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Résumé

Essaie des bactéries entomopathogenes a partir des larves des scarabées sur

guelques bioagresseurs

Les insectes engendrent des dégats importants sur les plantes cultivées et des denrées
alimentaires stockée, pour faire face ont fait appelles a des moyennes de lutte basée sur
I'utilisation des produits chimiques qui ont des effets néfastes sur la santé humaine et
I’environnement. De ce fait 'utilisation d'autres alternatives de lutte devient indispensable.
Pour cela, notre travail s’inscrit en lutte biologique qui chercher activement des souches de
microorganismes dotés de pouvoirs pathogénes susceptibles de contribuer dans la régulation
des populations de I’insecte. Dans ce contexte nous avons porte notre expérience sur les
genres Bacillus deux souches V16 et V17 isolées a partir du ver blanc.En effet, les résultats
obtenus, nous ont permisdeconfirmeretdepréciserl’ importancedupotentieltoxémiquedes
souches Bacillusspcontre le ravageur de denrée stockée Truboluiom castaneum par des
suspensions bactériennes physiologique et osmotique. Les différents tests statistiques des
souches de le genres Bacillus de deux souches V16 et V17 avec deux solutions
physiologiques et osmotiques une différent significative de moralités journaliéres pour
chaque biocide prépare, ce qui nous a permis d’estimes 1’évaluation de ’activité de biocides
dans le temps qui a montrépour la souches V16 une absence des différentes entre les
solutions utilisent dans la préparation (physiologiques et osmotiques) par Kruskal-Wallis
test, mais la souches V17 montre une différentes significative entre les deux solutions

utilise dans la préparations de biocides.

Mot clés : V17, V16, ver blanc, Truboluiom castaneum



Abstract

Try entomopathogenic bacteria from beetle larvae on some bioaggressors.

Insects cause significant damage to cultivated plants and stored foodstuffs, to deal with it, means
of control have been called for based on the use of chemicals which have harmful effects on
human health and the environment. As a result, the use of other control alternatives becomes
essential. For this, our work is part of biological control which actively seeks strains of
microorganisms with pathogenic powers likely to contribute to the regulation of insect
populations. In this context, we have focused our experience on the Bacillus genera, two strains
V16 and V17 isolated from the white grub. Indeed, the results obtained allowed us to confirm
and clarify the importance of the toxemic potential of Bacillus sp strains against the stored-food
pest Truboluiom castaneum by physiological and osmotic bacterial suspensions. The different
statistical tests of the strains of the genus Bacillus of two strains V16 and V17 with two
physiological and osmotic solutions a significant difference in daily moralities for each biocide
prepared, which allowed us to estimate the evaluation of the activity of biocides over time which
showed for the V16 strains an absence of differences between the solutions used in the
preparation (physiological and osmotic) by Kruskal-Wallis test, but the V17 strains show a

significant difference between the two solutions used in the biocide preparations .

Key words: white worm larvae, Truboluiom castaneum, V16, V17.
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INTRODUCTION

Introduction

Les insectes nuisibles peuvent entrainer des pertes partielles, voire totales, des céréales
stockées (Rajashekar et al, 2010). Ils sont responsables d’une perte annuelle mondiale de
grains stockés comprise entre 10 et 40% (Rajashekar et al., 2012). Le moyen le plus courant
de limiter leurs activités est 1’utilisation de pesticides, mais malheureusement, ces derniers ont
de nombreux effets indésirables. De nombreuses études ont confirmé que I’utilisation
imprudente de pesticides chimiques entraine d’autres conséquences néfastes, telles que la
réduction de la biodiversité et ’apparition de résistance aux insecticides. La résistance des
insectes de stockage a différents insecticides a été observée chez de nombreux insectes,
notamment  Rhyzoperthadominica  (F.), Sitophilusoryzae (F.), SitophilusZeamais
(Motschulsky) et Tribolium castaneum (Herbst), vis-a-vis des insecticides comme du
malathion, du pirimiphos-méthyl, du fenitrothion et de la phosphine (Pacheco et al., 1990 ;
Sartori et al., 1990 ; Sartori, 1993).

De nos jours, de nombreuses études se concentrent sur des méthodes de lutte
alternatives, notamment 1’utilisation de moyens naturels. Des recherches sont menées afin de
trouver des méthodes alternatives de protection des denrées stockées en utilisant des
substances inertes, telles que des substances végétales possédant des propriétés insecticides
(Cissokho et al, 2015).

Les huiles essentielles sont des substances naturelles produites par les plantes et ont
longtemps ¢été¢ utilisées comme insecticides avant 1’apparition des produits chimiques de

synthese pendant les deux grandes guerres mondiales (Jouault, 2012).

L’utilisation des huiles essentielles en tant que telles remonte aux traces les plus
anciennes provenant de I’Egypte, datant d’environ 3000 a 2000 ans avant JC. A cette époque,
il semble qu’une forme primitive de distillation était utilisée pour extraire les substances des
plantes aromatiques (Jouault, 2012).

En comparaison avec les produits chimiques de synthese, plusieurs huiles essentielles

se revelent également tres efficaces contre les insectes nuisibles. Elles présentent
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généralement une efficacité a large spectre, mais sont spécifiques a certaines classes ou ordres
d’insectes (Chiasson et Beloin, 2007).

L’efficacité des huiles essentielles en tant qu’insecticides a ét¢ largement démontrée,
gue ce soit par contact, ingestion ou fumigation, contre les insectes ravageurs des produits

stockés. De nombreuses études ont été menées pour évaluer leur efficacité (Saheb, 2007).

Nous avons étudié une autre alternative a la place des huiles essentielles c’est une
essaie des solutions extraites des bactéries entomopathogenes a partir des vers blancs sur

I’insecte de denrée stockée le ver de farine Truboluiom castaneum.

L’objectif principal de cette étude est une étude biologiquepour chercher 1’alternative
aux huiles essentielles contre les ravageurs par un biocide a base des bactéries

entomopathogéne, c’est dans ce contexte que s’incrtit notre étude qui comporte:

> Isolement,purification et identification des bactéries a partir des vers
blancs Rhizotrogus majalis ;
> Etudierlavirulencedesbactériesisolées contreles insectes de deneres

stockés trubolium castaneum
Dans ce cadre, cette étude est organisée en trois chapitres. La premiére partie qui une

synthese bibliographique inclure des généralités sur les bactéries entomopathogeénes, qui
présente les bactéries les plus utilisés dans la lutte biologique, leurs utilisations, résistance,
suivi par un chapitre qui présente I’insecte de denrée stockée Truboluiomcastaneum, leur
description, classification, bio écologie, Facteur de développement, dégats, régime alimentaire
et moyens de lutte contre le Truboluiomcastaneum. La deuxiéme partie porte sur

I’expérimentation et la troisiéme partie inclure les résultats, discussion et conclusion.
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Chapitre 01 : bactéries entomopathogenes

1. Généralité sur les bactéries

Les bactéries entomopathogénes, des micro-organismes dotés de la capacité de
parasiter et d’¢liminer les insectes nuisibles aux cultures, revétent une importance
considérable dans 1’agriculture. Elles constituent une alternative écologique aux pesticides
chimiques néfastes pour I’environnement, agissant en tant qu’agents de lutte biologique. De
plus, elles peuvent étre aisément produites a partir de substances naturelles et ne présentent
aucun risque pour les humains, les animaux et 1’écosystéme. Par conséquent, leur utilisation
permet de protéger les cultures des insectes nuisibles tout en préservant l’intégrité de
I’environnement et la santé humaine (Ahmed et al, 1994; Starnes et al, 1993)

Afin d’utiliser efficacement les bactéries entomopathogénes dans le domaine agricole,
il est crucial d’acquérir une compréhension approfondie des différentes souches de ces
microorganismes ainsi que de leurs méthodes d’application (Roberts et Campbell, 1977;
Doberski, 1981; Stathers et al, 1993).

| -2. Généralité sur les bactéries entomopathogénes

Les bactéries entomopathogenes, des microorganismes qui infectent et éliminent les
insectes nuisibles, sont employées comme agents de biocontrdle dans le secteur agricole. Elles
trouvent également leur utilité dans les environnements urbains en tant qu’insecticides
naturels pour lutter contre les insectes ravageurs.

Les bactéries entomopathogenes sont de minuscules procaryotes dépourvus de noyau
distinct et d’organites définis. Elles se caractérisent par une paroi cellulaire structurellement
differente (Starnes et al, 1993). Les especes bactériennes les plus fréeqguemment utilisées dans
le cadre du biocontrole des ravageurs des cultures appartiennent principalement a trois
grandes familles : les Bacillaceaesont, qui incluent Bacillus thuringiensis, Bacillus popilliae
et Bacillus sphaericus ; les Enterobacteriaceae, tels que Serratia et Xenorhabdus ; et les
Pseudomonaceae, représentées par Pseudomonas (Greathead et al, 1994).

Ces bactéries produisent des toxines spécifiques a certaines especes nuisibles, sans étre
toxiques pour les plantes ou les auxiliaires. L utilisation de ces bactéries comme agents de
lutte biologique est considérée comme écologique et sans danger pour I’environnement.

Les bactéries entomopathogenes possedent la capacité de pénétrer les insectes
nuisibles en contournant leur systtme immunitaire, ce qui les rend pathogenes pour ces
prédateurs de cultures. Afin d’établir une colonisation durable de I’insecte, ces bactéries
doivent modifier sa physiologie en produisant des toxines. Cependant, les insectes déploient
des mécanismes de défense physiques et chimiques pour limiter la pénétration de ces agents
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pathogénes et éviter les dommages. Ces mécanismes de défense physiques incluent la cuticule
externe, le péristaltisme intestinal et la membrane péritrophique (une couche interne de
I’intestin moyen de l’insecte). De plus, les insectes utilisent diverses stratégies de défense
chimiques, telles que le pH de leur systeme gastro-intestinal, les protéases, les peptides
antimicrobiens, les récepteurs cellulaires du systeme immunitaire et leur microbiote intestinal,
pour contrer I’invasion des bactéries entomopathogénes (Vallet-Gely I, Lemaitre B, et al,
2008).

3.Les bactéries entomopathogénes les plus utilisées en luttes biologiques :

Les bactéries appartenant au genre Bacillus sont largement connues et étudiees en
raison de leur potentiel pathogéne. Alors que Bacillus cereus et B. anthracis sont des agents
pathogénes chez les humains, B. Thuringiensis (Bt) est un pathogene spécifique aux insectes
et est couramment utilisé comme agent de protection des cultures contre divers parasites, tels
que les papillons, les coléopteres, les mouches, les punaises et présente également d'autres
activités biologiques, telles que I'élimination des mollusques, des nématodes (parasites
d'’humains et d'animaux, ainsi que des espéces libres ; Rhabditida), des acariens et méme des
cellules cancéreuses humaines (Lecadet MM, Frachon E 1999).

B. Thuringiensis (Bt) est une bactérie qui suscite un vif intérét et qui est présente dans
de nombreux environnements écologiques tels que la rhizosphére et les tissus végétaux.
Cependant, elle reste partiellement mystérieuse (Argdlo-Filho RC, Loguercio LL 2014).
Cette bactérie est gram-positive et facultativement anaérobie, et elle produit des inclusions
cristallines (toxines Cry) lors de la sporulation, au cours de la phase stationnaire de croissance
et de sporulation (Figure 1).
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Figure 1 :Bacillus thuringiensis et Bacillus cereus. Images en microscope de contraste de
phase objectifs 100 X (A, B, C) et 40X (D)(13 May2023)(Images, GME, INRA-Micalis (A,
B, C) service Histopathologie Institut Pasteur).

Légende :

(A) : B. thuringiensis phase sporulée avec présence de spores (spo) et cristaux de toxine Cry
(cry) dans des cellules non lysées.

(B) : B. thuringiensis en contact avec un hémocyte (H) de larve de I'insecte
Galleriamellonella; L'ADN est coloré au DAPI (bleu) sous lumiere UV.

(C) : B. cereus ATCC 14579 (souche de cette étude) en phase végétative formant des
chainettes.

(D) : B. thuringiensis (Bac) phase végétative en contact avec épithélium de l'intestin moyen
du stade larvaire de I'insecte G. mellonella (Images, GME, INRA-Micalis (A, B, C) service
Histopathologie Institut Pasteur).

Mécanismes d'acquisition du fer de I'n6te chez Bacillus cereus : réle du couple bacillibactine-
FeuA et expression des génes impliqués dans I'homéostasie du fer in vivo durant 1’infection
intestinale chez I’insecte. - Scientific Figure on ResearchGate. Available from:
https://www.researchgate.net/figure/Bacillus-thuringiensis-et-Bacillus-cereus-Images-en-
microscope-de-contraste-de-phase_figl 336274823 [accessed 13 May, 2023]
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Le processus d’infection par B. thuringiensis se faitpar 6-endotoxine, divisée en deux familles
. toxines cristallines (Cry) et cytolytiques (Cyt)(Fernandez-Chapa, 2019) ; codées par les
mémes génes (Schnepf E, Crickmore N 1998). Ces toxines cristallines (protéines
insecticides)pourraient étre responsables d'autres nouvelles propriétés biologiques suggérant
une nature pluripotentielle avec des spécificités différentes. (Fernandez-Chapa, 2019). Sur la
base des sequences d'acides aminés, il existe 75 familles de protéines Cry, avec 800
differentesPleurergenestandis que les protéines Cyt se composent de trois familles avec 38
genes (Fernandez-Chapa, 2019)

o-Endotoxins insecticidal activity

Y Diptera SYNERGY Coleoptera
Coleoptera "
‘-i-—-—
Lepidoptera Lepidoptera
\ ) S
Hemiptera , AL ‘
/ \
Hymenoptera Diptera
Cryl(A-C), Cry2(A-B), Cry4(A-C), Cryl0(A), Cryll(A-B), Cryl6(A),
Cryl7(A), Cryl9(A-C), Cry20(A)., Cry21(A-H), Cry24(A-C), Cry25(A),
Diptera Cry27(A), Cry29(A-B), Cry30(A-G), Cry32(B-D), Cry39(A), Cry40(A-D),
Cry44(A), Cry47(A), Cry48(A).Cryd49(A), Cry52(A-B), Cytl(A-D), Cyv2(A-D),
Cyt3(A)
Cryl(A-I), Cry2(A), Cry3(A-C), Cry7(A), Cry8(A-G), Cry9(D), Cryl4(A).
Coleoptera Cryl8(A-C), Cry22(A-B), Cry23(A), Cry26(A). Cry28(A), Cry34(A-B),
' P Cry35(A-B), Cry36(A), Cry37(A), Cry38(A), Cryd43(A-C), Cry55(A), Cytl(A),
Cyt2(C)
Yeolivalin Cryl(A-K), Cry2(A-B), Cry7(B), Cry8(D) Cry9(A-C,E), Cryl5(A), Cryl9(A-C),
picop Cry20(A-B), Cry22(A), Cry32(A), Cry51(A), Cry54(A-B), Cry59(A-B), Cyi2(13)
Hemiptera Cry3(A), Cry5(A), Cry22(A)
Hymenoptera Cry2(A), Cry3(A), Cryl 1(A)

Figure 2 : Activité insecticide des d-endotoxines Cry et Cyt contre les ordres Dipteres,
Coleopteres, Lépidopteres, Hemipteres et Hyménopteres [(Fernandez-Chapa, 2019) ; 15,
21,23].
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> Les protéines Cry possédent trois domaines.
1. Responsable de I'insertion de la toxine dans la membrane intestinale de
I'nGte et la formation de pores,
2. Joue un role dans la sélectivité et est responsable de la liaison toxines-
récepteurs.
3. Permet de préserver l'intégrité structurelle de la toxine.

L'un des plus grands avantages des toxines Cry est leur haute
spécificité vis-a-vis de I'hote cible. Sans effet significatif sur les organismes
vertébrés ou invertébrés non ciblés, ces toxines constituent un agent de
choix dans les approches de contrdle biologique (Xu C, Wang BC 2014).

Le processus d'infection par B. thuringiensis se traduit par
différentes étapes. Apres ingestion de la toxine, cette derniere se solubilise
dans le pH alcalin de l'intestin puis est activée par l'action de protéases
clivant la prototoxine en petits peptides (Bravo A, Gilll SS, et al, 2007).
Une fois fixées aux récepteurs spécifiques de I'intestin, les toxines s'insérent
dans les membranes en formant des pores. Suite a la destruction des cellules
par lyse osmotique, l'insecte va cesser de se nourrir et mourir des suites de
I'infection (Bravo A, Gilll SS, et al, 2007).

Increased

Solubilization  Activation  Binding  permeability

: receptor
Ingestion r\ 'l’rmcu\a .08
; h e
O : pll % l-!Ln
%) 4 "%
& =2 " ‘| n m N Pore
¥ (J_J_‘ ® » Pro-toxin Activated | formation
® o toxin

Insect death

Bacillus ; <
thuringiensis @ 8-Endotoxins ) Spores ©

Figure 3: Meécanisme d'action des protéines Cry selon le modéle de liaison
séquentielle.(Fernandez-Chapa, 2019)
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B. thuringiensispeut infecter par de voie de signalisation,
présente des similitudes avec le modele précédent ; cependant, dans
ce cas, d'autres causes de mort cellulaire sont attribuées. Selon cette
théorie, les protéines Cry affectent la cellule de deux manieres :
premiérement par la formation de pores dans la membrane, comme
mentionné dans le modele de liaison séquentielle et, deuxiémement,
réactions successives qui
métabolisme cellulaire. Selon cette hypothese, les toxines Cry se
lient aux récepteurs de la cadhérine, qui stimulent la protéine G
hétérotrimérique et lI'adénylylcyclase avec une augmentation de la
production d'’AMPc (Adénosine monophosphate cyclique). L'AMPc
active la protéine kinase A, qui stimule l'apoptose avec une
activation du Mg?*canaux de la membrane plasmique. L'ouverture de
ces canaux provoque un mouvement anormal des ions dans le

par la production de

altérent

cytosol, stimulant le processus d'apoptose(Fernandez-Chapa,
2019)
— o -
Bmdltng { lons channels
receptor ,
Pore Mg
‘ formation

1000 |
b || | |
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Figure 4 : Mécanisme d'action des protéines Cry selon le modéle des voies de signalisation.

(Fernandez-Chapa, 2019)

La seconde endotoxine Cyt a besoin d'un récepteur membranaire de
poids compris entre 25 et 28 kDa, différents des toxines Cry. C'est une
toxine cytolytique (hémolytique), Hydrophobe(Bravo A, GilllSS, etal,

Insect death

2007). Le mécanisme d'action est encore mal compris mais semble se passer

de deux maniéres selon la concentration de toxines. A faible dose, elle
entraine la formation de pores dans les cellules membranaires. A forte dose,
les lipides Conduit a des désordres cellulaires,

leur affinité avec
responsables de la mort (Butko P, 2003).
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Le Bacillus thuringiensis (B.t) est efficace contre divers coléoptéres, lépidoptéres et
dipteres (Morris, 1983 ; Ahmed et al, 1994). Cependant, il ne présente pas d'efficacité contre
les acridiens en raison de l'acidité de leur systeme digestif (Greathead et al, 1994). Il est
important de ne pas exclure l'utilisation d'autres bactéries qui se sont révelées efficaces, telles
que celles appartenant au genre Xenorhabdus (Enterobacteriaceae), connu pour sa virulence
contre les acridiens. Ces bactéries sont généralement des symbiotes des nématodes, qui
agissent comme vecteurs et, une fois libérées dans le corps de I'acridien, elles tuent
rapidement leur héte (Greathead et al, 1994). B. popillae est efficace contre les Scarabaeidae
et a été utilisé avec succes pour lutter contre le scarabée japonais Popilliajaponica(Hutton et
Burbutis, 1974 ; Miller et al, 1983 ; Krieg, 1987). Dans le cas de B. popillae, les spores
ingérées germent dans le tube digestif, traversent la membrane épithéliale et provoquent une
septicémie entrainant la mort de l'insecte (Burgers, 1982). Pseudomonas aeruginosa et
Serratiamarcescens(Saik et al, 1990) sont également des agents potentiels de lutte.
Cependant, l'utilisation répétée de ces bactéries peut, tout comme l'utilisation de pesticides
chimiques, entrainer le développement d'une résistance chez certaines espéces (Dunphy et
Tibelius, 1992).

3.2. Xenorhabdus et Photorhabdus

Les bactéries Xenorhabdus et Photorhabdus sont définies comme Gram-négatives,
anaérobies facultatives, tiges non sporulées. lls sont considérés comme distincts des autres
membres de la famille des entérobactéries en les mémes traits, y compris leur incapacité a
réduire le nitrate en le nitrite, qui est le principal atout de cette famille (Boemare 2002 ;
Imhoff 2005). Une autre caractéristique unique des bactéries Xenorhabdus et Photorhabdus
est leur variation phénotypique, c'est-a-dire I'existence de la forme primaire et secondaire
(Boemare et Akhurst 1988). Cependant ces deux genresXenorhabdus et Photorhabdus
(famille desEnterobacteriaceae) sont engagées dans des associations mutualistes avec les
nématodes entomopathogenes des genres SteinermaetHeterorhabditisrespectivement (Figure
5)(Klassen JL, 2014 et Challinor VL, Bode HB, 2015). Les bactéries sont transportées par
le stade juvénile du nématode infectant ainsi les insectes au travers d’ouvertures naturelles
telles que la bouche, I’anus ou les spiracles (orifices respiratoires au niveau de la peau). Les
bactéries sont ensuite libérées par le nématode dans ’hémocéle de I’insecte et conduisent a sa
mort en 48 heures (Piel J., 2007). Le nématode poursuit sa croissance et se reproduit en se
nourrissant des tissus morts et des bactéries (Goodrich-Blair H, Clarke DJ, 2007). Durant
leur cycle de vie complexe, les bactéries doivent tuer I’insecte mais également faire face aux
nombreux autres microorganismes. Ces derniers sont des compétiteurs directs et résident sur
la cuticule du nématode et dans I’intestin de 1’hote. Photorhabdus luminescensfut la premiére
souche du genre a étre completement séquencée (Duchaud E, Rusniok C, et al ,2003). Ainsi
plusieurs génes codant pour des enzymes impliquées dans la biosynthese de métabolites
secondaires ont été mis en évidence rapprochant Photorhabdus des bactéries du genre
Streptomyces, bien connus comme producteurs de métabolites secondaires bioactifs.
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Extrémité antérieure d'un nématode dans un
stade juvénile Heterorhabditismegidis
infecté par le batonnetsdu
Photorhabdustemperata visibles (fleche) a
I'intérieur de toute la lumiére de l'intestin.

Extrémité antérieure d'un nématode dans un
stade juvénileSteinernema intermedium
infecté par le batonnetsdu
Xenorhabdusovienii visible (fleche) a
I'intérieur de l'intestin.

Figure 5 :Associations mutualistes de deux genres Xenorhabdus et Photorhabdus mutualistes
avec les nématodes entomopathogénes des genres Steinerma et Heterorhabditis (Goodrich-
Blair 2008; Koppenhdfer and Gaugler 2009)

3.3.Pseudomonas

Pseudomonas entomophila, qui est une bactérie du sol a également été décrite comme
entomopathogéne (Vodovar N, Vallenet D, et a, 2006). Le premier isolat fut identifié en
2005, sur un individu Drosophila melanogaster a Calvaire (Guadeloupe), lors d’une étude
visant a identifier les pathogenes de drosophile. Il fut alors nommé L48T.75 Apres ingestion
par I’insecte, cette bactérie fut capable d’activer le systéeme immunitaire des stades adultes et
larvaires entrainant a haute dose une destruction importante au niveau intestinal (Vodovar N,
Vinals M, et al, 2005). La souche appartenant au genre Pseudomonas fut donc nommée
Pseudomonas entomophila du fait de son activité entomopathogene. L’¢étude du génome
bactérien a montré de nombreux geénes permettant a P. entomophila de s’adapter a plusieurs
sources de carbone. Cela suggeére que cette bactérie posséde un métabolisme versatile, et
qu’elle peut donc survivre dans divers milieux (sols, rhizosphére, eau, etc.) (Dieppois G,
Opota O, et al. 2015).

E
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4. Utilisation des bacteries entomopathogenes :

L'utilisation des bactéries entomopathogénes dans la lutte biologique contre les
insectes remonte a une époque trés ancienne (Oulebsir-Mohand kaci, 2012). La plupart des
bactéries utilisées en lutte biologique sont des bactéries qui forment des spores, ce qui facilite
leur conservation et leur utilisation. De plus, il est possible de les produire. Les bactéries
entrent dans l'organisme hote par une ouverture ou une blessure, entrainant la mort de I'néte
soit par sécrétion de toxines, soit par septicémie (Lydie, 2010).

Le genre Bacillus est largement utilisé pour combattre les insectes (Lereclus et
Chaufaux, 1986). Ce genre regroupe un grand nombre d'especes présentes dans la nature, et
la plupart se développent mieux a des températures comprises entre30°et 37°C (Brossard et
Terry, 1984). Selon Larpent et Gourgaud (1997), le genre Bacillus produit une gamme
variée de molécules qui peuvent étre classees en trois catégories : les antibiotiques, les
enzymes et les toxines.

4.1. La germination :

La germination est un processus complexe, ou les spores peuvent se développer en
présence de certains nutriments ou de certaines conditions environnementales. Les germinants
varient d'une espece a l'autre, et incluent des acides aminés tels que la L-alanine, la L-
cystéine, la L-glutamine et la L-thréonine, ainsi que des molécules telles que l'inosine, le
glucose ou la dodecylamine (Christie et Setlow, 2020). Par exemple, chez Bc et Bt, une
meilleure réponse est observée avec I'inosine et la L-alanine (Barlass et al, 2002 ; Broussolle
et al, 2008). La germination peut également étre induite par des traitements a haute pression,
la digestion par le lysozyme ou des fragments de peptidoglycane d'autres cellules (Moir et
Cooper, 2015).

Les protéines impliquées dans la germination ont été initialement étudiées chez
Bacillus subtilis (Bs). La plupart des mécanismes régissant la germination présentent des
similitudes entre Bsubtilis et Bacillus cereus (Bc) / Bacillus thuringiensis (Bt). Par exemple,
des orthologues de I'opéron gerA spore germination de B. subtilis sont également présents
chez et Bc/Bt.Plusieurs genes de Bt, tels que gerQ, sont egalement impliqués dans la
germination, qui est un processus en plusieurs étapes. Au cours de la premiere étape, les
germinants se lient aux récepteurs de germination tels que GerA ou GerQ, ce qui entraine la
libération d'ions monovalents par les spores. Ensuite, le Ca?*-acide dipicolinique contenu dans
le noyau de la spore est libéré a son tour et remplacé par de I'eau sous le contrdle de I'opéron
spoVA(Protéine dans l'absorption d'acide dipicolinique dans les spores en développement de
Bacillus subtilis)

A ce stade, la spore perd sa thermorésistance et sa réfringence (Vepachedu et Setlow,
2007). Dans la deuxiéme étape, le cortex de la spore est hydrolysé par des enzymes lytiques
telles que CwlJ et SleB, ce qui entraine une hydratation compléte de la spore et la dégradation
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de sa tunique. Lors de la derniére étape, les cellules redeviennent végétatives et se multiplient
(Moir et Cooper, 2015).

4.2. Processus d’infection

Afin de devenir pathogene, une bactérie doit étre capable de s’introduire dans
I’organisme hote et d’éviter son systéme immunitaire. Pour s’établir de maniére persistante et
coloniser I’insecte, elle doit modifier sa physiologie, principalement grace a la production de
toxines (Lemaitre et al, 2008 ; Vallet-Gely, 2008).

Différentes barrieres physiques et chimiques sont en place pour empécher les agents
pathogenes de pénétrer ou de causer des dommages au corps de I’insecte. La cuticule externe,
le péristaltisme intestinal et la membrane péritrophique (une couche a I’intérieur de I’intestin
moyen de I’insecte) sont des exemples de barrieres physiques. En plus de cela, il existe des
défenses chimiques clés telles que le pH du systeme gastro-intestinal, les protéases, les
peptides antimicrobiens, les récepteurs cellulaires du systeme immunitaire et le microbiote
intestinal (Lemaitre et al, 2008 ; Vallet-Gely, 2008).

Le pathogene se reproduit a I’intérieur de 1’organisme hote, causant des dommages en
détruisant les tissus, provoquant parfois une septicémie ou une toxémie qui entraine la mort de
I’héte plus ou moins rapidement. Tous ces micro-organismes possedent des mécanismes de
résistance qui leur permettent de survivre dans 1’environnement et de perpétuer leur cycle de
vie (Jourdheuil et al, 1992).

Cependant, les micro-organismes ont des plages d’action assez restreintes en raison de
certains facteurs abiotiques qui peuvent limiter leur développement optimal. Par exemple, les
rayons UV, les variations de température et d’humidité en dehors des conditions optimales
sont préjudiciables pour la plupart des micro-organismes (Kouassi, 2001).

En général, de nombreuses espeéces de bactéries entomopathogénes présentent une
pathogenese similaire caractérisée par la production de multiples facteurs de virulence, parmi
lesquels les protéines insecticides distinctes (IPs) jouent un rdle essentiel dans la mortalité.
Etant donné que les bactéries entomopathogénes commercialisées infectent les insectes par
voie orale, ces IPs se lient aux récepteurs présents sur les cellules de I’intestin moyen, puis
elles sont internalisées ou forment des pores qui entrainent la mort de la cellule. La
perturbation de la barricre épithéliale de D’intestin permet aux bactéries d’accéder a
I’hémolymphe, qui est riche en nutriments, ou elles se multiplient et provoquent la mort de
I’héte par septicémie (Placidi et Jurat-Fuentesa, 2019).

5. Résistance de la bactérie a 'immunité de I’insecte
Le systétme immunitaire de 1’insecte comprend une composante cellulaire et une

composante humorale.qui doivent étre surmontées par Xenorhabdus pour se reproduire
(Gillespie et al, 1997).
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5.1. Résistance a Pimmunité cellulaire de I’insecte

L’immunité cellulaire de I’insecte repose sur 1’action des hémocytes, qui ont la
capacité de phagocyter ou d’encapsuler les agents pathogénes (Gillespie et al, 1997).
Xenorhabdusnematophila produit des toxines qui peuvent induire I’apoptose et/ou la nécrose
des hémocytes (Nielsen-LeRoux et al, 2012). Ainsi, X. nematophila possede deux
homologues du locus mcf (makes caterpillars floppy) sont des touxines puissantes qui
s’activent des D’injection dans 1’insecte, causant la destruction des tissus en favorisant
I’apoptose des hémocytes de I’insecte, causant la destruction des tissus en favorisant
I’apoptose des hymocytes de I’insecte et phénotype « foppy » ou flasque, ce qui va empecher
a phagocyose de Photorhabdus (Waterfield, Daborn et al .2013). Dans Photorhabdus
luminescens, la toxine Mcf provoque 1’apoptose des hémocytes, et une souche commensale
d’Escherichiacoli qui surproduit Mcf devient capable de tuer les insectes par injection intra-
hémocoeliqgue (Daborn et al, 2002). X. nematophila contient également les genes
XptABC),qui sont homologues au complexe codant les toxines insecticides TcC chez
Photorhabdus luminescens(Sheets et al, 2011), TcC sous-unité de complexe tripartie au
niveau membrane bactérienne inhibe la poymérisation d’actine et la sou-unité TcA permet la
lyse des celules épithéliales de I’intestin de I’insecte (Gastsogiannis, Lang et al.2010).Les
toxines de la famille TcC de Photorhabdus luminescensont une activité ADP-
ribosyltransférase et sont capables de modifier le cytosquelette d’actine des hémocytes pour
altérer la phagocytose (Lang et al, 2010). Deux hémolysines, XhIA et XaxAB, qui ont une
activité anti-hémocytaire, ont également été caractérisees chez
Xenorhabdusnematophila(Brillard et al, 2001 ; Cowles&Goodrich-Blair, 2005). XhlA est
associee a la surface bactérienne et provoque la lyse des hémocytes (Cowles&Goodrich-
Blair, 2005). Quant a XaxAB, elle se compose de deux sous-unités sécrétées
indépendamment qui s’assemblent pour former une toxine qui crée des pores dans les
membranes (Ribeiro et al, 2003). A faible dose, XaxAB induit I’apoptose des hémocytes de
I’insecte ; a forte dose, elle provoque leur nécrose (Vigneux et al, 2007).

5.2. Résistance a ’immunité humorale de I’insecte

L’immunité humorale de I’insecte comprend des facteurs solubles, tels que les
peptides antimicrobiens produits par les hémocytes (les cellules immunitaires présentes dans
I’hémolymphe), le corps gras de I’insecte et le systeme phénoloxydase.

5.3. Résistance aux peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens, tels que la cécropine, ont généralement pour effet de
former des pores dans la membrane bactérienne, conduisant ainsi a la destruction des
bactéries (Lemaitre & Hoffmann, 2007). En culture in vitro, Xenorhabdusnematophilaest
sensible aux peptides antimicrobiens (Duvic et al, 2012). Cependant, in vivo,
Xenorhabdusnematophilaest capable d’entraver la transcription des génes codant la cécropine
par un mécanisme encore inconnu(Ji & Kim, 2004 ; Duvic et al, 2012 ; Park et al, 2003).
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De plus, la cécropine peut étre dégradée par une protéase sécrétée par la bactérie (Caldas et
al, 2002).

5.4. Résistance au systéeme phénoloxydase

Le systeme de phénoloxydase vise & encapsuler et mélaniser les pathogénes. Lorsque
ce systeme reconnait un pathogene, la phénoloxydase est activée par une protéolyse et
catalyse la transformation de composés phénoliques en mélanine (Cerenius&Sdderhall,
2004). Xenorhabdusnematophilainhibe la réaction d’encapsulation des pathogeénes (Park et
al, 2003 ; Sicard et al.,, 2004a). De plus, elle est capable d’entraver 1’action de la
phénoloxydase en produisant probablement des molécules qui rivalisent avec les substrats de
cette enzyme, comme la benzylideneacétone (BZA) ou la rhabduscine (Song et al, 2011 ;
Crawford et al, 2012).
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Chapitre 11 : Généralités sur les Tenebrionidae :

Les Tenebrionidae sont I'une des familles les plus vastes parmi les Coléoptéres, avec
plus de 15000 espéces décrites. Les adultes, généralement de couleur sombre, présentent une
grande diversité d'aspects. En revanche, les larves ont une forme cylindrique et leur
revétement cutané est géneralement sclérotinisé. Certains Tenebrionidae ont été signalés
comme étant nuisibles pour les plantes cultivées, tandis que d'autres s'attaquent aux denrées
alimentaires stockées ou entreposees. Parmi ces dernieres, le genre Tribolium comprend deux
especes principales, a la fois cosmopolites et nuisibles : T. castaneum Herbst et T. confusum
Duv. (LemeailbiNabila, 201).

1 .Systématique

En se référant a plusieurs auteurs dont Perrier (1961 ,1964) et Weidner et Rack (1984), la
Classification du Tribolium rouge de la farine se résume comme suit:

Régne: Animalia
Embranchement: Arthropoda
Sous Embranchement: Antennates
Classe:Insecta

Sous Classe: Ptérygotes

Ordre: Coléoptere

Sous ordre: Polyphaga

Famille: Tenebrionidae

Genre: Tribolium

Espéce: Tribolium castaneum (Herbst)

VVVVVVVVYY

1. Description morphologique des différentes étapes de développement de
Tribolium castaneum :

Le cycle de reproduction des Coléopteres comporte quatre stades distincts, ceuf, larve,
Pupe (nymphe) et adulte (Delobel et Tran, 1993).

A-Eufs

Les oeufs sont blanchatres ou sans couleur et leur taille est d’environ 5 mm, avec des
Particules de nourriture adhérentes a la surface (Godon et Wilim 1998).

B- Larve :

Couleur jaunatre et sa longueur est d'environ 6 mm sont munies de pattes et couvertes de
Quelques courtes soies jaunes (fig.06). Le dernier segment abdominal est terminé par une
paire d’urogomphes recourbés vers le haut, dans un plan perpendiculaire a celui du corps
(Delobel et Tran, 1993).
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Figure 06 : Larve de Tribolium castaneum

C- Nymphe :

Selon Christine (2001), la forme nymphe est cylindrique et de couleur blanchatre virant
vers le jaune (fig.07).
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Figure07 : Nymph de Tribolium castaneum

D- Adulte
La longueur est de : 2,3 a 4,4 mm de couleur brun rougeatre, il est reconnaissable par la

distinction tres nette des trois parties du corps (téte, thorax et abdomen), le thorax plus large
que long et les élytres fortement striés dans le sens de la longueur. On distingue de I'espece
voisine par les caracteéres suivants : les antennes sont formées de onze articles, les trois
derniers terminés en massue, les yeux sont ovales et absence de créte au-dessus de I'oeil. 1ls
sont séparés vent ralement par une distance a peu prés égale a leur propre largeur en vue
ventrale, cuticule de la féle el du pronolum micro réticulée paraissant terne entre les points
(fig.08). Dimorphisme sexuel la base du fémur inférieur posséde chez le male un tubercule
pilifére arrondi qui est absent chez la femelle (Delobel et Tran, 1993).
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1.1. Le cycle biologique

La période de I'oeuf dure jusqu'a une semaine (fig.09): 4-7 jours, 2-3 jours a 34 et 30C
respectivement la durée du stade larvaire de 12-13 jours arrive a 70-80 jours, la durée de la
nymphose différence les sexes, chez le male étant de 6-7 jours, tandis que la période femelle
dure 7-9 jours (Devi et Devi, 2015). Howe (1956) a rapporté Peut atteindre période nymphale
moyenne de 4,5 jours, et prendre leur cycle de vie de la ponte des oeufs jusqu'a la sortie de
I'insecte en fonction de la température, I'humidité relative, la qualité et la quantité de
nourriture (Abdullahi et al, 2019).

La durée de cycle est de 37 jours a 25°, de 26 jours a 28°, de 23 jours a 35°, de 21 jours a 38°
(pour une de 70%). Selon le régime alimentaire, la durée du cycle peut éteindre 2 a 3 mois a
35°sur grains de blé, plus d'une année sur farine (Delobel et Tran, 1993).

Stade larvaire : on observe de 5 a 8 stades larvaires dans les conditions optimales de
développement, mais jusqu'a 13 lorsque les conditions sont défavorables (Delobel et Tran,
1993).

E
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Figure 9 : Cycle biologique de Tribolium castaneum (Gambo et al, 2019).

Tableau 01 : Bio écologie de I’insecte

Plage de températures : 17a34°C

Température optimale : 28°C

Plage d"humidité relative : 4532 100

Humidité relative optimale 70

Ponte : Jusqu’a 150 ceufs, pondus séparément dans les grains
Durée Du Cycle : Jusqu'a 110 jours optimums de 35 jours.

2. Facteurs de développement

Selon ROBINSON (2005), les processus biologiques chez T. castaneum sont
principalement régis par la température et I'humidité, bien que d'autres facteurs tels que les
champignons et la prédation soient également pris en compte. Les limites de croissance en
fonction de la température sont les suivantes : une température minimale d'environ 22 a 22,5
°C et une température maximale d'environ 37,5 a 40 °C.

2.1. Température

Son rdle dans la préservation des produits agricoles est crucial car elle influe sur la vitesse
de dégradation des grains. En effet, elle accélére les réactions chimiques, enzymatiques et la
respiration des grains (Bhalla, 1986).

E
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Il convient de noter que la température seule peut influencer le taux de croissance des
ravageurs presents dans les denrées stockées. Chaque espece posséde un optimum de
développement et une tolérance thermique spécifique. En effet, les températures optimales,
maximales et minimales varient en fonction des groupes de ravageurs spécifiques (De Luka,
1975 in Kouassi, 1991).

2.2. Humidité relative

L'humidité constitue le facteur de dégradation le plus significatif, favorisant la respiration
des grains et amplifiant les processus de dégradation internes. Elle entraine la pourriture des
graines en favorisant la croissance de moisissures et de champignons. Au fil du temps, les
ceréales fermentent et dégagent une odeur prononcée (Gwinner et al, 1996).

Afin de prévenir la détérioration causée par les micro-organismes, en particulier les
moisissures, les grains sont stockés a une humidité inférieure ou égale a 70% de l'activité de
I'eau (Sharma et al, 2014).

2.3. Teneur en oxygene et en gaz carbonique

En présence d'oxygene, lorsque la température et I'humidité sont élevées, I'amidon
présent dans les grains subit une transformation en sucres libres lors du processus respiratoire.
Cela génére de la vapeur d'eau, du dioxyde de carbone et de la chaleur. Lorsque l'air entre les
grains est renouvelé avec un apport d'oxygeéne, que ce soit par une ventilation légere ou par un
tirage naturel, la production de chaleur peut devenir trés importante, entrainant un
échauffement pouvant atteindre 55-60 °C (Berhaut et al, 2003).

2.4. Altérations physique

Elles sont dues a des chocs lors des opérations de manutention répétées et brutales
entrainant la cassure des grains. Lorsque la structure granulaire est détruite, les constituants
entrent plus facilement en contact avec les microorganismes et les enzymes (Boudreauet al,
1992).

3. Dégats causés par le Tribolium castaneum

IIs attaquent les grains endommagés, comme ils peuvent se nourrir de champignons qui
envahir le stock, est I'un des ravageurs les plus mondiaux des produits stockés, car il
entraine une perte de quantité et de qualité (fig.10). Il donne également au produit une
couleur grise avec une odeur piquante et inacceptable et causé 1’allergie sur la population
humaine (Abdullahi et al, 2019).

Sur les graines d'arachide, les Tribolium provoque un accroissement notable de la teneur
en acides gras libres dans I'huile qui en est extraite (Cruz et al, 1988).
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3.1. Régime alimentaire

Psichophage, mycophage, nécrophage et prédateur, Tribolium castaneum présente une
croissance rapide lorsqu'il se nourrit de farines de céréales, avec une préférence pour le blé
dur, le blé tendre, le sorgho, l'orge, le mil, le riz et le mais, dans cet ordre. Il n'attaque pas les
grains intacts, mais de petites Iésions suffisent & permettre aux larves de pénétrer le grain, se
nourrissant principalement du germe. Les gousses d'arachide ne sont infestées que si le
pédoncule est endommagé. En cas de prolifération, les larves et les adultes se cannibalisent, se
nourrissant de leurs propres ceufs et nymphes, ainsi que d'autres proies immobiles telles que
les ceufs et les nymphes de divers coléoptéres, ainsi que les larves du Stegobiumponiceum et
du Rhyzoperthadominica. EtT. castaneum est capable de se développer sur plusieurs types de
moisissures (Delobel et Trane, 1993).

Les larves et les adultes de Tribolium castaneum ont tendance a attaquer
préférentiellement les grains déja endommagés par d'autres insectes, souvent accompagnant
les charangcons pour compléter les dommages. Cependant, d'autres auteurs ont observé que les
larves et les adultes peuvent également s'attaquer aux grains de céréales sains (ce que nous
avons également constaté). Desmarchelier(1988) et Sinhaet al, (1988) ont observé et collecté
des larves et des adultes se trouvant sur des grains de céréales et de la farine stockée. En
conséquence, la farine peut devenir brune et dégager une odeur désagréable, qui peut persister
méme dans les produits transformés. De plus, ils souillent les grains et la farine avec les
dépouilles des mues larvaires (Christine, 2001) .

4. Meéthodes de lutte contre Triboliumconfusum :
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4.1. La lutte traditionnelle

Au fil des années, les paysans ont développé des techniques souvent trés élaborées et
maitrisées pour lutter contre Tribolium confusum. En plus de servir de lieux de stockage, les
greniers et autres structures traditionnelles (pots, canaries) ont été spécifiquement congus pour
minimiser les pertes causées par les principaux insectes nuisibles aux récoltes. On observe
également l'utilisation de cendres, de pigments, de plantes insectifuges ou d'insecticides tels
que Cupressus, Hyptis et spic géra (Nanfack et al, 2015).

4.2. La lutte biologique :

La lutte biologique vise a contréler les ravageurs en utilisant leurs ennemis naturels,
est un phénomeéne naturellement présent dans la plupart des écosystémes. Dans le domaine de
I'agriculture, elle peut étre utilisée de maniere volontaire pour remplacer les pesticides
conventionnels (Noémie, 2010). Les ennemis naturels utilises dans cette approche
comprennent les parasitoides, les bactéries, les virus, les champignons, les protozoaires et les
nématodes (Nanfack et al, 2015).

4.3. La lutte physique :

Implique [I'élimination des ravageurs ou la modification physique de leur
environnement afin de le rendre inhospitalier ou inaccessible.

Cela peut inclure l'exposition des populations d'insectes ou des cultures a des
radiations, des températures extrémes ou des modifications de la teneur en oxygene ou en
dioxyde de carbone de leur habitat. L'une des techniques les plus couramment utilisées est
I'irradiation a forte dose, qui permet de tuer tous les stades de développement des insectes
(Nanfack et al, 2015). Cependant, ces méthodes sont peu répandues en Afrique en raison du
codt de I'énergie et de la complexité des installations nécessaires.

Les populations rurales utilisent différentes méthodes pour stocker leurs cultures et
éliminer les insectes qui les attaquent, telles que le stockage hermétique, l'insolation,
I'enfumage, I'utilisation de poudres minérales et de terres de diatomées (Gueye et al, 2011).
En plus du piégeage de masse et la technique de l'insecte stérile (TIS)

4.4. La lutte chimique :

Est la méthode la plus couramment utilisée pour la conservation des céréales récoltées.
Elle consiste a utiliser des produits chimiques appelés pesticides, tels que les insecticides,
pour lutter contre les insectes. Les insecticides utilisés dans la protection des denrées stockées
sont des formulations contenant des substances actives (Nanfack et al, 2015). Selon Groot
(2004), les principaux produits chimiques utilisés dans cette approche comprennent les
organophosphores, les pyréthrinoides et les carbamates.

45. La lutte genetique




Chapitre 11 : Généralités sur les Tenebrionidae :

Etant donné que le Tribolium a développé une résistance a toutes les classes
d'insecticides, il est nécessaire d'adopter de nouvelles stratégies de lutte pour controler ce
ravageur. Le séquencage du génome (Richards et al, 2008) a joué un réle crucial en
identifiant des protéines qui pourraient étre ciblées par de nouveaux insecticides, tels que des
canaux ioniques et des récepteurs nucléaires (Bonneton, 2010).
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Chapitre 111 : Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé en deux parties la premiére partie en collaboration avec le laboratoire de
Microbiologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université des Freres Mentouri
Constantine et la deuxieme partie a été réalisé dans le laboratoire de microbiologie, faculté des sciences
de la nature et de la vie. Université Yahia Fares, Médéa.

1. Présentation des souches de Bacillus (V16 et V17)

Dans cette premiére partie, Les souches bactériennes ont été obtenues du vers blanc collectés
dans la région de Mila, elle est située dans le Nord-Est Algérien a 464 m d’altitude, et a 33 Km de la
mer Méditerranée. Elle s’étend sur une superficie de (3407.60 Km?2), avec une latitude au Nord de 36°
26’ 59’ et une longitude a I’Est de 06° 15 51°°, plus précisément la ferme de Mechri Salah. Elle
consiste a creuser a 1’aide d’une pioche ou d’une béche, un trou a une profondeur de 10 a 15 cm au-
dessous de la surface du sol qui est loin d’une culture de céréales d’environ un metre a un demi de
distance, puis conservés dans le méme sol ou ils ont été isolés dans une chambre noire.

2. Isolement, purification et identification des bactéries entomopathogénes

2.1.1solement des bactéries entomopathogenes (ZimmermannG.1986)

Cette parie a été realise dans le laboratoire de Microbiologie, Faculté des Sciences de la Nature
et de la Vie, Université des Fréres Mentouri Constantine. Les vers blancs ont d’abord été désinfectés en
trois étapes. Premiérement, ils ont été mis dans 1’eau de javel (0,05%) pendant 10 minutes, puis ils ont
été mis dans 1’éthanol (70%) pendant 03 minutes, et enfin ils ont été séché par papier filtre stérile.

Les vers blancs stériles sont ensemencés sur la Gélose Nutritive (GN) (voir Annexe), les boites
de Pétri ont recouvert par papier aluminium pendant 02 jours et incubé a 37°C pendant 07 jours.

2.2.La purification

La purification des souches est effectuee en effectuant plusieurs repiquages successifs. Le
processus de repiquage se poursuit jusqu'a ce qu'une culture homogeéne soit obtenue, ou toutes les
colonies sont identiques les unes aux autres et identiques au type de bactéries initialement ciblées. Les
boites sont ensuite incubées a une température de 37°C pendant une période allant de 24 a 48 heures.

2.3.1dentification

2.3.1. Caractérisation phénotypique des isolats
La caractérisation phénotypique repose sur I'évaluation de critéres macroscopiques sur un milieu
solide, ainsi que sur des caractéristiques microscopiques telles que la mobilité, la coloration de Gram et
la coloration des spores. La caractérisation biochimique et physiologique se base sur la detection
d'enzymes respiratoires telles que la catalase, la réductase des nitrates, et d'autres encore (Meddas et al.,
2020).

2.3.1.1.Examen macroscopique

s
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Grace a l'observation macroscopique des colonies cultivées sur le milieu GN, nous avons pu noter
divers aspects morphologiques tels que la forme, la taille, la couleur, le contour, la surface, I'opacité et
le relief (Johnson et al., 1980).

2.3.1.2.Examen microscopique

A- La coloration de Gram

La coloration de Gram est une technique de coloration essentielle en microbiologie, dont le nom
est attribué au bactériologiste danois Hans Christian Gram qui I'a introduite pour la premiere fois en
1882 dans le but principal d'identifier les organismes responsables de la pneumonie (Bartholomew ;
Mittwer, 1952). C'est souvent le premier test réalisé, et il implique I'utilisation de violet de gentiane ou
de bleu de méthylene comme colorant primaire (O'Toole, 2016). Cette technique permet de colorer les
bactéries et de les distinguer en fonction de leur capacité a retenir le violet de gentiane (Gram+) ou la
fuchsine (Gram-). Ainsi, les bactéries peuvent étre regroupées en deux catégories selon la méthode de
coloration de Gram..

B- Préparation du frottis

Avant d'effectuer toute coloration, il est nécessaire de réaliser un frottis, qui consiste a étaler et fixer
les bactéries sur une lame. La technique classique de réalisation d'un frottis est assez simple, en
réalisant une fixation par chaleur :

v A laide d'une anse de platine, prélever une petite quantité de I'échantillon & partir des
colonies pures sur une lame.

v Procéder au frottis en partant du centre de la lame et en réalisant des mouvements circulaires
avec l'anse, afin d'obtenir un étalement mince et uniforme couvrant au moins les 2/3 de la
lame.

v Sécher et fixer délicatement le frottis au-dessus de la flamme du bec Bunsen sans le
surchauffer.

v Une fois sec, placer la lame sur un porte-objet reposant sur un support de coloration.

v" Une fois que le frottis est fixé, la lame ne présente plus de risque de contamination. \Vous
pouvez alors procéder a la coloration souhaitée (Canler, 2005).

C- Les étapes de la coloration de Gram

Voici les étapes de cette coloration selon (Balédent 1997) :

1. Coloration par le violet :

Appliquer uniformément le violet de Gentiane sur la lame et laisser agir pendant 5 minutes.

.Ensuite, rincé avec de I'eau distillée.

2. Mordangage :

.Utiliser une pince pour tenir la lame Iégérement inclinée.

.Eliminer le violet de Gentiane en laissant couler la solution de Lugol sur la lame.

3. Reposer la lame :

.Recouvrir la lame avec la solution de Lugol et laisser agir environ 3 minutes.Puis, rincé avec de
I'eau distillée.

4. Décoloration rapide a lI'alcool (Acétone) :

Verser I'alcool goutte a goutte sur la lame inclinée.

.Surveiller la décoloration, qui doit se produire rapidement.
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A la fin de la décoloration, le filet doit étre clair.
Attention a ne pas utiliser trop d'alcool, car cela rendra toutes les bactéries Gram négatif.

5. Recoloration a la Fuchsine :

.Déposer quelques gouttes de Fuchsine a chaque extrémité du frottis.

Ne jamais verser la Fuchsine directement sur le frottis pour éviter les dépdts ou une coloration
trop intense.

.Laisser agir pendant 3 minutes.

6. Rincage et séchage :

.Rincer avec de I'eau distillée.

Sécher entre deux feuilles de papier filtre.

7. Observation au microscope optique :

.Utiliser une goutte d'huile a immersion avec un objectif de grossissement 100x.

.Observer le frottis sous le microscope optique.

2.3.1.3.Les galeries API 20E, APl 20NE

La Galerie API (Analytical Profile Index) est une galerie miniaturisée et normalisée de tests
biochimiques qui peut étre utilisée en conjonction avec des bases de données complétes d'identification,
la plus célebre étant I'API 20E, qui comprend 20 tests biochimiques spécifiques aux Enterobacteriaceae.

A- Lagalerie API 20 E

Le systeme d'identification APl 20E est employé pour identifier les entérobactéries et d'autres
bacilles Gram négatif qui se développent facilement. Il est composé d'une galerie de 20 micro-tubes
contenant des substrats déshydratés. Ces micro-tubes sont inoculés avec une suspension bactérienne
(Diallo, 2010).

% Préparation de ’inoculum
e Ouvrir une ampoule de .Suspension Medium (ou un tube d'eau distillée stérile)
e Prélever une seule colonie bien isolée provenant d'une culture en gélose ;
e Préparer une suspension bactérienne diluée a faible opacité (0,5 sur I'échelle de Mc Farland).

% Ensemencement de la galerie

e Remplir les tubules et les cupules des tests de type CIT.

e Remplir les tubules des tests de type ADH et remplir la cupule avec de I'huile de
paraffine pour créer un environnement anaérobie.

e Remplir uniquement les tubules des tests restants.

e Incuber la galerie a une temperature de 37°C pendant 18 a 24 heures (Figure 11)
(Debabza, 2015). Il est crucial de faire attention a éviter la formation de bulles lors
de l'inoculation, car cela pourrait fausser les résultats. De plus, I'apparition de bulles
apres l'incubation peut fournir des informations supplémentaires pour l'identification
(GAZ+).
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yure 11: quelques exemples de la galerie API 20NE et APl 20E

+ Lecture de la galerie

Apres l'incubation, il est nécessaire de lire la galerie en se référant directement au tableau de
lecture (voir Annexe). Pour les tests qui ne permettent pas une lecture directe, des
réactifs supplémentaires doivent étre ajoutés :

> Pour le test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA.
» Pour le test IND : ajouter une goutte de réactif Kovacs.
» Pour le test VP : ajouter une goutte de réactif \VP1 et VP2.

< Interprétation

L'identification microbienne a été effectuée a l'aide d'un logiciel d'identification spécifique
(utilisant une feuille Excel)

B- Lagalerie APl 20NE

La galerie API 20NE est un systeme normalisé utilisé pour identifier les bacilles a Gram négatif
qui ne sont pas des entérobactéries et qui ne sont pas fastidieux (par exemple : Pseudomonas,
Acinetobacter, Flavobacterium...). Ce systéme combine 8 tests conventionnels, 12 tests d'assimilation et
une base de données (BioMérieux SA). La préparation de la galerie et de I'inoculum a été réalisée selon
les mémes procédures décrites précédemment pour I'API 20E.

2.3.1.4.Etude biochimique

En complément de l'identification morphologique, nous avons procédé a la détermination de

E
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I'activité biochimique des souches bactériennes.

A- Etude des enzymes respiratoires
+ Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme de poids moléculaire élevé présente chez toutes les bactéries
aerobies, ce qui leur permet de survivre en présence d'oxygene. En plus de la chaine respiratoire des
cytochromes, les bactéries aérobies possédent une chaine accessoire courte qui catalyse la réaction de
fixation de I'nydrogéne sur I'oxygéne, produisant ainsi de I'eau oxygénée (peroxyde d'hydrogene) selon
la réaction suivante : 2 H202 — 2 H20 + O2.

La recherche de cette enzyme est réalisée simplement en mettant en contact une colonie pure
avec quelques gouttes de H202. Un important dégagement gazeux indique la présence de catalase
(Richard et al., 1982).

+ Recherche de I’oxydase

Ce test constitue la base de l'identification des bactéries Gram négatives. L'oxydase, une enzyme
intervenant a la fin de la chaine d'oxydoréduction, catalyse la fixation d’hydrogene et d'électrons sur une
molécule d'oxygene (Leveau et Bouix, 1991). Une colonie bactérienne est mise en contact avec un
disque de réactif sur une lame stérile a I'aide d'une pipette Pasteur stérile (un instrument qui n'‘oxyde pas
le réactif), puis les résultats sont observés en quelques secondes. Si une couleur violette apparait sur le
disque, le résultat est positif (la bactérie posséde une oxydase). Si le disque reste incolore, le résultat est
négatif (la bactérie ne possede pas d'oxydase) (Delarras, 2007).

3. Test d’entomopathogénicité

Cette partie a été réalisée dans le laboratoire de microbiologie, faculté des sciences de la nature
et de la vie. Université Yahia Fares, Médéa.

Nous avons utilisé des insectes Tribolium Castaneum préleveés sur la farine infestée pour le test
de pathogénicité (voir Figure). Pour ce faire, les Tribolium ont été immergés dans une suspension
bactérienne physiologique et une autre osmotique en phase exponentielle des deux souches de Bacillus
(V16 et V17). Chaque boite contenait 18 insectes, avec 5 répétitions pour chaque suspension bactérienne
physiologique et une osmotique des deux souches de Bacillus (V16 et V17) (total de 20 boites).

42
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Figure 12 : Technique de préparation de solution bactérienne

Les propriétés biocides des onze isolats ont été estimées par le pourcentage de mortalités

obtenues.

(insectes vivants des témoins - insectes vivants traités)X100insectesvivants des témoins

La mortalité % = - - —
insectesvivants des témoins

3.1.Préparation de I’inoculum

Des petites colonies de bactéries ont été prélevées a l'aide d'une spatule stérile en grattant la
surface de la boite. Ces colonies ont été introduites dans un tube a essai contenant 9 ml d'eau distillée.
La solution obtenue (solution mére) a été agitée pendant 10 minutes. La concentration de la solution
bactérienne, évaluée a l'aide d'une cellule hématimétrique "Cellule de Thoma", était de 107 UFC/ml.

3.2.Injection

En utilisant une seringue stérile, une quantité de cultures pures des bactéries entomopathogénes est
prélevée a partir de l'inoculum contenant 107 UFC, qui a été préparé auparavant. Ensuite, 0,1 ml de
suspension est injecté dans la mine des larves au stade 2 et 3, juste au-dessus de leur téte.

Les larves sont placées dans des béchers stériles contenant du sol provenant du méme site
d'échantillonnage, traitées dans l'obscurité. Trois larves par traitement sont sélectionnées, y compris
pour le groupe témoin. La mortalité des individus traités est surveillée quotidiennement a partir du jour
du traitement jusqu'a ce que tous les individus soient morts. A chaque contrdle, les insectes morts sont
éliminés pour éviter la transmission horizontale de I'infection dans un méme contenant (voir Annexe).

4. Analyse statistique

L'efficacité biocide des isolats a été évaluée en calculant le pourcentage de mortalité. Les graphiques et

E
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tableaux comparatifs ont été créés a I'aide du logiciel Excel. Les analyses statistiques ont été effectuées
a l'aide du logiciel PAST (Hammer, 2023).
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Chapitre 1V : Résultats et discussion

Dans notre étude nous avons cherché 1’efficacité biocide des deux souches de genre
bacillus (V16 et VV17) contre le ravageur de denrée stockée Truboluiomcastaneum par des
suspensions bactériennes physiologique et osmotique. Les résultats obtenus sont présent dans
cette partie

1. Isolement, purification et identification
Dans notre étudies, nous avons porte notre expérience sur les

genresBacillusdeuxsouches V16 et V17 isolées a partir du ver blanc sur milieu GNont été
représenté dans le tableau 2
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Tableau 2 : identification des souches bactériennes isolées a partir du vers blancs sur milieu GN

Examen macroscopique des souches

Examen microscope optique des souches bactériennes

Les genres et

Les isolats bactériennes avec coloration de Gram(X 100) les espices
Description Aspect macroscopique Description Aspect microscope
M ¥
Forme des
Colonies larges, coccobacilles en .
. Bacillus sp
V 16 lisses, plates, amas de couleur
. (V16)
fréquemment rose
circulaires, avec (-)
des bords
irréguliers, de
couleur créme ou
t')lamz e r\irle;n o Des coccis Bacillus s
vV 17 Ja(;JPatre. _ ont isolées, couleur (V17) P
0 consistance rose (-)

crémeuses

47
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2. Test d’entomopathogénicité

Les résultats obtenus de suivi Triboliumconfusum traités par la solution
entomopathogéne de différentes souches et de différentes solution physiologiques et
osmotiques dans le tableau 3 et la figurel2 montrentune variabilit¢ mortalit¢ moyenne
journaliere les taux de mortalité journaliers Triboliumconfusum.

Tableau03 : Suivi journaliers de la mortalité des individus adultes Triboliumconfusum avec la
différente suspension entomopathogéne.

J1 J2 J3 Ja J5 J6 J7 J8 J9 Jio | J11

V160S | 0,00 | 10,00 | 10,00 | 11,11 | 15,56 | 15,56 | 16,67 | 17,78 | 17,78 | 17,78 | 17,78

VI6PH | 0,00| 5,56 | 7,78 | 13,33 | 13,33 | 15,56 | 20,00 | 22,22 | 24,44 | 24,44 | 24,44

V170S| 0,00 | 21,11 | 23,33 | 24,44 | 31,11 | 33,33 | 34,44 | 34,44 | 34,44 | 34,44 | 34,44

V17PH | 0,00 | 13,33 | 18,89 | 22,22 | 22,22 | 22,22 | 24,44 | 27,78 | 27,78 | 27,78 | 27,78

Légende :

V160S : souche bactérienne de solution osmotique
V16PH : souche bactérienne de solution physiologique
V170S : souche bactérienne de solution osmotique
V17PH : souche bactérienne de solution physiologique

Sur I’ordre chronologiques on remarque que le biocide préparé par le genres Bacillus
de deux souches V16 et V17 avec deux solutions physiologiques et osmotiques ont montré
une mortalité moyenne similaires des adultes des Triboliumconfusumdeés le deuxiéme jour
pour les différentes suppressions testent. Par ailleurs nous avons observé une stabilité de
mortalités pour les différentes solutions des biocides mais avec une précocité avec la souches

V17 a partie de cinquiéme jours et le neuviéme jour pour la souche V16 (figure 12).
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Figure 12: le taux de mortalité deTruboluiomcastaneum par les suspensions bactériennes

physiologique et osmotique du genre bacillus V16 et V17

Légende :

V160S : souche bactérienne de solution osmotique
V16 PH : souchebactérienne de solution physiologique
V17 OS : souche bactérienne de solution osmotique
V17PH : souche bactérienne de solution physiologique

Tableau04 : efficacité des biocides des deux souches V16 et 17testes sur Truboluiom

castaneum

V160S V16PH V170S V17PH
N 11 11 11 11
Min 0 0 0 0
Max 17,8 24 34,44444 27,77778
Mean 13,6 16 27,77778 21,31313
Median 15,6 16 33,33333 22,22222

E
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P (mortalite
journalieree)

0,0047257 0,0049203 0,0045087 0,0046709

Kruskal-Wallis

test

0,5089 0,03107

Correlation

5,24 X 10 1,29X 10°%

20

15

10

Residual
L)
I

T T T
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 20

Mormal order statistic medians

v16

Residual
(S}
I

T T T
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 20

Maormal order statistic medians

v17

Figurel3 :efficacité des biocides des deux souches V16 et 17testes sur Truboluiom

castaneum
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Le tableau 04, représente les différents tests statistiques des souches de le genres
Bacillus de deux souches V16 et V17 avec deux solutions physiologiques et osmotiques. Ces
tests révelent une différent significative de moralités journalieres pour chaque biocide prépare
qui nous a permis de refaire la représentation graphique figure 13 par rapport a la médiane.
Cette figure montre I’évaluation de I’activité de biocides dans le temps et teste. Mais par
contre absences des différentes entre les solutions utilisent dans la préparation
(physiologiques et osmotiques) pour V16 par Kruskal-Wallis test, mais la souches V17
montre une différentes significative entre les deux solutions utilse dans la preparatios de
biocides.
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Discussion

Tribolium castaneumestl'un des principales espéces de Coléoptéres qui cause de
differents degats sur les denrées stockes telle queriz, blé, son et farine de riz et de blé, mais,
orge, sorgho, millet, manioc, tapioca et farine de manioc, fruits séchés, etc. toutes
Iégumineuses, sous forme de farines : conviennent tres mal a son développement ; arachide,
coprah, graines de coton, ricin, cabosses de cacao, chocolat, noix de muscade, poivre,
gingembre etc. Les farines infestées par T. casraneum sont fortement dépréciées, en partie en

raison de l'odeur qui leur est communiquée (Delobel et Trane, 1993).

L’objectif de cette étude est de voir c’est 1’efficacité biocide test des deux souches de
genre bacillus (V16 et VV17) contre le ravageur de denrée stockée Truboluiom castaneum par
des suspensions bactériennes physiologique et osmotique avec une mortalité
journaliéresdifférent mais la souches V17 montre une différentes significative entre les deux
solutions utilse dans la preparatios de biocides.

Les résultats obtenus montrent 1’effet significatif des traitements des solutions
bactériennes sur la mortalité des adultes de Tribolium castaneum ; I’efficacité était moins
remarquable dans le temps qui nous n’a pas parmis de finalisée I’etude ainssi que la regidite

de la cuticuledes Tribolium qui n’a pas favorisé le développementdes bactéries.

Les bacteries entomopathogénes et leurs métabolites affectent plusieurs traits de la
biologie de I’insecte tels que :la survie, le développement, la fécondité et la prise de nourriture
(Amiri et al, 1999 ; Eskesi et al,2001). Ces différents résultatspeuvent étre explique par la
cuticule de deux ordres différents. Le Tribollium appartient a I'ordre des coléopteres,
caractérises par la présence d’une cuticules dure, ce qui rend l'absorption de biocide difficile.
Cette derniere empéche la pénétration de différentes suspensions sporals qui se multiplient
dans I’hémolymphe entrainant une septicémie létale pour la larve d’insecte (Pages et

Ginibre, 2006).Certains bactéries entomopathogene produisent une toxine appelée pédérine
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qui les protége de prédateurs tels que les araignées (Kellner et Dettner ; 1996). En effet la
toxine n’est observée chez le coléoptére qu’en présence d’une gammaprotéobactérie

endosymbiotique du genre Pseudomonas.

Le séquencage du génome bactérien a alors révéle un cluster de génes cohérent avec
la biosynthese de la pédérine. (Piel ; 2002)Ce fut la premiére preuve convaincante de la
capacité d’un endosymbiote a produire une toxine protégeant son hote. Toutefois il est
intéressant de noter que l’insecte hote présente un systéme immunitaire simplifié en
comparaison d’autres insectes. (Arp et al ; 2016) La diaphorine pourrait donc contribuer a la

protection de I’insecte en complétant son systéme de défense.




Conclusion

Conclusion

Pour protéger notre produits agricoles et alimentaires contre les attaques des insectes,
au niveau des plantations et surtout au niveau des stocks, on se base essentiellement sur le
contréle soigneux et continu dans des conditions de stockage ; Et en utilisant les méthodes de

lutte biochimique et biologique.

L’objectif de notre travail consiste sur ’isolement et I’identification des bactéries
entomopathogénes a partir des vers blancs d’une part et d’autre part 1’étude de la virulence de
ces bactéries contre le Truboluim castaneum. Les examens macroscopigues, microscopiques,
identification phénotypique (les galeries APl 20E et AP 20NE),

Par ailleurs, le test d’entomopathogénicité des deux souches de bactéries contre le
Truboluim castaneum montrent que les taux de mortalités de Bacillus sp, ne sont pas trés

importants.

En résumé les résultats de cette modeste recherche, nous ont permis de confirmer et de

préciser I’importance du potentiel toxémique de Bacillus sp sur le Truboluim castaneum .

En perspective pour une meilleure poursuite de cette étude, il serait souhaitable
d’étudier d’une fagon approfondie le mode d’action de ces bactéries au niveau des insectes
nuisibles.

v' Etude approfondies les connaissances et le modes d’actions des bactéries isolées ;
v" Etude approfondie de mode d’action Sur letruboluim castaneum;

v Production des bio-insecticides a partir de ces bactéries et leurs métabolites.

Les résultats parvenus affirmer que la recherche dans le domaine de la lutte biologique
mérite une attention tres particulieére. Et qu’on déployant des moyens plus conséquents et une
expérience plus poussée et a grande échelle, afin de trouver une alternative aux insecticides

pourrait étre envisageable dans un proche avenir.
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Annexe

Annexe 1 : Composition de milieux de cultures utilisés. Laboratoire de Microbiologie de
I’Université des Fréres Mentouri Constantine 1.

Milieux de culture

1. Milieux solides

O0OGelose nutritive (GN)

= PEPIONE ... 10g/1
- Extraitde viande ..........cccooveii e 3¢/l

- Extrait de leVure ... 3¢/l

- Chlorure de sodium..........cccocveiieieiie e 5¢/1

= AN e 18g/I
- pH=7,3

Autoclavage : 20 mn a 120 °C
O OMilieu Muller-Hinton (MH)

= GIUCOSE ..o 10g

- Extrait de viande .........cccovevveieiicse e 19

- Hydrolysat acide de caséine..........ccccevvevevernennnn, 17,59

S AMIAON L s 1,50
= AT e 109

- BEaUu diStIllEe........oceiiicieeee 1000 ml
-pH =73

Stérilisation : 15 mn & 115 °C
JOMilieu Potato-Dextrose-Agar (PDA)

- POMME B LEITE .o 200 g/l

= GIUCOSE ...t 20 g/l

= AL e 20 g/l
- EaU diStIle.......oeiic 1000 ml

-pH:56+0.2
Stérilisation : 30 mn & 120 °C

2. Milieux liquides :
D 0OBouillon nutritif (BN)

= PEPIONE.....cee 10,0 ¢

- EXErait de IBVUI ..o 500

- Chlorure de Sodium ........oooveviiieieiiiie e 500

- Bau distille.......oooeeeieeee e 1000 ml
-pH=7,2




