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INTRODUCTION

Introduction

Les insectes jouent un role considérable dans 1’équilibre biologique de la nature et
I’homme les qualifie d’especes utiles (abeilles ou ver a soie) ou nuisibles aux cultures (bio-
agresseurs), foréts (chenille) ou encore a la santé tels les moustiques ou les blattes, ces
especes cosmopolites colonisent les endroits chauds et humides et particulierement les
commerces liés a la nourriture (GRANDCOLAS, 1998).

Les insectes ravageurs des denrées, majoritairement des Coléoptéres peuvent causer la
perte totale d’un stock (NGAMO et HANCE, 2007). Parmi ces insectes des denrées
stockées dont Tribolium Castaneum représentent un partie trés important des ravageurs de
denrées stockées (SYED SHAYFUR et al., 2007).

Cependant ; le moyen le plus courant pour limiter ces attaques est 'usage des insecticides
dont les effets indésirables sont malheureusement tres nombreux (NGAMO et HANCE,
2007).

Afin de réduire les effets toxiques vis-a-vis du consommateur et les résidus sur les denrées
stockées nous avons jugé utile de substituer les produits chimiques par un produit
microbiologique représenté par une bactérie entomopathogene :Bacillus thuringiensis.

Notre travail sur Toxicité d’une souche entomopathogéne isolée localement de

Bacillus thuringiensis sur un insecte ravageur a tracé comme objectifs :

1-Evaluer la toxicité d’une bactéric entomopathogéne sur  Tribolium castaneum

ravageur des denrées stockées.
2- Etude I’effet 1étal de la souche sur I’insecte utilisé.
3- Application et usage en lutte biologique.
La présentation de ce travail s’articule autour de deux parties :

> La premiere partie est une synthese bibliographique. Elle est divisée en deux
chapitres : le premier est consacré a la présentation des insectes etudiés ( Tribolium

castaneum). le second abordera la bactérie entomopathogene (Bacillus thuringiensis).
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» .La deuxiéme partie est consacrée a 1’étude expérimentale qui se subdivise en
plusieurs chapitres : matériel et méthodes, résultats, discussion, conclusion, et

[’annexe.



CHAPITRE I

Données bibliographiques
sur le modele biologique

1-Généralités sur Tribolium castaneum

Le genre Tribolium comporte 36 espéces dont quatre sont cosmopolite (ANGELINI et

al., 2008 cité par BONNETON.,2010). Dans ce genre on trouve : T.cofusum , T.castaneum

T.destructor et T.madens (CALMENT et SOLDAT]I, 2008).

Tribolium castaneum est un coléoptére qui a la capacité d’infester toutes les céréales
Iégumineuses entreposées. Ca capacité a dérouler son cycle de développement sur divers

substrats alimentaires a suscité des réflexions sur son adaptabilité morphologique (DIA et al.,

2017).

2-Position systématique

Selon BUGGUIDE (2017), la systématique de T.castaneum est la suivante :

Regne
Embranchement
Sous-embranchement
Classe

Ordre
Sous-ordre
Super- famille
Famille

Sous- famille
Tribu

Genre

Espéce

Animalia
Arthropoda
Hexapoda
Insecta
Coleptera
polyphage
Tenebrionoidea
Tenebrionidea
Tenebrioninea
Triboliini
Tribolium

Tribolium castaneum (Herbst,1797)

——
w
| —



CHAPITRE I Données bibliographiques
sur le modele biologique

3-Description des différents stades de Tribolium castaneum
3.1-L’ceuf

GAUTAM et al., 2014, élucident son ultra-structure, elle est de forme oblongue, ovale,
lisse et de couleur blanchatre, sa longueur est de 381,3 —710,8 um. Son diamétre est de
290,7-324 um. L’ceuf est enveloppé dans un amas visqueux ou placenta (en anglais; choion,
ce placenta est visible sous microscope électronique a balayage (M.E.B) avec grossissement
supérieur a (x180).
3.2-Lalarve

ROBINSON., 2005, indique que la larve est vermiforme, elle est de couleur jaune a
blanchéatre, sa téte et le segment terminal sont bruns, elle mesure 8 mm de long avant la
nymphose.

3.3-Nymphe

A la fin du dernier stade larvaire, les larves s'immobilisent, cessent de se nourrir et se
transforment en nymphes immobiles .Ce processus s'étend sur 3 a 9 semaines. Elles sont
blanches au départ mais leur couleur s'assombrit graduellement avant de devenir adultes
(GUEYE et al., 2015).

3.4-L’adulte

L'adulte mesure de 3 a 4mm, de couleur uniformément brun rougeéatre .1l est étroit,
allongé, a bord paralléles, a pronotum presque aussi large que les élytres et non rebordé
antérieurement.

Les 3 derniers articles des antennes sont nettement plus gros que les suivants (CAMARA.,
2009).

Les ceufs Les larves nymphe adulte

Figure 1 : Les stades de développements de T.castaneum.
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4- Cycle biologique, importance économique, plantes hétes et dégats

Probablement originaire d’Asie du Sud, le Tribolium castaneum est devenue cosmopolite
(DELOBEL et TRAN., 1993). La température optimale au développement de Tribolium
castaneum est comprise entre 25 a 38 °C et de 70 % d’hygrométrie suivant les plantes hétes
infestées (TOUMNOU., 2012).

Dans la nature et selon BONNETON., 2010, cet insecte vit sous ’écorce des arbres. Le
Tribolium rouge de la farine est un polyphage de tres nombreuses denrées amylacées, surtout
les farines de céréales. Il attaque les grains brisés et consomme le germe de la plupart du
temps (DELOBEL et TRAN., 1993).

Dés I'age de trois jours, la femelle pond quotidiennement une dizaine d'ceufs qui, vers 30°C
éclosent au bout de cing jours. La femelle pond entre 500 a 800 ceufs. Les larves circulent
librement dans les denrées infestées et s'y nymphoses sans cocon. A 30°C, la vie larvaire dure
a peu pres trois semaines et l'adulte émerge de la nymphe six jours apres sa formation. La
durée du cycle dure environ un mois. La longévité de l'insecte est de 2 a 8 mois suivant les
conditions abiotiques (DELOBEL et TRAN., 1993; CRUZ et al., 1988).

Son mouvement et sa dispersion dans la nature d’aprés CAMPBELL et HAGSTRUM.,
2002, sont favorisés par plusieurs facteurs comme. Densité des insectes ; L’age des insectes ;
Qualité de nutrition ; L’héritabilité (facteurs génétique) de dispersion ; La réponse aux
substances volatiles de I’alimentation et aux phéromones d’agrégation et la fitness de

reproduction qui augmente les chances de colonisation.

Durée de cycle de vie 29 +
ou—11

Figure 2 : le cycle biologique de tribolium castaneum.




CHAPITRE 11 Apercu bibliographique
sur la bactérie entomopathogéne

1-Historique

Le Bacillus thuringiensis a été découvert pour la premiere fois au Japon en 1902 par le
bactériologiste S. Ishiwata dans un élevage de vers a soie (Bombyx mori). Il a été a nouveau
isolé en 1911 en Thuringe en Allemagne a partir d'une population de teigne de la farine
(Ephestia kuhniella) par Berliner (ITO et al., 2004). 1l comprit I'utilisation possible de ce

microbe pour lutter contre les insectes nuisibles.

Le biologiste Ernst Berliner redécouvre la bactérie et en donne sa premiére description
scientifique et son nom scientifique Bacillus thuringiensis qui signifie «Bacille de Thuringe»
(LOUDHAIEF., 20186).
2-Classification

Classification de Bacillus thuringiensis selon BERGEY’S (2005)

Regne Bacteria

Phylum Firmicute

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Bacillaceae

Genre Bacillus

Espéece Bacillus thuringiensis

3-Caractéristiques

Le bacille de Thuringe, Bacillus thuringiensis (Bt), est un membre du genre Bacillus, une
bactérie sporulante, flagellée, mobile, Gram positive et anaérobie facultative.Forme des
colonies blanches, mates et a bord dentelée, qui se multiplient rapidement sur un milieu
gélosé. Les spores de B.thuringiensis sont ovalaires, refringentes ou brillantes
(LOUDHAIEF, 2016). A I’état végétatif B.thuringiensis a la forme d’un batonnet. Dans un
milieu liquide standard, la taille des batonnets varie entre 3 et 5 um de longueur et 1 um de

largeur (RAHBANI , 2015).
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L’espeéce Thuringiensis se distingue par la production d’une ou plusieurs inclusions
cristallines parasporales en phase de sporulation dont certaines ont une activité
entomopathogéne.

Le Bacillus thuringiensis (Bt) se trouve dans le sol, sur le feuillage des plantes et dans les
cadavres de certains insectes (LOUDHAIEF., 2016). Au cours des dernieres années,
B.thuringiensis a également été retrouvé dans d'autres milieux tels que les boues activées
(MIZUKI et al., 2001, MOHAMMEDI et al., 2006).
4-Mode d’action

Les bioinsecticides Bacillus thuringiensis « Bt » sont utilisés principalement pour tuer les
larves des insectes cibles.

Les sporanges de Bt une fois ingérés par I’insecte vont s’autolyser dans I’intestin et libérer les
cristaux et les spores de Bt. Les spores vont germer et les cristaux vont étre solubilisés sous
I’action du pH intestinal alcalin (LOUDHAIEF., 2016).

Les toxines ainsi activées vont ensuite se fixer sur des récepteurs présents a la surface des
microvillosites des cellules épithéliales de la paroi intestinal (fixation par la région C —
terminal des toxines).

Apres fixation sur le récepteur, la partie N-terminal des toxines va s’insérer dans la
membrane cellulaire. L’oligomérisation des molécules de toxine va permettre la formation de
pores qui vont interférer avec les systémes de transport d’ions a travers la membrane
cellulaire, et conduire & une modification du pH intestinal, (GRIFFITTS et ARORIAN.,
2005).

Par la suite, la fixation des toxines affecteraient des voies de signalisation cellulaire
cadhérine-dépendantes induisant I'apoptose des cellules (VACHON et al., 2012).

De plus, les spores sont capables de coloniser 1’hémolymphe et germer induisant ainsi une

septicémie pouvant étre responsable de la mort de I’insecte dans les 24-72 heures qui suivent

’intoxication (RAYMOND et al., 2010; SOBERON et al., 2009)
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sur la bactérie entomopathogéne

5- Avantages et les inconvénients

L’utilisation des biopesticides en agriculture comporte des avantages et des inconvénients
(ANONYME., 2006)

5-1- Les avantages

>

YV V V V

>

Restreindre ou éliminer 1’utilisation d’insecticides chimiques.
Moins toxique que les pesticides chimiques.

Diminuer les risques de développer de la résistance.

Plus grande spécificité d’action.

Ne prévoir aucun délai avant la récolte.

Offrir aux consommateurs des produits sains.

5-2-Les inconvénients

>
>
>

Lutte souvent faire en prévention et moins efficace lorsqu’elle est curative.
Effet moins drastique que les pesticides (plus d’applications).

Seuil de tolérance trés bas pour les ravageurs.

» Activités restreinte lors d’une grande pression du ravageur.
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1-Lieu et durée de travail

L’expérimentation a été effectuée au sein des laboratoires de microbiologie et
laboratoire de biotechnologie, au niveau de la faculté des Sciences de la Nature et de
la Vie Université Ibn Khaldoun, Tiaret, au cours de la période allant de la fin février

jusqu’a la fin du mois de mai 2019.
2-Objectifs de I’étude

-Evaluer la toxicit¢é d’une bactérie entomopathogéne sur un ravageur des denrées

stockées Tribolium castaneum.

-Application et usage en lutte biologique.
3-Matériels et methodes
1. Matériels

1.1. Matériels biologique

1.1.1. Tribolium castaneum

L’étude est effectuée sur des larves de 5°™ stade de I’espéce Tribolium castaneum.
Les individus sont issus d’un élevage en masse mené au laboratoire de

biotechnologie.
1.1.2. Bactérie entomopathogene Bacillus thuringiensis

Nous avons utilisé une souche autochtone, qui est isolée a partir d’un sol cultivé au
Sahara Algérien (Adrar), cette derniére nous a été fournie gracieusement par Dr.
Mohand Kaci de I’université de Boumerdes qui collabore avec notre promoteur le Pr.

Bounaceur F.

1.2. Milieu de culture utilisé

» Gélose nutritive

La gélose nutritive (GN) est un milieu solide d'usage général utilisé pour la

croissance des micro—organismes non exigeants. Il est essentiellement utilisé pour

vérifier la pureté des souches.
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Figure 3 : Gélose nutritive (photo original reprise le)
» Bouillon nutritive

Le bouillon nutritif (BN) constitue un milieu d’utilisation générale pour un grand
nombre de microorganismes ne présentant pas d’exigences particulieres. Sa
formulation répond aux directives du J.O. du 8 Aout 1972 pour la recherche d’un

pouvoir inhibiteur intrinseque des produits cosmétiques.

2. Méthodologie

2.1. Elevage de masse de Tribolium castaneum

L’¢élevage de masse de Tribolium castaneum est realisé dans trois bocaux en verre
transparent de (16 x 7cm). Chaque bocal contient 500g de semoule (blé dur) sont
utilisées comme substrat alimentaire. L’élevage des insectes se fait dans une étuve

réglée a une température de 27°C et & une humidité relative de 70%.
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Figure 4 : Elevage de masse de Tribolium castaneum (photo original
prise le)

2.2. Souche bactérienne Bacillus thuringiensis
2.2.1. Purification de la souche

La technique de purification consiste a ensemencer la culture bactérienne par des
stries sur une gélose nutritive, afin de disperser la bactérie a la surface du milieu de
culture et obtenir des colonies bien isolées, aprés incubation de 24h a 30°C, on
effectue des repiquages successifs. La pureté de la souche est vérifiée par les tests

d’identification.

—— = —_— A e e

Figure 5 : La purification de la souche bactérienne Bacillus thuringiensis (photo
prise le)
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2.2.2. Présentation des caracteres généraux d’identification

2.2.2.1. Tests classiques d’identification
v’ Tests microscopique

» Coloration simple au bleu de méthyléne

La coloration simple permet de déterminer la forme et le mode de groupement des
cellules ; elle s’effectue en recouvrant le frottis par quelques gouttes de colorant Bleu
de méthyléne .On laisse agir pendant 1 minute, puis on rince a I’eau. L’examen est

réalisé généralement a I’immersion aprés séchage a la flamme du bec bunsen
(GUIRAUD, 1998).

» Coloration de Gram

Selon PRESCOTT et al., (2003) et MOHAND KACI , (2012) la coloration de
Gram développée en 1884 par un médecin danois Christian Gram, c’est la méthode de
coloration la plus utilisée en bactériologie. Ce procédé de coloration différentielle
divise les bactéries en deux groupes : Gram positives (G+) qui possédent une paroi
rudimentaire, contenant une faible proportion de lipides et Gram négatives (G-)
présentent une structure plus complexe et une forte proportion de lipides.
Cette coloration des cellules bactériennes permet a la fois de connaitre la morphologie
des bactéries et de les classer en deux groupes en fonction de leur capacité ou non a
retenir la coloration violette de cristal violet dans les conditions opératoire
(LARPENT., 1997). Elle consiste a préparer un frottis par étalement d’un fragment
bactérien jeune, a froid, sur une lame de verre puis séché et fixé a la flamme. La
préparation est colorée par une solution de violet de Gentiane pendant une minute. La
coloration est suivie d’un lavage a 1’eau puis subie deux bains de lugol pendant 45
secondes pour chaque bain. La préparation est soumise a une décoloration par
I’éthanol 85 °pendant 30 secondes. Apres lavage a I’eau, le frottis est a nouveau coloré
par la fuschine pendant 1 minute. Apres ringage a 1’eau, il est séché a la flamme.
Enfin, on passe a I’observation microscopique a (Gx40). Les bactéries Gram (+) sont
colorées en violet, alors que les bactéries Gram (-) sont décolorées, mais la fuschine
les a recolorées en rose (PREVOT., 1977).

12
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v" Tests biochimiques

» Test de la catalase

La catalase est une enzyme contenant de fer, qui catalyse la décomposition de
pyroxyde d’hydrogéne (HZOZ) en eau et en oxygene (SINGLETON., 2005).

La mise en évidence de cette enzyme consiste a mettre sur une lame propre et séche le
prélévement bactérien en contact avec quelques gouttes d’eau oxygéné. Un
dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulle d’air traduit le test
positif de la catalase (LAMBIN ET GERMAN., 1969).

2H202 — 2H20 + Oo2.

Catalase

> Etude du milieu TSI

Le test TSI permet de mettre en évidence la fermentation de certains sucres avec
ou sans production de gaz. Le milieu utilisé pour ce test est le milieu Kligler ou TSI
contenant du glucose, du lactose, du saccharose, de peptone, un sel de fer et un
indicateur de pH le rouge de Phénol.

La gélose est répartie en tubes a essai sous forme semi -inclinée avec un haut culot
(zone anaérobie) et une petite tranche en pente (zone aérobie). L’ensemencement
s’effectue a 1’aide d’une anse de platine a fil droit par piqlre profonde du culot et par
stries sur la pente. Aprés incubation, 1’apparition de la coloration jaune (pH acide)
dans le culot traduit la fermentation du glucose. La coloration jaune (pH acide) de la
pente indique I’utilisation du lactose et/ou du saccharose par les bactéries aprés
épuisement du glucose.

La fermentation de glucose peut s’accompagner de I’apparition de poches d’air qui
montrent la production du gaz et la formation d’un précipité noir qui révéle la

production d’H2S (GUIRAUD, 1998).

13
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2-3-Préparation de la suspension bactérienne et application de

traitement biologique

Afin de mettre en évidence leur pouvoir entomopathogene vis a vis du tribolium
castaneum en a choisis la bactérie Bacillus thuringiensis.
2-3-1- Préparation de la solution mere

Pour la préparation de la solution mere de bactérie, on procede a un
ensemencement sur gélose nutritive, apres incubation 30°C pondant 24 heures, la
solution mere est préparée en prélevant quelques colonies et les inoculant dans un
tube contenant 5ml bouillon nutritive.
2-3-2- Préparation des dilutions

Des dilutions successives sont ensuite préparées, en prélevant 1 ml de la
suspension mere dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologique et ainsi de suite
jusqu'a la dilution 107.
2-3-3- Méthode de détermination des concentrations bactériennes

Pour déterminer la concentration des dilutions bactériennes utilisées dans nos
traitements biologique, on a suivie la méthode de la turbidimétrie.
La turbidimétrie est une méthode comparative simple, elle consiste a comparer la
turbidité de la suspension bactérienne avec celle d’une gamme d’étalon d’albumine.
La turbidité de la suspension bactérienne consiste a mesurer la densité optique (DO)
des dilutions a la méme longueur d’onde (620 nm). On remplit la cuve spectrale par la
suspension bactérienne puis on la place dans 1’appareil, lorsque le faisceau lumineux
traverse la solution. La densité optique est obtenue. Puis on déduit la concentration
des dilutions utilisées a 1’aide de la courbe d’étalonnage de 1’ albumine de sérum
bovin (BSA) (GUIRAUD, 2003).

» Préparation de la gamme d’étalonnage

A partir de la poudre de BSA, on prépare des dilutions a volume identique (5 ml)
qui contiennent des quantités croissantes et connues de la protéine de référence (1mg,
2 mg, 3mg, 4mg, 5mg). Par la suite, on mesure la densité optique (DO) des solutions a

I’aide d’une spectrophotométrie a une longueur d’onde 620nm.
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Tableau 1 : Gamme d’étalonnage de BSA pour le calcul des concentrations bactériennes.

Le tableau ci -dissous exprime les résultats de gamme d’étalonnage de BSA

concentration mg/ml 0,2 0,4 0,6 0,8 1

DO (620) 0,016 0,025 0,051 0,101 0,116

Dans cette étude, On constate que la densité optique (DO) est élevée avec

I’augmentation de concentration de protéine BSA.

2-3-4-Modéle expérimental des bios essais

Notre dispositif expérimental est constitué de 15 unités expérimentales avec cinq

répétitions, a raison de 10 larves du stade L5 par unités.
2-4-Mode opératoire

> Préparer les doses de traitement.

» Traiter le milieu de culture a I’aide d’un pulvérisateur a main a 1’exception des
lots témoins qui sont traités uniquement avec de I’eau distillée stérile.

» Mettre dans chaque boite 10 g de substrat alimentaire (le semoule).

> Les larves du stade L5 sont répartie dans 15 boites d’expérimentations a

raison de 10 individus par boite avec cing répétitions.

> Les concentrations des doses utilisées sont D1, D2 et D3 sont respectivement
(0.66mg/ml, 0.84mg/ml et 0,96mg/ml).

Figure 6 : Application du traitement biologique par la pulvérisation (photo prise le)
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2-5-Exploitation des données

2-5-1- Calcul du pourcentage de mortalité

Le pourcentage de mortalité chez les larves de Tribolium castaneum témoin et

traité est calculé par la formule suivante :

Mortalité observee = (Nombre d’individus morts /Nombre total des
individus) x 100

2-5-2-Correction de mortalité

Le nombre d’individus démontré dans une population traité par un produit toxique

n’est pas le nombre réel d’individus tués par ce toxique.
La formule D’ABBOT, 1925 permet de corriger la mortalité :

MC(%) = T x100

MC(%o) : pourcentage de mortalité corrigee
M : pourcentage de mortalité observée dans la population traitée
Mt : pourcentage de mortalité observée dans la population témoin

2-5-3- Calcul des TL50

Pour calculer les TL50 (le temps létal pour 50% des individus) pour chaque
concentration D1, D2 et D3, on a transformé le temps en logarithmes décimaux et les
valeurs de mortalité corrigée en probits en se servant de la table des probits. Ce ci

nous permet d’obtenir des équations de droite de régression de type :
Y=ax+b

Y : probit de mortalité corrigée.

X : logarithme décimale du temps.

a : la pente.
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2-5-4-Calcul des DL50

Le calcul de DL50 est fait, en utilisant la fonction suivante : Y =aX +b (d’ou y:

probit et X : log doses), et pour un pourcentage de mortalité de 50 % y = 5 (dont probit
de 50 =5).

Pour évaluer les DL50 du Bacillus thuringiensis sur les larves, des droites de

régression des probits en fonction des logarithmes des doses de traitement.
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I-Résultats
1-Résultats des tests d’identification de bactérie Bacillus thuringiensis

+» Tests microscopiques
Observation au microscope photonique des cellules apres coloration a 1’état frais,
coloration simple au bleu de méthyléne et coloration de Gram a montré que notre

souche a la forme de batonnet long a extrémité arrondi ou carré, et sont a Gram

positif.

Figure 7 : Observation microscopique de la souche Bacillus thuringiensis apres la
coloration de Gram (& gauche) et la coloration simple (a droite) (Objx100) (Mohand
kaci)

¢ Test de catalase
Apreés le contact de la suspension bactérienne avec I’eau 0Xygéné, on a obtenue un
dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulles d’air traduit le test

positif de catalase.

Figure 8 : Test de catalase (photo prise le).
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% Testde TSI

Le test TSI permet de mettre en évidence la fermentation de certains sucres avec ou
sans production de gaz. Aprés incubation, 1’apparition de la coloration jaune (pH
acide) de la pente indique I’utilisation du lactose et/ou du saccharose par la bactérie

bacillus thuringiensis apres épuisement du glucose.

Figure 9 : Test de TSI (photo prise le).
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RESULTATS ET DISCUSSION

2-Résultats de la détermination des concentrations bactériennes

2-1- Gamme d’étalonnage

0,14
012 y=0,138x-0,021
R2=0,947
0,1 &
8 0,08
L
Q 006 ~ + DO(620)
0,04 — Linéaire (DO (620))
0,02 A
0 T T 1
0,5 1 15
Concentration {mg/ml)
Figure 10: Courbe d’étalonnage de BSA pour le calcul des concentrations

bactériennes.

2-2- Densité optique (DO) et concentrations des dilutions décimales

de Bacillus thuringiensis

Le tableau ci-dessous représente la densité optique et les concentrations des dilutions

décimales de Bacillus thuringiensis, on observe que la concentration de la suspension

bactérienne est diminuée avec la densité optique au fur et a mesure la dilution est augmente.

Tableau 2 : Densités optiques (DO) et concentrations des dilutions décimales de Bacillus

thuringiensis.

Dilutions 10" 10 107 10 10°
DO(620) 0,112 0,095 0,07 0,022 0,011
concentrations (mg/ml)

0,96 0,84 0,66 0,31 0,23
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3- Effet de mortalité sur les larves de Tribolium castaneum

Les résultats des taux de moralité journaliére cumulé des larves L5, témoins et traitées par

la bactérie sont résumées dans les tableaux ci-dessous :

Tableau 3 : Taux de mortalités journaliéres cumulées des larves L5 de Tribolium castaneum.

Doses
D1 D2 D3 Témoin

Jours % % % %

1 0 0 0 0

2 0 2 2 0

3 2 4 6 0

4 6 6 10 2

5 14 16 18 0

6 18 20 22 0

7 26 30 28 2

35

30 —
__ 25
2
g 20 —=-D1
E 15 D2
: 10 V. D3

< .| —t—Témoin %

0 —N—Mf T —

1 2 3 4 5 6 7 8
Temps ( jours)

Figure 11 : Taux de mortalités journalieres cumulées des larves L5 de Tribolium

castaneum.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats obtenus sont consignés dans les tableaux suivants, aprés correction du taux de
mortalité par la formule d’ABBOT (1925)

MC% =

M-—-Mt
100—Mt

x100

Tableau 4 : Résultats des tests d’exposition des larves 7 jours apres traitement.

Les résultats des tests d’exposition des larves 7 jours apres le traitement par la bactérie sont

résumées dans les tableaux ci-dessous :

Log Rl |R2 |R3 |R4 |R5 | Moy M% MC% Probit
Doses dose
D1: -0,18 5 8 5 9 6,6 66 65,3 5,39
0,66lg/ml
D2 :| -0,076 6 6 9| 10 7,8 78 77,75 5,77
0,84mg/ml
D3 ;| -0,018 8 9 10 9 8,6 86 85,71 6,08
0,96mg/ml
Témoin 0 0 2 0
90
80
R
= 70
B
S 60
£
2 50
()]
% 40
g 30
3 20
o
10
0
D1:0,66 mg/ml D2:0,84mg/ml D30,96mg/ml
Doses

Figure 12 : Pourcentage de mortalité observée apres traitements par les trois doses.
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L’action de Bacillus thuringiensis, sur les larves de T. castaneum s’exprime par un taux de
mortalité observé apres 48 h du traitement. Ce taux progresse au fur et a mesure que la dose
augmente pour atteindre 2 % avec la D2, 2% avec la dose D3 et 2% avec la D3 observé
aprés 72h. Aprés 7 jours du traitement, le taux de mortalité atteint 66 % pour la premiére
dose D1, 78% pour la dose D2 et un taux qui de 86% pour D3 %. On note une mortalité trés

faible 4% est observée pour les témoins durant la periode du traitement.

4- Calcule de DL50

y=4,187x+6,129
R?=0,989

Probit

-0,2 -0,15 -0,1 -0,05 0] 0,05

Log dose

Figure 13 : Courbe de référence exprimant le probit en fonction du logarithme décimal des
doses.

Le calcul de DL50 est fait, en utilisant la fonction suivante : Y =aX + b (d’ou Yy : probit
et x log doses), et pour un pourcentage de mortalité de 50 % y = 5 (dont probit de 50 = 5).
Donc la DL50 = 0,54 mg/ml

DL90 = 0,92 mg/mi
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5-Effet de mortalité sur les adultes de T.castaneum

Les doses de traitements biologiques appliqués de Bacillus thuringiensis n’ont aucun effet

sur les adultes de Tribolium castaneum.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4 D3 %

0,3 =—-D2%

=—=Témoin %

mortalités

0,2 ——D1%
0,1

0 —m & i i = i B
1 2 3 4 5 6 7

le temps (jours)

Figure 14 : Mortalité des individus T. castaneum en fonction du temps sous 1’effet
de Bacillus thuringiensis.

24

——
| —



CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSION

Il —Discussion

La toxicité d’une souche de la bactérie entompathogene du genre Bacillus thurungiensis
sur les larves de 5™ stade (L5) du Tribolium castaneum testée dans des conditions de
laboratoire a différentes a raison de trois doses (0,96mg/ml, 0,84mg/ml et 0,66mg/ml) sur les
larves.

Nos résultats indiquent que I’entomopathogene « Bacillus thuringiensis » exerce une
toxicité plus ou moins importante sur les larves de I’insecte étudie avec un taux de mortalité
de ’ordre de 66%, 78% et 86%. En revanche cette bactérie n’a aucun effet sur les adultes de
Tribolium castaneum. Les essais effectués portant sur 1’application de I’entomopathogene
sur substrat alimentaire, pulvérisé au milieu artificiel d’¢levage ayant servi a notre
expérimentation montrent que les larves de T castaneum sont tres sensibles a ses insecticides
biologiques puisque les mortalités enregistrées sont supérieures a 50%. On constate que les
mortalités correspondantes a la dose D3 sont supérieures a ceux de D1 et de D2.

En effet, les mortalités corrigées les plus importantes concernent les doses 3
correspondantes et ceux pour les trois produits ayant fait 1’objet de notre suivi. Nos
observations journaliéres nous ont permis de remarquer que les premieres mortalités se
manifestent des le premier jour aprés traitement par la bactérie seule (66%, 78% et 86%)
respectivement pour les doses D1, D2 et D3.

Cependant cette souche bactérienne de Bacillus thuringiensis, isolée localement s’est
montrée assez efficace entrainant une mortalité larvaire allant jusqu’a 66% et 86% ceux-cCi

sont en concordance avec les résultats obtenus par (JERARAYA., 2003).

En examinant les résultats issus des traitements a base de cette bactérie, nous remarquons
que les taux de mortalités observées au cours de notre expérimentation se justifié par
I’ampleur et la rapidité de I’intoxication qui varient selon le stade larvaire examiné ou nous
observant que la mortalité de ce dernier est fortement manifestée a partir du premier jour qui

suit les traitements.

L’examen des taux des mortalités corrigées causées par la souche commercialisée Bacillus

thuringiensis, d’une grande toxicité, cependant la souche testée s’est avérée trés virulente.

Nos données corroborent ceux de OUAMANE., 2008, qui montre que 1’utilisation d’une
formulation a base de Bacillus thuriengiensis sur le 3™ stade larvaire de Tribolium confusum

(Coléoptére) a provoqué une mortalité importante juste apres 48 heures d’ingestion, en effet
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les mortalités enregistrés s’avérent intéressantes et ceux a partir du 2 eme jours et sont de

Iordre de 14. % Pour atteindre les 100% au bout du 7°™ jours.

De son coté ABDEL RAZEK., 1998, a utilisé des formulations a base de Bacillus
thuriengiensis var.indiana et var. morrisoni, ces derniéres se sont montrées efficaces a
I’égard de Cadra cautella Walker et Tribolium confusum Duval respectivement. Par ailleurs
SAADAOUI et al., 2007, a montré une hyper toxicité d’une souche de Bacillus
thuriengiensis var kurstaki sur larves d’insectes ce qui lui a permis de confirmer que cette

souche présente une hyperactivité contre ces derniéres.

Il est évident que les traitements ont des effets sur la mortalité des larves, en particulier
pour les doses les plus fortes, ou les larves sont toutes décédées. D’aprés les mortalités
remarquées au cours des essais de Bacillus on supose qu’elles sont dues essentiellement a

I’effet de I’ingestion des cristaux de ce bipopesticide contenant 1’endotoxine.

Cette hypothése vienne d’étre argumenter par les travaux d’autres auteurs en particuliers

ceux de:

FRANKANHUYZEN et al., 1992 qui singalent que le Bacillus thuringiensis sous espéce
Kurstaki est efficace contre divers chenilles de Iépidopteres nuisibles a des arbres fruitiers,
aux cultures et aux forét, elle constitue ’'une des meilleurs souches sélectivement toxique

pour une large gamme des larves de Iépidopteres.

GUYANCOMT et al.,, 1989, LECARDET et BARJAC 1981, qui signalent que le
Bacillus thuringiensis est trés toxique pour les insectes appartenant aux ordres des
Iépidopteres, dipteres, hyménoptéres, coléoptéres, orthoptéres et isoptéres.

Nos résultats sont comparables a ceux de RAHIM et ZOUIOUECH., 2008 sur la purale
des dattes, qui ont testés un biopesticide de la méme famille a savoir le Dipel 8L, les
résultats auxquels ils ont aboutit, montre une forte efficacité de cet insecticide biologique sur

les larves neonates (L1).

De méme KARDI et ROUICI., 2007, ont montrés en conditions de laboratoire, que la
pulvérisation d’une suspension bactérienne issue d’une souche locale a base de Baccillus
thuriengiensis appliquée sur le milieu de culture artificiel destiné a I’alimentation de larves
néonates d’Ectomyelois ceartoniae Zeller provoque des pourcentages de mortalités de 1’ordre
de 64% chez les L3 et 40% chez les L5 d’Ectomyelois ceartoniae Zeller.
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Par ailleurs DHOUIBI., 1993, note que la mortalité chez ce méme ravageur survient a tout
les stades larvaires mais elle est trés importante pour les jeunes stades et méme les chenilles
agées meurent quand elle recoivent la dose létale, la chenille atteinte au Bacillus thuringiensis
s’arréte de s’alimenter suite a une perturbation métabolique provoquant alors un
rétrécissement du corps de la larves ainsi cette bactérie présente I’avantage d’étre compatible
avec les auxiliaires et les autres agents biologiques, d’autres part il remarque que la

Bactospeine ne présente aucun effet de choc contre Ectomyelois ceratoniae.

Les résultats obtenus ont montré que des souches telluriqgues marocaines de Bacillus
thuringiensis présentent une activité insecticide importante qui peut atteindre 100% chez
I’adulte et 84,43% chez les larves de Ceratitis capitata (ABOUSSAID et al., 2007)

L’efficacité d’un tel procédé peut étre lié au mode d’application ou la pulvérisation du
produit sur le substrat alimentaire, nous pensons que seule les parties imbibées ont retenue les
spores entompathogenes, ainsi les larves qui ne sont pas intoxiquéees les premiers jours du
traitements, ont ingérés une partie du substrat alimentaire qui ne renfermais pas de spores,
ceux —ci est comparable avec les travaux de (SCALO et al ., 1997) qui ont montré que le
taux de mortalité est en relation avec le mode d’application , ainsi ils observent que sur des
grappes pulvérisés des taux de mortalitt moins importants par rapport a des grappes
complétement trempées, et ceux-ci pour les tordeuses de la grappe, lépidoptere proche de

notre insecte.

CHARLES et CODERRE., 1992, signalent que la toxine thuringiensis produit plusieurs
effets importants, parmi lesquels la mort des larves avant la mue et la cessation de toute
alimentation apres la mue, des doses sub-létales produisent généralement des effets
tératologiques incluant des malformations des parties buccales, des yeux, des antennes et des

ailes.
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CONCLUSION

A la lumiere des résultats obtenus lors de cette expérimentation nous pouvons retenir que ;

La souche Bacillus thuingiensis utilisée a montrée une toxicité insecticide en relation dose
réponse temps pour les larves de Tribolium castaneum. Nous avant enregistré des taux de
mortalités de I’ordre de 66%, 78% et 86% respectivement apres 7 jours d’exposition aux

traitements.

Compte tenue des moyens a bord, nous nous sommes limités au seul test de toxicité vvu le

temps trés court accordé a I’expérimentation.

Cependant I’impact biologique de la souche bactérienne Bacillus thuringiensis a été
évalué sur les larves de Tribolium castaneum afin de valoriser son efficacité entomopathogéne
dans le but testée son effet toxique contre un insecte ravageur sur denrées entreposées a été

démontré.

En perspectives il nous parait intéressant d’élargir ce travail sur d’autres aspects chez

I’insecte comme I’effet des doses 1étales sur les paramétres de reproduction chez ce dernier.

Il est également souhaitable d’étudier la toxicité d’autres souches bactériennes
d’entomopathogenes, en vue d’optimiser une lutte biologique raisonnée et d’en préserver
I’entomofaune utile d’un aspect, et étudier la rémanence de ces produits qui sont directement
consommeés, en vue de préserver la santé des consommateurs dans le cadre d’une agriculture
durable et d’étudier de fagon approfondie le mécanisme d’action de ces bactéries au niveau de

I’insecte.
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ANNEXE

Annexe 1
Milieux de culture préparés

Gélose nutritive :

Extrait de viande ............... 29
Peptone ........cccocveenn 159
NaCl ..o, 5¢
AQar ..o, 15¢
Eau distillée ............... 1000 ml

pH = 7,2 avec autoclavage & 120°C pendant 20 minutes.
Bouillon nutritif :

La méme composition avec ¢limination de I’agar.
Annexe 2 :

BSA :

L’albumine de sérum bovin ou, est une protéine extraite du sérum de bovin largement utilisée
en laboratoire de biologie. Cette albumine peut étre utilisée comme agent diluant ou bloquant
dans de nombreuses manipulations telles que ’ELISA, I’immunohistochimie et le Western
blot.



ANNEXE

Annexe 3 :

Figure 3 : bacillus thuringiensis.



ANNEXE

Figure 4 : ’ensemencement de la souche bactérienne ( Bacillus thuringiensis).

Figure 5 : test de TSI avant et aprés 1’ensemencement.



ANNEXE

Figure 6 : 1’¢élevage de I’insecte (Tribolium castaneum).

Figure 7 : les larves de Tribolium castaneum.



ANNEXE

Figure 8 : pulvérisation de la souche.

Annexe 4 :

Durée de cycle de vie 29 +
ou—11

Le cycle biologique de Tribolium castaneum



Résumé :

Toxicité d’une souche entomopathogéne isolée localement de Bacillus thuringiensis sur un insecte ravageur.
Cette étude a été réalisée au niveau des laboratoires de microbiologie et de biotechnologie de la faculté des
Sciences de la Nature et de la vie de 1'université Ibn Khaldoun de Tiaret. Elle avait comme objectifs Evaluer la
toxicité d’une bactérie entomopathogéne « Bacillus thuriengiensis » sur un ravageur des denrées stockées
Tribolium castaneum, étude I’effet 1étal de I’insecticide utilisé sur les larves.

Notre expérimentation est basée sur 1’utilisation d’une souche de la bactérie entompathogéne du genre Bacillus
thurungiensis sur les larves de 5°™ stade (L5) du Tribolium castaneum testée dans des conditions de laboratoire
a différentes a raison de trois doses (0,66g/ml, 0,84mg/ml et 0,96mg/ml) sur les larves.

Nos résultats indiquent que 1’entomopathogene « Bacillus thuringiensis » exerce une toxicité plus ou moins
importante sur les larves de I’insecte étudie avec un taux de mortalité de I’ordre de 66%, 78% et 86%
respectivement. En revanche cette bactérie n’a aucun effet sur les adultes de Tribolium castaneum.

Mots clés : Toxicité, Bacillus thuringiensis, Tribolium castaneum, les larves, entomopathogene.
Abstract

Toxicity of an entomopathogenic strain isolated locally from Bacillus thuringiensis on a pest insect.

This study was carried out at the level of the microbiology and biotechnology laboratories of the Faculty of
Nature and Life Sciences of 1bn Khaldoun University of Tiaret. Its objectives were to evaluate the toxicity of an
entomopathogenic bacterium "Bacillus thuriengiensis” on a pest of stored products Tribolium castaneum, study
the lethal effect of the insecticide used on the larvae.

Our experiment is based on the use of a strain of the entompathogenic bacterium of the genus Bacillus
thurungiensis on 5th instar larvae (L5) of Tribolium castaneum tested under laboratory conditions at different
doses (0.66mg / ml, 0.84mg / ml and 0.96mg / ml) on the larvae.

Our results indicate that the entomopathogenic "Bacillus thuringiensis" exerts a more or less significant toxicity
on the larvae of the studied insect with a mortality rate of the order of 66%, 78% and 86% respectively. On the
other hand this bacterium has no effect on adults of Tribolium castaneum.

Key words: Toxicity, Bacillus thuringiensis, Tribolium castaneum, larvae, entomopathogen.
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