 32g.
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4.2,1. Analyse de la variance :
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Figure 29 : Différence de poids enfre avant traitement etaprés (la limite est le zéro).
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Tableau 06: Analyse de la variance

Analyse de la variance (ANOVA avec systat vers, 7) (Bacillus)
Source somme des carrés des écarts ddl Moyenne des écarls
DOSE 142,653 2 71.327
TENPS 483,067 g 53,674
DOSE'TEMPS 220013 18 12,223
Variz. Inira. 3176 120] 2,647
On dit qu'il y'a une :

- Différence significative si p<0,05.
- Différence trés significative si p<0,01.
= Différence hautement significative si p<0,001-

D’aprés le tablean d*analyse de la variance, ce test a révélé une différence hautement
significative entre les doses utilisées et le poids, ce dernier varie aussi dune mariére
hautement significative dans le temps (p=0,000 <0,001).

Nous avons pris en considération les différences de poids enregistrécs le long de la
periode de suivi avec une probabilité de (p=0.000).

A partir du mode d’analyse adopté, les valeurs enregistrées signifient que le A7 n’influe
pas sur la perte du poids des souris au moins dix jours aprés exposition dans le cas d’une
intervention par entomopathogéne, et ce en fonetion des circonstances d’applicationdu bio-
pesticide.

Le Bz produit un corps d’inclusion parasporal de nature cristalling durant la sporalation.
Ce cristal est constitué de protéines. Un grand nombre de protéines cristallisées apparentées
ont éte identifiées, et un cristal pent renfermer plusieurs types de protéine. Pour dénouer une
sitwation aussi confuse, Hofte et Whiteley (1989) ont proposé un systéme de classification des
protéines cristallisées et des génes codant leur synthése,

Cette classification repose sur la structure des protéines cristallisées et sur la gamme
d'hotes. Plus de 14 geénes codant la synthése de protéines cristallisées distinctes ont été
decrits, et d’aufres protéines présentant des propriétés insecticides ont été identifices

récemment (Lereclus ef al. 1993).
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Résultats et Discussion

4.2.2. Analyse des coupes histologiques :

Figure 30 : Des coupes histologiques au niveau des foies des souris.

Dans cette partie nous avons opté pour la réalisation des coupes histologiques au
niveau des foies de souris d’élevage, ces individus ont été exposés aux waitements par voie
intra-péritongale.

L'analyse des différenfes coupes montre une absence d'anomalies & [’échelle
histologique ainsi qu’au cytologique. Une homogénéité est observée chez les différentes

images en comparaison avee celles de témoins.
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Conelusion générale

Cette premiere initiative qui rentre dans le cadre de notre projet de fin d’étude,
Iaccent principal a été mise sur I"évaluation d'un B. thuringiensis souche pathogéne pour les
espéces de Lépidopteres ainsi que pour le Criquet pélerin, et sur le devenir d'une préparation

de ce bio-pesticide dans ["environnement.

Bien que plusieurs centaines de B. thuringiensis souches ont été testés, aucun isolat n'a
pu &tre trouvée provoquant une mortalité exponnencée chez les criquets, 11 est intéressant de
chercher d'aufres maladies qui peuvent étre utilisés dans Ja luite biologique par le

développement d'un bio-préparation fongique basé sur un principe actif biologique.

Les genes codent pour la synthése d’une famille de protéines apparentées présentant
des propriétés insecticides (Cry) et sont répartis dans quatre grandes classes, selon que la
spécificité des protéines s’exprime 4 endroit des Lépidoptéres (1), des Lépidoptéres et des
Dipteres (I1), des Coléopicres (111) ou des Diptéres (IV). Par conséquent, ces activités sont
réduites vis-a-vis le eriquet pélerin.

Chaque classe est diviséc en un certain nombre de sous-classes possédant des
propriétés insecticides et structurales propres. Récemment, un nouveau systeme de
classification fondé uniquement sur I"identité des acides aminés a été proposé (Crickmore et
al 1998). Cette nouvelle classification permet de regrouper les toxines étreitement
apparentées ei élimine Ja nécessiié de soumetire chague nouvelle toxine & des essais
biologiques contre une série sans ¢esse croissante d’organismes.

Un des principaux avantages du Bt comme agent de Jutte microbienne réside dans Je
fait qu'il peut remplacer, du moins en partie, certains des insecticides chimiques les plus
dangereux. A I’heure actuelle, les agents de lutie chimique sont utilisés beaucoup plus.
couramment 4 I"échelle mondiale que les agents microbiens. Comme il n’est pas certain que
tous Jes pesticides représentent une menace pour I'environnement, leur remplacement par des
agents microbiens n’allégerait pas nécessairement les risques pour [’environnemient.
Néanmoins, pour ce qui est des nombreux pesticides chimiques dont la toxicité §"étend au-
dela des ravageurs cibles, notamment aux animaux et aux humains, I"aceés 4 des agents de
lutte biologique plus sfirs; plus sélectifs et biodégradables comporte d’importants avantages
au plan écologique. Un des avantages écologiques des agents microbiens provient de leur
grande sélectivité, leur action infectieuse oun létale étant limitée 4 seulement quelques

ravageurs ciblés.
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Conclusion générale

A lavenir, il sera nécessaire d'étudier la stabilité des bio-pesticides employés
principalement contre les locustes, de développer de nouvelles formulations sur la base d'huile
et émulsions huile / eau et de fester ces différents produits préliminaires dans des conditions
tropicales et steppiques. En ouire, il est intéressant d'étudier la combinaison
de B. thuringiensis et d'autres méthodes de lutte par fapport & une action svnergique. Dans
plusicurs régions du sud algérien, et I'analyse des facteurs environnementaux semble jouer un
role majeur en tant que facteur de mortalité naturelle de sauterelies. Trés peu de résultats ont
¢f¢ publies sur cefte bacténe entomopathogéne, d'autres recherches sont nécessaires sur
I'écologie et sur les possibilités de son utilisation dans la lutte biologique, son devenir dans
I"environnement et son impact sur les différents taxons de Ia biodiversité des différents types

d’écosystémes.

%
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Anpexe(1 : Matériels non biclogigue :

1. Matériel d*élevage des souris :
¢ Cages en plastique 30 x 20 cm.
¢ Biberonsen plastique
e Sciure.
2. Matériel de culture de blé:
¢ Tourbe
o Plateau 4 alvéole

e Pulvérisateur

3. Appareillages :

e Auluclave

e Agitateur a plaque chauffante
e Balance de précision

# Balance

» Bain mari¢

« FEtuve

Annexe()2

Tableau2 :Evolution pondérale des souris traités par la dose 175ul avant et aprés traitement

individus| Jo | J1 | J2 13 4 | 15 6 17 | 18 | J9 | 110
1 31 | 30 | 28 26 27 30 | 30 31 | 30 | 32 | 33

29 | 33 | 29 | 28 | 28 | 31 | 31 | 3z | 32 | 34 | 36

29 32 29 26 | 26 30 30 31 32 33 34

2

3

4 30 31 28 29 29 32 32 32 33 35 37
5

28 32 29 28 28 | 32 32 | 32 32 34 36
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Tableau3 : différence de poids entre avant traitement et aprés ( la limite est le zéro).

i 2 13 14 J5 6 17 )8 9 J10
-1 -3 -5 -4 -1 -1 0 -1 i 2
4 0 -1 -1 2 2 3 3 5 7
3 0 -3 -3 1 1 2 3 4 5
i -1 1 -1 2 2 2 3 5 7
4 1 0 0 4 4 4 4 6 8

Tableand : Evolution pondérale des souris traitées par Ia dose 87.5u] avant et aprés

traitement

individus | JO 1| 12 13 14 J5 16 17 18 19 | Jio
1 30 | 33 | 30 | 29 | 34 | 34 | 32 | 32 | 30 | 30 | 33
2 25 | 26 | 25 | 24 | 29 | 26 | 25 | 27 | 26 | 28 | 30
3 28 | 29 | 29 | 28 33 30 [ 30 | 31 | 31| 32 | 35
4 33 | 36 | 34 32 38 | 4 32 | 33 | 30 | 31 | 34
5 28 | 32 | 30 | 28 34 32 | 30 | 32 | 31| 32 | 35

Tableaus : différence de poids entre avant traitement et aprés (la limite est le zéro).

I 12 13 14, i5 16 i7 18 )9 110
3 0 -1 4 4 2 2 0 0 3
1 0 A 4 1 0 2 1 3 5
1 1 0 5 2 2 3 3 4 7
3 1 4 5 1 a 0 3 2 1
4 2 0 2 4 2 4 3 4 7
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Annexe

Figurel ;| Comparaison de I’effet des deux traitements utilisés (analyse de toxicité sur les

souris d’élevage) montrant ’absence de signification.
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Résumé

La présente €tude rentre dans le cadre de I’évaluation biologique des bio-pesticides
base de bactérie entomophage homologuée ‘dans le marché infernational. Dans notre pays, la
recommandation des traitements antiparasitaires possédant un principe actif biologique,
inscrits dans le cadre des méga-programmes de lutte biologique contre le Criquet pelerin
impose |'évaluation du devenir des entités biologiques utilisées en bio-contrile. Pour cela
nous avons appliqué par contact 3 doses exprimées en ml sur des larves L5 de S. gregaria,
avec des témoins fraités par ’eau distilice, ces doses ont été évaluées en fonction des facteurs
temps. Dans les quatre blocs une présélection des individus a eu lieu pour
["homogénéisation des conditions d’expérimentation et 1"élimination des sources d*erreur dans
une premiere etape.

Une deuxiéme étape consiste 4 la détermination d'une part du degré de phytotoxicité
provoquée sur le vegétale lors de I'application des différentes doses de B. hurringiensis, et
d*aulre part des effets perurbateurs gui se reswnenl o ['évolelion pomdérale et ["observalion
des coupes histologiques au niveau des foies des individus de souris d’élevage dans I but de
montrer I"impact de ["utilisation des bio-pesticides sur la faune domestique et les risque
attendus pour I"homme lors de la manipulation des produits phytopharmaceutiques d’origine
biologique. Dans. cette approche, nous avons enregistré une trés faible mortalité des larves LS,
la probabilité est orientée vers la mortalité naturelle.

Qutre le test statigne ANOVA adopté pour la détermination des différences en
fonction du temps et doses, metiani en cause 1'évolution pondérale des souris d'éleyage a
montré une différence hautement significative pour toutes les doses testées avec des
probabilités inférieures & 0.001. Cependant le test de phytotoxicité nous a permis de qualifier
les symptomes an type passager suite a une pulvénsation des solutions de B. furringiensis
avec les différentes doses appliquees, une reprise de croissance a été enregistrée dans fous les

cas d’étude,

Le demier test de toxicité a mis en évidence la réalisation des coupes histologique des
organes de foies de souris d’élevage, 1"analyse qualitative des images de coupes monire

[*absence d'anomalies des échantillons traités comparés aux témoins,
Mots clés ;

Schistocerca gregaria, toxicologie, Bacillus turingiensis ANOVA, Phytotoxicite.
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Abstract
#

This study falls within the framework of the biological assessment of bio-based
pesticides approved entomophage bacteria in the international market. In our country,
recommending treatments for parasites with a biological active ingredient, listed in the mega-
biological control programs against the locusts requires the assessment of the fate of
biological entities nsed in bio-control. For this we applied by contact 3 doses expressed in ml
of L5 larvae of S. gregaria, with controls treated with distilled wafer, these doses were
evaluated based on time factors. Within four blocks a screening individuals held for the
homogenization of experimental conditions and ¢liminating sources of error in.a first step

A second step is to determine a part of the degree of phytotoxicity caused the plant
when applying different doses of B. turringiensis, and other disruptive effects which are
summarized in the weight change and the observation of histological sections in livers of
individuals breeding mice in order lo show the impact of the use of bia -pesticides on
domestic animals and expected risk to humans when handling plant protection products of
biological origin. In this approach, we achieved a very low mortality L5 larvae, the
probability is oriented natural mortality

Besides static ANOVA test applied to the determination of differences in function of
time and dose, implicating the weight change of the mice breeding showed a highly
significant difference for all doses tested below 0001 probabilities. However, the
phytotoxicity test allowed us to describe the symptoms to the passenger, following a spray
solutions B. turringiensis with different doses applied, a resumption of growth was recorded
inall the case studies

The last toxicity test showed the achievement of histological sections of organs liver
breeding mice, the qualitative analysis of images of sections shows no abnormalities treated
samples compared to controls.

Keywords:

Schistocerca gregaria, toxicology, Bacillus turingiensis, ANOVA, Phytotoxicity.
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