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RESUME

Les insectes nuisibles réduisent considérablement les rendements des cultures agricoles et
sylvicoles a travers le monde. Des biopesticides commerciaux a base de Bacillus thuringiensis
(Bt) ont été utilisés pour la gestion de ces ravageurs. Le facteur le plus important qui fait de Bt un
biopesticide commercial est sa remarquable capacité a produire de grandes quantités de protéines
larvicides (connues sous le nom de protéines Cry ou delta-endotoxines). Apres auto-assemblage,
ces protéines forment des corps d'inclusions cristallines lors de la sporulation du bacille.
Toutefois, 'utilisation de bioinsecticides a base de Bt est limitée en raison des coits élevés de
leur production. Dans cette optique, il est important de déterminer les possibilités d’utiliser des
matiéres premiéres alternatives & bas prix pour obtenir industriellement Bt. A ce propos, des
recherches antérieures ont démontré que des eaux usées d'industrie d’amidon (SIW) peuvent
étre utilisées comme matiére premiere pour la production d’insecticides bactériens a base de
Bt var kurstaki HD-1 (Btk HD-1). Des travaux ont montré que I’activité insecticide ou
entomotoxicité (Tx) de Bt obtenu dans les SIW contre la tordeuse des bourgeons de 1'épinette
(TBE) (Choristoneura fumiferana) est plus élevée que celle de Bt produit dans les boues ou dans
des milieux semi-synthétiques. Toutefois, la recherche systématique sur la maximisation de Tx
du bouillon ferment¢é ou Tx de suspension du culot (bouillon fermenté concentré par
centrifugation) lors de l'utilisation des SIW comme matiére premicre n’a pas été totalement
explorée. Par conséquent, I'objectif principal des présents travaux est l'application de différentes
stratégies de production pour améliorer I’efficacité¢ contre la TBE de Btk HD-1 lors de sa

production en utilisant les SIW comme matiere premicre pour la fermentation.

Au cours d’une premiere approche, quatre méthodes ont été appliquées pour accroitre les
¢léments nutritifs dans les SIW pour la production des bioinsecticides avec une Tx plus élevée
contre la TBE: (1) l'ajout de nutriments (acide acétique et hydroxyde d'ammonium) dans les SIW
au cours de la fermentation, sous la forme de différents agents de contréle du pH; 2) évaluation
de Dleffet de différentes concentrations de solides totaux des SIW pour la fermentation;
(3) addition de sources appropriées de carbone/azote dans les SIW pour la fermentation;
(4) fermentation en Fed-batch. L'application de ces méthodes a entrainé une concentration

significativement plus ¢élevée en delta-endotoxines et des valeurs de Tx des bouillons fermentés
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ainsi que des Tx de suspensions des culots par rapport au controle (SIW sans modification). Les
valeurs de Tx des bouillons fermentés ont été¢ augmentées, passant de 15,3x10° Spruce Budworm
Unit/ml (SBU/ml) dans SIW du contrdle a 17,8-18,5x10° (SBU/ml) lorsque les quatre méthodes
ont été appliquées, alors que les valeurs de Tx des suspensions des culots (10 fois plus concentré
que le bouillon fermenté et obtenu par concentration par centrifugation de ce bouillon) ont été
augmentées de 20,9x10° (SBU/ml) dans les SIW du contrdle a 25,8-27,4x10° (SBU/ml) apres
I’application des procédés en question. Il a alors été observé que : (1) avec utilisation d'une des
quatre méthodes, les valeurs obtenues de Tx des suspensions des culots sont élevées et pourraient
étre utilisées pour d'autres recherches concernant la formulation finale; l'augmentation des
concentrations en delta-endotoxines ou en spores pourraient ne pas augmenter nécessairement et
proportionnellement les valeurs de Tx (bouillons fermentés ou suspensions des culots); (3) Les
activités spécifiques des delta-endotoxines ou des spores contre la TBE changent en fonction du

milieu de fermentation.

La seconde approche avait pour objectif d’étudier l'action synergique des chitinases sur 1’action
des delta-endotoxines et des spores pour augmenter la valeur de Tx. Les résultats ont démontré
que l'enrichissement des SIW par de la chitine colloidale a une concentration de 0,2%,
p/v (optimum) et en utilisant ce mélange (désigné comme SIWC) pour I’obtention de Btk HD-1,
stimule la production de chitinases par ce bacille alors qu'il n'en produit pas par croissance dans
les SIW controles (sans fortification avec chitine colloidale). Les concentrations en cellules, en
spores et en delta-endotoxines du bouillon fermenté des SIWC étaient inférieures a ceux des
contrdles. Toutefois, les valeurs maximales des Tx du bouillon fermenté (17,1x10° SBU/ml) et de
suspension du culot (26,7x10° SBU/ml) des SIWC obtenus aprés 36 h de fermentation (au lieu
de 48 h dans le contrdle) ont été significativement plus élevées que les valeurs maximum des Tx
du bouillon fermenté (15,3 x10° SBU/ml) et de suspension du culot (20,5 x 10° SBU/ml) du
contrdle, respectivement. Les résultats confirment donc le role des chitinases comme agents de

synergie pour accroitre les Tx tout en réduisant le temps de production de 48 a 36 heures.

En troisiéme lieu, il a été constaté que le surnageant du bouillon fermenté obtenu par production
de Btk HD-1 dans les SIWC contient de la Zwittermicine A (test qualitatif). Un processus

d'ultrafiltration a donc été appliqué en utilisant une membrane de 5 kDa pour fractionner et



récupérer des chitinases (et d'autres composants de haut poids moléculaire) et la Zwittermicine A
(un antibiotique de 396 Da). Le rétentat obtenu (contenant une haute activité¢ chitinolytique et
d'autres composants) et le filtrat (contenant la Zwittermicine A) ont été mélangés avec la
suspension du culot des SIWC a différents ratios. Le potentiel entomotoxique des ces mélanges a
été estim¢ par bioessais contre la TBE afin de déterminer quels mélanges peuvent fournir les
valeurs de Tx les plus ¢levées et comment récupérer un pourcentage de Tx élevé a partir de la Tx
totale présente dans le bouillon fermenté. Il a été constaté que le mélange « suspension du culot
avec retentate » dans un ratio volumétrique de 1:4 (1Pel4Ret) a donné la plus haute récupération
de Tx (65,1% de la Tx totale du bouillon fermenté) avec le plus gros volume de 5 L (1L
suspension du culot et 4 L rétentat). Ce mélange contient des concentrations en spores, en delta-
endotoxines et en activité chitinolytique respectivement de 3,24 x 10° (CFU/ml), 1,09 (mg/ml) et
69,3 (mU/ml). La valeur de la Tx de ce mélange a été de 22,8 x 10° (SBU/ml) et donc le plus
efficace en ratio volumétrique du mélange en termes de synergie d'action des chitinases sur les
delta-endotoxines, les spores et sur la Tx. Ce mélange peut donc étre un candidat pour une
formulation finale de bioinsecticide. De méme, le mélange « suspension du culot et filtrat » dans
un ratio volumétrique de 1:2 (1 L suspension du culot et 2 L filtrat) est le ratio volumétrique le
plus efficace en termes d'action synergique de la Zwittermicine (dans filtrat) sur les delta-
endotoxines les spores et sur la Tx. Ce mélange contient respectivement des concentrations en
spores, en delta-endotoxines, en activité chitinolytique et en valeur de Tx de 540 x 10°
(CFU/ml), 1,82 (mg/ml), 10,2 (mU/ml), et de 22,8 x 10° (SBU/ml). Cependant, ce mélange est
moins efficace en termes de récupération de Tx du bouillon fermenté des SIWC par rapport au

mélange de 1 partie de suspension du culot et 4 parties de rétentat.

Enfin, six différents milieux semi-synthétiques, des SIW et des boues secondaires ont été
utilisées pour obtenir Btk HD-1. Les concentrations en spores, en delta-endotoxines et en activité
insecticide obtenus dans ces expériences ont été déterminées et les relations possibles entre ces
parameétres, analysées. La relation entre la concentration en delta-endotoxines et celle en spores
dans les différents milieux suit 1'équation suivante: « concentration de delta-endotoxines = a
(concentrations de spores)” » avec b > 0, R* > 0.90. Les valeurs des constantes "a et b" sont les
caractéristiques de chaque milieu. La relation entre SpTx-spore (Tx spécifiques par 1000 spores)

et la concentration en spores suit strictement 1'équation: « SpTx-spore = ¢ (concentrations de
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spores)? « avec d < 0, R* > 0.98. Cette relation conduit & la remarque que des spores de Btk
HD-1 produites au début de la période de fermentation peuvent-€tre plus toxiques que celles
produites en fin de fermentation et ce, indépendamment du type de milieux. Btk HD-1 peut par
ailleurs produire des agents de synergie (protéines insecticides végétatives -Vip3 A, Zwittermicine
A, etc), a plus forte concentration au début de la période de fermentation; Ces agents contribuant
a la valeur de Tx. La relation entre Tx et la concentration en delta-endotoxines suit une équation
linéaire semi-logarithmique linéaire: « Ln (Tx) = m (concentration de delta-endotoxin) + h »;
‘m’ étant la pente et ‘h’ I’ordonnée a 1'origine. Lors d’un examen plus approfondi des résultats en
termes de valeurs de Tx, de spores, de concentration en delta-endotoxines des suspensions des
culots (complexe spores et delta-endotoxines) de ces milieux, il a été constaté que la différence
entre les valeurs de Tx a diverses concentrations en spores ou en delta-toxine est due seulement a
des facteurs solubles; Ces facteurs étant présents dans les surnageants des bouillons fermentés

centrifugés.
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ABSTRACT

Insect pests caused the yield loss in agricultural crops and forestry plants worldwidely.
Commercial biopesticides based on Bacillus thuringiensis (Bt) have been used for pest
management. The most important factor that makes Bt as commercial biopesticides is its
remarkable ability to produce large quantities of larvicidal proteins (known as Cry protein or
delta-endotoxin) that form crystalline inclusion bodies during sporulation. However, use of Bt
based biopesticides is limited due to high production cost of Bt based biopesticides. Therefore,
using alternative raw materials with the low cost is very important. Previous research
demonstrated that starch industry wastewater (SIW) could be used as raw material for production
of Bt var kurstaki HD-1 (Btk HD-1) based biopesticide. Biopesticidal activity or entomotoxicity
(Tx) of Bt fermented SIW against spruce budworm (Choristoneura fumiferana) was higher than
that in Bt fermented sludge or semi-synthetic medium. However, the systematic research on
maximizing the Tx of fermented broth or Tx of suspended pellet (concentrated fermented broth
by centrifugation) when using SIW as raw material has not been fully explored. Therefore, the
principle objective of this research is application of different production strategies to enhance the

Tx against spruce budworm when using SIW as raw material for fermentation of Btk HD-1.

In the first approach, four methods were applied to increase nutrients of SIW for production of
biopesticides with higher entomotoxicity against spruce budworm: (1) fortification of nutrients
(acetic acid, ammonium hydroxide) into SIW during the fermentation in the form of different pH
control agents; (2) utilization of different total solids concentration of SIW for the fermentation;
(3) supplementation of suitable carbon/nitrogen source(s) into SIW for the fermentation; and
(4) fed-batch fermentation. Application of these methods resulted in significantly higher
concentration of delta-endotoxin and Tx values of fermented broth as well as Tx of suspended
pellets as compared to control (SIW without any modification). The Tx values of fermented
broths were significantly increased from 15.3x10° Spruce Budworm Unit/ml (SBU/ml) in the
SIW control to 17.8- 18.5x10° (SBU/ml) in the cases which four methods were applied, whereas
the Tx values of suspended pellets (concentrated 10 time from fermented broth by centrifugation)
were increased from 20.9x10° (SBU/ml) in the SIW control to 25.8- 27.4x10° (SBU/ml) in the

cases which four methods were applied. Following observation were recorded: (1) applying one
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of four methods, the obtained Tx values of suspended pellets are high and could be used for
further research on formulation to produce final products (2) the increase in concentrations of
delta-endotoxin or spore may not necessarily proportionally increase Tx values (of fermented
broths or suspended pellets); (3) The specific activities of delta-endotoxin or spore against spruce

budworm changed depending on a specific medium.

In the second approach, the synergistic action of chitinases with delta-endotoxins and spores to
increase Tx value were investigated. The results demonstrated that fortification of colloidal chitin
into SIW at concentration of 0.2 %, w/v (optimum) and using this mixture (designated as SIWC)
for fermentation of Btk HD-1, this bacterium could produce chitinases while it didn’t produce
chitinases in control (SIW without fortification of colloidal chitin). The concentrations of cells,
spores and delta-endotoxins of fermented broth of SIWC were lower than control. However,
maximum Tx values of fermented broth (17.1x10° SBU/ml) and suspended pellet
(26.7x10° SBU/ml) of SIWC were obtained at 36 h (instead of 48 h in control) of fermentation
and were significantly higher than maximum Tx values of fermented broth (15.3 x10° SBU/ml)
and suspended pellet (20.5 x 10° SBU/ml) of the control, respectively. The results therefore
confirmed the role of chitinases as synergistic agents in enhancing Tx and reducing the

fermentation time from 48 hours to 36 hours.

Thirdly, it was found that supernatant of fermented broth obtained through Btk fermentation of
chitin fortified SIW (SIWC) contained Zwittermicin A (qualitative test). Therefore, ultrafiltration
process was applied to fractionate and recover chitinases (and other high molecular weight
components) and Zwittermicin A (an antibiotic of 396 Da) using 5 kDa cut-off membrane. The
obtained retentate (containing high chitinase activity as well as other possible components) and
the obtained permeate (containing Zwittermicin A) were mixed with suspended pellet of SIWC at
different ratios. These mixtures were used as materials for bioassay against spruce budworm to
evaluate which mixtures could furnish higher Tx value and could recover high percentage of Tx
from the total Tx of fermented broth. It was found that mixing the pellet suspension and the
retentate in volumetric ratio of 1:4 (1Pel4Ret) gave the highest recovery of Tx (65.1%) of Tx of
fermented broth with highest volume of 5L (1 L suspended pellet 4 L retentate). This mixture

contained concentrations of spore, delta-endotoxin and chitinase activity of 3.24 x 10* (CFU/ml),
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1.09 (mg/ml) and 69.3 (mU/ml), respectively. The Tx of this mixture was 22.8 x 10° (SBU/ml)
and was the most effective volumetric mixing ratio in term of synergistic action of chitinases and
delta-endotoxins, spores on Tx. Therefore, this mixture could become a candidate for
formulation to produce final product. Similarly, mixing the pellet suspension with permeate in a
volumetric ratio of 1:2 (1 L suspended pellet and 2 L permeate) was the most effective
volumetric mixing ratio in term of synergistic action of Zwittermicin A in permeate with delta-
endotoxins and spores on Tx. This mixture contained spore concentration, delta-endotoxin
concentration, chitinase activity and Tx of 5.40 x 10® (CFU/ml), 1.82 (mg/ml), 10.2 (mU/ml), and
22.8 x 10° (SBU/ml) respectively. However, this mixture was less effective in terms of recovery

of Tx from fermented broth compared to the mixture of 1 L suspended pellet and 4 L retentate.

Finally, six different media based on semi-synthetic medium (SYN); starch industry wastewater
(SIW) and wastewater sludge (SLUDGE) were used for fermentation of Bacillus thuringiensis
var. kurstaki HD-1 (Btk HD-1). Data of spore, delta-endotoxin concentrations and Tx values
obtained in these experiments were recorded and possible relations between these parameters
were analysed. The relation between delta-endotoxin and spore concentration produced by Btk
HD-1 in different media followed Power law with the equation: Delta-endotoxin
concentration = a (spore concentration) ® with b > 0, R?> 0.90. The values of constants “a and b”
were characteristics of each medium. The relation between SpTX-spore (specific Tx per 1000
spore) and spore concentration also strictly followed Power law: SpTx-spore = c (spore
concentration) ¢, with d < 0, R? > 0.98. This relation led to the remark that spore produced at the
early period of fermentation may have more potential toxic than spore produced at later period of
fermentation irrespective of fermentation media. Or Btk HD-1 might also produce some
synergistic agents (Vip3A, Zwittermicin A, etc.) at higher concentration in the early period of
fermentation and these agents probably contributed to the Tx value. Relation between Tx and
Delta-endotoxin concentration followed semi-log linear: Ln (Tx) = m (delta-endotoxin
concentration) + h; with m is slope and h is y-intercept. Further analysis of suspended pellets
(complex of spores and delta-endotoxins) from these media, it was found that the remarkable
difference between Tx values at various spore or delta-toxin concentration is due to soluble

factors only (these factors present in supernatants of centrifuged fermented broths).
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CHAPITRE 1.
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1.1. INTRODUCTION

Les insectes ravageurs réduisent considérablement les rendements des cultures agricoles et
sylvicoles a travers le monde. Par exemple, au Canada, les larves de la tordeuse des bourgeons de
I’épinette ont ravagé des millions d’hectares de foréts de sapins baumiers, d’épinettes blanches,
d’épinettes de Norvege, d’épinettes noires, d’épinettes rouges, de pins gris, etc. (Ressources
Naturelles Canada). C’est aussi le cas au Vietnam, un pays agricole, ou plusieurs types d'insectes
nuisibles causent des pertes considérables dans les cultures importantes telles que le riz, le mais,

le thé, le café, le chou, etc. (Nguyen Cong Hao et al., 1996).

Pour contrdler les organismes nuisibles, les pesticides chimiques ont longtemps été employés.
Toutefois leur application aveugle et irréfléchie a favorisé la sélection de souches d’insectes
nuisibles agricoles ou vecteurs des maladies humaines et provoqué la dégradation de
I’environnement. Deux propriétés des produits chimiques, soit 1’action résiduelle prolongée et la
toxicité envers une gamme étendue d’organismes ont donc provoqué de sérieux problémes. Ainsi,
un besoin urgent de pesticides compatibles avec l'environnement est essentiel pour réduire la
contamination et la résistance des insectes contre les pesticides (Ben-Dov et al., 1997).
L'utilisation de Bacillus thuringiensis (Bt) comme insecticide commercial est justifiée par sa
capacité remarquable a produire de grandes quantités de protéines larvicides (connues sous le
nom de protéine Cry ou delta-endotoxine) contenues dans les inclusions cristallines parasporales
formées durant la sporulation de Bt (Schnepf et al., 1998). La diversité des protéines cristallines
insecticides synthétisées par différentes souches de Bt a permis son utilisation pour la lutte
biologique en agriculture, en sylviculture et pour la santé¢ publique. Les récentes tendances
suggerent que la lutte biologique est de plus en plus importante dans les stratégies pour une

gestion intégrée des organismes nuisibles (Ben-Dov ef al., 1997).

Cependant, 'utilisation des biopesticides a base de Bt est limitée en raison de leur prix ¢élevé qui
s’explique entre autres par leur cott élevé de production. A ce propos, le coilit de la matiére
premiere pour la production de Bt représente jusqu’a 40% du coit global de production (Lisanky
et al., 1993). Par conséquent, I’emploi de matiéres premicres alternatives et économiques est trés
important. Dans cette perspective, le projet intitulé Bt-INRS dans lequel les boues d’épuration
des eaux us€es municipales sont employées comme matiéres premieres alternatives de

fermentation a montré des résultats forts prometteurs en termes d’entomotoxicité, soit le principal



parametre pour évaluer 1’efficacité des biopesticides a base de Bt. Ce projet a spécialement
démontré que I’emploi des boues d’épuration comme matiére premiére pour la production de
biopesticides a base de B. thuringiensis var. kurstaki HD-1 (Btk HD-1) présente de nombreux
avantages en termes d’économie, d'efficacité et de formulation (Brar, 2007). Par exemple, en
employant les boues d’épuration (non pré-traitées) comme matieére premicre pour la production
de Btk HD-1, I'entomotoxicité obtenue était généralement plus élevée que celle obtenue avec le
milieu de culture conventionnel. L'activité insecticide obtenue est aussi supérieure lors de
I’application de certaines techniques telles que la fermentation en fed-batch (Yezza et al., 2005),
I’addition de Tween 80 dans les boues d’épuration brutes (Brar et al., 2005), le pré-traitement des
boues pour augmenter leur biodégradabilité (Barnabe, 2005 ; Yezza et al., 2006), I’addition de

différentes sources de carbone et/ou d'azote dans les boues d’épuration (LeBlanc, 2004), etc.

Les eaux usées d’industrie d’amidon (SIW) sont un des résidus provenant des eaux usées
industrielles produites en grandes quantités dans le monde (Rajbhandari et Annachhatre, 2004).
SIW contient une forte concentration de la demande chimique en oxygene (COD), sous la forme
de carbone et de sources d'azote (amidon, gluten, protéines, fibres et autres minéraux), ce qui
pose un sérieux probléme de traitement et de leur élimination finale dans l'environnement. Dans
ce but la pratique générale est le traitement soit en aérobie (Malladi et Ingham, 1993;
Rajasimman et Karthikeyan, 2007) soit en anaérobie (Annachhatre et Amatya, 2000; Rajbhandari
et Annachhatre, 2004, Colin et al., 2007) de SIW avec plus ou moins d’efficacité . Une autre
approche pour résoudre les problémes environnementaux des SIW est le traitement par la
biotechnologie verte. Dans cette approche, les ¢léments nutritifs présents dans SIW sont recyclés
par voie biotechnologique en produits a haute valeur ajoutée telles qu’une biomasse microbienne
et enzymatique (Jin et al., 1999, 2002), des agents de lutte biologique (Verma et al., 2006) et des
biopesticides (Brar et al., 2005, Yezza et al., 2006).

Dans des recherches sur l'utilisation des SIW comme matiéres premicres pour la production de
biopesticides a base de Btk HD-1 (Brar et al., 2005, Yezza et al., 2006), les résultats démontrent
les avantages par rapport a l'utilisation des boues: (1) Les SIW peuvent étre employées
directement sans pré-traitement et 1'entomotoxicité obtenue est souvent plus élevée que celle
constatée avec les boues d’épuration (Yezza et al., 2006); (2) le bouillon fermenté présente

plusieurs avantages lors de 1’étape de la formulation (Brar ef al., 2005). Cependant, la recherche



systématique sur la maximisation de I’entomotoxicité de biopesticides a base de Btk HD-1 en

utilisant comme maticres premieres n'est pas encore totalement explorée.

1.2. REVUE DE LITTERATURE

1.2.1. Bacillus thuringiensis et les mécanismes d'action des biopesticides-Bt contre les

insectes nuisibles

1.2.1.1. Bacillus thuringiensis: classification et distribution
a. Qu’est-ce que Bacillus thuringiensis (Bt) ?

Bt est une bactérie en forme de batonnet, aérobie, gram-positif, sporulée qui forme un cristal
protéique parasporal au cours de la phase stationnaire de son cycle de croissance (Figure 1). Bt a
d'abord été caractéris¢é comme un agent entomopathogeéne et son activité insecticide a été
attribuée en grande partie ou enticrement (en fonction de l'insecte) aux cristaux parasporaux
(Schnepf efal, 1998). Ces inclusions parasporales contenant les cristaux de protéiques
insecticides ou 6-endotoxines (Cry toxines: Nomenclature de toxines de Bt), qui sont codées par
des geénes cry. Cry toxines ont des activités insecticides contre les especes de l'ordre des
Lépidopteres, et contre certains larves de diptéres (mouches et moustiques) et de coléopteres
(scarabées) (Schnepf et al., 1998). Ainsi, Bt synthétise un important réservoir de toxines Cry et
des genes cry pour la production d'insecticides biologiques et éventuellement de cultures
génétiquement modifiées et résistantes aux insectes nuisibles. Une bréve histoire de la recherche
sur Bt est présentée dans le tableau 1 (Krieg ef al., 1983; Schnepf et Whiteley, 1981; Estruch
et al., 1996; Mizuki et al., 2000; Federici, 2005;).

Figure 1. Colonie de Bacillus thuringiensis.
Source : http://www.futura-sciences.com/uploads/tx_oxcsfutura /comprendre/d/images/604/ pintureau_ 03. jpg.




Tableau 1. Une bréve histoire de 1a recherche sur le Bt

Année | Chercheur(s)/Compagnie | Evénement

1901 Ishiwata Découverte de cette bactérie connue plus tard sous le nom de Bacillus
thuringiensis, au Japon, au cours de son étude d'une maladie bactérienne de
Vers a soie.

1915 Berliner Découvre un bacille similaire qui tue les larves de la noctuelle de farine, en

Allemagne. Il a publié une description de la bactérie et de ses propriétés, et
I’a nommée Bacillus thuringiensis. Le nom de l'espéce "thuringiensis» est
dérivé de la Thuringe, région en Allemagne, dans laquelle la maladie a eu
observée.

1930s | En France Développement d’un produit & base de Bt pour utilisation sur les cultures
maraichéres pour controler les chenilles nuisibles et finalement développé
un produit appelé "Sporeine" 2 la fin des années 1930.

1951 Steinhaus Résurrection de l'intérét concernant Bt pour son utilisation comme
insecticide commercial.

1953 Hannay Etudes relatives aux corps cristallins parasporaux de Bt

1954 Angus Démontre que les cristaux de Bt peuvent tuer des vers a soie

1962 De Barjac and Bonnefois Développement d’un systétme de stéréotypage des souches de Bt
permettant de les distinguer en termes correspondant : subspécifique et
sérovariéte type / numéro

1960s | Abbott Laboratories and Production des biopesticides commerciaux (Dipel et Thuricide) a base de
Sandoz Corporation Bt var. kurstaki HD-1
1977 Goldberg and Bt subsp. israelensis (H 14) a été découvert dans le Désert du Néguev en
Margalit Israél, Bti posséde une excellente activité contre les larves d'un grand
nombre de moustiques et d’espéces de mouches noires.
1981 Dulmage et Burges Organisent un groupe international de chercheurs pour utilisation de

bioessais normalisés et d’un standard de préparation sur la base des
espeéces HD 1 de Bt subsp. kustaki (H 3a3b) pour comparer de nouvelles
souches de Bt

1981 Schnepf and Whiteley Décodent le premier géne codant pour une protéine insecticide (la protéine
Cry) de Bt var. kurstaki HD-1 Dipel .
1983 Krieg et al. Découvrent Bt subsp. morrisoni (H 8a8b, variété temebrionis) en

Allemagne (communément connu sous le nom de Btt) et qui est active
contre les larves et méme les adultes de certaines especes de coléoptéres.

1996 Estruch et al. Découverte de la Vip3 A, une nouvelle protéine insecticide végétative de Bt
ayant un large spectre d'activités de lutte contre les 1épidopteres.
2000 Mizuki et al. Parasporine, une nouvelle protéine avec une activité cytotoxique unique

découverte pour la 1ére fois a partir de Bt.

b. Classification de Bt.

La différenciation des souches de Bt par agglutination flagellaire a été largement utilisée. Depuis
son introduction en 1963, le sérotypage a permis de créer un certain ordre dans le groupe Bt, se
fondant sur une classification spécifique, stable et fiable de caractére en employant l'antigéne H
(de Barjac et Frachon, 1990). Cette méthode (dite H-sérotype) regroupe différentes souches de Bt
sérovars et présentait beaucoup d'avantages par rapport aux autres procédés de classification de
Bt comme le type de bactériophage (Ackermann et al., 1995), la caractérisation biochimique,

motif estérase, etc. (de Barjac and Frachon, 1990). En 1999, Lecadet ef al. ont révisé et mis a jour



la classification des souches de Bt basée sur le sérotype H et 82 sérotypes ont été identifiés
jusqu’au sérotype 69 et 13 dans un sous-groupe antigénique (Lecadet et al., 1999). Cette
technique de sérotypage, tout en ayant fourni une précieuse base pour le classement de Bt
pendant 40 ans, ne fournit aucune information sur la parenté génétique des souches au sein des
groupes et entre les groupes. Ainsi, certaines des méthodes de typage des génes ont été

appliquées dans la construction de la relation phylogénétique entre les sérovariétés de Bt.

Par exemple, basé sur les ARN ribosomiques (polymorphismes de longueur des fragments de
restriction de géne de I'ARNr 16S [RFLP]) des sérovars de Bt (80 sérovars), la relation
phylogénétique a été analysée. Elle montre quatre groupes distincts et deux sérotypes dissocieés
ayant 92,5% de parent¢ en ADN (Joung et Co6té, 2001a). En particulier, la combinaison des
motifs de restriction de géne de I'ARNr 23S et I’ARNr 58S avec des motifs de restriction du gene
de ’ARN 16S a engendré un nouvel arbre phylogénétique des sérovars de Bt (80 sérovars), qui
se compose de VIII groupes (Joung et Coté, 2001b). Ainsi, le ribotypage basé sur les RFLP des
souches de Bt a permis la différenciation des sérovars, des souches intra-serovars et des souches

ne pouvant pas étre sérotypées (Joung et Coté, 2001b).

Récemment, l'analyse génotypique des souches de Bt sur la base des ADN polymorphes
amplifiés aléatoirement (RAPD) par polymérisation en chaines (PCR) [RAPD-PCR] a été
appliquée pour 126 souches de Bt (56 sérovars), 58 types génomiques ont été relevés (Gaviria
Rivera and Priest, 2003). Les motifs de RAPD-PCR obtenus ont révélé que l'espéce Bt est
hétérogene. Toutefois, les souches a l'intérieur de certains sérovars sont génomiquement
homogenes, tandis que d'autres sérovars de divers groupes, a l'intérieur de ces types de la RAPD,

n'ont pas de corrélation avec les autres (Gaviria Rivera and Priest, 2003).

c. Distribution de Bt

Bt est une bactérie ubiquitaire largement répandue dans le sol (Bernhard et al. 1997; Vilas-Boas
et Franco Lemos, 2004), dans le phylloplane de différentes plantes ou des feuilles (Hansen et al.
1998; Smith et Couche 1991), chez des insectes (Hansen et al., 1998), dans les grains entreposés
(Meadows et al. 1992). Au cours des dernieres années, Bt a également été retrouvé dans d'autres

milieux tels que eaux douces (Ichimatsu et al., 2000) et boues activées (Mizuki et al., 2001,



Mohammedi et al., 2006). Lee ef al. (2002) ont signalé¢ que Bt est communément associ¢ aux

excréments d'animaux, par exemple les herbivores maintenus dans un zoo au Japon, etc.

Les souches obtenues par de nombreux programmes d'isolement sont identifiées par leur genes
cry a I’aide la plupart du temps, de méthodes basées sur la PCR utilisant des amorces spécifiques
de différents genes (Ben-Dov ef al. 1997; Bravo et al. 1998; Carozzi et al. 1991). Cette voie
rapide d'identification des geénes cry a augmenté le nombre de genes, et plus de 250 séquences

de geénes cry ont été déterminées (http://www.biols.susx.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/).

Récemment, dans 1’évaluation des effets biologiques des protéines envers les insectes, certaines
inclusions parasporales de souches de Bt non-insecticides ont été trouvées, ayant une activité
contre des cellules cancéreuses humaines (Mizuki et al., 1999, 2000, Lee et al. 2000; Ito et al.
2004; Yasutake efal., 2005, Jung et al., 2007). Ces protéines cry ont été désignées comme
'parasporines’ avec la définition: ‘Ce sont des protéines parasporales produites par Bt et d’autres
bactéries qui sont non-hémolytique, mais capables de tuer des cellules cancéreuses’

(http://parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp/intro.html).

1.2.1.2. Formation, structure et réle des spores de Bt pour son activité insecticide.
a. Formation des spores (sporulation)

Bt se cultive facilement sur milieu artificiel. Par exemple, un milieu synthétique défini a été
développé pour la culture d'une grande variété¢ de souches de Bt (Nickerson et Bulla, 1974). En
milieu liquide, lorsque la population cellulaire a atteint un maximum, les cellules végétatives
sporulent. Du point de vue biochimique, la sporulation extensive peut étre initiée par la privation
de nutriments essentiels, tels que le glucose, I'ammoniaque, phosphate ou autre (Tzeng et Liu,
2000). La formation d'une endospore (I'é¢tat de dormance de Bt) est un processus de division
cellulaire qui inclut la formation de protoplastes dans le cytoplasme de la cellule (Bulla et al.,

1975).

La séquence du développement des spores et de la formation des cristaux parasporaux chez Bt est
résumée selon les étapes classiques de la sporulation: la phase I (7 h), la formation de filament
axial dans lequel il n'y a pas d'implication apparente des mésosomes avec le nucléole; phase II
(7 a 8 h), formation de septum d’avant-spore impliquant les mésosomes; phase III (8 a 9 h), la

formation d’engouffrement avec la participation des mésosomes, premicre apparition



d’inclusions ovoides et de cristaux parasporaux, changement dans la capacité de la teinte des
membranes et du cytoplasme, et formation de la pré-spore; phases IV a VI (9 a 12 h), formation
de I’exosporium, paroi cellulaire primordiale, cortex, et manteaux de spore accompagnée par la
transformation de la nucléoide de spore; phase VII (aprés 12 h), maturation des spores (Bechtel
et Bulla, 1976). Notez que les spores a maturité ou les spores apres la lyse cellulaire (phase VII)
ont plusieurs couches distinctes. A partir de la membrane intérieure, elles sont situées comme
suit: paroi cellulaire primordiale, cortex, membrane externe, cytoplasme de la cellule mere

incorporée, couche de spore lamellaire, couche externe fibreuse de spore, et I’exosporium.

b. Role de spores et de leur paroi sur les insectes nuisibles

La toxicité des spores de Bt contre Manduca sexta, a été démontrée par Schesser et Bulla en
1978. Le pourcentage de mortalité larvaire était corrélé avec le contenu en poids sec des spores.
Sur une superficie de 6.8ng/cm?, il y avait 85% de survie, mais moins de 50% ont survécu a
68.2ng/cm’. 1l se trouve qu'il y a une similitude frappante entre 1’action des spores et celle des
cristaux parasporaux, c'est-a-dire I’inhibition de la croissance du sphinx du tabac. Les effets
entomotoxiques des spores de Bt contre les larves d'insectes sont reliés a 1’action de leur paroi
qui contient la méme composante que la pro-toxine cristalline des cristaux parasporaux (Schesser

et Bulla, 1978, Johnson et al., 1998).

Dans certains cas, les spores de Bt sont impliquées dans son entomopathogénicité (Dubois &
Dean, 1995, Johnson & McGaughey, 1996, Li et al., 1987; Liu et al., 1998). 1l a été suggéré que
l'effet toxémique des cristaux protéiques crée des conditions favorables au développement de la
bactérie dans l'intestin des larves d'insectes affaiblies (Schnepf et al., 1998). Ensuite, les bactéries
peuvent envahir I’hémolymphe et provoquer une septicémie. Il est probable que les spores
agissent en synergie avec la toxine et celle-ci peut aussi résulter de leur germination dans
l'intestin moyen avec la production d'une variét¢ de facteurs pathogeénes par les cellules
végétatives tels que phospholipase C, hémolysines et entérotoxines (Salamitou et al., 2000), y
compris certaines Protéines Insecticides Végétatives, les VIP (Estruch et al., 1996; Aronson,

2002).



1.2.1.3. Synthese des delta-endotoxines (protéines Cry) actives contre les lépidopteres
a. Genes codant pour des protéines Cry

Les génes codant des protéines Cry ont ét¢ nommés genes cry et leurs emplacements de synthése
situés sur des plasmides de Bt (Whiteley et Schnepf, 1986; Aronson ef al., 1986). En 1989, Hofte
et Whiteley ont examiné les génes cry connus et en ont proposé une nomenclature systématique
(Hofte et Whiteley, 1989). Depuis, le nombre de séquences des génes (codant pour les protéines
Cry et Cyt) est passé de 14 a plus de 250 (Schnepf efal, 1998; Crickmore et al., 1998;

http://www.biols.susx.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/). Toutefois, les génes cry les plus connus

(codant pour des protéines Cry) sont cry! (action spécifique contre les 1épidopteres), cry2 (action
spécifique contre les lépidopteres et dipteres), cry3 (action spécifique contre les Coléopteres),
cry4 (action spécifique contre Diptéres) (Hofte et Whiteley, 1989; Schnepf efal, 1998;
Crickmore et al., 1998). De nombreuses recherches ont aussi porté sur le clonage des genes cryl,
sur les mécanismes d'action et sur l'expression de ces génes chez les plantes (Hofte et Whiteley,

1989; Schnepf et al., 1998; Crickmore et al., 1998).

Certaines souches de Bt ne produisent qu'un seul type de protéines Cry. Par exemple, Bt var.
kurstaki HD-73 ne produit que CrylAc. De nombreuses souches de Bt produisent plus d'un type
de protéines Cry; Chacune ayant sa propre spécificité insecticide comme par exemple, la souche
HD-1 de Bt var. kurstaki qui contient des génes codant pour différentes protéines Cry: CrylAa,
CrylAb, CrylAc (spécifique a Lépidopteres) et Cry2Aa (spécifiques aux 1épidopteres et dipteres)
et Cry2Ab (spécifique a Lépidopteres) (Widner et Whiteley, 1989; Hofte et Whiteley, 1989).

En fait, il est difficile de prédire 'activité biopesticide des souches de Bt en se basant seulement
sur les geénes cry ou les produits de PCR de souches de Bt (Porcar et Juarez-Pérez, 2003). Par
exemple, bien que les protéines de type CrylA ont 90% de séquences identiques en acides
aminés, différentes spécificités d'insecticide ont été signalées contre divers Iépidopteres

(tableau 2) (Hofte et Whiteley, 1989).
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Tableau 2. Toxicité des protéines cristallines contre les espéces de lépidopteres

protéines | Souches et CLs, de protéines pour:
Cry sous-souches Pieris Mandaca Heliothis Mamestra Spodoptera
de Bt brassicae | sexta virescens brassicae littoralis
(ng/ml) (ng/cm®) (ng/cm®) (ng/cm®) (ng/cm?)
CrylAa | azawai HD-68 | 0.8 5.2 90 165 >1350
CrylAb | berliner 1715 | 0.7 8.6 10 162 >1350
CrylAc | kurstaki HD- | 0.3 53 1.6 2000 >1350
73

Les résultats dans le tableau 2 montrent que chaque type de protéine CrylA a une valeur létale
différente en termes de CLsg sur les especes d'insectes : La valeur dépendant de l'espece. Pour
une méme espece d'insectes, les valeurs de CLsy sont également différentes. Trois types de
protéines CrylA (CrylAa, CrylAb et CrylAc) sont structurellement trés proches, cependant,
elles montrent un large spectre d'activités bioinsecticides qui se chevauchent. En résumé, seuls
les essais biologiques avec des cristaux purifiés sont en corrélation avec la teneur en protéines

Cry de chaque souche, et en partie avec le contenu de génes cry et cyt (Porcar et Juarez-Pérez,
2003).

b. Synthese des protéines Cry et structure des cristaux protéiques parasporaux de Bt

Ces différentes protéines insecticides (protéines Cry) sont synthétisées au cours de la phase
stationnaire de croissance et s'accumulent dans la cellule mere dans des inclusions cristallines
parasporales, ce qui peut représenter jusqu'a 25% du poids sec des cellules sporulées (Figure 2).
La quantité de protéines cristallines produite par une culture de Bt en conditions de laboratoire
(environ 0,5 mg de protéines par ml) et la taille des cristaux indiquent que chaque cellule doit
synthétiser environ 10° 2 2x10° de molécules de delta-endotoxines lors de la phase stationnaire et

ce sous la forme de cristaux (Agaisse et Lereclus, 1995).
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Figure 2. Microscopie électronique de Bacillus thurigniensis au cours de la sporulation. L'inclusion
parasporale noire est le cristal insecticide (http://www.ufrgs.br/laprotox/digestion-eng.htm).

Les inclusions parasporales sont développées au cours de phases III a VI (8 a 12 h) de la
sporulation. Le cristal parasporal de Bt a été observé durant I’engouffrement (phase III, 8 h) et
possede un aspect cristallin a cette étape du développement. Le cristal atteint presque sa pleine
grandeur au moment ou I’exosporium apparait (étape IV, 9 h). Un ovoide pourrait étre développé
en méme temps que l'apparence du cristal, Toutefois, certaines cellules ne produisent pas cette
inclusion. L'inclusion ovoide est facilement distinguable du cristal parasporal (forme de diamant)

parce qu’elle n’est pas cristalline et apparait toujours ovoide.

Plusieurs cristaux peuvent étre synthétisés au sein d'une cellule, mais une seule inclusion ovoide
par sporange a été observée. Par ailleurs le cristal parasporal et I’inclusion ovoide ne sont pas
toujours associés a une structure spécifique. Des sections sérielles révelent que le cristal n'est pas
connecté aux mésosomes ou a des membranes provenant de la forespore, ou de I’exosporium

(Bechtel et Bulla, 1976).

¢. Mode d'action de la toxine CrylA contre les Lépidoteres

En général, les toxines Cry qui constituent les inclusions cristallines sont suffisamment létales
pour tuer les larves d'insectes infectés. Lorsqu'ils sont ingérés par les larves d'insectes sensibles,
ces cristaux de protéines sont dissous et activés dans le tube digestif des insectes. Ils se lient a des
récepteurs spécifiques situés sur les cellules épithéliales de l'intestin moyen, provoquant des

pores transmembranaires et causant la lyse cellulaire. Cette toxémie peut entrainer, par elle-méme
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la mort des larves d'insectes (Grochulski et al., 1995; Agaisse ef al., 1999). Le mécanisme
d'action des protéines Cry de Bt est présenté dans la Figure 3 (modifi¢ a partir de Whalon et
Wingerd, 2003).

En particulier, les toxines CrylA produites comme inclusions cristallines doivent étre ingérées
par les larves sensibles pour y étre toxiques. Ces cristaux sont dissous dans le milieu alcalin et
réductif de l'intestin moyen des larves, ce qui libére des pro-toxines solubles de 130 kDa et les
pro-toxines inactives solubilisées sont clivées par des protéases de 1'intestin moyen en fragments

de 60-70 kDa contenant des protéines résistantes aux protéases (Bravo et al., 2007).

L’activation de la toxine implique 1'élimination protéolytique d'un peptide N terminal (25-
30 acides aminés pour Cryl toxines, 58 résidus pour Cry3A et 49 résidus pour Cry2Aa) et
environ la moitié des protéines reste a partie du C-terminal dans le cas des longues pro-toxines
Cry. La toxine activée se lie a des récepteurs spécifiques sur la membrane de la bordure en brosse
des cellules cylindriques de I'épithélium de l'intestin moyen (de Maagd et al., 2001; Bravo et al.,
2007) avant de s'insérer dans la membrane. L'insertion de la toxine entraine la formation de pores
lytiques dans les microvillosités des membranes apicales (Aronson et Shai, 2001; Bravo et al.,
2007). Ultérieurement, la lyse cellulaire et la perturbation de 1'épithélium de l'intestin moyen
libérent les composantes cellulaires permettant la germination des spores qui provoque une

septicémie sévere et la mort des insectes (de Maagd et al., 2001; Bravo et al., 2007).
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Figure 3. Mécanisme de la toxicité des protéines Cry. A: L'ingestion de spores ou de protéines
recombinantes par des larves phytophages. B: Dans l'intestin moyen, les endotoxines sont solubilisées a
partir des inclusions de protéines cristallisées. Pro-toxine Cry sont traitées protéolytiquement en toxines
actives dans l'intestin moyen. C: Toxine active se lie a des récepteurs sur la surface des cellules
épithéliales cylindriques pour former des pores dans la membrane. D: lourds dommages a la membrane de
l'intestin moyen conduisant a la famine ou a la septicémie.

d. Structure et fonction des toxines CrylAa spécifiques aux lépidopteres ravageurs

CrylAa possede trois domaines. Le domaine I consiste en un ensemble de sept a-hélices
antiparalléles dans laquelle I’hélice 5 est entourée par le reste des hélices. Le domaine II se
compose de trois feuillets B antiparall¢les joints dans une topologie typique "Greek clé", disposés
dans un pli en B-prisme (330, 343). Le domaine III se compose de deux feuillets  tordus,
antiparalléles formant un sandwich  avec un topologie "Jelly Roll" (Grochulski et al., 1995;
Schnepf et al., 1998). La présence des hélices amphipathiques et hydrophobes du domaine I,
indique que ce domaine pourrait étre responsable de la formation des pores lytiques dans
I'épithélium intestinal de I'organisme cible, un des mécanismes proposés pour 1’activité toxique
de Cry (Grochulski et al., 1995; Schnepf et al., 1998). Les boucles exposées a la surface d I'apex
des trois feuillets f du domaine I ont d'abord été présentées comme candidats pour la capacité a

lier les récepteurs (Grochulski et al., 1995; Schnepf et al., 1998). La structure B-sandwich du
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domaine III pourrait jouer un certain nombre de roles clés dans la biochimie de la toxine. Le
domaine III a été proposé¢ pour la conservation des fonctions pour le maintien de l'intégrité
structurale de la toxine, peut-étre en la protégeant contre la protéolyse dans le tube digestif de
'organisme cible (Li et al., 1991; Schnepf et al., 1998). 11 a été suggéré qu’il joue le role de lien a

des récepteurs dans certains systemes (Schnepf et al., 1998).
e. Liaison des toxines a des récepteurs de larves de lépidopteres

Pour les toxines CrylA , au moins quatre protéines de liaison ont été décrites dans différents
insectes 1épidopteres: un glycosylphosphatidyl-inositol (GPI)-ancrée-aminopeptidase N (APN)
120 kDa chez Manduca sexta (Knight et al., 1994); Une protéine ressemblant a la cadhérine
(CADR) chez Manduca sexta (Vadlamudi et al., 1995); une phosphatase alcaline (ALP) ancre-
GPI chez Heliothis virescens (Jurat-Adang et Fuentes, 2004); et un glycoconjugué¢ (270 kDa)
chez la spongieuse (Valaitis ef al., 2001).

La figure 4 représente les quatre types de récepteurs putatifs des molécules Cryl A caractérisées a
ce jour (modifi¢ a partir de Bravo et al., 2007). Ainsi, la liaison de la protéine Cryl A avec des
protéines de liaison (ou récepteurs) cause l'insertion de la toxine dans la membrane de bordure en
brosse des cellules cylindriques de 1'épithélium de l'intestin moyen, ce qui conduit a la formation
de pores lytiques dans les membranes apicales des microvillosités suivie de la lyse cellulaire
conduisant a la mort de I'insecte. Les détails d'information ont été présentés dans de nombreuses

revues (Schnepf et al., 1998; Bravo et al., 2007; Gémez et al., 2007).

J @5@55 @@’55 J

Figure 4. Molécules réceptrices de protéines Cryla. CADR, cadhérine récepteur; APN,
aminopeptidase-N; ALP, phosphatase alcaline; GCR, récepteur 270 kDa glyco-conjugué.
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1.2.1.4. Synthese d'autres éléments par Bt au cours de sa croissance et role de ces éléments dans

le pouvoir entomotoxique du biopesticide

En plus des protéines Cry, Bt produit différents facteurs de virulence, y compris les protéines
insecticides sécrétées, des a-exotoxines (phospholipase C ou lécithinase), des B-exotoxines, des
hémolysines, des entérotoxines, des chitinases, etc. Tous ces facteurs peuvent avoir un role dans
le pouvoir entomopathogene contre les insectes dans des conditions naturelles, et contribuer au
développement de la bactérie dans les larves d'insectes mortes. Toutefois la contribution exacte
de chaque facteur est souvent inconnue (Schnepf et al., 1998; Agaisse et al., 1999; de Maagd
et al., 2001; Gohar et al., 2005). Ces facteurs peuvent étre de grandes molécules de hauts poids
moléculaires (protéines) ou de petites molécules. Certaines n’étant pas acceptables dans les

préparations commerciales de biopesticides a base de Bt (Tableau 3).
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Tableau 3. Exemples de facteurs possibles qui sont produits par Bt au cours de la fermentation

42.3 kDa.

Protéases neutre

Npr ayant une masse moléculaire
déduite (précurseurs) de 61.0 kDa

protoxines de Cry mais
n'ont pas d'effet direct
sur l'activité insecticide)

Composants Caractéristiques moléculaires Réle dans les Références
biopesticides

Protéines VIP3A ~ 89 kDa, spécifique a VIPS peuvent étre Estruch et al., 1996;

insecticides Lépidoptere; VIP1/Vip2 ~ 100/52 kDa, | utilisés séparément en Warren et al., 1998

végétatives spécifique a Coléoptére tant que biopesticides

(VIPS)

Chitinases Selon les souches de Bt Les chitinases peuvent | Regev et al., 1996;
améliorer Sampson and Gooday,
I’entomotoxicité des 1998; Wiwat et al.,
delta-endotoxines de Bt | 2000; Barboza-Corona
contre les insectes et al., 2003; Driss
ravageurs, en agissant et al., 2005
sur lamembrane
péritrophique

Protéases AprA : protéines ayant une masse Peu défini (elles Tan and Donovan,

alcalines moléculaire déduite (précurseurs) de peuvent dégrader les 2000; Brar et al., 2007

Donovan et al., 1997,
Brar et al., 2007

Inhibiteurs
immunitaire A

InA (~ 78 kDa)

11 est actif contre le
systeme de défense
humorale des insectes
ravageurs

Siden et al., 1979;
Dalhammar and
Steiner, 1984

Zwittermicin A

396 Da

Quand il est seul, il
n'est pas toxique pour
les insectes ravageurs,
mais il peut étre un
agent de synergie pour
les biopesticides Bt.

Broderick et al., 2000;
2003

Phospholipase C
(Lecithinase or
alpha-exotoxin)

Une phospholipase C spécifique a
phosphatidylinositol a été isolée a
partir d'une souche de Bt. Elle a un
poids moléculaire de 23 kDa.

Activité
hémolytique et
entérotoxine

Ce sont des facteurs de
virulence non -
spécifiques

Taguchi et al., 1980;
Agaisse et al., 1999

Agaisse et al., 1999;
Siegel, 2001

Beta-exotoxine

701 Da

11 a été interdit pour
usage du public,
conformément aux
recommandations de
I’Organisation
Mondiale de la Santé
(WHO)

WHO, 1999; Espinasse
etal., 2003

a. Protéines insecticides végétatives (VIPs)

Il a été observé que certaines souches de Bt produisent des protéines insecticides végétatives
(VIPS). Ces VIPS présentes dans le surnageant de culture pendant la croissance végétative de
certains Bt, sont des protéines insecticides d’un genre nouveau qui ne présentent aucune

homologie avec des cristaux protéines insecticides (ICPs) (Estruch ef al. 1996). Ces protéines
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comprennent les toxines binaires Vipl/Vip2, qui sont toxiques pour les coléopteres, et Vip3 qui

est toxique pour les 1épidopteres (Estruch ef al. 1996; Warren 1998).

Il a été démontré que Vip3A est toxique contre un large spectre d'insectes 1épidopteres dont
Agrotis ipsilon, Spodoptera exigua, Chilo partellus, Helicoverpa punctigera and Diatraea
saccharalis (Estruch et al. 1996; Donovan et al. 2001; Selvapandiyan et al. 2001; Loguercio
et al. 2002). Des différences ont été trouvées dans le mode d'action de Vip3A par rapport a 1’effet
des protéines Cry. L'apparition de symptomes provoqués par l'ingestion de Vip3A survient
36-48 h plus tard par rapport a celui de la delta-endotoxines (Yu ef al. 1997). En outre, le Vip3A
se lie sur des récepteurs différents sur la bordure en brosse des vésicules membranaires (BBMV),
en comparaison avec CrylA protéines (Lee etal. 2003). Les VIPS peuvent étre utilisés

séparément comme biopesticides (Estruch et al. 1996).

b. Chitinases

Depuis longtemps, les chitinases, enzymes hydrolysant la chitine (un homopolymere de
B-1,4-N-acétyl-alignés glucosamine), ont ¢été utilisées comme agent de synergie pour accroitre
I’entomotoxicité de biopesticides (Smirnoff and Valéro, 1972; Smirnoff, 1973, 1974). 1l a été
suggéré que la chitinase pourrait accroitre la toxicité du Bt par perforation de la barriere de la
membrane péritrophique de I’intestin moyen des larves et donc d'accroitre 1'accessibilité de la
delta-endotoxines de Bt aux récepteurs sur les membranes des cellules épithéliales (Regev et al.
1996). La perforation de la membrane péritrophique par la chitinase a été clairement démontrée
par I'examen "in vivo" et "in vitro" par les études de Wiwat et al., (2000); Thamthiankul ef al.,
(2004). Ces résultats confirment le role essentiel de la chitinase dans I'hydrolyse de la membrane
peritrophique, permettant ainsi la pénétration des spores et des cristaux de Bt dans 'hémolymphe
des larves. Au cours des dernic¢res années, il y a eu quelques recherches sur : (1) La sélection de
souches de Bt qui peuvent produire des chitinase (Rojas-Avelizapa et al., 1999; Barboza-Corona
etal., 1999; Liu et al., 2002); (2) Le clonage et l'expression de génes codant pour la chitinase
(provenant d'autres microbes) en Bt pour ’accroissement de I’entomotoxicité (Wiwat ef al.,
1996; Tantimavanich et al., 1997; Lertcanawanichakul et Wiwat, 2000; Sirichotpakorn et al.,
2001; Tantimavanich et al., 2004; Thamthiankul et al., 2004); (3) La production des chitinases
endogeénes ainsi que le clonage, le séquencage des geénes codant pour la chitinase ou les

caractéristiques de certains souches de Bt, tels que Bt var. kurstaki (Wiwat et al., 2000; Arora
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et al., 2003; Driss et al, 2005), Bt var. parkitani (Thamthiankul et al., 2001), Bt var. kenyae
(Barboza-Corona et al., 2003), Bt var. israelensis (Zhong et al., 2003), Bt var. alesti (Lin and
Xiong, 2004), Bt var. sotto (Zhong et al., 2005).

Toutefois, ces recherches ont été le plus souvent utilisées en fermentation en milieu synthétique
complétée par de la chitine colloidale pour la production de chitinase et de biopesticides a base de
Bt sauf pour les recherches de Rojas-Avelizapa efal, 1999, qui ont été appliqués pour
fermentation a I’aide de déchets (déchets blanchis de crevettes ) comme seul ingrédient pour la

production de chitinases et de biopesticides de Bt.

c. Protéases de Bt

Pendant la croissance, Bt peut produire certains types de protéase nécessaires pour hydrolyser des
protéines dans les milieux (synthétiques ou complexes). Ainsi, une métalloprotéase (37,5 kDa;
pH optimal de 6.5-7.5) a été produite par Bt var. kurstaki HD-1 (Btk HD-1) dans le milieu
synthétiques (Li et Yousten, 1975); quatre protéases ont été fractionnées et caractérisées dans le
milieu du bouillon de fermentation (Zouari et Jaoua, 1999); une protéase sérine thermostable
(34 kDa, ayant une activité maximale a 70 °C et a un pH de 8.5-9.0) produites par Bt var. kurstaki
HD-255 en milieu synthétique (Kunitate ef al., 1989); deux des protéases neutres et alcalines ont
¢été produites au cours de la croissance de Btk HD-1 par croissance dans les boues d’épuration
(Tyagi et al., 2002), etc. En outre, il a été constaté que certains protéases alcalines sont associées
a des cristaux protéines insecticides (Bulla et al., 1977; Chestukhina ef al., 1980; Nickerson

etal., 1981; Bulla ef al., 1981, Andrews et al. 1985).

Jusqu'a présent, le role de la protéase dans I’accroissement ou la diminution de [l'activité
insecticide des delta-endotoxines contre les insectes nuisibles n’a pas été¢ confirmé. Il convient de
mentionner a nouveau que, apres ingestion par des insectes sensibles, les cristaux sont solubilisés
par le milieu alcalin de l'intestin des insectes et les cristaux protéiques solubilisés (les pro-toxines

pleine longueur et inactifs) sont transformés en fragments plus petits et entomotoxiques.

Deux sources d'activité protéolytique sont capables de traiter et/ou de dégrader les cristaux pro-
toxines: (a) l'activité protéolytique (dans I’intestin moyen) hydrolyse les pro-toxines en toxines
actives (Haider et al., 1986; Ogiwara et al., 1992; Tojo et al., 1986); et (b) au cours de la

sporulation, Bt synthétise des enzymes protéolytiques (Brar et al., 2007), et cette activité
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protéolytique peut traiter et / ou dégrader les cristaux protéiques (Andrews et al., 1985, Carroll
et al., 1989; Chestukhina et al., 1980; Nickerson et al., 1981; Kunitate ez al.,, 1989; Donovan
etal., 1997; Tan et Donovan, 2000). En fait, ils peuvent dégrader les protéines insecticides.
Toutefois, leur absence ou leur présence ne modifient pas 1’activité biopesticide des cristaux
protéiques de Bt qui sont spécifiquement entomopathogéniques contre les Iépidopteres
(Nickerson et al., 1981; Donovan et al., 1997; Tan et Donovan, 2000 ). Toutefois, dans certains
cas, l'inhibition de la protéase alcaline pourrait augmenter l'activité insecticide de Bt (Maclntosh
et al., 1990). Ainsi, le réle de ces protéases dans l'activité insecticide doit étre vérifi¢ (Brar et al.,

2007).

d. Inhibiteurs immunitaires contre Bt

Bt est tres résistant face au systeme humoral de défense de I'hote, en particulier pour contre les
cécropines et les attacines, qui sont les principales classes de peptides antibactériens inductibles
chez divers Iépidopteres et dipteéres (Dalhammar et Steiner, 1984; Edlund ef al. 1976; Fedhila
et al., 2002). Une métalloprotéase contenant du zinc sécrétée par Bt, appelée Inha ou InA, en
particulier hydrolyze les cécropines et les attacines dans I’hémolymphe de Hyalophora cecropia

in vitro (Dalhammar et Steiner, 1984; Edlund et al. 1976).

Bien que la dégradation des cécropines et des attacines par Inha puisse expliquer en partie le
succes de Bt pour envahir ’hemolymphe, 1'importance de cette protéase dans la virulence a été
débattue (Dalhammar et Steiner, 1984; Lovgren ef al., 1990; Siden et al. 1979). En effet, le role
de I'Inha dans la résistance au systéme immunitaire humorale n'est pas compatible avec la durée
de sa production. L'expression tardive de 1’Inha n'est pas compatible avec la production de 1'anti-

peptide, qui est une premiere réaction de défense de I'hote (Fedhila et al., 2002).

Un autre rdle putatif est suggéré par le fait que 1’Inha purifiée a un effet 1étal apres injection chez
l'insecte hote. Les symptdmes associés a I'administration de I’Inha sont typiques de la toxémie et
non d’une septicémie bactérienne (Lovgren et al., 1990; Siden ef al., 1979). Ainsi, les roles de
ces inhibiteurs immunitaire comme un agent possible de synergie (ou non) ne sont pas encore

bien définies.

20



e. Phospholipases C

Les phospholipases sont un groupe hétérogene d'enzymes qui sont capables d'hydrolyser un ou
plusieurs liens ester des glycérophospholipides. Les actions des phospholipases peuvent entrainer
la déstabilisation des membranes, la lyse cellulaire et la libération de seconds messagers
lipidiques. Ces enzymes sont classées en fonction de la spécificité de 'ester lien qui est clivé lors

de leur action (Cox et al., 2001) (Figure 5).

Al
\O

H,C -0 C-RI
B X0

Figure 5. Sites de l'action de la phospholipase Al, A2, B, C et D. La structure générique de la
phospholipase est représentée avec les sites d'action des phospholipases désigné par une fléche.

Les phospholipases C sont une composante des protéines actives qui peuvent dégrader la
membrane (Elles comprennent la phospholipase C, la sphingomyélinase, la phospholipase C
spécifique au phosphatidylinositol). (Gilmore ef al., 1989). Une phospholipase C spécifique au
phosphatidylinositol a été purifiée a partir du bouillon de culture de Bt a 1’état homogéne comme
indiqué par électrophorese sur gel de polyacrylamide. L'enzyme purifiée (poids moléculaire:
23 000 + /- 1000) a une activité au maximale a un pH de 7.5 et n'est pas influencée par I'EDTA.
L'enzyme spécifiquement hydrolysée agit sur le phosphatidylinositol, mais n’a aucune action
contre la phosphatidylcholine, la phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine, le
phosphatidylglycérol et la sphingomyéline (Taguchi ef al., 1980). L'action de la phospholipase C
agit contre les invertébrés et contre les vertébrés Sa présence est interdite dans les biopesticides

a base de Bt (Agaisse et al., 1999).

[. Beta-exotoxine (f-exotoxine)

La p-exotoxine (Figure 6), ¢également connu sous le nom de thuringiensine
(C2H3,N50191P1.3H,0), est un composé non-spécifique et stable a la chaleur. Elle est sécrétée

dans le milieu de culture au début de la sporulation, par certaines souches de Bt. Ceci est un
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analogue insecticide de 1'adénine-nucléotide, composé de 1'adénosine, du glucose et de 1’acide
allarique et son poids moléculaire est de 701 Da (Bond ef al., 1969). La toxicité de la B-exotoxine
résulte probablement de l'inhibition de I'ARN polymérase et qui par concurrence avec 1'ATP,
inhibe la synthése de I'ARN (Campell et al., 1987). Sa toxicité sur la mue et la nymphose et, a
doses sublétales, ses effets tératologiques sur les différents ordres d'insectes a été décrite. En
raison de sa toxicité pour les vertébrés, la plupart des préparations commerciales de Bt sont

préparés a partir d'isolats qui ne produisent pas de B-exotoxine (Espinasse ef al., 2003).
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Figure 6. Structure de la p-exotoxine (Campell ef al., 1987).

g. Zwittermicine A

Zwittermicine A est un antibiotique aminopolyol fongistatique de 396 Da (Figure 7) qui est
produit par de nombreux bacilles, y compris les souches de Bt. Elle est produite au cours de la
sporulation de Bt (Nair et al., 2004; Silo-Suh et al., 1998; Stabb et al., 1994; Stohl et al., 1999;
Manker, 2002).

Figure 7. Structure de Zwittermicine A.
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Zwittermicine A obtenu a partir de Bacillus cereus peut augmenter l'activité insecticide de Bt
subsp. kurstaki, alorsque seule, elle ne montre aucune activité insecticide lors d'un essai contre la
spongieuse (Lymantria dispar) (Broderick et al., 2000, 2003). Il existe plusieurs mécanismes
possibles par lesquels Zwittermicine A pourrait renforcer l'activité de Bt contre la spongieuse tels
que (1) Action directe contre les cellules d'insectes, une fois qu'elles deviennent accessibles par le
biais de la perforation de l'intestin moyen de 1’épithélium de Bt; (2) Action directe sur divers
aspects de la fonction de I’intestin moyen, telles que rupture de la membrane péritrophique ce qui
supprime une barriere physique, la stimulation des protéases nécessaires pour solubiliser et
activer des delta-endotoxines de Bt et la modification des propriétés de I’intestin moyen de
I'épithélium pour faciliter la liaison des toxines de Bt et la formation de pores; (3) Les propriétés
antimicrobiennes de Zwittermicine A peuvent modifier la composition de la microflore
intestinale dans la spongieuse. La microflore intestinale est essentielle pour de nombreux insectes
pour leur croissance normale, le développement, la reproduction, la digestion et la nutrition; La
perturbation de ces relations pouvant potentiellement modifier la puissance de Bt (Broderick

et al.,2000).

h. Résumé des caractéristiques de Bt var. kurstaki HD-1 (Btk HD-1)

La souche HD-1 de Bt var. kurstaki (Btk HD-1) est I'une des souches les plus efficaces et les plus
utilisées dans de nombreux types de biopesticides commerciaux, car elle a un spectre d’activité
assez large contre certains insectes ravageurs (Dulmage, 1970; Hofte et Whiteley, 1989). Cette
souche a été utilisée dans notre laboratoire pour développer des processus de production

économique des biopesticides. Le tableau 4 présente quelques caractéristiques de Btk HD-1.
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Tableau 4. Quelques caractéristiques de Btk HD-1

Caractéristiques Positive (+) or Role Référence
négative (-)
Sérotype Type: H3a3b (in Classification de Barjac and Bonnefoi, 1973;
1973) and H3a3b3c Lecadet et al., 1999
(in 1999)
Séro-variété kurstaki de Barjac and Bonnefoi, 1973
(serovar.)
Souche HD-1 Dulmage, 1970

genes codant pour Delta-
endotoxines

crylAa, crylAb,
crylAc

Synthese des protéines de
CrylAa, CrylAb, CrylAc
(130-140 kDa)

Hofte and Whiteley, 1989

cry2Aa and cry2Ab | Synthese des protéines de

Cry2Aa (activité contre a

la fois Lépidopteres et

Dipteres), les protéines de

Cry2Ab protéines

(activité contre

Lépidopteére) (70 kDa)
VIP 3A + VIP 3A est toxique contre | Guttmann and Ellar, 2000;

une large gamme de Donovan et al., 2001

Lépidopteére
Chitinase + Accroit I'activité Guttmann and Ellar, 2000

biopesticide des delta-

endotoxines de Bt
Protéases alcalines + Mal défini Tyagi et al., 2002
Me¢étallo-protéases + Yong and Yousten, 1975
Alpha-exotoxine + Toxique contre un large de Barjac and Bonnefoi, 1973;
(phospholipase C or éventail d'invertébrés et Guttmann and Ellar, 2000
Lecithinase C) de vertébrés
Inhibiteurs immunitaire + Active contre le systéme Guttmann and Ellar, 2000
A immunitaire humoral des

insectes (cécropines et

attacines)
Activité hémolytique - Toxique contre un large Carlson C.R., and Kolsto, 1993,
(hémolyse des éventail d'invertébrés et Corlson et al., 1994
érythrocytes humains sur | + de vertébrés Guttmann and Ellar, 2000;
géloses) Hansen and Hendriksen, 2001
Entérotoxine (mesurée + Carlson C.R., and Kolsto, 1993,
par immunoréaction) Corlson et al., 1994; Guttmann

and Ellar, 2000

Beta-exotoxine type I - Levinson et al., 1990
and type II
Zwittermicin A + Potentialiser l'activité Manker et al., 1994; Stabb et al.,

biopesticide des delta- 1994

endotoxines de Bt
Coproporphyrine + sensibilité de la spore a la | Harms et al., 1986

lumiére visible
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1.2.2. Stratégies générales pour la production a haut rendement de 6-endotoxine et de

biopesticides a base de Bt ayant un fort potentiel entomotoxique

La composante la plus importante pour tous les types de biopesticides a base de Bt est la
concentration en delta-endotoxines (Schnepf ef al., 1998). En pratique, la plupart des produits
commerciaux de Bt sont basés sur le complexe spores et cristaux protéiques insecticides (ICPs),
obtenu par centrifugation du bouillon de fermentation (Dulmage et al., 1970; Brar et al., 2006a).
Pour améliorer 'efficacité de tous ces types de biopesticides, certaines stratégies et méthodes
peuvent étre appliquées. Afin d’évaluer l'effet de l'application de ces procédés, quelques
recherches se sont basées sur le rendement de la production de delta-endotoxines par
fermentation de Bt (Zouari et Jaoua, 1999); quelques travaux se sont basés sur le rendement des
spores et ICPs ainsi que sur l'activité insecticide des produits fermentés (Motrris et al., 1996).
Enfin d’autres recherches ont été basées sur l'activité insecticide (entomotoxicité¢) des bouillons

de fermentation de Bt (Brar ef al., 2005a).

1.2.2.1. Optimisation des teneurs en éléments nutritifs pour la production de biopesticides a base

de Bt

Dans le cas de l'utilisation de milieux semi-synthétiques pour une production optimale de
biopesticides a base de Bt, les taux des ¢léments nutritifs ont été étudiés en tenant compte soit des
ingrédients du milieu, comme par exemple la concentration en glucose (Scherrer et al., 1973;
Arcas et al., 1987, Goldberg et al., 1980), soit sur le ratio optimal de C: N a différentes teneurs
totales initiales de carbone (Farrera et al., 1998). Scherrer et al. (1973) ont constaté que, dans le
milieu semi-synthétique pour la production de biopesticides a base de Bt, I'augmentation des
concentrations de glucose permet d‘obtenir des inclusions cristallines plus grandes avec une
teneur élevée en protéines et en activité insecticide. Un rendement maximal en protéines et
endotoxines est obtenu dans un milieu semi-synthétique contenant du glucose a une concentration
de 6 a 8 g/ L (Scheffer et al., 1973). Arcas et al. (1987) ont utilis¢ un milieu contenant du
glucose et de I’extrait de levure pour la production de biopesticides. Ils ont constaté que la
concentration de spores a été augmentée de 1,08 x 10" spores/L a 7,36 x 10'% spores/L et les taux
de toxines ont sont accrus de 1,05 mg/ml a 6,85 mg/ml lorsque la concentration de glucose a été
portée de 8 a 56 g/L, avec augmentation du reste des composants du milieu : une concentration

plus élevée de nutriments réduisant la concentration de spores ou la production de toxines.
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En ce qui concerne l'utilisation d’un milieu complexe tel que les boues ou autres déchets pour la
production de biopesticides a base de Bt, il est bien connu que la plupart des ¢léments nutritifs
nécessaires a la croissance Bt sont présents dans les solides, ce qui indique que I'augmentation de
la concentration des solides dans le milieu peut accroitre les taux de carbone et des autres
nutriments. Ce fait a été prouvé dans le cas des boues d'épuration. L'optimisation des éléments
nutritifs pour la production de biopesticides a base de Bt a été étudiée indirectement par rapport a
la concentration de solides des boues et/ou le ratio de carbone: azote, ainsi que vis-a-vis les types
de boues (Lachhab et al., 2001; Vidyarthi et al., 2002). 11 a été constaté que la concentration de
solides des boues influence fortement la croissance de Bt et I’entomotoxicité obtenue. Toutefois,
une concentration de solides de 46 g/L réduit la concentration de cellules de Bt (5,4 x 10® unité
formant colonie/ml ou UFC/ml), la concentration de spores (4,8 10® UFC / ml) et une faible
entomotoxicité (9743 Ul/ul) est obtenue; Le taux de sporulation étant de 89%. Le méme
phénomeéne a été observé avec une plus faible concentration de solides dans les boues (10 g/L),
entrainant une faible concentration de cellules (4,3 x 10° UFC / ml), un faible taux de spores
(3,9 x 10* UFC/ml) et une entomotoxicité réduite (8231 UI/ ul). La concentration optimale des
solides a été établie a 26 g/L, ce qui améliore I’entomotoxicité a 12970 Ul/ul, les concentrations
des cellules et de spores de 5,0 x 10° et 4,8 x 10° UFC/ml, respectivement, et un taux de
sporulation de 96% (Lachhab ef al., 2001). Par rapport aux taux de carbone et d'azote, il a été
constaté qu'un faible rapport C/N dans les boues secondaires et un taux élevé de C / N dans les
boues mélangées permettent d’obtenir une plus grande entomotoxicité; La valeur optimale de C:

N dans les boues mélangées pour la production Bt ayant ét¢ établie a 7,9-9,9.

1.2.2.2. Ajouts de différentes sources de carbone et d'azote dans le milieu complexe pour

augmenter |’entomotoxicité obtenue dans le bouillon de fermentation de Bt

Les effets de 1’addition de glucose (comme source de carbone), extrait de levure (source d'azote
organique) et de sulfate d'ammonium (source d'azote inorganique) sur la croissance de Bt et
I’entomomotoxicité obtenue dans le bouillon de fermentation du Bt en utilisant des boues (non
hydrolysées et hydrolysées) comme substrats ont ét¢ étudiés par LeBlanc (2004). Les résultats
ont montré que l'apport de glucose (2 g/L) comme source de carbone dans des boues non-
hydrolysées (Communauté-Urbaine-de-Québec - CUQ) a permis d’augmenter le potentiel
d’entomotoxicit¢ de biopesticide (de 10566 UI/uL jusqu’a 12376 Ul/ul). Pour les boues

hydrolysées, une faible augmentation de I’entomotoxicité a été observée par l'ajout de 2 g/L de
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glucose (de 14113 Ul/uL a 15147 Ul/ul). En outre, il a été constaté que le pourcentage ¢élevé de la
sporulation ou de haute concentration de spores ne permet pas d’accroitre 1’entomotoxicité

(LeBlanc, 2004).

Un supplément d'extrait de levure (comme source d'azote) dans les boues n'a pas entrainé de
différence significative au point de vue de la concentration de cellules de Bt. Toutefois, dans les
boues non hydrolysées, la concentration de spores a été réduite suite a une augmentation de la
concentration d'extrait de levure ajouté a la boue. En ce qui concerne 1’entomotoxicité, I'addition
de 1 ou de 2 g/L d'extrait de levure dans les boues non hydrolysées permet de I’augmenter de
10566 UI/uL (contrdle) a 12912 et 13300 UI/uL, respectivement. Dans les boues hydrolysées,
une légere augmentation de I’entomotoxicité a été observée (de 14113 a 15406 UI /ul) suite a
I’addition de 1 g/L d’extrait de levure (LeBlanc, 2004). D'autre part, les résultats obtenus au
cours des expériences réalisées montre que l'ajout de sulfate d'ammoniac comme source d'azote
inorganique dans un mélange de boues non hydrolysées et hydrolysées n'a pas accru
I’entomotoxicité. Il est possible que les boues aient assez de source d'azote inorganique (LeBlanc,

2004).

1.2.2.3. Addition de NaCl et de Tween 60 ou Tween 80 dans le milieu de fermentation

L'addition de 0,5% de NaCl et de 0,1% de Tween 60 a un milieu de culture contenant des pulpes
de graines de coton (Proflo) et de glucose comme les principales sources d'hydrates de carbone et
d'azote, respectivement, a augmenté l'activité insecticide (spores- cristaux) de Bt var. aizawai
(HD133) (spores- cristaux) Motris ef al., 1996). Dans le cas de 1'utilisation de gruau brut et de
farine de poisson comme milieu complexe pour la production de biopesticides de Bt var. kurstaki
BNS3, la présence de 0,5 g/ de NaCl et de 0,1% de Tween-80 accroit le rendement en delta-

endotoxines (Zouari et Jaoua, 1999).

Récemment, l'effet d'un agent tensio-actif, le Tween 80 (0,2%, v/v) sur la production de
biopesticides a base de Bt en utilisant des boues d'épuration secondaires (non hydrolysées (NH)
et hydrolysées (TH)) comme substrats de fermentation a été étudié en bioréacteurs. Boues
hydrolysées ont permis d’augmenter I’entomotoxicité (Tx) (+49%) et la concentration de cellules
et spores vis-a-vis ce qui est produit a I’aide des boues non hydrolysées. L’ajout de Tween 80 a
des boues non hydrolysées a augmenté de 1,67 et 4 fois respectivement, les teneurs en cellules et

en spores; Le taux maximum de croissance spécifique (umax) ayant augmenté de 0,19 4 0,24 h™!
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et celui de I’entomotoxicité¢ (Tx) de 26,6%. Toutefois, l'apport de Tween 80 a des boues
hydrolysées a augmenté de 2 et 2,4 respectivement les taux de cellules et de spores, et la
croissance spécifique pmax est passée de 0,28 a 0,3 h”' sans modification de I’entomotoxicité
(Tx) (Brar et al., 2005a). Ces résultats intéressants montrent que 1'ajout de NaCl et de Tween 60
ou de NaCl et de Tween 80 ou de Tween 80 dans le milieu de fermentation augmente
considérablement le rendement en puissance insecticide et en production de delta-endotoxines et

ce, indépendamment des types de milieu (a I'exception de boues hydrolysées).

Ceci peut étre expliqué par le fait que de faibles concentrations de sels neutres comme NaCl
augmente la solubilit¢ de nombreuses protéines alors que le Tween 80 (polyoxyéthyléne
sorbitane mono-oléate) et des agents tensio-actifs ont été utilisés en cultures bactériennes afin de
promouvoir l'adsorption de composés dans les cellules tout en augmentant la disponibilité des
protéines solubles dans le milieu. Ainsi, l'addition de ces suppléments dans le milieu de culture
augmente probablement la solubilit¢ et de la disponibilité pour Bt, des protéines lors de la
production des sous-unités entomotoxiques de I'endotoxine (Morris et al., 1996; Zouari et Jaoua,

1999; Brar et al., 2005a).

1.2.2.4. Mode de culture Fed batch (Cultures discontinues avec un apport controlé de substrat)

Avec un milieu synthétique classique pour 1’obtention de biopesticides a base de Bt ayant une
haute densité de cellules et de spores, le mode de culture fed-batch est susceptible d'étre la
meilleure stratégie. Kang et al. (1992) a appliqué un fed-batch intermittent pour augmenter la
production de cellules et de spores de Bt, celui-ci a atteint le nombre final de 12,53 x 10’
spores/mL. Jong et al. (1994) ont évalué une culture fed-batch de Bt fondée sur le contréle du
pH et ont rapporté un nombre maximum de spores de 8,3 x 10° /ml. En employant une stratégie
de fed-batch basée sur une forte agitation, Chen et al. (2003) ont montré que la concentration de
cellules a augmenté de 50% par rapport a la culture batch. Cependant, toutes ces études ont été

effectuées a 1’aide d’un milieu synthétique et la valeur d’entomotoxicité n'a pas été rapportée.

Récemment, une stratégie simple de fed-batch basée sur la mesure de 1'oxygene dissous (DO) au
cours de la fermentation a été¢ développée en utilisant des boues d'épuration comme substrat pour
produire des biopesticides a base de Bt. Il a été constaté par le remplacement de la stratégie du
processus de batch par fed-batch, que la concentration de spores a été augmentée de 5,62 x 10°* a

8,6 x 10° (UFC/ml), ce qui a abouti a élever I’entomotoxicité de 13 x 10° a 18 x 10° SBU/L. Une
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entomotoxicité supérieure a été enregistrée avec une faible concentration de spores en utilisant
des boues d'épuration comme substrat alors qu’une entomotoxicité faible a été notée avec une

haute concentration de spores dans le milieu synthétique (Yezza et al., 2005a).

1.2.2.5. Utilisation de différents agents de controle du pH au cours de la fermentation

L'hydroxyde d'ammonium et I'acide acétique (NH4OH/CH3;COOH) ont été utilisés comme agents
de contrdle du pH au cours de 1’obtention de Bt dans un fermenteur de 1'échelle pilote (150-1) en
employant deux boues secondaires provenant de deux usines de traitement des eaux usées
(CUQS et JQS) et un milieu semi-synthétique a base de tourteau de soja comme substrats (Yezza
et al., 2005c). Les résultats ont montré une forte augmentation des concentrations totales des
cellules, des spores, de 1’activité des protéases et de I’entomotoxicité lorsque le pH de la culture a
été controlé en utilisant NH4,OH/CH3;COOH et ce, indépendamment du milieu. A la fin de la
fermentation (48h), la concentration totale de cellules a augmenté de pres de 17%, 33% et 25%,
l'activité des protéases a cru de 12%, 33% et 53% et la concentration maximale de spores a
augmenté de pres de 28%, 48% et 33% dans les milieux de CUQS, JQS et le soja,
respectivement. L’entomotoxicité s’est élevée de 22%, 21% et 14% dans les milieux de CUQS,
JQS et le soja, respectivement, par rapport aux résultats obtenus avec NaOH/H,SO4 pour

contrdler le pH.

Une plus grande entomotoxicité a également été¢ observée en utilisant des boues par rapport a ce
qui est observé avec un milieu semi-synthétique. Cette amélioration de la performance du
processus a base de Bt est une conséquence d’un ajout rapide de la source de carbone et d'azote
utilisable par le biais de controle du pH, ce qui a stimulé la production d'endotoxine et a

augment¢ la sporulation (Yezza et al., 2005c).

1.2.2.6. Traitement des boues d'épuration pour augmenter la biodégradabilité des nutriments

Les boues d'épuration sont des matieres complexes pour la fermentation et le prétraitement est
nécessaire pour transformer les composés moins biodégradables en nutriments plus facilement
accessibles (Barnab¢, 2004, Yezza et al., 2005b). En utilisant de nombreuses méthodes telles que
I'hydrolyse acide, alcaline ou thermique, ainsi que 'oxydation par H,O, pour le traitement des
boues mixtes et secondaires, il a été constaté que I’emploi de boues hydrolysées par traitement
alcalin, alcalino-thermique, ou thermo-oxydant permet d’améliorer significativement

I’entomotoxicité des biopesticides a base de Bt (Barnabé, 2004). Les conditions optimales de

29



I'hydrolyse alcaline, thermo-alcaline, et thermo-oxydante ont été établies en fermenteur de 15-L.
Les entomotoxicités obtenues variaient entre 17400 et 19000 UI/uL avec les boues traitées
(solides en suspension de 37,4 g/L) soit de 37% a 49% de plus que ce qui est observé avec les
boues non traitées (solides en suspension a de 25,0 g/L) et de 1,7 a 1,9 fois plus élevé que ce qui

est constaté avec le milieu contenant du soja conventionnel (semi-synthétique).

D’autres résultats intéressants ont été obtenus par Yezza ef al. (2005b). Dans cette étude, les
boues ont subi un traitement thermo- alcalin ou une oxydation et employées pour produire Bt
dans fermenteurs de 15-L dans des conditions contrdlées. Il a été constaté¢ que 1’hydrolyse
thermo- alcaline est un processus efficace afin d’accroitre I’entomotoxicit¢ de Bt contre la
tordeuse des bourgeons de I'épinette. La concentration des cellules et des spores s’est élevée de
40 et 46% respectivement par rapport a celle rapportée avec des boues non traitées.
L’entomotoxicité finale augmente de 12,3 x10° SBU/L avec des boues brutes a 16,6 x 10°
SBU/L avec la boue traitée par des agents thermo-alcalins. L'amélioration de la performance du
processus a été attribuée a un meilleur transfert d'oxygeéne résultant d’une diminution de la
viscosité¢ des milieux et d’une plus grande disponibilité¢ des éléments nutritifs en raison de la

solubilisation et de la biodégradabilité des boues (Barnabé, 2004; Yezza et al.2005b).

1.2.2.7. Chitinases endogenes comme agents de synergie pour augmenter [’entomotoxicité des

biopesticides a base de Bt

Wiwat et al., 2000 ont isolé une souche de B. thuringiensis ssp. kurstaki HD-1 (G) qui a été
identifiée comme celle produisant le plus de chitinase dans leur étude. Ce Bt synthétise la plus
grande quantité de chitinase (19,3 mU/ml) quand il est cultivé sur un agitateur rotatif (200 rpm) a
30°C pendant 2 jours, dans un bouillon de nutriments contenant 0,3% de chitine colloidale.
L’entomotoxicité de B. thuringiensis ssp. kurstaki HD-1 (G) et celle de B. thuringiensis ssp.
kurstaki wa-p-2, (non producteur de la chitinase) ont été comparées vis-a-vis des larves de
Plutella xylostella (fausse-teigne des cruciferes) Ils ont noté que les concentrations 1étales 50%
(CLso) étaient respectivement de 4,93 x 10* et 1,32 x 10° spores/ml, (plus la valeur de la CL 50%
est faible, plus la toxicité est élevée). Quand le bouillon de culture de B. thuringiensis ssp.
kurstaki HD-1 (G) a été utilis¢é comme liquide de suspension au lieu d’un tampon phosphate, les

valeurs des CL 50 ont été réduites a 6,23 x 10° et 7,60 x 10* spores/ml, respectivement. Leurs
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¢tudes ont indiqué que la toxicité de B. thuringiensis ssp. kurstaki HD-1 (G) pour les larves de

fausse-teigne des cruciféres augmente en cas d’utilisation des surnageants.

Ces travaux montrent que la chitinase présente dans le surnageant et/ou certains facteurs peutvent
accroitre significativement la toxicité de B. thuringiensis ssp. kurstaki HD-1 (G). Par conséquent,
I'amélioration de la toxicité des biopesticides a base de B. thuringiensis par addition de
surnageant de culture dans le réservoir de mélange avant l'application sur le terrain peut étre
envisagée (Wiwat et al., 2000). Cette recherche est trés intéressante du point de vue de
I’application pratique. Toutefois, elle a été menée uniquement sur milieu synthétique. En outre,

ces travaux n’ont utilisé que la concentration de spores pour évaluer la toxicité.

1.2.2.8. Zwittermicine A comme agent de synergie pour augmenter [’entomotoxicité des

biopesticides-Bt

Jusqu'a présent, une seule recherche a examiné 1'addition des Zwittermicines A produites par
Bacillus cereus comme agent de synergie pour accroitre l‘entomotoxicit¢ du biopesticide
commercial ‘Foray76B’ (Broderick et al., 2000). Dans cette étude, les auteurs ont constaté que B.
cereus UWS8S5 produit la Zwittermicine A a forte concentration dans un milieu tryptique soja et
ils ont démontré que l'ajout d’une culture de B. cereus UWS8S (sur un agitateur rotatif (200 rpm) a
30 ° C pendant 2 jours) augmente de facon significative le taux de mortalit¢ de larves de
spongieuse. Par ailleurs lorsqu'il est appliqué seul (3,3 %), B. cereus UWS85 n'a eu aucun effet sur
la survie des larves de spongieuse. Une faible concentration de culture d’UWS8S5 (0,033 pl par
disque) a presque doublé¢ l'activité de B. thuringiensis subsp. kurstaki contre les larves, alors que
B. thuringiensis subsp. kurstaki seul, a causé seulement 20% de mortalité. Une augmentation de
la mortalité des spongieuses a été notée avec des doses plus élevées, atteignant 95%, avec un
apport de 10ul de la culture. Les auteurs ont également relevé que la Zwittermicine A a un effet
significatif sur le temps de mortalité¢ des larves provoquée par Bt. Au 3ieme jour des bio-essais,
B.thuringiensis seul a causé la mortalité¢ de seulement 17% des chenilles. Avec 1’addition de
zwittermicine A a Bt, la mortalité larvaire variait de 61% avec un apport de 500 pg a 93 % avec
un ajout 150 ng de Zwittermicine. Ces travaux de R&D peuvent conduire a développer une
méthode avancée pour la production de haute activité¢ biopesticide a base de Bt ayant un

potentiel accru. Toutefois, cette étude a utilisé B. cereus pour la production de Zwittermicine A.
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Elle ne donnait aucune information sur la production de cet antibiotique par Btk HD-1 et de la

récupération de la Zwittermicine A pour la formulation de biopesticide -Bt.

1.2.3 Problématiques

Les recherches antérieures sur l'utilisation les eaux usées d’industrie d’amidon (SIW) comme
matieres premieres pour la production de biopesticides a base de Bt ont été réalisées avec les SIW
de la compagnie ADM-Ogilvie a Candiac (QC, Canada). Ces eaux usées ont une concentration de
solides totaux de 15 a 17 g/L (Brar efal, 2005b; Yezza et al., 2007). Ces recherches ont
démontré que les SIW comportaient certains avantages par rapport a l'utilisation des boues :
(1) elles peuvent étre utilisées directement comme matiéres premicres sans traitement pour la
fermentation (Brar et al., 2005b; Yezza etal., 2006); (2) elles sont appropriées pour la
fermentation et ce, sans probleme de formation de mousse (Brar et al., 2005b; Yezza et al.,
2007); (3) les biopesticides produits a base de Bt en utilisant les SIW comme matiéres premiéres
sont aussi valables pour la réalisation de formulations finales (Brar et al., 2005b). Toutefois, ces

recherches sont encore préliminaires et il reste de nombreux problémes a résoudre:

1. La delta-endotoxine est la principale composante des biopesticides a base de Bt pour le
contrdle biologique des insectes ravageurs ciblés. Toutefois, la concentration en delta-
endotoxines produites par Btk HD-1 dans les différents substrats de fermentation (SIW ou

boues d’épuration ou milieu semi-synthétique) n'a pas été déterminée;

2. En pratique, la plupart des produits de Bt commerciaux sont basés sur le complexe de spores
et de cristaux protéines insecticides (ICPs) qui peut étre obtenu par centrifugation du bouillon
de fermentation. Ce complexe de spores et des ICPs (culot de centrifugation) peut étre remis
en suspension avec le surnageant du bouillon de fermentation pour obtenir un nouveau
mélange qui est ensuite utilisé pour formulation et obtention du produit final. Par conséquent,
pour évaluer I'efficacité des biopesticides produits par tous les procédés de fermentation, il est
nécessaire de déterminer I’entomotoxicité (Tx) du mélange par des bioessais. Cela n’a pas

étudié dans les recherches antérieures;

3. La concentration en solides totaux des SIW (~ 15 a 17 g/L) n'est pas aussi ¢élevée que celle en
solides totaux des boues (~ 30 g / L) ou des milieux semi-synthétiques a base de la farine de
soja (~ 28 g/ L) qui sont normalement utilisés pour la production de biopesticides dans des

recherches antérieures. Il n'est pas possible pour Dl’instant de savoir si les SIW ont
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suffisamment de nutriments pour la production de biopesticides a base de Bt. Par conséquent,
une question est soulevée : « Est-il possible d'appliquer certaines méthodes connues pour
améliorer la Tx en modifiant la composition en nutriments dans les SIW comme
I’optimisation de la concentration en solides totaux du milieu; la fortification en nutriments
du milieu au cours de la fermentation en ajoutant différents agents pour le contréle du pH;
I’enrichissement en nutriments du milieu avant la fermentation avec des sources adéquates de

carbone ou azote; et I’application du mode de culture fed- batch, batch fermentation)? ».

Des méthodes avancées pour I'amélioration de Tx basée sur la synergie d'action des chitinases
ou de la Zwittermicine A (qui peut étre produite par Btk HD-1- Tableau 4) avec les delta-

endotoxines et les spores de biopesticides n'ont pas été explorées;

La réponse a la question suivante n’est pas encore connue : « Est-il possible d’établir les
relations entre les concentrations en spores et en delta-endotoxines, entre la concentration de

spores et de Tx, et entre la concentration des delta-endotoxines et Tx? ».

1.3. OBJECTIFS —- HYPOTHESES — ORIGINALITE DE LA RECHERCHE

1.3.1. Objectifs de recherche

1.3.1.1. Objectif global

Production de biopesticides a base de Btk HD-1 avec une tres forte activité en utilisant les SIW

comme matieres premieres.

1.3.1.2. Objectifs spécifiques

1.

Addition de nutriments supplémentaires par I’utilisation de différents agents de controle du
pH pour augmenter l'activité pesticide de Btk HD-1 en employant les SIW comme maticres

premiceres.

Optimisation de concentration en solides des SIW pour ’obtention de hauts rendements en

delta-endotoxine et en Tx de Btk HD-1.

Augmentation de la production en delta-endotoxine et de Tx des biopesticides a base de Btk
HD-1 par I’ajout de sources appropriées de carbone et/ou d'azote ou de Tween 80 dans les

SIW utilisées comme matieres premicres.
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4. Fermentation en fed-batch afin d’augmenter la production de delta-entotoxines de Btk HD-1

en utilisant les SIW comme matieres premieres.

5. Production induite des chitinases pour améliorer la Tx de Bacillus thuringiensis avec les SIW

comme substrat de fermentation.

6. Récupération des chitinases et Zwittermicine A a partir de surnageant de fermentation de

Bacillus thuringiensis pour produire des biopesticides avec une trés forte activité insecticide.

7. Relations entre la concentration de delta-endotoxines et celle des spores, entre les
concentrations de spores et Tx ou entre la concentration de delta-endotoxines et Tx de

différents bouillons fermentés (milieu semi-synthétique, boues secondaire et SIW).
1.3.2. Hypotheses de recherche
1.3.2.1. Hypothese générale
Selon la revue de littérature concernant:

(1) Les caractéristiques de Bt et de Btk HD-1

(2) Les stratégies/techniques qui pourraient étre employées pour la production de Bt et de Btk
HD-1 en milieu semi-synthétique conventionnel et dans les boues d’épuration afin d’augmenter

la Tx du bouillon fermenté

(3) Et les recherches antérieures sur la production de biopesticides basés sur Btk HD-1 en

utilisant les SIW comme mati€res premiéres

L'hypothése générale de cette recherche suivantea été élaboré: SIW ne pas avoir
suffisamment de nutriments pour maximiser la production de biopesticide a base de Btk HD-1
avec une haute entomotoxicité et il est possible d'appliquer certaines méthodes pour la
production de biopesticide a base de Btk HD-1 avec un potentiel élevé en utilisant les SIW

comme matieres premieres.

1.3.2.2. Hypotheses spécifiques

1. Durant la fermentation de Btk HD-1 en utilisant les SIW comme matieres premiéres, le pH
peut étre contrdlé (a 7) en employant 4 combinaisons d’acides et bases conventionnels ou non

conventionnels : NaOH et H,SO4 (agents conventionnels); NH4sOH et CH;COOH; NH,OH et
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H,SO4; et NaOH et CH3;COOH. L’utilisation de ces agents de contréle du pH
occasionnerait un apport supplémentaire en ions (H" et OH) et/ou en minéraux et
nutriments (Na*, NH,", CH;COO", SO,%) dans le milieu de fermentation. Il est possible
que certains de ces éléments puissent supporter ou stimuler la croissance, la production
d'enzymes et finalement le rendement en Tx du bouillon fermenté de Btk HD-1. Ainsi, des

expériences sont requises pour choisir un ou les combinaisons capables (s) d’accroitre la tx.

Les SIW peuvent étre divisées en deux fractions : la fraction soluble (contenant des protéines
solubles, des sucres simples, des minéraux, etc.) et la fraction solide (contenant des maticres
insolubles dont des protéines complexes, des polysaccharides, des fibres, etc.). Diverses
concentrations en solides de SIW (obtenues en mélangeant la fraction solide avec la
fraction soluble selon diverses proportions) lors de son emploi pour la production de
Btk HD-1 auraient différents effets sur la croissance, la synthése des delta-endotoxines
et finalement la Tx de Btk HD-1. Des expériences sont requises pour déterminer la
concentration optimale en solides de SIW capable d’augmenter I'entomotoxicité¢ de Btk HD-1

par rapport a I’emploi de SIW sans 1’ajustement préalable de la concentration en solides.

Avec I’ajout de différentes sources supplémentaires de carbone et d'azote (a différentes
concentrations) ou de Tween 80 (a diverses concentrations) dans les SIW pour la
production de Btk HD-1, les milieux modifiés ont-ils différents effets sur la croissance, la
synthése des delta-endotoxines et finalement la Tx du bouillon fermenté de Btk HD-1. En
réalisant des expériences sur ce sujet, il est possible de choisir les sources appropriées de
carbone ou d'azote ou de Tween 80 et/ou et déterminer leur concentration idéale pour obtenir

un biopesticide de Btk HD-1 avec une Tx plus ¢levée.

La fermentation en fed-batch en employant les SIW comme mati¢res premiéres pour
produire Btk HD-1 pourrait augmenter le rendement en delta-endotoxines et la Tx avec les
paramétres adéquats (temps de fermentation auquel les ajouts sont faits; volume des
additions; nombre d'alimentation; concentration en solides des alimentations). Les indicateurs
indirects des nutriments disponibles dans le milieu durant la fermentation (comme le profil du
pH ou pH-stat, et le profil de 1'oxygene dissous ou DO-Stat) pourraient étre employés pour
optimiser ces paramétres. En étudiant et en optimisant les paramétres pour la fermentation en

fed-batch, une Tx plus élevée pourrait étre obtenue.
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5. Btk HD-1 a la capacité de produire des chitinases dans des milieux synthétiques a base
de chitine ou cette derniere est utilisée comme substrat induisant la production des
enzymes en question. L’addition de la chitine colloidale a une concentration appropriée dans
les SIW permettrait & Btk HD-1 de produire des chitinases durant la fermentation et qui
seraient présentes dans le surnageant du bouillon fermenté apreés centrifugation. Il est possible
que ces chitinases puissent augmenter la Tx du bouillon fermenté de Btk HD-1 en agissant en
synergie avec d’autres facteurs de virulence. En outre, la récupération des chitinases du
surnageant du bouillon de fermentation par ultrafiltration et I’utilisation de ces enzymes
récupérées pour le mélange avec du culot de centrifugation (complexe de spores-cristaux de

protéines) peut produire des biopesticides a haute Tx.

6. Il est connu que Btk HD-1 peut produire la Zwittermicine A, une molécule soluble
susceptible d’accroitre la Tx envers ’insecte ciblé. Btk HD-1 a le potentiel de produire la
Zwittermicine A dans les SIW durant la fermentation. Il est possible également que la
Zwittermicine A soit présente dans le surnageant du bouillon fermenté (apres centrifugation)
et qu’elle puisse étre récupérée dans le filtrat suite a ’ultrafiltration du surnageant. Par
conséquent, la récupération de la Zwittermicin A et son addition au culot de centrifugation
contenant le complexe spores-protéines cristallines permettraient d’augmenter la Tx contre

les larves de la tordeuse des bourgeons de I’épinette.

7. 1l est finalement connu que les delta-endotoxines sont parmi les plus importants
composants des biopesticides a base de Bt ou de Btk HD-1. Il est connu aussi que la
réalisation des bio-essais est nécessaire pour identifier la Tx des biopesticides a base de Bt.
Cependant, ces procédés sont laborieux et coliteux. Ainsi, est-il possible d’établir une relation
entre la concentration en delta-endotoxine et la tx des biopesticides a base de Btk HD-1 et

obtenus dans les milieux alternatifs tels que les boues et les SIW?

1.3.3. Originalité de recherche

Les recherches antérieures sur l'utilisation des SIW comme matiéres premieres pour la production
de biopesticides basés sur Btk HD-1 dans le cadre du projet Bt-INRS a démontré que les SIW ont
quelques avantages par rapport a ’emploi de boues d’épuration et du milieu semi-synthétique
dont une activité bioinsecticide plus élevée. Cependant, afin de bénéficier de tous les avantages

de I'utilisation des SIW, il existe encore des lacunes a combler, clairement décrits dans la
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section 1.2.3. Ainsi, les objectifs proposés sont originaux et n'ont jamais fait I’objet de
recherches jusqu’a maintenant. Par conséquent, des recherches systématiques sont requises
pour maximiser le potentiel pesticide et pour développer un procédé économique de
production de biopesticides en utilisant les SIW comme matiéres premiéres selon les

objectifs proposés.

A T’exception de l'optimisation des paramétres du procédé, un effort sera fait pour corréler la
concentration en delta-endotoxines et en spores avec la Tx contre les larves de la tordeuse des
bourgeons de I’épinette. Actuellement, aucune information n'est disponible sur ces aspects.
Normalement, les travaux antérieurs de plusieurs chercheurs utilisaient la concentration en spores
ou en toxines, ce qui pouvait ne pas avoir une relation directe avec la Tx qui s’avere étre le but
ultime du procédé de production. Par conséquent, la recherche proposée est originale et
répondra a beaucoup de questions pratiques et théoriques sur plusieurs aspects de la

production de Btk HD-1.

1.4. METHODOLOGIE

1.4.1. Fortification des nutriments par différents agents de controle du pH pour augmenter

I'activité biopesticide de Bt en utilisant des SIW comme substrat de fermentation

Au cours de la fermentation de Btk HD-1 en bioréacteur de 15 L en utilisant des SIW comme
substrat de fermentation, 4 agents de contréle du pH soit NaOH/H,SO4 (agents conventionnels de
contrdle du pH), NH,OH/CH3;COOH NH4OH/H,SO,4 et NaOH/CH3COOH ont été utilisés pour
maintenir le pH du milieu a 7. Les quantités d’agents de contréle du pH ont été enregistrées en
terme d’ions H * et OH (mol) et de minéraux (nutriments), tels que Na *, SO, NH; *, CH;COO
(g/L) qui ont été ajoutés dans les SIW au cours de la fermentation. Des échantillons ont été retirés
a intervalles réguliers aux cours de la fermentation et ont été analysés pour évaluer les effets de
I’ajout d'éléments nutritifs sur les parametres suivants: (a) croissance (cellules, des taux de
croissance), (b) spores et taux de sporulation, (c¢) production d'enzymes (protéases alcalines,
amylase), (d) Tx du bouillon de fermentation et Tx de la suspension des culots de centrifugation
(bouillon de fermentation concentré 10 fois par centrifugation). Les résultats obtenus seront

utilisés pour évaluer le pH des agents de controle qui peuvent améliorer la Tx (Vu et al., 2008).
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1.4.2. Optimisation de la concentration des solides totaux de SIW pour la production de

biopesticide a base de Btk HD-1

La décantation permis de fractionner les SIW en 2 parties: matiéres en solides concentrées et
maticres surnageantes. Deux fractions ont été mélangées a différents ratios pour obtenir diverses
concentrations des solides totaux de SIW (15, 23, 30, 35, 43, 48, 55, 61 et 66 g/L). Ces solutions
ont ¢été utilisées comme milieux pour I’obtention de Bt en erlenmeyers dans un agitateur rotatif
pendant 48h a 30°C et 220 tr/min en introduisant un volume d'inoculum de 2%. Les échantillons
ont été prélevés apres 48h de fermentation afin d'analyser les teneurs en cellules, spores et delta-
endotoxines. La concentration des solides totaux de SIW dans laquelle la plus haute
concentration de delta-endotoxines obtenue a été choisie pour procéder a d'autres séries

d'expériences afin de déterminer le meilleur volume d’inoculum de pré-culture (%, v/v).

La production de Btk HD-1 en bioréacteur de 15-L a été réalisée avec la concentration optimale
des solides totaux de SIW et le volume optimal d'inoculum de la pré-culture qui ont été
sélectionnés par les experiences en erlenmeyers. En outre, le milieu semi-synthétique a base de
farine de soja et SIW avec la concentration d'origine de solides totaux (SIW sans modification)
ont ¢également été utilisées pour la fermentation de Btk HD-1 dans des bioréacteurs comme
contrdles. Des échantillons ont été retirés a partir des bioréacteurs a intervalles réguliers au cours
de la fermentation et ont été utilisés pour analyser les items suivants: (a) parameétres de
fermentation tels que coefficient volumétrique de transfert d'oxygene (kpa), taux de transfert de
l'oxygéne (OTR) et taux d'absorption d'oxygene (OUR); (b) croissance (concentration des
cellules et taux de croissance), (¢) concentration des spores et taux de sporulation; (d) production
d'enzymes (protéases alcalines, amylases); (¢) Tx du bouillon de fermentation, et (f) Tx de
suspension du culot (fermenté bouillon concentré 10 fois par centrifugation). Les résultats
obtenus seront utilisés pour évaluer les effets globaux de l'utilisation de la concentration de

solides totaux optimale des SIW (Vu et al., 2009a).
1.4.3. Production de biopesticide par enrichissement par des sources de carbone et/ou de
I'azote approprié dans les SIW comme matiéres premiéres

Différentes sources de carbone (glucose, amidon de mais et Tween 80) et d'azote (extrait de
levure, peptone, extrait de viande bovine, peptone de caséine) ont été ajoutées dans les SIW pour

obtenir diverses concentrations finales. Tous les mélanges ont ¢été¢ utilisés comme matieres
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premiéres pour I’obtention en erlenmeyers de Bt pendant 48h a 30°C et 220 tr/min en utilisant un
volume d'inoculum de 2%. Des échantillons ont été prélevés des erlenmeyers apres 48h de
fermentation et utilisés pour analyser les concentrations en cellules, spores et delta-endotoxines.
Des SIW fortifiés avec des source (s) de carbone ou d'azote a la concentration ayant donné la plus
grande concentration de delta-endotoxines ont été choisis pour réaliser des expériences dans des

bioréacteurs pour confirmer les résultats.

La production de Btk HD-1 en bioréacteur de 15 L a été effectuée avec des SIW fortifiées avec
des sources de carbone ou d'azote (s) qui ont été sélectionnées par les tests en erlenmeyer. En
outre, le milieu semi-synthétique (farine de soja) et les SIW (sans modification) ont également été
utilisés comme controles pour la fermentation de Btk HD-1 dans des bioréacteurs. Des
¢chantillons ont été prélevés des bioréacteurs a intervalles réguliers au cours de la fermentation
et ont été soumis a 1’analyse des données suivantes: (a) paramétres de fermentation tels que
coefficient volumétrique de transfert d'oxygeéne (ki a), taux de transfert de I'oxygeéne (OTR) et
taux d'absorption d'oxygene (OUR); (b) croissance (concentration en cellules et taux de
croissance), (c) concentration en spores et taux de sporulation; (d) production d'enzymes
(protéases alcalines, amylases); (¢) Tx du bouillon de fermentation, et (f) Tx de suspension du
culot (bouillon fermenté concentré 10 fois par centrifugation). Les résultats obtenus seront
