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Etude de la diversité des bactéries du sol et caractérisation de 

nouvelles souches de Bacillus thuringiensis  actives sur les 

diptères 

Résumé 

Les études de la diversité et de la richesse bactérienne des sols 

constituent un enjeu primordial pour développer des bio pesticides efficaces en 

lutte biologique contre les diptères phytoravageurs et vecteurs de maladie 

(malaria, dengue…). Dans ce manuscrit, la caractérisation de la diversité 

bactérienne des sols de chênes et de pins Libanais a été étudiée par 

comparaison aux mêmes sols d’Autriche, une zone géographique différente et de 

climat différent. La composition en classes et genres du phylum des Firmicutes 

et son abondance dans les différents sols étudiés ont été particulièrement 

caractérisées par des indices de diversité (alpha, bêta, OTUs…) et des 

méthodes moléculaires (SSCP et qRT-PCR). A partir des sols de pins et de 

chênes Libanais et précisément à partir de ce phylum, des souches de Bacillus 

thuringiensis ont été criblées pour leur activité insecticides contre les diptères, 

Culex pipiens, Aedes albopictus et Anopheles gambiae. Deux souches de Bt ont 

été sélectionnées. La souche A23 possède une toxicité in vivo plus élevée que la 

souche de référence Bacillus thuringiensis israelensis (Bti). Cette souche n’a 

cependant pas révélé de différences génétiques et moléculaires par rapport à 

Bti. La souche H3, quant à elle, a été étudiée étant non cytolytique et présentant 

une activité insecticide in vivo contre les diptères mais à fortes concentrations 

par rapport à Bti. Cette souche a révélé un contenu génique et protéique différent 

de Bti. H3 a probablement un nouveau variant du gène cry4B et du gène cry40 

connu pour avoir une activité diptéricide. Des investigations supplémentaires 

sont nécessaires afin de confirmer ces résultats et de comprendre les 

mécanismes de toxicité de ces deux souches. 

 

Mots-clés : Diversité bactérienne, lutte biologique, diptères, chênes, pins, 

libanais, Autriche, Firmicutes, Bacillus thuringiensis israelensis, toxicité in vivo, 

non cytolytique, cry.  
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Liste des abréviations 
 

X Fois 

% Pourcentage 

˚C Degré Celsius 

APS Persulfate d’Ammonium  

Bt Bacillus thuringiensis 

g Gramme 

H 

Min 

sec 

Heure 

Minutes 

Secondes 

kDa Kilo daltons 

LB Luria-Bertani 

LC50 Concentration létale qui tue 50 % des 
populations 

M Molaire 

mL 

μL 

Millilitre 

Microlitre 

mM Millimolaire 

MW Marqueur de poids moléculaire 

pb Pair de base (bp: base paire) 

PCR 

qRT-PCR 

SSCP 

Polymerase Chain Reaction 

Polymerase Chain Reaction quantitative 

Single Strand Conformation Polymorphism 

rpm Round per minute (tour par minute) 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 

TAE Tris acétate EDTA 

TEMED Tétraméthyl-éthylènediamine 

δ-endotoxine Delta-endotoxine 

Ae.          Aedes  
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Cx.         Culex 

An.        Anopheles 

AMPc        Adénosine Monophosphate Cyclique 

APN         Aminopeptidase  

ALP         Phosphatase Alcaline 

Ba        Bacillus anthracis  

Bc        Bacillus cereus  

Bt       Bacillus thuringiensis  

Btk        Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki  

Bti        Bacillus thuringiensis subsp. israelensis  

B. mori       Bombyx mori  

BBM  Membrane de la bordure en brosse de 

l’intestin   moyen  

BBMV  Vésicules  membranaires de la bordure en  

brosse  

BSA        Albumine du sérum bovin  

CAD        Cadhérine CR: répétition de la cadhérine  

Ct        Carboxy terminal  

Nt        Amino terminal 

E. coli       Escherichia coli  

E. kuehniella       Ephestia kuehniella  

EDTA             Acide ethylenediaminetetraacetique 

GPI       Glucosylphosphatidylinositol  

P. xylostella      Plutella xylostella  

Cyt       Cytolytique 
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Au cours des 50 dernières années, la protection des cultures agricoles a 

beaucoup compté sur l’utilisation des pesticides chimiques, mais leur 

disponibilité est maintenant en déclin en raison de nouvelles législations et 

surtout de l'évolution de la résistance dans les populations de ravageurs. En 

effet, l’utilisation courante de ces produits chimiques a mené à de graves 

problèmes. Certains de ces produits se sont révélés extrêmement toxiques pour 

les organismes non visés et dans de nombreux cas ils sont délétères pour la 

santé de l’Homme et des animaux. A titre d’exemple, ils induisent des maladies 

humaines graves, comme le cancer et les troubles du système immunitaire et 

nerveux. En outre, d’un point de vue nuisance environnementale, ces produits 

chimiques polluent le sol et les nappes phréatiques. Par conséquent, 

l’élaboration d’autres tactiques alternatives de lutte biologique est nécessaire.  

Le concept de lutte biologique se définit comme un phénomène existant à 

l’état naturel et résultant des relations écologiques entre espèces vivantes. Le 

développement d'agents efficaces de lutte biologique est l'un des défis majeurs 

du 21e siècle afin d'assurer un environnement durable. Des échantillons de sols 

contenant des microorganismes ayant des applications écologiques bénéfiques, 

ont montré un grand potentiel d’implication dans le développement de nouvelles 

stratégies de lutte biologique favorables pour l’environnement et pour l’Homme. 

Pour répondre à ce concept, la diversité bactérienne des sols devrait être 

pleinement explorée et étudiée. Dans le cas de mon sujet de thèse, les agents 

constituants le principe actif des produits de lutte biologique sont des bactéries 

Gram positifs sporulantes, celles appartenant au phylum des Firmicutes des sols 

et plus particulièrement la bactérie Bacillus thuringiensis. Le phylum des 

Firmicutes comprend actuellement plus de 300 genres bactériens dont plusieurs 

ont des applications bénéfiques dans plusieurs domaines des activités humaines 

(agroalimentaire, industrie, médecine…). Il est d’ailleurs crucial de noter que les 

membres des deux genres Clostridium et Bacillus ont longtemps été considérés 

comme des membres importants des communautés bactériennes du sol (Garrity, 

G. M., et al.,, 2004) et constituent de ce fait les deux genres de bactéries 

sporulantes les plus abondants au sein du phylum des Firmicutes. Leur impact 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Introduction Générale 

15 
 

énorme dans les domaines aussi variés que l'agriculture (ex : Bacillus 

thuringiensis est l'insecticide le plus utilisé au monde en agriculture biologique), 

la médecine, la production alimentaire et l'écologie en fait un sujet vital d'enquête 

(Dambach, P., et al., 2014 et Koch, M. S., et al., 2015). Parmi les bactéries du 

genre Bacillus thuringiensis, la découverte en 1978 de la sous-espèce Bacillus 

thuringiensis israelensis (Bti), a permis de restreindre les problèmes dus aux 

attaques accrues des cultures par les insectes ravageurs et vecteurs de maladie. 

Parmi ces diptères, nous distinguons tout d’abord les moustiques qui constituent 

une menace constante pour le monde entier, principalement avec les dernières 

interceptions de moustiques exotiques (Aedes koreicus, Aedes japonicus 

japonicus) qui sont de vecteurs de maladies graves comme la dengue, la fièvre 

jaune, la maladie du Nil occidental et le Chikungunya qui affectent plus d’un 

million de personnes par an. En outre, au niveau économique, l’attaque par les 

insectes ravageurs est responsable d’une perte approximative de 10 % dans la 

chaine alimentaire mondiale. A titre d’exemple, Mayetiola destructor, connue 

sous le nom de « Hessian fly », cause des dommages au niveau du blé, de l’orge 

et du seigle en Europe et en Amérique du Nord (Khajuria, C., et al., 2013). Dans 

ce sens, et conformément aux règles du développement durable, la lutte 

biologique utilisant la référence mondiale Bacillus thuringiensis israelensis a fait 

son essor.  

L’agent de contrôle biologique, Bacillus thuringiensis (Bt), bactérie Gram 

positif sporulante, est active sur le stade larvaire de différents ordres d’insectes 

et cela en déstabilisant leur tissu intestinal, évoluant vers une septicémie (Ben-

Dov, E. 2014). Sa toxicité se manifeste grâce à des δ-endotoxines, dites les 

toxines Cry et Cyt, produites lors de la phase de sporulation. Ces toxines ont un 

spectre d’activité très sélectif qui permet de les classer en différentes familles. 

Ainsi, les toxines Cry1 sont actives sur les lépidoptères, Cry2 et Cry4 sur les 

diptères, Cry3 sur les coléoptères, Cry5 sur les nématodes … alors que les 

toxines Cyt sont principalement actives sur les diptères. Nous nous intéressons à 

l’étude de l’activité sur les diptères de différentes souches de Bt isolées du sol 

libanais en prenant comme référence Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), 
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première souche étudiée pour son activité très élevée et adaptée contre les 

diptères (Ben-Dov, E. 2014). Bti produit des inclusions cristallines spécifiques qui 

ont été utilisées comme principe actif dans la lutte contre les larves d’espèces 

nuisibles tel que les moustiques et les mouches noires (Federici B.A., et al., 

2010). Bti est caractérisée par une grande diversité en protéines Cry et Cyt 

(Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa, Cyt1Aa, Cyt2Ba et Cyt1Ca) (Wirth M.C., et al., 2005) 

ce qui lui confère différents modes d'action et des interactions synergiques entre 

ses toxines. De ce fait aucune  résistance à Bti n’a été observée malgré 

l’utilisation massive de ses toxines depuis longtemps (Tetreau, G., et al., 2013). 

Ces toxines sont inoffensives pour l’Homme, les vertébrés et les plantes et sont 

biodégradables. Ces toxines sont utilisées comme biopesticides sous deux 

formes différentes : Elles sont soit pulvérisées sur les champs, soit introduites 

dans les plantes transgéniques fournissant une approche plus ciblée et efficace 

pour contrôler les insectes nuisibles à l'agriculture. En effet, les δ-endotoxines 

sont peu stables dans la nature et leur durée de vie après pulvérisation sur les 

champs est très courte ce qui réduit leur efficacité ; de ce fait les gènes codant 

pour ces toxines ont été introduits chez les plantes d’où les plantes 

génétiquement modifiées (PGM). Le développement de ces biotechnologies 

vertes est en véritable expansion mondialement et les PGM deviennent des 

éléments incontournables du nouveau cycle de croissance. Plus 

particulièrement, l’application des bio pesticides à base de Bacillus thuringiensis 

a conduit à une réduction importante de l’utilisation des pesticides chimiques et 

par la suite améliore les conditions de développement et de protection des 

agricultures.  

Ce manuscrit de thèse défilera cinq parties entièrement dédiées, d’une 

part, à l’étude et la compréhension de la diversité des communautés de 

Firmicutes dans un environnement complexe tel que le sol ; et d’autre part, à 

l’isolement de souches de Bt du sol libanais et à l’identification de celles actives 

sur les diptères vecteurs de maladies et ravageurs essentiels de l’agriculture au 

Liban. Les souches isolées ont été caractérisées au niveau génétique et 

moléculaire. La première section comportera une synthèse bibliographique 
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portant sur l’importance de l’étude de la diversité bactérienne du sol 

particulièrement la communauté de Firmicutes des sols. Cette section traitera 

également le concept de la lutte biologique contre les diptères se focalisant ainsi 

sur les caractéristiques génétiques, moléculaires des delta-endotoxines de la 

souche de référence Bti et sur leurs spectres de toxicité. De plus, les différents 

modes d’action des delta-endotoxines de Bti au niveau de l’intestin moyen des 

insectes seront décrits et les étapes clef de la manifestation de la toxicité seront 

détaillées. Ensuite, l’utilisation de Bti et l’existence d’autres protéines non 

identifiées chez Bti pour lutter contre les diptères ravageurs seront élaborées. 

Par la suite, les objectifs de la thèse et les résultats correspondants défileront en 

trois chapitres distincts. Le chapitre I étudiera la diversité microbienne des sols 

de chênes et de pins appartenant à deux géographies différentes Libanaise et 

Autrichienne. Suivra le chapitre II qui développera la mise en évidence d’une 

souche A23 de Bt qui est plus toxique que Bti sur trois types de larves de 

diptères (Aedes albopictus, Anopheles gambiae et Culex pipiens). Cette souche 

a montré in vitro un profil d’activation protéolytique différent de la souche Bti. Le 

3e chapitre va exposer l’isolement d’une souche H3 de Bt, non cytolytique mais 

présentant une toxicité remarquable contre les larves de diptères par 

comparaison à Bti. Une discussion générale suivra ces chapitres et permettra  

d’élaborer tous les résultats déjà évoqués. Enfin, les perspectives de ce travail 

seront  exposées dans la  conclusion de cet ouvrage. 
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I. La diversité microbienne des sols 

La diversité bactérienne des sols regroupe l'ensemble des 

microorganismes qui présentent au moins un stade actif de leur cycle biologique 

dans le sol. Elle inclut les habitants de la matrice du sol ainsi que ceux de la 

litière et des bois morts en décomposition. En effet, le sol est la partie 

superficielle de la lithosphère terrestre. Elle est formée suite à la dégradation de 

la matière organique d’origine animale et végétale (fraction organique) et de la 

transformation de la roche mère sous-jacente (fraction minérale). C’est Darwin 

qui, suite à son ouvrage « Rôle des vers de terre dans la formation de la terre 

végétale » publié en 1881, ouvrit la voie à l’écologie du sol (Darwin Ch. 1881). 

Cette discipline tente de mettre en valeur les interactions qui existent entre les 

composantes biotiques et abiotiques de ce compartiment. Le sol possède de ce 

fait des caractéristiques et des propriétés qui changent en fonction des roches, 

des reliefs, des climats, des végétations... Il est considéré comme l’un des 

environnements les plus complexes de la biosphère et est à ce titre un réservoir 

majeur de la diversité microbienne (Wagg, C., et al., 2014). Etudier cette 

diversité est extrêmement complexe. Seule une meilleure connaissance des 

composants biotiques et abiotiques du sol, des interactions entre les bactéries et 

leurs environnements permettra d’accéder à une fraction plus importante de la 

diversité bactérienne que renferme le sol et d’optimiser les moyens de la lutte 

biologique. 

Le sol est un passage obligé pour de nombreuses espèces animales et 

végétales; c’est l’endroit où ont lieu de nombreux cycles biologiques. il 

représente un environnement hétérogène et complexe où les microorganismes 

sont les organismes les plus abondants et les plus diversifiés d’un point de vue 

taxonomique et fonctionnel (Daniel, R., et al., 2005) . Ces communautés de 

microorganismes sont fortement influencées par les stress environnementaux et 

apparaissent de ce fait comme de bons indicateurs de l’évolution de la qualité 

des sols. L’étude de la diversité bactérienne des sols constitue l’un des défis 

majeurs de  l’écologie microbienne et les techniques qui y sont appliquées ne 
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cessent d’évoluer (Fierer, N., et al., 2011). Avant le développement des 

techniques moléculaires, l’identification et la classification taxonomique de 

bactéries reposaient sur leur isolement, leur mise en culture et leur 

caractérisation basées sur des critères morphologiques, physiologiques, 

métaboliques, biochimiques et écologiques. Ces critères de classification sont 

toutefois limitées surtout que les caractéristiques phénotypiques et 

physiologiques des bactéries sont très diversifiées mais aussi de par la simplicité 

de la classification engendrée. Pour pallier à ce problème, des approches 

moléculaires ont été développées révolutionnant ainsi le domaine de l’écologie 

microbienne en améliorant la classification bactérienne et surtout en augmentant 

de manière significative le nombre d’espèces considérées au-delà des bactéries 

cultivables.  

  

I.1. La microflore du sol 

Les organismes du sol peuvent être classés en trois catégories selon la 

fonction principale qu’ils exercent (Berthelin, J., et al., 2010). Nous distinguons 

les décomposeurs de la matière chimique, les régulateurs biologiques et les 

aménageurs de l’écosystème. Dans le sol, les décomposeurs regroupent les 

bactéries, champignons, algues et virus qui sont comparables à des ouvriers. Ce 

sont les plus petits organismes présents dans les sols. Ils décomposent la 

matière organique, comme les feuilles et les déchets végétaux et transforment 

les résidus en éléments nutritifs comme l’azote, le phosphore et le soufre. Les 

régulateurs biologiques sont les protistes, nématodes et microarthropodes qui 

régulent le nombre de décomposeurs et leur activité, principalement en les 

mangeant ce qui affecte la productivité du sol. Enfin, les aménageurs du sol qui 

regroupent les lombrics, les termites, les racines... élaborent la structure du sol 

en creusant des passages, des tunnels et en transportant les particules au sein 

de la communauté souterraine.  
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I.1.1. Les phyla bactériens du sol 

Parmi les décomposeurs des sols, je vais présenter ci-dessous les plus 

abondants phyla bactériens des sols: 

- Le phylum Acidobacteria comprend des bactéries Gram négatifs chimio-

organotrophes et certaines souches qui sont acidophiles. Peu de souches 

de ce phylum sont cultivables, par conséquent leurs propriétés 

phénotypiques sont encore peu connues (Dunbar, J., et al., 1999). 

- Le phylum Actinobacteria est très dominant dans le sol mais aussi présent 

en milieu aquatique terrestre. Les bactéries qui lui appartiennent sont 

Gram positifs, à haut pourcentage en GC, aérobies ou anaérobies. Ces 

bactéries sont des gros producteurs d’antibiotiques, dégradeurs de 

xénobiotiques et certains sont pathogènes pour l’Homme et certains 

animaux. La plus grande diversité du phylum revient aux genres les plus 

étudiés appartenant à la sous-classe des Actinobacteridae et à l’ordre des 

Actinomycetales. Les genres Streptomyces (très répandus dans le sol, 

très gros producteurs d’antibiotiques), Mycobacterium (espèces 

pathogènes comme M. tuberculosis ou M. leprae), Cellulomonas 

(dégradeur de la cellulose), Nocardia (des espèces pathogènes des 

animaux), Frankia (symbionte racinaire des plantes), Bifidobacterium (des 

espèces du tube digestif humain) (Lauber, C. L., et al., 2009 and Goldfarb, 

K. C., et al., 2011). 

- Le phylum Armatimonadetes renferme des espèces cultivées dans des 

environnements très différents (rhizosphère, source géothermale). Les 

bactéries de ce phylum sont Gram négatifs, aérobies et très peu 

caractérisées (Lee, K. C.-Y., et al., 2013). 

- Le phylum des Bacteriodetes comprend des bactéries Gram négatifs, 

aérobies ou anaérobies, hétérotrophes. Elles présentent une grande 

diversité phénotypique et sont trouvées dans le sol mais aussi dans l’eau, 

les sédiments et la flore intestinale. Les genres les plus connus sont : 

Bacteroides (flore intestinale, certaines espèces sont pathogènes 
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opportunistes), Sphingobacterium et Flavobacterium (dégradation de 

xénobiotiques et de polluants organiques) (Eilers, K. G., et al., 2010). 

- Le phylum des Chloroflexi comprend des bactéries Gram négatifs, 

photosynthétiques anoxygéniques, certains membres étant aérobies. 

L’ordre des Chloroflexales (classe Anaerolinea) contient essentiellement 

des bactéries photosynthétiques (bactériochlorophylle a ou c, et des 

caroténoïdes) (Campbell, A. G., et al., 2014). 

- Le phylum des Cyanobacteria renferme des bactéries Gram négatifs, 

photosynthétiques oxygéniques (produisant du dioxygène), certaines sont 

fixatrices d’azote. Egalement, certaines espèces (genre Anabaena ou 

Nostoc) sont en symbiose avec les champignons (pour former le lichen) 

(WHO, 1999). 

- Le phylum des Firmicutes renferme les bactéries Gram positifs formant 

des endospores dont la majorité présente un faible taux de GC dans leur 

ADN (< 50 %), aérobie ou anaérobie avec quelques espèces 

phototrophes. Les classes Bacilli (2 ordres, 15 familles) et Clostridia (4 

ordres et 18 familles) sont les plus importantes de ce phylum. Il comprend 

plusieurs genres et espèces d’intérêt : Le genre Bacillus (B. thuringiensis, 

bactérie utilisée fréquemment dans la lutte biologique du fait de son 

inclusion cristalline renfermant des protéines à activités biopesticides 

diverses ; B. subtilis, bactérie modèle du sol, B. anthracis, agent de la 

maladie du charbon), le genre Clostridium (espèces pathogènes pour 

l’Homme: C. tetani, C. botulinum, C. difficile, C. perfringens, etc.), l’espèce 

Listeria monocytogenes (responsable d’infection alimentaire), 

Staphylococcus (coques aérobies ubiquistes, certaines espèces 

pathogènes), Lactobacillus et Lactococcus (bactéries lactiques), 

Streptococcus (certaines espèces pathogènes) (Galperin, M. Y. 2013). Le 

phylum des Firmicutes, qui renferme les bactéries formant des 

endospores, sera particulièrement étudié au cours de ces travaux de 

thèse. 
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- Le phylum Nitrospirae inclut des bactéries Gram négatifs, chimio-

lithotrophes aérobie nitrifiante ferro-oxydant ou anaérobie 

chimioorganotrophe sulfato-réducteur (Martínez-Alonso, M., et al., 2010).  

- Le phylum des Planctomycetes comporte des bactéries Gram négatifs, 

dépourvues de peptidoglycane, bourgeonnantes ou filamenteuses. Les 

bactéries de ce phylum étaient classées parmi les champignons (Fuerst, 

J. A., et al., 2011). 

- Les bactéries du phylum des Proteobacteria sont Gram négatifs et 

appelées autrefois bactéries pourpres car les premières décrites de ce 

groupe étaient photosynthétiques, avec une pigmentation pourpre. C’est 

en réalité le phylum qui contient la plus grande diversité (phénotypique et 

génotypique), dont une majorité non photosynthétique (chimiotrophe) 

(Goldfarb, K. C., et al., 2011). 

- Le phylum des Verrucomicrobia regroupe des bactéries Gram négatifs, 

oligotrophes, relativement abondant dans le sol mais très peu de souches 

sont cultivables. Leur écologie, toutefois, n’est pas encore bien définie 

(Sangwan, P., et al., 2005). 

L’activité de la fraction vivante du sol caractérise sa fertilité et son pouvoir 

à s’adapter et/ou à résister aux influences externes. A titre d’exemple, certains 

microorganismes agissent négativement sur la vitalité de la plante (les agents 

pathogènes), alors que d’autres favorisent positivement leur développement (les 

mycorhizes ou les antagonistes). Ces interactions entre les différents acteurs, 

microorganismes «négatifs», microorganismes «positifs», plantes et Homme, 

permettent d’évaluer la qualité du sol. 

I.1.2. Facteurs influençant la structure des communautés 

bactériennes des  sols 

L’un des défis en lutte biologique est de mieux étudier l’écologie 

microbienne des sols cibles et de comprendre les processus qui génèrent et 

maintiennent cette diversité bactérienne. En effet, le microcosme du sol 

nécessite des études approfondies de sa diversité,  sa distribution spatiale à 
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petites et à grandes échelles, ainsi que son implication dans le fonctionnement 

biologique du sol (Ranjard L., et al., 2010). Ces études sont toutefois confrontées 

à la difficulté d’accéder aux populations bactériennes au sein d’une matrice 

hétérogène et structurée (Curtis T.P., et al., 2005). Au cours des deux dernières 

décennies, les avancées considérables dans le domaine de la biologie 

moléculaire ont permis de mettre en place de nouvelles techniques pour aborder 

et élaborer la diversité des communautés microbiennes des sols in situ (Ranjard, 

L., et al., 2000). Ces techniques moléculaires sont une des raisons du progrès 

des recherches pour le bio-control. En effet, elles ont amélioré notre 

compréhension de l’écosystème microbien et résultent en une élaboration de 

stratégies pour l’identification de bactéries d’intérêt écologique. 

Beaucoup de paramètres biotiques et abiotiques interviennent pour 

modeler la structure des communautés bactériennes des sols tant en terme de 

diversité que d’effectifs (Borneman, J., et al., 1997). Il n’est pas encore possible 

aujourd’hui de prendre en compte tous les paramètres influant la composition de 

la microflore tellurique et surtout leurs interactions (Tarlera, S., et al., 2008). Les 

facteurs présentant une influence marquée sur la structure des communautés 

bactériennes seront détaillés ci-dessous : 

 

I.1.2.1. Les facteurs abiotiques 

Plusieurs études suggèrent que la structure des communautés 

microbiennes est modelée par les caractéristiques des sols qui conditionnent la 

distribution spatiale. Ces communautés sont dominées par 5 phyla majeurs : 

Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes et Firmicutes 

(Janssen, P. H., et al., 2006). Le développement de communautés bactériennes 

distinctes se fait avec le temps suite aux changements affectant le sol. Le pH est 

l’un des forts prédicateurs de la composition des communautés bactériennes et 

de leur diversité. Il influence fortement la composition des Acidobacteria et des 

Actinobacteria. Cependant selon le type de sol d’autres facteurs peuvent altérer 

la structure des communautés tel que la disponibilité des nutriments, la solubilité 
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des métaux (Muller AK, et al., 2002), le contenu en carbone et en azote, 

l’humidité, la salinité....  

 

I.1.2.2. Les facteurs biotiques 

Les facteurs biotiques des sols sont divers. A titre d’exemple, il a été 

montré que les plantes ont un impact identique ou même supérieur à celui des 

facteurs abiotiques dans le contrôle des fonctions des écosystèmes terrestres, 

dans la modulation de la structure des communautés bactériennes des sols 

(Verville, J. H., et al., 1998) et influent aussi les propriétés abiotiques du sol. La 

présence de plantes résulte en une augmentation significative de l’humidité du 

sol, de la biomasse et de la respiration microbienne. Il a été observé que 

beaucoup de plantes possèdent des groupes de microorganismes qui leur sont 

spécifiques, cela représente une association positive où les plantes fournissent 

le carbone pour la croissance microbienne et en retour les microorganismes leur 

donnent des éléments majeurs comme une protection contre les attaques des 

pathogènes et parasites (Singh, B. K., et al, 2004). En outre, les facteurs 

dépendant de la physiologie de l'organisme choisi (taux de croissance, 

d'alimentation, de reproduction, durée de la vie, capacités métaboliques, rythmes 

endogènes d'activité, possibilités de déplacement) sont aussi considérés comme 

biotiques (Wardle, D. A., et al., 2006). Enfin, les facteurs biotiques concernent 

également la présence, à côté d'un organisme, d'autres organismes de la même 

espèce ou d'espèces différentes, qui rentrent en  concurrence, en compétition, 

ou qui exercent sur lui une prédation, un parasitisme…    

 

I.2.  Les paramètres de mesure de la biodiversité des sols 

La biodiversité peut être calculée et contrôlée à plusieurs échelles. Nous 

distinguons plusieurs niveaux d’étude: diversité alpha, diversité bêta et diversité 

gamma. La diversité alpha concerne la richesse et la régularité des individus au 

sein d’un habitat ; la diversité bêta permet de comparer la diversité entre les 
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différents habitats ; et finalement, la diversité gamma étudie la diversité du 

paysage ou la diversité des habitats dans un paysage ou dans une région 

(Figure 1). 

Les indices de mesure de la biodiversité des sols permettent de caractériser les 

tendances générales des communautés et d’étudier leur diversité. Ils prennent 

en compte toute la complexité de chaque communauté, leur distribution 

géographique et toutes les différences possibles existantes. Seuls les indices 

utilisés et développés dans ces travaux de thèse seront exposés et détaillés 

dans ce qui suit.  

Nous distinguons trois types d’indices :  

- Les descripteurs statistiques, couramment utilisés et permettant de décrire 

de manière quantitative les peuplements (Richesse Spécifique (S), 

Biomasse (B), Abondance (A), Dominance...); 

- Les indices de diversité (Indice de Shannon Wiener (H’), indice 

d’équitabilité de Piélou (J’), Indice de Simpson, Indices de Hill…) étudiant 

la complexité des peuplements et traduisant la répartition des abondances 

des espèces dans ce peuplement;  

- Les indices basés sur des représentations graphiques et 

distributionnelles, qui à partir de l’analyse de la forme des courbes, ils 

permettent d’étudier la structure des populations (courbes de dominance 

k, courbes de Comparaison Abondance/ Biomasse). 
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Figure 1: Représentation schématique des diversités alpha, bêta et gamma d’une 

communauté bactérienne (Saeki, Y., et al., 2014). 

 

 

I.2.1. Les OTUs (Operational Taxonomic Units)  

En phylogénie, une unité taxonomique opérationnelle (OTU) est une 

définition opérationnelle d’un groupe d’individus de même espèces souvent 

utilisée quand seulement les données de séquences d'ADN est disponible. Elle 

est l'unité de la diversité microbienne la plus couramment utilisée. Un OTU est 

généralement défini comme un ensemble de lectures avec 97 % de similarité, 

avec l'espoir de correspondre approximativement aux genres. Dans ces travaux 

de thèse, elles ont été appliquées aux résultats de séquençage de la région 16S 

de l’ADN ribosomique (16S ADNr) en utilisant le logiciel MOTHUR (Schloss, P. 

D., et al., 2009). Les méthodes traditionnelles, utilisant des courbes de 

raréfaction pour évaluer la richesse en espèces, l'utilisation des estimateurs de 

diversité alpha et bêta se basent essentiellement sur ces OTUs. 
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I.2.2. Indice et courbe de raréfaction 

Les méthodes de raréfaction consistent à estimer le nombre d’espèces 

pour un certain nombre d’individus. L’avantage de ces méthodes est de décrire 

les changements progressifs s’effectuant dans le temps ou dans l’espace 

(Pearson, T. H., et al., 1978) de façon indépendante de la taille de l’échantillon. 

Les résultats peuvent être représentés par une courbe dont l’ordonnée peut 

représenter le nombre d’espèces et l’abscisse le temps, la distance par rapport à 

une source de pollution ou le nombre d’individus, etc… 

Chaque courbe de raréfaction est calculée sur la base des distributions 

des unités taxonomiques OTUs pour chaque échantillon de sol. Dans l'analyse 

de la diversité bactérienne d’une communauté, plus le nombre d’échantillons est 

grand et plus le nombre d’espèces trouvées est grand. Généralement, les 

courbes de raréfaction sont créées de façon aléatoire par ré-échantillonnage (n 

fois) d’un réservoir de N échantillons, puis le nombre moyen d'espèces présentes 

dans chaque échantillon (1,2, ... N) est déterminé.  Par conséquent, la 

raréfaction génère le nombre prévu d'espèces dans une petite collection de n 

individus tirés au sort à partir du grand réservoir de N échantillons (Gotelli, N. J., 

et al., 2001). En fait, la variabilité de la richesse de chaque individu dans son 

habitat peut contrôler de manière significative la forme de la courbe de 

raréfaction en fonction du moment où chaque donneur a été échantillonné. 

I.2.3. Indices de diversité  

La diversité prend en compte le nombre d’espèces et la fréquence relative 

des individus au sein de ces espèces Ces deux facteurs déterminent en fait la 

richesse spécifique du sol. Deux principaux indices de diversité ont été 

développés: l’indice de Shannon-Wiener et l’indice de Simpson. L’indice de 

Shannon est classé dans les indices de type I puisqu’il est sensible aux 

variations importantes des espèces les plus rares. Ainsi, une communauté 

dominée par une seule espèce aura un coefficient plus petit qu’une communauté 

dont toutes les espèces sont co-dominantes. L’indice de Simpson mesure la 

probabilité que deux individus sélectionnés au hasard appartiennent à la même 
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espèce. Il est classé dans les indices de type II puisqu’il est sensible aux 

variations importantes des espèces les plus abondantes (Peet, R. K. 1974). 

L’indice de Shannon-Wiener est le plus couramment utilisé, recommandé 

par différents auteurs (Gray., et al., 1992) et se calcule par la formule suivante: 

 

 

 

 
Où :  
pi= abondance proportionnelle ou pourcentage d'importance de l'espèce pi

 
= 

ni/N;  
S = nombre total d'espèces;  
ni

 
= nombre d'individus d'une espèce dans l'échantillon;  

N = nombre total d'individus de toutes les espèces dans l'échantillon. 

L’indice de Simpson pour un échantillon infini est donné par : 

 

et pour un échantillon fini par :  

Où : 

pi = proportion des individus dans l’espèce i 

ni = nombre d’individus dans l’espèce i 

N = nombre total d’individus. 

Ces indices de diversité sont souvent accompagnés d’indices 

d’équitabilité qui consistent le plus souvent à établir le rapport entre la diversité 

mesurée et la diversité théorique maximale pour une taille d’échantillon et un 

nombre d’espèces données. Ils traduisent donc la répartition des espèces les 

plus abondantes dans le peuplement. 
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I.3.  Les méthodes moléculaires d’analyse des communautés 

bactériennes 

Les méthodes de caractérisation des communautés bactériennes sont de 

3 types : les méthodes basées sur les profils des bandes d’ADN, celles basées 

sur le séquençage d’ADN et celles basées sur l’hybridation de l’ADN sur des 

micro-puces. Les méthodes basées sur les profils des bandes d’ADN sont 

méthodes de génotypage qui classent les bactéries selon les tailles des 

fragments générés à la suite d’amplification par PCR et/ou d’une digestion de 

l’ADN génomique par une endonucléase de restriction (Li, W., et al., 2009 et 

Versalovic, J., et al., 2002) ou par simple analyse du profil s’il s’agit de l’ADN 

plasmidique. Les méthodes basées sur le séquençage de l’ADN se basent sur la 

comparaison des résultats de séquençage d’un gène marqueur de différentes 

souches bactériennes (Li, W., et al., 2009). Les méthodes basées sur des micro- 

ou macro-puces à ADN comparent le profil d’hybridation des ADNs bactériens 

sur des sondes de séquences bien connues (Versalovic, J., et al., 2002). Ces 

méthodes de génotypage sont espèces-dépendantes à l’exception de celles 

basées sur le séquençage génomique. Dans ce qui suit, les régions de l’ADN qui 

sont ciblées dans le génotypage bactérien ainsi que le principe de bases de ces 

techniques, notamment celles utilisées au cours de ces travaux de thèse, sont 

exposées.   

I.3.1. Les régions des gènes utilisées pour le génotypage  

I.3.1.1. L’ADN ribosomique 16S 

Carl  Woese a été le premier en 1987 à proposer l'utilisation du gène de  

l’ARN ribosomique 16S comme marqueur de phylogénie (Woese, Carl R., et al., 

1987). Cette découverte a véritablement révolutionné la taxonomie et l’écologie 

microbienne. En effet, les séquences d’ADN ribosomaux (ADNr) sont 

considérées comme des marqueurs permettant d’étudier de près l’évolution des 

communautés bactériennes. En effet, toutes les cellules renferment des ARNr 

qui leurs sont essentiels pour leur survie (Woese, Carl R., et al., 1987 and Hillis, 
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D., et al., 1991). Par conséquent, l’amplification et le séquençage des gènes du 

16S ARNr sont très utilisés pour l’identification et la classification phylogénique 

des espèces, des genres et des familles des procaryotes. 

Les cellules procaryotes possèdent des ARNr 23S, 16S et 5S. Le choix du 

marqueur porte généralement sur l’ARNr 16S et non 23S ou le 5S et ceci pour 

des raisons techniques. L’ARNr 23S est plus long que l’ARN 16S et porte des 

structures secondaires particulièrement marquées. Le 16S ARNr est une 

molécule ayant évolué plus lentement que le reste du génome et constitue de ce 

fait une horloge moléculaire lente. L’ARNr 16S s’organise en opérons pouvant 

être présents en mono- ou multi-copies dans les génomes (Rainey, F. A., et al., 

1996). Il est constitué de 1500 pb et comprend 10 régions conservées (évolution 

lente avec le temps) et 9 régions hypervariables (V1-V9) (flanquées par les 

régions conservées) (Cai, H. Y., et al., 2003). Les régions conservées délimitent 

les régions hypervariables ce qui rend possible l’amplification de ces dernières 

par PCR grâce à des amorces universelles et de comparer les résultats issus 

d’un grand nombre de souches bactériennes différentes (Baker, G. C., et al., 

2003). En effet, certaines parties conservées sont identiques chez toutes les 

bactéries et donc utilisables comme sites de complémentarité pour des amorces 

universelles, tel est le cas du couple d’amorces 27f/1492r utilisé dans ces 

travaux. Un autre couple, BLS342f/ BACr833P spécifique d’une région du gène 

16S ADNr des Firmicutes du sol (Mühling, Martin., et al., 2008) a été également 

utilisé dans cette étude dans le but de cibler des régions hypervariables précises 

notamment la région V3, la région V4 et une partie de la région V5 (Figure 2). En 

effet, la région V3 (433-497 nucléotides) permet de distinguer plusieurs bactéries 

au niveau de leur genre, les régions V4 (576-682 nucléotides) et V5 (822-879 

nucléotides) sont caractérisés par leur séquence qui sont très conservées 

(Chakravorty, S., et al., 2007). La comparaison des domaines conservés permet 

de retracer les liens de parenté entre les bactéries éloignées. Alors que l’étude 

de domaines à vitesse d’évolution plus rapide permettrait d’établir les relations 

phylogénétiques d'espèces plus rapprochées. 
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Figure 2: Emplacement des couples d’amorces 27f/1492r et BLS342f/ BACr833P sur la 

séquence du gène 16S ARNr (adapté de http://www.alimetrics.net/en/index.php/dna-

sequence-analysis). 

 

Plusieurs méthodes moléculaires utilisent le gène 16S ARNr pour 

caractériser les communautés bactériennes des sols (SSCP, TGGE…) et seront 

exposées dans les sections suivantes. A titre d’exemple, le gène 16S ADNr peut 

servir comme matrice pour des réactions de PCR quantitative en temps réel pour 

étudier son abondance. En effet, un ADN extrait du sol, réservoir de plusieurs 

organismes, sera amplifié au moyen d’une qRT-PCR avec des amorces ciblant 

des régions spécifiques du gène 16S ADNr d’une communauté bactérienne dans 

le but d’étudier l’abondance de cette communauté dans le sol en question.  

Si l’étude de la diversité bactérienne concernait le niveau d’espèce, le 16S 

ADNr doit être impérativement complémenté par d'autres gènes puisqu’il est trop 

conservé à l’exception de quelques espèces comme Neisseria meningitidis 

(Sacchi, C. T., et al., 2002), Mycoplasma agalactiae et Mycoplasma bovis 

(Königsson, M. H., et al., 2002). En effet, dans certains cas, des espèces sont si 

http://www.alimetrics.net/en/index.php/dna-sequence-analysis
http://www.alimetrics.net/en/index.php/dna-sequence-analysis
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proches qu'elles ne possèdent que très peu ou pas de différences dans les 

séquences 16S. Il faudra donc faire appel à une région plus divergente de leur 

génome pour pouvoir les différencier. En plus de l’étude des espèces, le pouvoir 

pathogène est lié à la présence de gènes de virulence portés le plus 

couramment par un plasmide; alors ce sont ces gènes-là qu'il faudra aussi 

étudier (Crosa, J. H., et al., 1977 et 1980). Par ailleurs, il est non fiable d’utiliser 

un seul marqueur pour analyser les relations évolutives entre des organismes ; 

puisque par exemple, la phylogénie basée sur l’ARNr 16S seul ne prend pas en 

compte la notion de transferts latéraux (Van Berkum, P., et al., 2003). Pour 

pallier à ces inconvénients, l’étude de plusieurs gènes est indispensable tels 

que : gyrB (gyrase) (Awad, Mireille Kallassy, et al., 2007),  rpoB (ARN 

polymérase) (Kim BJ, et al., 2004),  hsp60 (heat-shock protein), régions ITS 

(internal transcribed spacer) (Jensen, M. A., et al., 1993)… Couramment, le 

séquençage du gène 16S ARNr est surtout utilisé pour l’identification des 

espèces bactériennes.  

 

I.3.1.2. Régions ITS des 16S-23S ARNr  

Les espaces internes transcrits (ITS) sont des régions non codantes qui 

séparent les différents gènes 16S, 23S et 5S ARNr des procaryotes 

(Sadeghifard, N., et al., 2006). Ces régions sont très utilisées pour l’identification 

et le typage des bactéries du fait de leur taux élevé de polymorphisme, du degré 

élevé des variations de longueurs et du nombre varié d’allèles et de leur position 

sur le chromosome et cela au niveau du genre et de l’espèce (Garc  a-Mart  nez, 

J., et al., 1999 et Sadeghifard, N., et al., 2006). Par conséquent, ces régions-là 

sont plus informatives, variables et fournissent une meilleure résolution que 

l’analyse basée sur le 16S rRNA surtout en ce qui concerne le typage bactérien 

(Jensen, M. A., et al., 1993) 
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I.3.1.3. Les gènes de ménage (Housekeeping genes) 

Les gènes de ménage sont les gènes requis pour les fonctions cellulaires 

classiques et sont essentiels à la survie. En effet, l’analyse de la diversité basée 

sur ces gènes permet de différencier entre des souches très rapprochées qui ne 

peuvent pas être discriminées par l’analyse utilisant le 16S ARNr. Le gène rpoB, 

codant la sous-unité β de l’ARN polymérase est un exemple de ces gènes. Il est 

présent en une seule copie chez les bactéries (Mollet, C., et al., 1997 et 

Adekambi, T., et al., 2006). En 2004, il a été prouvé que ce gène possède un 

pouvoir plus discriminatoire que le gène16S rRNA (De Clerck E., et al., 2004). En 

plus du gène ropB, d’autres gènes de ménage comme hsp65, gyrB, slpA 

(surface layer protein) sont souvent utilises pour le génotypage bactérien (Cai, H. 

Y., et al., 2003 ; Khosravi, A. D., et al., 2009 ; Kato H., et al., 2005 and Awad, M. 

K., et al., 2007). 

 

I.3.1.4. Les éléments BOX 

Un élément d’ADN répétitif et hautement conservé a été identifié dans le 

chromosome de Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) et il lui a été 

attribué le nom de « BOX repetitive element ». C’était la toute première évidence 

de la présence d’un ADN répétitif chez les espèces de bactéries Gram positifs 

(Martin, B., et al., 1992). Approximativement 25 copies de ces éléments ont été 

trouvées dans des régions non codantes dispersées dans l’ensemble du génome 

de S. pneumoniae. Les éléments BOX sont situés dans les régions inter-

géniques et sont capables de former des structures en tige-boucle en raison de 

leur symétrie dyade. Ils sont composés de différentes combinaisons de trois 

séquences de sous-unités conservées dénommées boxA, boxB et boxC et qui 

sont de 59, 45 et 50 nucléotides respectivement (Martin, B., et al., 1992). En fait, 

la sous-unité boxA est conservée parmi les diverses bactéries (Koeuth, T., et al., 

1995). La structure secondaire complexe des éléments BOX est la résultante 

d’un appariement de bases compensé dans différents loci où la répétition est 

rencontrée. Dans nos travaux, ces séquences consensus ont été utilisées pour 
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amplifier les fragments d'ADN entre ces éléments répétitifs utilisant l’amorce 

spécifique BOX-A1R. Cette amorce, trouvée dans de nombreux génomes 

microbiens, était une préoccupation singulière dans de nombreuses études 

antérieures (Lee, A., et al., 2009) (Figure 3). 

La technique de BOX-PCR ainsi que les méthodes de génotypage sont de haut 

débit par rapport aux techniques d’analyse de séquençage, en dépit du fait que 

le séquençage du gène 16S ARNr est considéré comme le « gold standard » 

pour l'identification microbienne (Clarridge, J. E., et al., 2004 et Weisburg, W. G., 

et al., 1991). Ces méthodes de génotypage sont souvent plus discriminatoires au 

sein des espèces que le séquençage du gène 16S ARNr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: Structures secondaires prédites des séquences Box répétées. Ces structures 

sont obtenues après alignement de 30 séquences du génome de S. pneumoniae ATCC 

700669. Les limites entre les différentes séquences sont marquées sur l'image. Les 

appariements de base sont colorés en fonction de leur conservation dans l’alignement : 

des couleurs différentes sont utilisées pour indiquer les nombres différents d’interactions 

compatibles au niveau de cette structure (Adapté de Croucher, N. J., et al., 2011). 
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I.3.2. Descriptif des méthodes moléculaires d’analyse microbienne 

Différentes méthodes moléculaires ont été adoptées jusqu’à là dans le but 

d’analyser la diversité bactérienne des sols basée sur les marqueurs évoqués ci-

dessus. Particulièrement, nous mettrons en valeur celles adoptées au cours de 

ces travaux de thèse et qui se basent sur l’étude du gène 16S ARNr. 

 

I.3.2.1. PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght 

Polymorphism) et PCR ribotyping 

L’analyse RFLP, appartenant aux méthodes basées sur les enzymes de 

restriction, est parmi les premières méthodes fréquemment utilisées pour la 

détection des variations au niveau d’une séquence d’ADN (Todd R., et al., 2001). 

Le ribotypage est un variant de l’analyse RFPL et utilise des sondes d’ARNr. Ce 

dernier se base sur l’analyse des séquences de l’opéron de l’ARNr. En effet, les 

opérons ARNr bactériens comprennent une famille de gènes hautement 

conservés où chacun est flanqué par des régions d’ADN variables. Comme déjà 

indiqué, le gène 16S ARNr est très conservé au niveau des espèces et est 

considéré de ce fait un excellent marqueur pour l’identification des espèces 

bactériennes. Les variations de séquence au niveau des sites de restriction 

donnent plusieurs bandes différentes (RFLP) lorsque des sondes reconnaissants 

les gènes 16S ARNr ou 23S ARNr sont utilisées (Bingen, E. H., et al., 1994 et 

Harvey, S. P., et., 2005). Outre l’utilisation des gènes 16S et 23S rRNA, l’analyse 

de la différence génétique des microorganismes peut traiter également les 

fragments d’opérons situés entre le 16S et le 23S appelés ITS (Internal 

Transcribed Spacer).  En effet, ces ITS bactériens sont caractérisés par un haut 

taux de polymorphisme au niveau de la longueur et de la séquence. Finalement, 

cette technique est non coûteuse mais elle analyse uniquement des fragments 

limités du génome et demande une grande quantité d’ADN génomique de bonne 

qualité. Par conséquent, son pouvoir discriminant est moins puissant que la 

RAPD ou la Box-PCR présentées ci-dessous (Bouchet, V., et al., 2008). 
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I.3.2.2. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

La RAPD, connue aussi comme une PCR à amorces arbitraires  

(AP) et une empreinte d’ADN amplifiée (DAF), est utilisée comme méthode de 

génotypage basée sur l’analyse du profil de bandes d’ADN (Speijer, H., et al., 

1999). Cette technique est rapide, facile et permet de détecter les différences 

dans la totalité du génome bactérien et non seulement dans des séquences 

particulières. Par conséquent, cette méthode est utile pour caractériser des 

isolats bactériens sur de longues périodes (Ortiz-Herrera, M., et al., 2004). RAPD 

génère plusieurs profils d’empreintes moléculaires par le bais d’un nombre 

illimité d’amorces (Leal, N. C., et., 2004) sans une connaissance préalable de 

l’ADN. Toutefois, cette technique se fie aux conditions optimisées de PCR (Blixt, 

Y., et al., 2003). A titre d’exemple, les amorces ont besoin d’être optimisées 

puisque certaines amorces qui fonctionnent avec certaines bactéries risquent de 

ne pas être appropriées pour d’autres. Les amorces utilisées en RAPD sont 

généralement de 9 à 10 bases de nucléotides, de séquences arbitraires, 

s’hybridant avec une affinité suffisante aux chromosomes bactériens. Cette 

technique a été utilisée pour le typage moléculaire de différents microorganismes 

particulièrement Bacillus cereus (Svensson, B., et al., 2004). Le génotypage 

bactérien est révélé par cette technique au moyen des différentes bandes 

obtenues et la relation entre les souches bactériennes est déterminée par 

comparaison des profils d’empreinte moléculaire (Leal, N. C., et., 2004). Vila et 

al., en 1996 et Speijer et al., en 1999 ont prouvé que la RAPD est plus 

discriminante que la RFLP utilisant les gènes 16S ou 23S rRNA mais moins 

discriminante que la AFLP ou la rep-PCR (Vila, J., et al., 1996 et Speijer, H., et 

al., 1999).  

 

I.3.2.3. Rep-PCR: Box-PCR 

En 1991, Versalovic et al., ont décrit une méthode d’empreinte génomique 

bactérienne en examinant les profils de PCR obtenus par amplification des 

éléments d’ADN répétitifs présents dans le génome bactérien et cela pour 
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différentes espèces et sous espèces bactériennes. Nous distinguons trois 

principaux ensembles d’éléments d’ADN répétitifs : i) Les éléments 

palindromiques extra géniques répétitifs (REP) qui sont des unités 

palindromiques de 35-40 pb et qui contiennent une boucle variable dans leur 

structure (Stern, M. J., et al., 1984) ; ii) Les séquences consensus inter géniques 

répétitives des entérobactéries (ERIC) de 124-127 pb sont aussi connues 

comme des unités répétitives inter géniques (IRUs) (Gillings, M., et al., 1997) et  

iii) Les éléments BOX de 154 pb qui consistent en des sous-unités conservées, 

désignées boxA, boxB, et boxC (Martin, B., et al., 1992). Dans ce qui suit, la 

Box-PCR sera évoquée en détails puisqu’elle a servi dans la caractérisation des 

sous-espèces de Bacillus thuringiensis, étudiées dans ces travaux. L’élément 

BOX peut être présent dans les deux orientations et l’amorce boxA a été 

désignée de façon à reconnaitre ces éléments-là. Le résultat de PCR est 

visualisé sur un gel d’agarose et le profil des bandes obtenues est connu sous le 

nom d’empreinte génomique par rep-PCR qui ressemblent à des barres codes 

(Versalovic, J., et al., 1994 et Lupski, J. R., et al., 1993). Ces empreintes 

générées par la Box-PCR à partir d’isolats bactériens permettent de les 

différencier au niveau des espèces et sous-espèces bactériennes. La Box-PCR 

est la plus robuste parmi les autres méthodes de rep-PCR et n’est pas affectée 

par la date d’échantillonnage ou l’âge de la culture bactérienne étudiée (Kang, H. 

P., et al., 2003). Ces caractéristiques font de la Box-PCR une méthode 

fréquemment utilisée dans les études biogéographiques en microbiologie 

environnementale (Cherif, A., et al., 2003; Dombek, P. E., et al., 2000 et Oda, Y., 

et al., 2003). Toutefois, la résolution pour la bonne observation des bandes doit 

être optimisée. Finalement, la rep-PCR a montré un potentiel de performance 

meilleur, plus facile, plus rapide et moins couteaux que les méthodes RISA 

(ribosomal intergenic spacer analysis), RFLP (restriction fragment length 

polymorphism), AFLP (amplified fragment length polymorphism), RAPD (random 

amplified polymorphic DNA) et d’autres techniques (Chmielewski, R., et al., 2002 

et Olive, D. M., et al., 1999). 
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I.3.2.4. DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 

et TGGE (Temperature Gradient Gel 

Electrophoresis)  

La DGGE et la TGGE sont deux méthodes très rapprochées adoptées 

depuis 1993 pour explorer la diversité des communautés bactériennes (Muyzer, 

G., et al., 1993). Elles peuvent s’appliquer directement sur des échantillons 

environnementaux (dans notre cas, des échantillons de sols). Ces deux 

techniques amplifient avec des amorces universelles la partie conservée de la 

séquence du gène 16S ADNr et donc ciblant toutes les bactéries et non un 

niveau taxonomique précis. Au cours de ces réactions d’amplification, l’extrémité 

5’ de l’amorce sens contient une queue composée d’une succession de GC de 

35-40 pb (GC-clamp). Ce GC-clamp va créer un domaine de grande stabilité 

puisqu’il ne s’ouvrira pas ou ne sera pas dénaturé dans le gel suite à la présence 

d’un gradient de concentration d’un agent dénaturant (formamide ou urée) ou 

d’un gradient de température. Cette dénaturation étant séquence spécifique, les 

fragments vont migrer différemment dans le gel de polyacrylamide suivant leur 

séquence. La DGGE, quant à elle, peut théoriquement séparer des fragments 

d’ADN qui différent par une seule paire de bases (Miller, K. M., et al., 1999). Le 

gène 16S ARNr est le gène cible le plus fréquent utilisé dans cette analyse parce 

qu’il existe chez les toutes les bactéries et peut être facilement amplifiable sans 

connaissances préalables des souches bactériennes. Par cette technique, 

plusieurs échantillons peuvent être analysés simultanément permettant ainsi de 

caractériser les communautés bactériennes. Tel est l’approche étudiée dans le 

chapitre 1 de ce manuscrit. L’avantage de cette technique vient du fait que les 

bandes sélectionnées du gel peuvent être séquencées. Analysant les profils 

obtenus, nous notons que les fragments d’ADN de différentes séquences 

peuvent migrer de la même façon dans le gel polyacrylamide. Par la suite, une 

bande bien différenciée obtenue après migration ne correspond pas forcément à 

la présence d’une seule espèce bactérienne dans la communauté (Gelsomino, 

A., et al., 1999). 
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I.3.2.5. SSCP (Single Strand Conformation 

Polymorphism) 

Dans cette technique, la région d’intérêt du gène 16S ADNr  est amplifiée 

par PCR suivie d’une PCR nichée après extraction des ADNs totaux des 

microorganismes à partir d’un échantillon donné, à l’aide de deux couples 

d’amorces : le premier universel 27f/1492r qui couvre la totalité du gène 16S 

ADNr des bactéries et le second BLS342f/ BACr833P spécifique d’une région du 

gène 16S ADNr des Firmicutes du sol (Mühling, Martin., et al., 2008) (Figure 2). 

Les produits amplifiés sont ensuite soumis à  une dénaturation. Les ADNs en 

conformation simple brin migrent dans un gel de polyacrylamide non dénaturant. 

Cette mobilité spécifique est due à la conformation spatiale de l’ADN simple brin. 

En effet, elle provient de la formation de liaisons hydrogènes et électrostatiques 

au sein des structures primaires qui conduisent à la formation des structures 

secondaires et tertiaires de l’ADN. Les profils de bandes d’ADN sont générés et 

représentent la diversité des bactéries présentes dans l’échantillon étudié 

(Tiedje, J. M., et al., 1999).  

La SSCP permet donc d'obtenir une empreinte moléculaire des écosystèmes 

microbiens. Une communauté microbienne complexe apparait alors sous la 

forme d'un profil où il est possible d'affirmer que chaque pic correspond à une 

séquence, et par la suite, à une espèce. Par conséquent et sans mise en culture, 

cette « empreinte moléculaire » permet donc de caractériser la diversité d'une 

communauté bactérienne et d'en suivre, par exemple, sa composition 

bactérienne en terme de présence grâce à l'ADNr 16S (Larentis, M., et al., 2015) 

et cet aspect-là a été étudié dans le chapitre 1 de cette thèse et/ou en terme 

d'activité en utilisant l'ARNr 16S. 
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I.3.2.6. RISA (Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) 

/ARISA (Automated Ribosomal Intergenic Spacer 

Analysis)  

Ces techniques amplifient par PCR également les gènes 16S ADNr et 

23S ADNr mais plus particulièrement les régions IGS (intergenic spacer) situées 

entre ces sous-unités géniques ribosomales, pouvant alors différencier des 

espèces très proches. Les produits générés de tailles différentes sont séparés 

sur gel de polyacrylamide sous conditions dénaturantes (Fisher, M. M., et al., 

1999). L’efficacité de ces techniques repose sur leur avantages d’être 

indépendantes de la culture in vitro, hautement reproductibles, robustes et 

étudiant rapidement la structure des communautés bactériennes (Ramette, A., et 

al., 2009). Toutefois, ces techniques présentent des limites puisqu’elle sont 

basées sur une seule étape d’amplification et donc elles sous-estiment la 

diversité car seules les espèces numériquement dominantes sont détectées 

(Ramette, A., et al., 2009 et von Wintzingerode, F., et al., 1997). Cela diminue 

alors la sensibilité de ces techniques qui ne couvrent que les bactéries les plus 

présentes. Ces techniques ne permettent pas d’étudier la richesse ou 

l’abondance relative des OTUs (unité taxonomique opérationnelle) (Bent, S. J., et 

al., 2008) sauf si les bandes sont extraites du gel et séquencées. Ces méthodes 

d’empreintes moléculaires sont donc généralement inefficaces pour fournir 

l’identité taxonomique des bactéries impliquées.  

 

I.3.2.7. MLST (Multi- Locus Sequence Typing) 

Cette technique utilise le séquençage d’ADN pour découvrir les variants 

alléliques au niveau de plusieurs gènes conservés (gènes de ménage) et est 

actuellement l'une des méthodes de génotypage les plus populaires pour la 

caractérisation de souches bactériennes (Maiden, M. C. J., et al., 1998). MLST 

utilise 400 à 500 pb des séquences des gènes de ménage dont les séquences 

sont contrôlées en raison de la fonction essentielle des protéines pour lesquelles 

ils codent. Un numéro est attribué à chaque séquence différente pour un gène 
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donné. A chaque souche, un profil allélique est donc attribué comme type de 

séquence (ST) (Maiden, M. C. J., et al., 1998 et Spratt, B. G. 1999). La MLST, 

proposé pour la première fois en 1998, est une technique puissante en génétique 

des populations. Elle est bien utilisée pour une investigation des structures des 

populations bactériennes à long terme et pour classifier les individus des 

populations bactériennes. Au tout début, elle était utilisée pour caractériser les 

souches de Neisseria meningitidis (Maiden et al., 1998). De nos jours, la MLST 

est utilisée pour plus de cinquante espèces bactériennes telles que 

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, 

Haemophilus influenzae, Burkholderia pseudomallei, Enterococcus faecium, 

Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Helicobacter pylori, etc... 

(http://www.mlst.net/). 

 

I.3.2.8. Méthodes basées sur l’hybridation 

Ces méthodes requièrent un ADN cible et un fragment d’ADN marqué par 

un fluorochrome « sonde » qui est complémentaire à l’ADN cible. Une plaque 

d’ADN « DNA array » est utilisée servant pour l’étude du transcriptosome aussi 

bien que pour l’étude de la diversité génétique des bactéries. Deux classes de 

plaque d’ADN, microarrays et macroarrays, sont utilisées. Ces techniques sont le 

plus souvent appliquées dans les études de génotypage bactérien et dans la 

détection de mutations (Cai, H. Y., et al., 2003). Cependant ces techniques sont 

limitantes dans le cas de la différentiation entre des souches bactériennes très 

rapprochées (Olive, D. M., et al., 1999). 

I.3.2.9. Méthode de séquençage : Illuminaseq 

Les méthodes basées sur le séquençage ont un grand avantage et sont 

plus reproductibles que les méthodes basées sur l’analyse des bandes 

puisqu’elles sont fondées par exemple dans notre étude sur le séquençage des 

régions hypervariables V4 des gènes 16S ARNr. Ces techniques de séquençage 

sont très efficaces puisqu’elles identifient des variations génétiques (délétions, 
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insertions, SNPs…) qui permettent de différencier et de classer 

phylogénétiquement les souches bactériennes. Parmi les méthodes basées sur 

le séquençage de l’ADN, nous allons décrire uniquement la méthode Illuminaseq 

qui a été utilisée au cours de ces travaux. C’est une technologie de séquençage 

sur puce et elle regroupe plusieurs techniques: les bio puces à ADN, la 

nanotechnologie, une étape de la technique de Sanger (CRT « Cyclic Reversible 

Termination), des outils informatiques pour l’analyse. Son principe s’explique par 

une incorporation réversible de nucléotides fluorescents suivie d’une lecture 

optique de la fluorescence. Il s’agit d’une terminaison de synthèse basée sur 

l’utilisation d’un terminateur réversible contenant une protection qui termine la 

synthèse d’ADN. Le photoclivage élimine le groupement de protection ce qui 

permet la suite de synthèse d’ADN. Elle consiste en plusieurs étapes : i) 

Hybridation d'une amorce de séquençage universelle ; ii) Extension d'une seule 

base à chaque cycle par l'utilisation de nucléotides modifiés (« reversible 

terminators ») et marqués par fluorescence (une couleur par base) ; iii) Cycle 

individuel de séquençage : (1) ajout d'une base, (2) acquisition d'image, (3) 

clivage chimique du groupement « terminator » et du marquage fluorescent pour 

le cycle suivant. Son avantage réside du fait qu’il s’agit d’une technologie avec le 

débit le plus important et le coût/base faible ; cependant elle présente des limites 

étant de précision inferieure à la méthode classique de Sanger. Au cours des 

dernières années, les amplicons des gènes 16S rRNA ont été analysés en 

utilisant les méthodes d’empreinte moléculaires en combinaison avec la 

construction de librairies de clones d’ADN et avec le séquençage de Sanger. 

Toutefois, ceci n’était pas suffisant pour couvrir et décrire les communautés 

microbiennes. De nos jours, ces méthodes doivent être couplées aux techniques 

de séquençage à haut débit qui permettent l’étude d’un nombre énorme de 

séquences provenant de plusieurs échantillons simultanément (Andersson, A. F., 

et al., 2008 et Hamady, M., et al., 2008). Ces approches ont proposé une 

compréhension plus profonde de la diversité des communautés microbiennes 

(Sogin, M. L., et al., 2006 et Herlemann, D. P. R., et al., 2011) et elles ont 

permis, par l’accroissement du nombre d’échantillons, d’élargir les possibilités 
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d'étudier les dynamiques communautaires et des populations sur des échelles 

temporelle et spatiale plus fines (Eiler, A., et al., 2012 et Herlemann, D. P. R., et 

al., 2011).  

 

En conclusion, la méthode idéale de génotypage doit avoir les 

caractéristiques suivantes : validité (applicable à tous les isolats), discriminante 

(capable de différencier entre les isolats), reproductible, répétitive, rapide, à coût 

réduit et facile à utiliser. En 2001 puis en 2003, les méthodes PCR-RFLP, TGGE, 

MLST, et cDNA microarrays ont été démontrées plus adaptées que les autres 

techniques pour l’étude des échantillons environnementaux et humains qui 

renferment plusieurs microbes (Kellenberger, E. 2001 et Rappé, M. S., et al., 

2003). 

 
 
 

II. L’intérêt de l’étude de l’écologie des sols 
 

Préserver les agricultures contre les attaques des pathogènes et protéger 

l’Homme des épidémies transmises par les diptères vecteurs de maladies sont 

les deux enjeux majoritairement défendus par la lutte biologique. En effet, les 

agents utilisés pour le bio contrôle sont des bactéries isolées des sols qui se 

caractérisent par des formes de résistances dans le sol face aux stress 

environnementaux et par des propriétés insecticides pour servir à la lutte. Les 

sols étudiés dans mes travaux de thèse étaient les sols de chêne et de pins 

libanais. En effet, en 2005, le couvert forestier total libanais (terrain > 0,5 ha avec 

des arbres > 5 m et une canopée couvrant plus de 10 % du terrain où les arbres 

sont capables d’atteindre des tailles in situ), selon les critères de la FAO 2001, a 

été estimé à 139 376 ha, soit 13,2 % de la superficie totale du pays. Il est divisé 

en 3 classes : forêts de feuillus (incluant les chênes) (78 840 ha, 56.6 %), forêts 

de conifères (incluant les pins) (43 657 ha, 31.2 %) et forêts mixtes (16 879 ha, 

9.9 %) (Professeur Magda Boudagher Kharrat, le dossier : nouvelles des forets 
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méditerranéennes numéro 17, Mars 2010). La présence prédominantes de ces 

deux sols nous ont mené à investiguer leur diversité microbienne plus 

particulièrement leur diversité en communautés de Firmicutes qui regroupent des 

bactéries avantageuses et formant ainsi des agents prometteurs pour la lutte 

contre les diptères spécifiquement. 

 

II.1. Les « Firmicutes » des sols  

La plupart des bactéries intéressantes dans la lutte biologique appartient 

au phylum des Firmicutes. Le phylum des Firmicutes (Firmus cutis : peau dure) a 

été décrit en 1978 par Gibbons et coll. comme regroupant les bactéries à Gram 

positif. Il a été ensuite divisé en deux pour séparer les bactéries à bas 

pourcentage G+C, de celles à haut pourcentage G+C qui sont aujourd’hui 

classées dans le phylum Actinobacteria. Dans ce phylum, nous trouvons de 

façon exceptionnelle des bactéries présentant différents types de paroi (paroi de 

type Gram négatif et des bactéries dépourvues de paroi). Les bactéries 

dépourvues de parois, regroupées dans la classe des Mollicutes, avaient été 

rattachées en 2004 au phylum des Firmicutes ; cependant, les travaux de Ludwig 

et al., en 2009 ont rapidement transféré cette classe dans son phylum d’origine, 

les Tenericutes (Ludwig, W., et al., 2009). Le phylum Firmicutes tel qu’il est décrit 

par Garrity en 2005 est un phylum hétérogène (Garrity, G. M., et al., 2005). 

Comme la plupart des phyla, il regroupe des bactéries diverses du point de vue 

de leur métabolisme respiratoire : anaérobies facultatives (streptocoques, 

lactobacilles…), anaérobies strictes (le genre Clostridium), et aérobies 

(staphylocoques, Listeria spp., Bacillus spp., …), leur morphologie (bacilles, 

cocci) et leur capacité à former des endospores bactériennes. Le phylum 

Firmicutes comprend actuellement plus de 300 genres bactériens dont plusieurs 

interviennent dans différents domaines des activités humaines (agroalimentaire, 

industrie, médecine…) et certains sont responsables de pathologies. 

Beaucoup de Firmicutes produisent des endospores et sont trouvés dans 

des environnements différents. Depuis 1980, le  Bergey’s Manual of  Systematic 
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Bacteriology tente de donner et réactualiser la taxonomie du phylum des 

Firmicutes. Ce phylum a été divisé finalement en 3 classes : les Clostridia, qui 

regroupent les bactéries anaérobies, les Bacilli, aérobies obligatoires ou 

facultatifs et les Erysipelotrichi (Ludwig, W. et al., 2009). Il est d’ailleurs crucial de 

noter que les membres des deux genres Clostridium et Bacillus ont longtemps 

été considérés comme des membres importants des communautés bactériennes 

du sol (Garrity, G. M. et al., 2004) et constituent de ce fait les deux genres de 

bactéries sporulantes les plus abondants au sein du phylum Firmicutes. Leur 

impact dans des domaines aussi variés tels que l'agriculture (ex : Bacillus 

thuringiensis est l'insecticide le plus utilisé au monde en agriculture biologique), 

la médecine, la production alimentaire et l'écologie en fait un sujet vital 

d'enquête. 

Des  limitations apparaissent quant à l’étude de la biodiversité de ce 

phylum et de l’évolution phylogénétique des bactéries y appartenant. En effet, 

les caractéristiques phénotypiques des Firmicutes ont tendance à être moins 

conservées à partir du niveau de famille, donc elles ne sont pas des indicateurs 

fiables de relations phylogénétiques. Cependant parmi les techniques 

moléculaires et les gènes qui y sont utilisées, l’étude du marqueur 

phylogénétique 16S ARNr, est capable de distinguer les espèces appartenant à 

ce phylum des autres bactéries. 

Dans ce qui suit nous allons nous intéresser aux bactéries telluriques 

sporulantes de ce phylum qui préoccupent tout le marché mondial des agents de 

lutte biologique. Pour résister à la dessiccation, à d’autres stress 

environnementaux et pour préserver dans les sols, à part la présence de solutés 

compatibles, certaines bactéries ont la propriété de former de petites unités 

sphériques douées d'une extraordinaire résistance : endospores. Les 

endospores sont construites au sein du cytoplasme de certaines espèces de 

bactéries plus particulièrement dans la cellule mère en différenciation, laquelle se 

lyse et relâche une spore libre (phénomène de sporulation). Ce qui caractérise 

les spores, c'est d'abord leur faible teneur en eau. En effet, les cellules 

bactériennes végétatives contiennent environ 80 % d'eau alors que les spores 
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n'en contiennent pas plus de 15 %. Cette faible teneur en eau est une des 

explications des multiples formes de résistance des spores. Les endospores sont 

thermorésistantes, à titre d’exemple, celles de Plectridium (Clostridium) 

caloritolerans résistent plus de 8 heures à 100 °C et 5 minutes à 120 °C 

(Margosch, D., et al., 2006). Outre leur faible teneur en eau, les parois des 

spores contiennent un sel de l'acide dipicolinique (dipicolinate de calcium). Ce 

sel confère à la spore une resistance à la chaleur humide, sa faible teneur en 

eau et participe aux mécanismes de sa résistance et lui permet d’être dormante 

et viable pendant de très longues périodes (Ramirez-Peralta, A., et al., 2012). 

Par ailleurs, l'acide N succinyl-glutamique, synthétisé dès le début de la 

sporulation, contribue aussi aux mécanismes de la thermo-résistance (Millet, J., 

et al., 1960).  

Les bactéries qui forment des endospores habitent principalement des sols 

soumis en permanence à des perturbations de tout ordre. Les endospores 

peuvent être détectées par chauffage de la culture entre 70 et 80 °C pendant 10 

minutes (Alexander M., et al., 1982), suivi d’une incubation sur un milieu de 

culture approprié. Toutefois, l’endospore n'est pas seulement thermorésistante, 

elle survit plutôt bien aux attaques des acides, des bases, des antiseptiques, des 

rayons UV ou X, des antibiotiques, etc. (Leclerc, H., et al., 1975). 

L’importance des endospores dans l’environnement sol vient de: (1) leur 

présence ubiquitaire dans le sol, (2) leur résistance à la chaleur dans le sol (elles 

permettent à la bactérie de survivre dans des conditions rudes et dans de 

nombreux processus industriels et biotechnologiques, (3) leur capacité à 

germiner et à croître dans des conditions favorables… 

Les endospores se forment au sein de deux classes bactériennes 

principales : les Bacilli et les Clostridia, du phylum des Firmicutes. Dans ce qui 

suit, nous nous intéresserons qu’aux bactéries sporulantes de l’espèce Bacillus 

thuringiensis du genre Bacillus appartenant à ce phylum dont nous détaillerons 

sa participation dans la lutte biologique contre les diptères 
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II.2. Bacillus thuringiensis (Bt) 

II.2.1. Historique 

La bactérie Bacillus thuringiensis (Bt) a été le premier microorganisme 

adopté dans le monde comme bio pesticide. Actuellement, il s’agit du micro-

organisme le plus utilisé en lutte biologique. Bt appartient à la famille des 

Bacillaceae faisant partie du groupe Bacillus cereus (Bc) qui comprent : Bacillus 

anthracis (Ba), Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, 

Bacillus weihenstephanensis, Bacillus thuringiensis (Bt), Bacillus cytotoxicus, 

Bacillus toyonensis, Bacillus manliponensis et Bacillus bingmayongensis (Liu, Y., 

et al., 2015).  Bt est l’agent principal utilise en lutte biologique puisqu’il se 

caractérise par sa capacité à produire des inclusions cristallines parasporales à 

activité entomopathogènes. Etant un agent très adéquat en environnement, cette 

bactérie, donc, possède la propriété de se multiplier facilement en fermenteurs, 

les produits formulés à la base de cette bactérie sont très sélectifs, se 

conservent bien et à prix abordable.  

Cette bactérie a été découverte pour la première fois au Japon Shigetane 

Ishiwata en 1901 dans un élevage de vers à soie (Bombyx mori) (Ishiwata, S., et 

al., 1901).  En 1915, Bt a été de nouveau isolée en Thuringe en Allemagne par le 

le bactériologiste allemand, Ernst Berliner, à partir de larves mortes d’Ephestia 

kuehniella (E.kuehniella) (Gonzalez, J.M., et al., 1980). Le nom de l’espèce 

« thuringiensis » lui a été attribuée tenant compte de la ville de son identification. 

En 1915, Berliner a décrit la présence d’une inclusion parasporale trouvée dans 

la bactérie et ce n’est qu’en 1951, que l’activité insecticide de Bt a été attribuée à 

cette inclusion parasporale. Apres l’utilisation pour la première fois de Bt en 1920 

en Hongrie pour contrôler les lépidoptères (Beegle, C.C. et al., 1992), les 

laboratoires Libec en France ont commercialisé en 1938 le premier bio pesticide 

à base de Bt : la sporéine. Au cours des années 50, la souche Bacillus 

thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) connue sous le nom de HD1 a été isolée et 

identifiée par Howard Dulmage. HD1 a montré un grand spectre d’activité sur les 
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lépidoptères tout en montrant une innocuité pour les insectes non ciblés suite au 

traitement grâce à son inclusion cristalline bipyramidale.  

Jusqu'en 1975, 13 sous espèces de Bt ont été identifiées ayant une 

activité sur les lépidoptères. Toutefois, en 1976, deux scientifiques Goldberg et 

Margalit ont isolé une nouvelle souche Bt susbp. israelensis (Bti) (Anderson, I., et 

al., 2005 du désert Néguev en Israël. Cette souche s’est révélée toxique sur les 

moustiques (Goldberg, L. J., et al., 1977) et son inclusion cristalline est 

composée des protéines majeures Cry4A, Cry4B, Cry11A, et Cyt1A. Etant active 

sur les diptères, Bti fut commercialisée pour le contrôle des moustiques et des 

mouches vecteurs de maladies. En 1983, une troisième sous-espèce Bt. susbp. 

tenebrionis connue sous le nom de Bt susbp morrisoni, active sur les coléoptères 

a été découverte en Allemagne. Cette souche produit des cristaux 

rhomboédriques composés de protéines Cry3A (Krieg, A., et al., 1983). 

Les différentes sous-espèces de Bt peuvent être isolées à partir de 

plusieurs origines comme par exemple: sol d’où nos souches utilisées dans cette 

thèse ont été isolées (Smith, R. A., et al., 1991 et Carozzi, N. B., et al., 1991), 

des insectes (Carozzi, N. B., et al., 1991), de la poussière (Meadows, M. P., et 

al., 1992), des feuilles de conifères (Smith, R. A., et al., 1991 et Kaelin, P., et al., 

1994)... Par la suite, les différentes souches isolées sont classées en 82 

sérovars selon leurs propriétés biochimiques et l’antigène flagellaire H. Ces 

souches produisent environ 300 inclusions protéiques différentes (de Barjac, H., 

et al., 1968 et Lecadet, M. M., et al.,1999). 

 

II.2.2. Identification et classification des sous-espèces de Bt 

La classification des sous-espèces de Bt sur la base de l'analyse 

sérologique des flagelles (H) antigènes a été introduite dans les années 1960 (de 

de Barjac, H., et al., 1962). Les sérovariétés correspondent à des sous-espèces 

bien définies comme par exemple H1 correspond à Bt subsp. thuringiensis. Cette 

classification par sérotype a été complétée par des critères morphologiques et 

biochimiques (Barjac, H. d., et al., 1981). Jusqu'en 1977, seuls 13 sous-espèces 
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de Bt ont été décrites, et à ce moment toutes les sous-espèces étaient toxiques 

sur les larves de lépidoptères seulement. La découverte d'autres sous-espèces 

toxiques sur les diptères, Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) (Goldberg, L.J., 

et al., 1977), les coléoptères (Krieg, A., et al., 1983) et les nématodes (Narva et 

al., 1991) a élargi la gamme d'hôtes et a nettement augmenté le nombre de 

sous-espèces. Jusqu'à la fin de 1998, plus de 67 sous-espèces ont été classées 

selon les propriétés immunologiques de l’antigène flagellaire H (Tableau 1). La 

sérologie du cristal a montré qu’un cristal donné peut être produit par un ou 

plusieurs sérotypes H (Krywienczyk, J., et al., 1978). De plus, une étroite 

corrélation a été observée entre la classification basée sur l’antigène flagellaire H 

et l’activité insecticide liée au contenu plasmidique en gènes cry malgré le fait 

que ces deux critères ne soient pas liés.  
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Tableau 1 : Classification courante de 67 sous-espèces de Bacillus thuringiensis basée 

sur leur antigène flagellaire (H)a (WHO, 1999). 

 

a
 Données livrées par l’Unité des Bactéries Entomopathogènes, Institut Pasteur, Paris, France 

 

 

 

II.2.3. Cycle de croissance de Bt 

Le cycle de vie de Bt, autrement dénommé le cycle de sporulation, est 

caractérisé par deux étapes qui comprennent la division cellulaire végétative et le 

développement des spores (Bulla LA., et al., 1980). La cellule végétative est en 

forme de tige (2-5 μm de long et environ 1.0 μm de large) et se divise en deux 

cellules filles uniformes suite à la formation d'une cloison initiée à mi-chemin de 

la membrane plasmique. La sporulation, quant à elle, implique une division 

cellulaire asymétrique et se caractérise par sept étapes (Bechtel, D. B., et al., 
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1982) qui comprennent (stade I) la formation de filament axial, (phase II) 

formation de l’inclusion cristalline parasporale et de la préspore, (phase III) 

gonflement de la cellule, (phase IV à VI) formation de la paroi cellulaire, du 

cortex et de l’enveloppe de la spore, (phase VII) maturation de la spore et lyse 

sporangiale (Figure 4). Une fois la spore se trouve dans des conditions de 

croissance favorables, elle sera réhydratée et germe pour donner une cellule 

végétative qui débutera son cycle de croissance. Ce cycle de division se répète 

pour donner un ensemble de population sécrétant des enzymes nécessaires à la 

dégradation de la matière nutritive et à son assimilation. Si le substrat nutritif 

devient limité, les bactéries rentrent alors dans la phase stationnaire formant 

ainsi les spores et les cristaux protéiques. En effet, la production des cristaux 

protéiques de Bt pendant la sporulation est un phénomène biologique unique 

régulée génétiquement qui, probablement, soulage le stress physique en 

compensant les pertes d'eau au cours de la formation de spores et offre un 

avantage supplémentaire de survie en exerçant une action létale contre les 

insectes-hôtes. 
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Figure 4. A : Schéma représentatif du cycle vital de Bacillus thuringiensis. 1: 

germination (réhydratation de la spore), 2 : germination (production de la cellule 

végétative), 3 : croissance et multiplication des cellules végétatives, 4 : sporulation 

(formation de la spore (S), et l’inclusion cristalline (C), 5 : lyse et éclatement de la cellule 

végétative et libération de la spore et de l’inclusion cristalline, 6 : période de dormance 

lors des conditions défavorables. (DR. J. O. Lacoursière et Dr. J. Boisvert, université du 

Québec à Trois-rivieres) B : Représentation schématique de la sporulation de Bacillus 

thuringiensis. Abréviations: M, mésosome; CW, cellule mure ; PM, membrane plasmique 

; AF, filament axiale; FS, septum de la préspore; SI, préspore naissante; OI, inclusion 
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ovoïde ; PC, cristal parasporal ; F, préspore ; IM, membrane interne ; OM, membrane 

externe ; PW, paroi cellulaire primordiale ; E, exosporium ; LC, manteau lamellaire de la 

spore ; OC, manteau externe de la spore ; C, cortex ; IMC, cytoplasme de la cellule 

mère ; S, spore mature (Bechtel, D. B., et al., 1976). 

 

 
 
 

III. Bt : Bactérie modèle pour la lutte 

biologique 

III.1.  Différents facteurs insecticides produits par Bt  

Bt produit de nombreux facteurs insecticides au cours et à la suite de la 

phase de croissance logarithmique. En fait, ces facteurs interfèrent dans de 

nombreux processus cellulaires et de toxicité de Bt. 

III.1.1. Bêta-Exotoxines (ou Thuringiensin) 

Thuringiensin (Thu), également connu sous le nom de β-exotoxine, est un 

petit oligosaccharide thermostable (701 Da), qui est sécrété par Bt pendant sa 

croissance végétative et ceci indépendamment de la formation du cristal 

parasporal et des spores. Thu est connu pour être un analogue de l'ATP qui 

interfère avec l'ARN polymérase; il inhibe la synthèse d'ARN en rentrant en 

compétition avec l'ATP sur les sites de liaison (Beebee, T., et al., 1972). Il a une 

activité insecticide contre un large éventail d'insectes (espèces de diptères, 

coléoptères, lépidoptères, hyménoptères, orthoptères et isoptères, et plusieurs 

espèces de nématodes) (Liu, X., et al., 2014). Thu affecte également la mue et la 

nymphose chez les insectes et induit des effets tératologiques à des doses 

subléthales comme des malformations des antennes, des ailes, des jambes et 

des parties buccales. Les adultes atteints deviennent soit infertiles soit auront 

une durée de fécondité et de longévité réduite (Ignoffo, C.M., et al., 1977). 
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III.1.2. Protéines Insecticides Végétatives (VIP) 

En plus des cristaux protéiques à activité insecticides (ICPs), certaines 

souches de Bt produisent des toxines insecticides pendant leur phase de 

croissance végétative. Ces toxines sont appelés les protéines insecticides 

végétatives (VIP). Ces protéines ont démontré une nocivité contre plusieurs  

lépidoptères comme « Dark cut worm » (Agrotis ipsilon) et le « Coton leaf roller » 

(Haritalodes derogata) (Kullik, S. A., et al., 2011 et Fadare, T. A., et al., 2004). 

L’effet toxique de ces VIPs est détecté à des concentrations basses comparées 

aux doses utilisées pour les toxines Cry contre les lépidoptères (J. Liu, F. S., et 

al., 2007).  

Les toxines VIPs sont divisées en deux groupes selon leur activité spécifique 

contre les lépidoptères et les coléoptères respectivement : i) le premier groupe 

inclut deux toxines, Vip1a (a) (~97 kDa) et Vip2a (a) (~49 kDa) 

(http://www.btnomenclature.info/) qui ont été décrites chez B. cereus (Carozzi, 

N., et al., 1997) et leur homologues Vip1a (b) et Vip2a (b) produites chez B. 

thuringiensis. Ces toxines ont été trouvées actives sur les coléoptères et sans 

aucun impact sur les lépidoptères. ; ii) le deuxième groupe de VIPs est dominé 

par les toxines Vip3a de 88 kDa qui sont actives sur les lépidoptères (Estruch, 

J.J., et al., 1996). Une nouvelle protéine a été identifiée par Sun et al. en 2010 et 

désignée Vip4Aa1 (Liu, X.Y., et al., 2010). Le gène vip4Aa1 est de 2895 pb de 

long codant une séquence d'acides aminés de 965 résidus et la protéine déduite 

a un poids moléculaire de ~ 108 kDa. Sa séquence protéique prédite présente 34 

% d'identité par comparaison à la protéine Vip1Aa1. Vip4Aa1 semble être 

phylogénétiquement plus étroitement liée aux protéines Vip1 qu’aux deux autres 

groupes de Vip (Vip2 et Vip3) (Crickmore, N., et al., 2014).  

III.1.3. Zwittermicin A 

Zwittermicine A est un aminopolyol linéaire produit par B. cereus UW85 

qui représente une nouvelle classe d’antibiotique. Il a été tout d’abord identifié 

pour son rôle dans la protection des plantes contre les attaques par des espèces 

de la famille des Oomycètes et par quelques bactéries Gram négatifs (Zhou, Y., 
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et al., 2008). Zwittermicin A est qualifié par un spectre microbicide large contre 

les bactéries Gram positifs, Gram négatifs et les microorganismes eucaryotes 

(Silo-Suh, L. A., et al., 1994). Il contribue également à la potentialisation de 

l’activité insecticide des protéines Cry produites par Bt, conduisant à 

l’intensification de la létalité des insectes infectés par Bt (Broderick, N. A., et al., 

2000). 

III.1.4. Chitinases 

Les chitinases sont produites par divers microorganismes comme les 

bactéries (Ajit, N. S., et al., 2006), les actinomycètes, les champignons (Viterbo, 

A., et al., 2001) et aussi par les plantes supérieures (Matsushima, R., et al., 

2006). Les chitinases sont utilisées comme des agents de bio contrôles 

potentiels contre nombreux champignons pathogènes et cela du fait de leur 

intervention dans la dégradation de la chitine. Le rôle potentiel de la chitinase 

dans le bio contrôle des insectes et des moustiques est également étudié 

(Hayes, M., et al., 2008). Plusieurs genres de bactéries comme Pseudomonas, 

Serratia, et Bacillus sont connus de produire les chitinases parce qu’ils utilisent 

la chitine comme source de carbone et d’azote (Kallassy Awad, M., et al., 2005). 

III.1.5. Protéine Insecticide Secrétée (Sip) 

La protéine insecticide sécrétée (Sip) constitue le premier et le seul 

membre de la famille des protéines secrétées par Bt ayant une toxicité 

démontrée contre les larves de coléoptères. Le gène sip1Aa1 est de 1104 pb et 

code pour une protéine de 367 acides aminés de ~ 41 kDa. Son homologie avec 

les toxines diptéricides MTX3 (membre de la famille des toxines ETX_MTX2) 

suggère fortement que la toxicité Sip1Aa1 se manifeste par la formation de 

pores, mais son mode d'action reste inconnu (Donovan, W. P., et al, 2006). 

Sip1Aa1 cause la mort pour Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: 

Chrysomelidae) et inhibe la croissance de Diabrotica undecimpunctata howardi 

(Coleoptera: Chrysomelidae) et D. virgifera virgifera. 
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III.1.6. Sphaéricolysines et Alvéolysines 

Les protéines liées aux cytolysines cholestérol-dépendante, comme les 

sphaéricolysines et les alvéolysines, sont produites par certaines souches de 

Bacillus (Schnepf, H. E., et al., 1981). La sphaéricolysine produite par Bacillus 

sphaericus induit une hémolyse suite à la formation de pores membranaire. Elle 

induit cette hémolyse contre le cafard Blattella germanica (« German 

cockroaches ») et le lépidoptères Spodoptera litura (Nishiwaki, H., et al., 2007). 

Par ailleurs, les alvéolysines sont des toxines thiol-dépendantes produites par 

Bacillus alvei et sont impliquées comme cofacteur dans un processus 

d’hémolyse (Geoffroy, C., et al., 1995). 

III.1.7. Protéines accessoires P19 et P20 

Un grand nombre de protéines Cry, par exemple, celles dont leur taille de 

protoxines est de 125-140 kDa et dont leur forme active comporte les 3 

domaines, sont capables de diriger leur propre cristallisation. Cependant, 

d'autres toxines comme la toxine Cry11Aa de Bti, peuvent nécessiter la 

collaboration d'au moins une des deux protéines accessoires auxiliaires (P19 et 

P20) (Berry, C., et al., 2002 et Ibrahim, M.A., et al., 2010) pour la stabilité de 

production de cristaux parasporaux. Ces protéines auxiliaires peuvent avoir 

également d’autres rôles. P19 joue un rôle dans les interactions protéines-

protéines (11.7 % de sa séquence en acides aminés sont des résidus cystéines) 

qui sont essentielles à l’assemblage du cristal (Dervyn, E., et al., 1995) et à sa 

stabilisation par des ponts disulfures. P20 augmente l'expression et la 

cristallisation de la protéine Cry1Ac dans la souche acristallifère de Bt (Shao, Z., 

et al., 2010) et agit en synergie avec l'activité toxique de Cry11A contre le 

troisième stade larvaire de A. aegypti (Xu, Y., et al., 2001). P20 semble 

également avoir un rôle dans la stabilisation de Cyt1Aa et être impliquée dans 

l’augmentation de la production de Cyt dans Bt (Wu, D., et al., 1993 et 

Nisnevitch, M. C., et al., 2006). En effet, elle augmente la production de Cyt et 

Cry11A de façon à ce que ces deux toxines soient en quantité plus importante 

que la protéine Cry4A chez Bti (Yoshisue, H., et al., 1992). 
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III.1.8. Le cristal parasporal (les delta-endotoxines ou δ-endotoxines) 

Les cristaux parasporaux de Bt sont des oligomères constitués de sous-

unités de polypeptide riches en résidus glutamate et aspartate (10-15 %) qui 

confèrent de points isoélectriques bas observés chez les cristaux solubilisés 

(Huber, H. E., et al., 1981). Cystéine, méthionine, tryptophane et histidine sont 

présents beaucoup moins régulièrement, environ une fois chacun, pour chaque 

centaine de résidus (Fast, P. G. 1981). Le cristal protéique peut être composé de 

plusieurs protéines différentes comme le cristal protéique de la souche Bti qui 

contient 6 toxines différentes: Cry4A, Cry4B, Cry11A, Cry10, Cyt1A et Cyt2A. Le 

cristal parasporal est lui responsable de la toxicité des souches contre les larves 

d’insectes.  

III.1.9. Les protéases secrétés par Bt 

Bt produit des protéases tout au long du cycle de croissance. Il s’agit de 

deux types de protéases, les intracellulaires et les extracellulaires, produites 

respectivement lors de la phase de sporulation et la phase végétative (Brar, S. 

K., et al., 2007). Ces protéases jouent un rôle dans la synthèse des spores et 

des δ- endotoxines à trois niveaux: (i) la lyse cellulaire conduisant à la libération 

du cristal protéique et de la spore en fin de phase stationnaire (Balaban, N. P., et 

al., 2003), (ii) la dégradation des substrats du milieu de culture pour permettre à 

la bactérie de puiser les acides aminés nécessaires à la synthèse des spores et 

des toxines (Tan, Y., et al., 2001) et (iii) l’expression des gènes de sporulation 

spo et des gènes cry (Aronson, A. 2002). Cependant, ces protéases peuvent 

affecter la stabilité des toxines Cry (Brar, S. K., et al., 2007). Il existe 2 classes 

majeures de protéases selon leur site d’action : exopeptidases et 

endopeptidases. Ces protéases sont globalement impliquées dans le 

renouvellement des protéines, les modification des enzymes (ex : inactivation par 

clivage), la régulation de l’expression de gènes (ex : modification protéolytique 

de la sous-unité bêta de l’ARN polymérase de Bt) (Lecadet, M-M., et al., 1977), 

déclenchement du processus de la sporulation chez Bacillus (Dancer, B. N., et 

al., 1975)…(Rao, M. B., et al., 1998) (Figure 5). 
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Les exopeptidases agissent uniquement à proximité des parties 

terminales des chaines polypeptidiques. Elles sont classifiées en amino- et 

carboxypeptidases selon la localisation de leur site d’action en N-terminal ou en 

C-terminal à savoir : i) les aminopeptidases : agissent en N-terminal des chaines 

polypeptidiques et libèrent un résidu d’acides aminés, un dipeptide ou un 

tripeptide. Ces protéases existent chez de nombreuses variétés de champignons 

et d’espèces bactériennes (Watson, R. R., et al., 1976). En effet, ce sont des 

enzymes intracellulaires à l’exception d’une aminopeptidase extracellulaire 

produite par Aspergillus oryzae (Labbe, J. P., et al., 1974). ii) les 

carboxypeptidases : agissent en C-terminal des chaines polypeptidiques et 

libèrent un résidu d’acides aminés ou un dipeptide. Elles sont divisées en 3 

groupes, carboxypeptidases à sérine, métallocarboxypeptidases, et 

carboxypeptidases à cystéine, selon la nature de l’acide aminé au niveau de leur 

site actif. Les carboxypeptidases à sérine sont isolées à partir de  Penicillium 

spp., Saccharomyces spp., Aspergillus spp et Bacillus spp. Elles sont toutes 

similaires au niveau de leur spécificité vis-à-vis du substrat mais elles diffèrent au 

niveau du pH optimal, de la stabilité, du poids moléculaire et des effets de leurs 

inhibiteurs. Les métallocarboxypeptidases, isolées de Saccharomyces spp. 

(Felix, F., et al., 1966) et Pseudomonas spp. (Lu, A. Y. H., et al., 1969), 

requièrent pour leur activité les cofacteurs Zn2+ or Co2+. Quant aux 

carboxypeptidases à cystéines ou carboxypeptidases thiols, elles ont un résidu 

cystéine au niveau de leur site actif et sont activées à un pH optimal neutre par 

des agents réducteurs tels que la cystéine ou le mercoptoéthanol et inhibées par 

les réactifs sulphydryl comme le p-chloro mercuribenzoate (pCMB). 

Les endopeptidases sont caractérisées par leur action au niveau des 

ponts peptidiques des chaines polypeptidiques loin des extrémités N et C-

terminales. Elles sont divisées en 4 sous-groupes selon leur mécanisme 

catalytique : (i) protéases à sérine, (ii) protéases à acides aspartiques, (iii) 

protéases à cystéine, et (iv) métalloprotéases : 

- Protéases à sérine: caractérisées par des résidus sérines et histidine au 

niveau de leur site actif. Ces enzymes sont le plus actives à un pH >=7. 
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Elles sont inhibées par le diisopropyl flourophosphate (DFP) et le phényl 

méthyl sulphonyl fluoride (PMSF) qui se lient covalemment au site sérine 

actif.  

- Protéinases acides: ont des résidus d’acides aspartiques au niveau de 

leur site actif et fonctionnent d’une façon optimale à un pH de 3-4. Ces 

enzymes sont trouvées très rarement chez les bactéries et plus 

fréquemment chez les levures et les champignons. Trois familles de 

protéases acides existent : les pepsines (A1), les rétropepsines (A2), et 

les enzymes des pararétrovirus (A3) (Barrett, A. J., et al., 2012). 

- Protéases à cystéines: 20 familles de protéases à cystéines sont 

connues. Leur activité dépend d’une dyade catalytique constituée de 

cystéine et histidine. En effet, l’ordre des résidus cystéines et histidines 

(Cys-His ou His-Cys) diffère entre les familles (Barrett, A. J., et al., 1994). 

Généralement, les protéases à cystéines sont uniquement actives en 

présence d’agents réducteurs comme le HCN (acide cyanhydrique) ou la 

cystéine. Ces protéases fonctionnent à un pH optimal neutre à l’exception 

de quelques-unes comme les protéases lysosomales qui s’activent à un 

pH acide. Les protéases à cystéines sont connues pour être susceptibles 

aux agents sulfhydriles comme l’acide p-chloromercuribenzoique (PCMB) 

et sont non affectées par le diisopropyl flourophosphate (DFP) et les 

agents chélateurs de métaux.  

- Métalloprotéases ou protéases chélateurs de métaux sensibles: elles 

requièrent un ion métal bivalent pour leur activité. Elles incluent des 

enzymes de diverses origines comme les collagénases des organismes 

supérieurs, les toxines hémorragiques du venin  des serpents et la 

thermo lysines des bactéries (Hibbs, M. S., et al., 1985 ; Okada, Y., et al., 

1986 et Shannon, J. D., et al., 1989). Les métalloprotéines sont inhibées 

par des chélateurs d’ions comme l’EDTA (Ethylènediaminetetraacetic 

acid) et le o-phénanthroline. Selon leur spécificité d’action, les 

métalloprotéases peuvent être divisées en 4 sous-groupes: (i) neutres, (ii) 

basiques, (iii) myxobacter I, et (iv) myxobacter II. Les protéases neutres 
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sont spécifiques des acides aminés hydrophobes, les protéases basiques 

ont un spectre large de spécificité, les protéases myxobacter I sont 

spécifiques aux résidus d'acides aminés de part et d’autre de la liaison à 

cliver et les protéases myxobacter II sont spécifiques aux résidus lysines 

de la liaison peptidique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figure 5 : Manifestation de Bacillus thuringiensis une fois ingérée par les larves 

d’insecte et processus d’intervention des protéases et d’autres métabolites secrétés par 

Bt (Raymond, B., al., 2010). 

 

 

III.2.  Génomes et plasmides de Bt 

Bt possède un génome de taille de 2.4 à 5.7 millions de paires de base 

(Carlson, C. R., et al., 1994). Des plasmides circulaires et/ou linéaires extra 

chromosomiques sont trouvées dans la plupart des souches isolées de Bt 

(Carlson, C. R., et al., 1994). Les protéines qui constituent les inclusions 
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parasporales sont codées par des gènes portés par des plasmides conjugatifs de 

haut poids moléculaires dont certains sont auto-transmissibles lors de la 

conjugaison (Gonzalez, J. M., et al., 1981). Une même souche peut contenir 1 à 

17 plasmides de 2 à 80 MDa (Aptosoglou, S. G., et al., 1997). Il existe deux 

types de plasmides : les mégaplasmides de taille supérieure à 30 Mbp et les 

petits plasmides de taille inférieure à 30 Mbp. Ces derniers se trouvent sous un 

grand nombre de copies n’ayant pas un rôle spécifique. Les mégaplasmides se 

trouvent sous un nombre faible de copies et portent les gènes cry (Jensen, G. B., 

et al., 1995). Des génomes de souches différentes de Bt ont été séquencés et 

publiés. Nous citons notre souche de référence adoptée dans ces travaux de 

thèse, Bacillus thuringiensis isralensis (Bti). Bti abrite huit plasmides circulaires 

dont la taille varie entre 5 et 210 kb et un réplicon linéaire d'environ 16 kb 

(Carlton, B. C., et al., 1985). Un de ses plasmides de haut poids moléculaire (128 

kb), dont le pourcentage en G+C est de 32.42 %, contient toute l’information 

génétique pour l’activité sur les diptères (Gonzalez, J., et al., 1984 ; Berry, C., et 

al., 2002 et GenBank: AL731825.1). Les gènes codant les protéines toxiques ont 

été clonés et exprimés, leurs séquences analysées et leur toxicité révélée 

menant à plusieurs informations décrites un peu plus tard dans ce manuscrit. Le 

sérotype H14, Bti, produit 4 toxines majeures (Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa et 

Cyt1Aa) spécifiques aux diptères (les moustiques, les mouches noires et les 

moucherons Chironomous). 

 

III.3. Les protéines Cry et Cyt : classification, diversité et 

structure 

III.3.1. Classification et diversité  

La plupart des gènes cry codants pour les protéines insecticides de Bt 

(ICPs) résident sur de grands plasmides transmissibles (González et Carlton, 

1984 ; González et al., 1984). Jusqu’à là, de nombreux gènes ont été clonés, 
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séquencés et même utilisés pour construire des souches de Bt ayant un 

nouveau spectre de toxicité (Höfte et Whiteley, 1989).  

Les gènes cry connus de Bt codent pour des protéines Cry spécifiques à 

différents ordres d’insectes : lépidoptères (cryI), diptères et lépidoptères (cryll), 

coléoptères (crylII), diptères (crylV), lépidoptères et nématodes (cryV) (Höfte, H., 

et al., 1989). Une désignation séparée est adoptée pour les gènes cytolytiques 

(cyt) qui codent pour une protéine cytolytique, présente principalement chez Bti. 

Cette nomenclature présentait des incohérences. Par exemple les deux 

gènes cryIIB et cryIIA, ayant une grande homologie, étaient classés ensemble 

malgré le fait que le gène cryIIB code pour une toxine active uniquement sur les 

lépidoptères et que le gène cryIIA code pour des toxines actives sur les diptères 

et les lépidoptères. Ces incohérences ont poussé Neil Crickmore à proposer une 

nouvelle nomenclature plus rationnelle (Crickmore, N., et al., 1998). Cette 

dernière est basée sur l’attribution de noms aux membres des superfamilles des 

gènes cry en fonction de leur degré de divergence évolutive estimé par des 

algorithmes et représenté par un arbre phylogénétique. Cette nomenclature a 

abandonné l’annotation romaine au profit du système arabe (ex : CryIVA devient 

Cry4A). Les alignements de séquence des gènes cry montrent la présence de 

cinq blocs relativement bien conservés (Figure 6). Tous les gènes cry séquencés 

ont été déposés dans la base de données de Neil Crickmore 

(http://www.btnomenclature.info/).  72 classes regroupent ces gènes en fonction 

du degré de similitude de leurs séquences. Ces classes sont divisées en sous-

classes elles-mêmes contenant plusieurs groupes : la classe des cry1 est divisée 

en cry1A, cry1B, cry1C… ; et chacune de ces sous-classes contient plusieurs 

groupes (cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1Ae…). Ceci est bien présenté dans le 

tableau ci-dessous (Tableau 2) qui montre les groupes des protéines Cry, les 

sous-espèces de Bt à partir desquelles elles ont été isolées et leurs principaux 

insectes cibles. Comme déjà cité plus haut, deux familles de toxines sont 

produites par Bt : les toxines Cry et les toxines Cyt. A l’intérieur de chaque 

famille, les toxines sont classifiées en fonction de leur homologie de séquences 

protéiques. Trois rangs sont adoptés pour classifier les toxines (de Maagd RA., 

http://www.btnomenclature.info/
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et al., 2001): i) le premier, représenté par un chiffre qui différencie les toxines 

possédant moins de 45 % d’identité de séquences protéiques (Cry1, Cry4, 

Cry11,...) ; ii) le deuxième utilise une lettre majuscule pour distinguer les toxines 

qui possèdent de 45 à 78 % d’identité de séquences protéiques (Cry4A, 

Cry4B,…) ; et le troisième rang, une lettre en minuscule est utilisée pour 

différencier les toxines possédant de 78 à 95 % d’identité de séquence protéique 

(Cry4Aa, Cry4Ab,…). 
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Tableau 2 :  La nomenclature originale et actuelle de certains gènes cry, leurs groupes 

protéiques, les sous-espèces de Bt à partir desquelles elles ont été isolées et leurs 

principaux insectes cibles. (N / a: Non disponible ou Not available). 
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Figure 6 : Les positions des blocs conservés au niveau des protéines Cry. Le schéma 

représente quelques protéines Cry et les arrangements de séquences pour chaque 

holotype de toxine (ex: Cry1Aa1). Les séquences des blocs sont représentées en gris 

foncé, gris clair ou blanc faisant référence aux degrés d’homologie hauts, moyens et 

faibles respectivement (Adapté de Schnepf, E., et al., 1998). 

 

Comme nous le remarquons d’après ce tableau, chaque toxine se 

caractérise par un spectre d’activité spécifique sur un nombre restreint d’hôtes, 

et toutes ces toxines agissent contre un grand nombre d’ordres d’insectes : 

lépidoptères (papillons, mites), coléoptères (scarabées, charançons), diptères 

(moustiques, mouches) ou hyménoptères (guêpes, abeilles). Cependant, 

uniquement une minorité de toxines présente une toxicité contre d’autres 

organismes comme par exemple les nématodes (Huffman, D. L., et al., 2004 et 

Griffitts JS., et al., 2005).  
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La diversité des toxines Cry est attribuée à la forte plasticité génétique des 

plasmides qui portent les gènes codant pour ces toxines (Schnepf, E., et al., 

1998) ; mais aussi au caractère conjugatif de ces plasmides transmissibles entre  

différentes souches de Bt (Gonzalez JM., et al., 1982 et Thomas DJI., et al., 

2001). Elle s’explique par la présence de nombreux transposons et éléments 

d’insertion flanquant les gènes. Ces éléments facilitent la multiplication des 

gènes cry et l’élaboration de nouvelles toxines (de Maagd RA, et al., 2001). Nous 

citons dans ce qui suit quelques exemples d’appoint. Sur le plasmide pBtoxis de 

Bti, plusieurs éléments d’insertion (IS231F, V, W et  IS240A et B) sont 

caractérisés et permettent la transposition, la duplication, le réarrangement et la 

modification des gènes cry (Ben-Dov, E., et al., 1999 et Mahillon, J., et al., 1994). 

L’élément IS231W chez Bti est adjacent au gène cry11Aa (Rezsohazy, R., et 

al.,1993), alors que le gène cry4A est flanqué par les IS240 A et B (Bourgouin, 

C., et al., 1988). Les IS240 appartiennent à la famille des IS6. Le premier 

élément transposable caractérisé chez Bt était le Tn4430 (Agrawal, N., et al., 

2002) qui se trouve au voisinage des gènes cry1A chez les souches actives sur 

les lépidoptères (Kronstad, J. W., et al., 1986).  

Selon leur composition en protoxines, la forme des inclusions cristallines 

varie. En effet, les cristaux peuvent avoir une forme bipyramidale (Cryl), cubique 

ou rectangulaire (Cry2, Cry3A), irrégulière (Cry3B), sphérique (Cry4A, Cry4B) ou 

rhomboédrique (Cry11A) (Li, J., et al., 1998). Les molécules de Cry2A sont 

stabilisées au sein des inclusions rectangulaires grâce aux protéines codées par 

les gènes orf2 (opéron Cry2A) et orf3 (opéron Cry11A), qui potentialisent la 

synthèse de Cry2A en la stabilisant au sein des inclusions rectangulaires, et en 

agissant en tant que molécules chaperonnes (Ge, B., et al., 1998). L’organisation 

des gènes cry en opérons a été mise en évidence chez différentes souches de 

Bt spécifiquement pour les gènes cry1F, cry2Aa, cry2Ac, cry9Ca et cry11Aa. 

Certains opérons contiennent au moins un cadre de lecture en amont du gène 

cry tel qu’orf1 ou p19 et un deuxième cadre de lecture, orf2 ou p20, existe aussi 

au niveau des opérons des gènes cry2 et cry11. Par conséquent, cette 

organisation des gènes cry en opérons facilite leur expression différentielle. Cela 
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explique que les inclusions cristallines peuvent contenir plusieurs toxines Cry ou 

qu’une même souche puisse produire plusieurs cristaux de compositions 

protéiques différentes. En se basant sur la diversité des gènes cry et leur 

organisation complexe, de nouvelles souches de Bt sont découvertes. En effet, 

la mise en évidence de nouveaux gènes associés à la toxicité, la caractérisation 

de leurs séquences nucléotidiques et leur appartenance à de nouvelles familles 

de toxines Cry permettent l’émergence de nouvelles souches de Bt sur le 

marché. 

 

II.3.2. Structures des δ-endotoxines Cry 

La cristallographie aux rayons X des protéines Cry1Aa, Cry1Ac, Cry2Aa, 

Cry3Aa, Cry3Bb, Cry4Ba, Cry4Aa et Cry8Ea1 indique que la majorité des δ-

endotoxines se caractérise par une structure qui englobe trois domaines (Li, JD., 

et al., 1991, Grochulski, P., et al., 1995, Boonserm, P., et al., 2006, Boonserm, 

P., et al., 2005, Derbyshire, DJ., et al., 2001, Galitsky, N., et al., 2001, Guo, S., et 

al., 2009 et Morse, RJ et al., 2001). Chacun de ces domaines joue un rôle 

particulier dans la toxicité : le domaine II et III sont responsables de la liaison aux 

récepteurs localisés sur la paroi intestinale et le domaine I est responsable de la 

formation de pores dans la membrane cellulaire. Toutes les toxines Cry 

partagent une homologie de leur structure tridimensionnelle où chaque structure 

est impliquée spécifiquement dans le mode d’action de la toxine : les feuillets 

bêta assurent la reconnaissance des sites de fixation tandis que les hélices 

alpha forment le pore transmembranaire déclenchant la mort cellulaire (Li, J., et 

al., 2001 et Boonserm, P., et al., 2005) (Figure 7). 

II.3.2.1. Domaine I 

Le domaine I est situé à l'extrémité N-terminale de la protéine Cry et 

présente des similitudes importantes avec d'autres toxines formant des pores 

(Morse, RJ, et al., 2001). Ce domaine se compose de huit hélices α reliées par 

des boucles. Sept hélices (α1, a2a, a2b, α3, α4, α6 et α7) sont situées autour de 
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l’hélice α5 centrale hautement conservée et amphipathique (Figure 8). Les 

hélices amphipathiques périphériques sont riches en résidus polaires ou chargés 

et ces groupes polaires sont situés entre les hélices et sont impliqués dans la 

formation des liaisons par pont d'hydrogène ou des ponts salins. La plupart des 

hélices, de plus de 30 Å de long, sont capables de s’insérer dans la membrane 

hydrophobe. Ainsi, le domaine I a comme fonction primaire la formation de pores 

dans la membrane cellulaire par l’intermédiaire d’hélices hydrophobes (Schnepf, 

E., et al., 1998).  

Quant aux protéines à activité diptéricide de Bti, le domaine I de Cry4Aa 

(résidus Glu-69 à Lys-317) comprend sept hélices α comme les protéines 

Cry1Aa et Cry3Aa (Grochulski, P., et al., 1995 et Galitsky, N., et al., 2001). 

Toutefois, la structure des hélices α4-α5 de Cry4Aa est unique du fait de la 

présence d’un pont disulfure et d’un motif riche en proline qui permettent de 

rigidifier l’épingle à cheveux et de limiter la flexibilité de la boucle entre les 

hélices (Boonserm, P., et al., 2006). Par conséquence, par opposition à Cry4Ba, 

Cry4Aa par ses caractéristiques de structure ne permet pas la libération de 

calcéine (marqueur de viabilité cellulaire) (Boonserm, P., et al., 2006) qui 

suggère une différence de comportement des canaux et par la suite, une 

différence dans le mode d’action entre Cry4Aa et Cry4Ba. En effet, le domaine I 

de Cry4Ba (résidus Ile-40 à Arg-271) ne contient pas sept hélices α mais 

uniquement cinq (Boonserm, P., et al., 2005). Les deux hélices 1 et 2 sont 

absentes malgré le fait que leurs séquences d’ADN soient présentes au niveau 

du gène cry4Ba, ce qui signifie qu’elles ont été enlevées par protéolyse au cours 

du processus de cristallisation. Toutefois, Cry4Ba conserve toujours son activité 

diptéricide.  

Le domaine I, composé d’hélices α dont le nombre varie entre Cry4Aa et 

Cry4Ba, participe dans la toxicité par la formation de pore membranaires à la 

suite de l’insertion dans la membrane des épingles à cheveux 

transmembranaires α4 et α5 (Boonserm, P., et al., 2005, 2006 et Pornwiroon, 

W., et al., 2004). Des mutations ponctuelles dans différentes parties du domaine 

I affectent également la toxicité. A titre d’exemple, au niveau de Cry4B, la 
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substitution des résidus Trp243, Phe246, Phe264 et Tyr249 de l’hélice α7 par 

l'alanine a abouti à une diminution spectaculaire de la toxicité contre Stegomyia 

aegypti (Tiewsiri, K., et al., 2007). De plus, au niveau de la protéine Cry2A, la 

suppression de 42 résidus d'acides aminés en amont de l'hélice α1, suivie par la 

substitution des résidus Lys63 en proline et Lys63 en alanine, conduit à une 

amélioration de la toxicité de la protéine. En 2007, Mandal et al. suggère que ce 

clivage des 42 résidus expose la région qui se lie au récepteur (Mandal, CC., et 

al., 2007). 

 

II.3.2.2. Domaine II 

Le domaine II comprend trois feuillets β antiparallèles (joints en clé 

grecque) emballés autour d'un noyau hydrophobe formant une structure en « β-

prisme ». Les boucles de raccordement des feuillets β sont exposées à la partie 

supérieure de ce domaine et représentent les régions les moins conservées qui 

jouent un rôle crucial dans la reconnaissance et la liaison au récepteur et donc 

dans sa spécificité (Figure 8). La taille des boucles varie entre les différentes 

toxines: Cry1A, Cry2A, Cry3A, Cry4A et Cry5A et possèdent les plus grandes 

boucles documentées alors que Cry3Aa possède la plus courte (Xin-Min, Z., et 

al., 2009). La taille des boucles contribue à la mise en place de la conformation 

du domaine II et affecte l'interaction de la toxine avec les récepteurs spécifiques. 

Chez Bti, une différence clé existe dans le domaine II des toxines Cry. Cette 

différence se situe plus particulièrement au niveau des boucles liant les feuillets 

β (Boonserm, P., et al., 2005, 2006). Ce domaine est le plus polymorphe entre 

les toxines Cry et ces boucles sont impliquées dans les liaisons spécifiques aux 

récepteurs. Cry4Aa (résidus Tyr318 à Val527) et Cry4Ba (résidus Tyr272 à 

Val469) diffèrent significativement en taille spécialement au niveau de la taille de 

la boucle 2. En plus de cette différence de taille, en 2003, Abdullah et al. 

démontrent que la séquence des boucles du domaine II de ces deux protéines et 

l’échange avec les boucles 3 conduisent à une augmentation de la toxicité de 
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Cry4Ba sur Culex alors que sa toxicité reste inchangée sur Aedes et Anopheles 

(Abdullah, M. A., et al., 2003). Cela indique que principalement la boucle 3 est 

impliquée dans la spécificité de liaison aux récepteurs chez Culex tandis que les 

boucles 1 et 2 sont responsables de cette spécificité de liaison chez Aedes et 

Anopheles (Abdullah, M. A., et al., 2003). Ces données indiquent également que 

les protéines Cry4Aa et Cry4Ba, étroitement liées, présentent des spécificités et 

des structures différentes et elles agissent en synergie au sein de l’inclusion 

parasporale de Bti dans le but d’augmenter le spectre d’activité. 

II.3.2.3. Domaine III 

Le domaine III est une structure en β-sandwich composée de deux 

feuillets β antiparallèles torsadés et empilés formant une configuration en « jelly 

roll » (Figure 8). Chaque feuillet β est composé de cinq brins, avec une couche 

extérieure qui fait face au solvant et une couche intérieure emballée contre le 

domaine II. Il existe également deux boucles qui permettent l’interaction entre le 

domaine III et le domaine I (Grochulski, P., et al., 1995). Ces boucles 

représentent les variabilités structurales du domaine III principalement prouvées 

selon leur longueur, leur séquence et leur orientation (Boonserm, P., et al., 

2006). Chez Cry4Aa ce domaine s’étale des résidus Asp528 à Thr678 et chez 

Cry4Ba de Asp470 à Thr634. Ce domaine peut jouer un rôle essentiel dans le 

maintien de l’intégrité structurale des toxines (Li, J. D., et al., 1991 et Nishimoto, 

T., et al., 1994), dans la régulation de la formation de pore par effet de 

conductance (Wolfersberger, M. G., et al., 1996) et peut contribuer dans la 

liaison spécifique réversible aux récepteurs (Aronson, A. I., et al., 1995; Dean, D. 

H., et al., 1996 ; Flores, H., et al., 1997 et Boonserm, P., et al., 2005, 2006). Des 

mutations dans ce domaine ont été décrites et leur conséquences sur la toxicité 

ont été relevées. La majorité des mutations concernent des substitutions du 

domaine III d’une toxine par le domaine III d’une autre toxine (Lucena, W. A., et 

al., 2014). A titre d’exemple, l’échange du domaine III de Cry1Ia avec celui de 

Cry1Ba résulte en une toxine qui est trois fois plus active sur le coléoptère 

Leptinotarsa decemlineata (Naimov, S., et al., 2001). Les mutations peuvent 
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aussi concerner des substitutions d’acides aminés de ce domaine. Tel est le cas 

de la mutation T524N du domaine III de Cry1Ac qui conduit à une toxine ayant 

une toxicité améliorée contre les larves de Spodoptera exigua (Shan, S., et al., 

2011). De plus, la substitution de Ser503 et Ser504 par l'alanine chez Cry1Ac 

diminue l'affinité de la toxine aux récepteurs et par la suite sa toxicité (Aronson, 

A. I., et al., 1995). 

 

Ces trois domaines sont bien maintenues ensembles grâce aux liaisons 

de  van der Waals, aux ponts d’hydrogènes, aux ponts salins et aux interactions 

électrostatiques, où le plus grand nombre d’interactions à lieu entre les domaines 

I et II (Li, J. D., et al., 1991 ; Grochulski, P., et al., 1995 et Boonserm, P., et al., 

2006). 

 

Figure 7 : Représentation en ruban du repliement des protéines Cry4Aa et Cry4Ba de 

Bti. (A) Vue d'ensemble de la toxine Cry4Aa, qui est composée de trois domaines : 

domaine I de formation de pores est en rouge, le domaine II est celui de la fixation au 

récepteur putatif et représenté en jaune, et le domaine III C-terminale en bleu. Les 
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éléments de structure secondaire de chacun des trois domaines sont marqués dans les 

panneaux B à D. Chaque feuillet β individuel est d'une couleur différente. (E) La 

structure tridimensionnelle des domaines I, II et III de Cry4Ba : le domaine I (hélices 

alpha) est coloré en bleu, le domaine II (feuillets bêta) en vert et le domaine III (feuillets 

bêta) en rouge (Boonserm P, et al., 2006 et Angsuthanasombat, C., et al., 2004). 
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Figure 8 : Alignement des domaines I, II et III des protéines Cry (Cry4Aa, Cry1Aa, 

Cry1Ac, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb, Cry4B, Cry5B et Cry8Ea) et comparaison de leur 

structure. Les dispositions des structures secondaires : hélices α, hélices 310 η (Barlow, 

D. J., et al., 1988) et brins β de Cry4Aa sont représentées au début de chaque 

alignement. La figure a été préparée par ESPript (Adapté de Xu, C., et al., 2014). 

 

III.3.3. Structure des protéines Cyt  

La structure des protéines Cyt diffère entièrement de celle en trois 

domaines des protéines Cry décrite précédemment (Li, J., et al., 1996). 

Uniquement la structure tridimensionnelle de Cyt2Aa de B. thuringiensis subsp. 

kyushuensis a été étudiée. Par alignement de séquences entre Cyt1Aa et 

Cyt2Aa et grâce à l’existence de 70 % de similitudes entre les séquences de leur 

acides aminés, la structure de Cyt1Aa, protéine cytolytique majeur de Bti, a été 

prédite (Gazit, E., et al., 1997). En effet, les protéines Cyt ont un seul domaine α-

β et sont organisées en feuillet β formé de 8 brins β (1 à 7) antiparallèles 

flanqués de chaque côté par deux courtes hélices α : d’un côté, αA et αB et de 

l’autre côté αC et αD (Li, J., et al., 1996 ; Cohen, S., et al., 2011 ; Cohen, S., et 

Domaine III 
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al., 2008 et Xu, C., et al., 2014) (Figure 9). Par opposition aux protéines Cry de 

Bti, le domaine transmembranaire des protéines Cyt est formé de brins β et non 

d’hélices α qui sont connues pour être impliquées dans les liaisons entres les 

protéines et l’oligomérisation (Du, J., et al. 1999; Li, J., et al., 1996 et Gazit, E., et 

al., 1997). D’après la structure tridimensionnelle de la protéine Cyt1Aa, nous 

pouvons suggérer que la toxicité des protéines Cyt1Aa est en corrélation avec 

leur capacité à subir des changements de conformation qui sont nécessaires 

avant leur insertion dans la membrane et l’induction de sa perforation. Ce 

repliement permet aux hélices α de s’écarter à une distance permettant 

l’insertion du feuillet β dans la membrane. De plus, l'alignement des séquences 

en acides aminés de six protéines Cyt de différentes sous-espèces de B. 

thuringiensis a permis l'identification de quatre entités conservées (Butko, P. 

2003) (Figure 9) : 

- L'hélice A (séquence consensus YILQAIQLANAFQGALDP), 

- La boucle après l'hélice D du brin 4  (TFTNLNTQKDEAWIFW), 

- Les brins 5 et 6 (TNYYYNVLFAIQNEDTGGVMACVPIGFE), 

- Le brin 6a et la boucle suivante (LFFTIKDSARY) 
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Figure 9 : Structure tridimensionnelle de la toxine Cyt1A : les hélices α sont marquées 

en lettres et les feuillets β en chiffres (Butko, P. 2003). 

 

Ces différences claires au niveau structural et fonctionnel des domaines 

des protéines Cry et Cyt de Bti sont à être prises en compte lors de l’étude du 

mode d’action de ces protéines chez les diptères et dans le phénomène de 

résistance à Bti. 

 

III.4. Régulation de l’expression des gènes cry codant pour les 

delta-endotoxines 

La majorité des gènes cry et cyt sont exprimés au cours de la phase 

stationnaire. Leurs produits s’accumulent dans la cellule, entre le stade III et le 

stade VII de la sporulation, pour former les inclusions cristallines qui font 20 à 30 

% de la masse de la matière sèche d’une population sporulante (Ibrahim, M. A., 

et al., 2010). Cependant, il existe des gènes cry qui sont transcrits lors de la 

phase végétative, de là vient la nécessité de distinguer entre les gènes exprimés 
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lors de la phase végétative et ceux exprimés lors de la phase de sporulation. La 

production des inclusions cristalline est contrôlée par des mécanismes 

transcriptionnels, post-transciptionnels, post-traductionnels ou autres. 

III.4.1. Régulation transcriptionnelle 

La régulation primaire de l’expression des gènes cry se fait au niveau 

transcriptionnel. Les gènes cry ont été classés en deux types selon leur 

mécanisme de régulation transcriptionnelle: les gènes cry dépendant de la 

sporulation sont contrôlés par des facteurs sigma spécifiques : σH, σF, σE, σG et 

σK ; et les gènes indépendants de la sporulation sont sous le contrôle du facteur 

σA. Les facteurs σA et σH sont actives dans la cellule en pré-division, les 

facteurs σE et σK sont actives dans la cellule mère et les facteurs σF et σG sont 

actives dans la pré-spore (Agaisse, H., et al., 1995). Les facteurs spécifiques à la 

phase de sporulation, nommés « sigma-factors », se fixent à l’ARN polymérase 

et dirigent la transcription depuis des promoteurs spécifiques (Moran, CP et al., 

1993). En effet, la transcription de plusieurs gènes, comme les gènes cry1 

(Yang, H., et al., 2012 et Bravo, A., et al., 1996), cry4 (Yoshisue, H. I., et al., 

1995 ; Dervyn, E., et al., 1995 et Poncet, S., et al., 1997), cry8 (Du, L., et al., 

2012), cry11 (Poncet, S., et al., 1997) et cry18 (Zhang, J., et al., 1998), est 

contrôlée par les deux facteurs σE et σK. La transcription est initiée par σE au 

début de la sporulation et poursuit avec σK vers la fin de cette phase (Lereclus, 

D. A., et al., 2000). Cette activation successive de ces deux facteurs sigma 

assure la continuité de cette forte transcription des gènes cry dans les cellules 

mères. Cela permet la production en grande quantité des protéines Cry durant la 

sporulation. L’expression des gènes cry4 et cry11 dépendant de la sporulation 

(Poncet, S., et al., 1997) est initiée par le facteur sigma végétatif σH. Les 

promoteurs de ces gènes dépendants de σH chevauchent avec les promoteurs 

dépendant de σE (Poncet, S., et al., 1997 ; Yoshisue, H. I., et al., 1995 et Deng, 

C., et al., 2014). De plus, certains gènes comme cry1Aa sont régulée par deux 

promoteurs chevauchant (BtI et BtII) (Wong, H. C., et al., 1983). La transcription 

est initiée par σE entre les étapes II et VI de la sporulation suite à la liaison en 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Synthèse Bibliographique 

78 
 

aval au promoteur Btl. Du stade VI jusqu'à la fin de la sporulation, la transcription 

de cry1Aa est facilitée par σK qui utilise le promoteur en amont, BtII.  

La régulation temporelle et spatiale des gènes pendant le processus de 

sporulation chez Bt est fondamentalement le même que chez B. subtilis (Bs). La 

protéine Spo0A liant l’ADN est le principal régulateur responsable du 

déclenchement de la sporulation chez B. subtilis (Deng, C., et al., 2014) et les 

protéines Spo0A de Bt et Bs sont homologues (Lereclus, D., et al., 2000). La 

forme phosphorylée de Spo0A (Spo0A ~ P) se lie à une séquence d'ADN connue 

sous le nom de « 0A-box » et agit comme un répresseur des gènes exprimés 

durant la phase végétative et comme un activateur de gènes spécifiques de 

sporulation. Une étude in silico révèle que les « 0A-box »  sont des séquences 

d'ADN situées en amont de certains gènes cry chez Bti (cry4A, cry4B et cry11A) 

(Poncet, S., et al., 1997). Le niveau de transcription du promoteur de cry11A a 

été amélioré dans un mutant Spo0A. De même, la suppression de « OA-box » 

putative augmente significativement l'expression de l'opéron cry11A. Ces 

résultats suggèrent que l'expression de cry11A est réprimée par Spo0A via sa 

liaison à la « 0A-box » putative (Poncet, S., et al., 1997). Au contraire, le 

promoteur de cry1Ac a une activité légèrement réduite dans un mutant de Spo0A 

ce qui implique que ce gène cry est positivement régulée par Spo0A durant la 

croissance (Yang, H., et al., 2012). Ceux-ci prouve que Spo0A joue différents 

rôles de régulation pour différents gènes cry, y compris: (i) un rôle modérateur 

permettant de réguler l'expression des gènes cry avant le début de la 

sporulation; et (ii) un rôle majeur impliquant le déclenchement de l'activité des 

« sigma-factors » spécifiques à la sporulation cités préalablement. 

Certains gènes cry, semblent être exprimés indépendamment de la 

sporulation. En effet, un mécanisme de régulation supplémentaire de 

l'expression de certains gènes cry au niveau transcriptionnel repose sur une 

protéine régulatrice qui se lie à une région inversée répétée de 200 à 300 paires 

de bases en amont de différents promoteurs des gènes cry1. Cette protéine 

régulatrice a été reconnue comme étant la sous-unité E2 de la pyruvate 

déshydrogénase. Il a été démontré que l'implication de la sous-unité E2 de la 
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pyruvate déshydrogénase dans la régulation du gène cry élucide une association 

entre l'activité catabolique et la synthèse des toxines Cry (Walter, T., et al., 

1999). 

 

III.4.2. Régulation post-transcriptionnelle 

La régulation de l'expression des gènes cry au niveau post-

transcriptionnel peut compter sur la stabilité de l'ARNm. En effet, la demi-vie de 

l'ARNm des gènes cry est d’environ dix minutes, ce qui est au moins cinq fois 

plus élevée que la demi-vie d'un ARNm bactérien courant (Glatron, M. F., et al., 

1972). La présence de terminateurs de transcription putatifs, agissant comme 

rétrorégulators positifs à l'extrémité 3’ de nombreux gènes cry, pourrait contribuer 

à la stabilité de l'ARNm (Wong, H.C., et al., 1986). De plus, la présence de 

séquences inversées répétées au niveau de la région non traduite en 3’ des 

gènes permet la stabilisation de l’ARNm en formant des structures en boucles. 

Ceci permettra d’empêcher les attaques de l’ARNm par les 3’-5’ 

exoribonucléases (Agaisse, H., et al., 1995). Davantage, la stabilisation de 

l’extrémité 5’ de l’ARNm du gène cry3A a été démontrée suite à la fixation de la 

sous unité ribosomique 30S à la séquence STAB-SD (séquence Shine-Dalgarno 

(SD)-like proche de l’extrémité 5’ au niveau de la position −129). Ceci empêche 

l’attaque par la 5’-3’ RNase J1 exoribonucléolytique (Mathy, N., et al., 2007 et 

Deng, C., et al., 2014). 

 

III.4.3. Régulation post-traductionnelle 

Les inclusions cristallines formées sont stables dans la cellule. Le 

mécanisme de régulation post-traductionnelle est essentiel pour garantir la 

bonne formation du cristal en protégeant les toxines d’une dégradation 

protéolytique prématurée. La présence d’une région riche en cystéine au niveau 

de l’extrémité C-terminale des protoxines assure la stabilité de la structure des 

cristaux due à la formation des ponts disulfures (Bietlot, H. P., et al., 1990). Il est 
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connu que les ponts salins intramoléculaires et les interactions hydrophobes 

stabilisent la structure même en l’absence de cystéine. Tel est le cas de la 

protoxine Cry3A (Li, J. D., et al., 1991). Certains cristaux parasporaux 

nécessitent des protéines accessoires pour optimiser leur synthèse et leur 

cristallisation : à titre d’exemple, la protéine de 20 kDa codée par orf3 de l’opéron 

cry11Aa de Bti (Berry, C., et al., 2002 et Ibrahim, M.A., et al., 2010). 

 

III.4.4. Répression catabolique par le glucose 

Chez les bactéries Gram positifs, la répression catabolique de nombreux 

opérons fait intervenir la protéine « phosphocarrier HPr » qui, une fois 

phosphorylée, lie la protéine de contrôle catabolique CcpA formant ainsi un 

complexe ayant une forte affinité de liaison à l’ADN. Le complexe phosphorylé 

HPr-CcpA module la transcription des gènes en se fixant à leur séquence cre 

(Hueck, C. J., et al., 1995). Il a été démontré que l'expression de cry4A dans Bti 

est réprimée par le glucose au niveau de l’ARN messager (Banerjee-Bhatnagar, 

N., et al., 1998). En particulier, le complexe HPr-CcpA réprime cette expression 

en se fixant à la séquence cre de 15 pb chevauchant avec le promoteur de cry4A 

à la position -35. Une mutation qui survint à la position -49 dans ce promoteur, 

une guanine remplacée par une adénine, abolit la répression catabolique du 

glucose sur cry4A et renforce l'activité du promoteur de deux à trois fois. De 

même, l'activité du promoteur de cry4A a été prouvée augmentée dans un 

mutant HPr phosphorylé désactivé. Par conséquent, dans Bti, la synthèse des 

protéines Cry est commandée par HPr-CcpA qui sert comme intermédiaire 

provoquant la répression catabolique du glucose (Deng, C., et al., 2014).  

III.4.5. Régulation métabolique par la polyphosphate kinase (PPK)  

Certains nutriments minéraux, particulièrement le phosphate inorganique, 

sont très importants pour la production des protéines Cry chez Bt (Banerjee-

Bhatnagar, N., et al., 1999 et Özkan, M., et al., 2003). Le polyphosphate est 

synthétisé par la polyphosphate kinase (PPK) à partir du phosphate terminal de 
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l’ATP (Ahn, K., et al., 1990) et peut être dégradé en phosphate inorganique par 

les enzymes endopolyphosphatase et exopolyphosphatase (Akiyama, M., et al., 

1993). En 2013, Doruk et al. démontrent que la sur expression de PPK dans Bti 

mène à l’augmentation simultanée de la concentration intracellulaire en 

polyphosphate et de la production des protéines Cry (Doruk, T., et al., 2013). 

Ces auteurs ont également prouvé que la transcription du facteur sigE est 

stimulée dans des souches qui surexpriment PPK (Doruk, T., et al., 2013). Par 

conséquent, des modifications du métabolisme du polyphosphate pourront 

influencer la production des protéines Cry de Bt, probablement par l’intermédiaire 

de σE.  

III.4.6. Régulation par le facteur sigma 54 

Nommé aussi σL, le facteur sigma 54 contrôle les gènes impliqués dans la 

biosynthèse des enzymes intervenant dans l’assimilation de l’ammoniac, la 

biosynthèse du flagelle et du pili et dans des métabolismes chez les bactéries. 

Récemment, Peng et al. ont démontré qu’une mutation au niveau du facteur 

sigma 54 chez la souche de Bt HD73 conduit à une diminution de la production 

de la protéine Cry1Ac sur son milieu de culture (Peng et al., résultats non encore 

publiés). Les effets positifs du facteur sigma 54, sur la production des delta 

endotoxines, se situent au niveau transcriptionnel et peuvent faire intervenir de 

façon indirecte les voies de signalisation métaboliques dépendantes du facteur 

sigma 54. A titre d’exemple, la formation de spores et du cristal parasporal de B. 

thuringiensis corrèle avec la présence de l’acide γ-aminobutyric (GABA) qui est 

contrôlé par sigma 54 et régulé par GabR (Aronson, J. N., et al., 1975 et Zhu, L., 

et al., 2010). Cependant, sigma 54 n’affecte pas la transcription de Cry1Ac et sa 

production sur un milieu favorisant la sporulation. Cela indique que les voies de 

régulation, qui affectent la production des protéines Cry, dépendent des 

conditions de la croissance des souches de Bt.  
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III.4.7. Régulation par deux facteurs négatifs  

En 2008, Yu et al. étudient cette régulation en analysant le gène cry6Aa2 

avec son orf2 en aval, qui sont co-transcrits (provenant de la souche Bt YBT-

1518) et la séquence inversée répétée qui se trouve entre les deux cadres de 

lecture ouverts orfs. La séquence inversée répétée perturbe l'expression de orf2 

(Yu, Z. B., et al., 2008), probablement par régulation négative de la transcription 

de  orf2. La sur-expression de orf2 réduit l'expression de cry6Aa2, néanmoins, la 

suppression de orf2 améliore véritablement l’expression de cry6Aa2. Par 

conséquent, cela démontre que l'expression du gène orf2 régule négativement 

l'expression du gène cry6Aa2.  

 

 

IV. Les principaux gènes cry codant pour des 

δ-endotoxines actives sur les diptères 

IV.1. Bacillus thuringiensis serotype israelensis (Bti) et son 

contenu génique 

Bti est la souche de référence qui est couramment utilisée comme bio 

pesticide dans la lutte contre les diptères. Au fil des années, la toxicité de Bti a 

été étudiée contre plusieurs organismes et il a été considéré comme 

remarquablement sans danger pour l'environnement, car il est non toxique 

envers les organismes non ciblés. Toutefois il est hautement toxique contre 

différents insectes vecteurs de maladies humaines, notamment Aedes, Culex et 

Anophèles (Margalith, Y., et al., 2000). Bti est caractérisé par huit plasmides 

circulaires de taille allant de 5 à 210 kb (3.3 à 135 MDa) et un réplicon linéaire 

d'environ 16 kb (Carlton, B. C., et al., 1985). L'information génétique responsable 

de l'activité insecticide contre les moustiques a été largement liée au plus grand 

plasmide pBtoxis de taille 128 kb (Carlton, B. C., et al., 1985 ; Sekar, V., et al., 
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1985 et Berry, C., et al., 2002 ; GenBank: AL731825.1). Ce plasmide porte les 

gènes codant les toxines Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa, Cyt1Aa et Cyt2Ba 

(Berry, C., et al., 2002 et Ben-Dov, E. 2014). 

Dans le tableau suivant (Tableau 3), nous présentons les différents 

variants des gènes cry et cyt de Bti enregistrées dans la base de données de 

Neil Crickmore, leur région codante, leur position sur le plasmide pBtoxis, les 

protéines qu’ils codent, la taille de leurs toxines activées ainsi que le spectre de 

toxicité in vivo de leurs toxines. 
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Tableau 3 : Les variants des gènes cry et cyt de Bti, leur région codante, leur 

position sur le plasmide pBtoxis, les protéines qu’ils codent, la taille de leurs toxines 

activées ainsi que le spectre de toxicité in vivo de leurs toxines et leur spectre de toxicité 

(Ae: Aedes, Cx: Culex, An: Anopheles). 
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IV.2. Mode d’action des toxines Cry and Cyt chez les diptères 

Plusieurs études ont été menées afin de comprendre le mode d’action des 

toxines de Bti. En 1998, Schnepf (Schnepf, E et al., 1998) et Rajamohan 

(Rajamohan, F et al., 1998) décrivent un modèle où les cristaux ingérés sont 

solubilisés et activés dans l’intestin moyen des larves. La toxine activée peut 

alors se lier à des récepteurs sur les cellules épithéliales conduisant au 

déclenchement de la formation de pores dans ces membranes. Ce processus 

aboutit à la perte des propriétés physicochimiques des membranes et donc 

conduit à la mort de l’insecte.  

Les études de base des structures et des modes d'action des delta-

endotoxines de Bti et de leurs récepteurs sont importantes pour le 

développement futur de bio pesticides qui ne seront pas sujette à la résistance 

des insectes (Pigott, C. R., et al., 2007) 

Dans le mécanisme d’intoxication des larves de diptères par Bti, quatre 

étapes principales existent : 

 

IV.2.1. Etape 1 : L’ingestion 

Les suspensions de spores et cristaux de Bt sont largement répandus 

dans divers environnements : le sol, sur les plantes à protéger des phytophages, 

les eaux des gîtes à moustiques... Dans le cas de Bti, différentes formulations 

existent qui sont pourvues ou non de spores afin de lutter contre les larves de 

diptères. Ces suspensions sont ensuite ingérées par ces larves.  

IV.2.2. Etape 2 et 3 : Solubilisation et Activation 

Après ingestion, le cristal est dissout dans l’intestin des larves de diptères 

à un pH de 12 (pH de 9.5 chez les lépidoptères). La dissolution se produit suite 

aux cassures des ponts disulfures et des liaisons hydrogènes qui assurent la 

stabilité du cristal (Gill, S. S., et al., 1992). Les protoxines constituant le cristal 

sont inactives à l’état natif. Elles doivent alors devenir actives pour acquérir leur 

pouvoir insecticide. Elles sont activées par plusieurs enzymes digestives 
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intestinales des larves de diptères, mais aussi elles subissent l’action de 

certaines enzymes produites par la bactérie Bt (Oppert, B. 1999 et Rukmini, V., 

et al., 2000). Généralement, l’activation des protoxines est effectuée par l’action 

des protéases à sérine comme les trypsines et les chymotrypsines (Oppert, B. 

1999). Les formes activées de Cry4Aa et Cry4Ba par les protéases bactériennes 

sont d’à peu près 70 kDa et leur activation in vitro et in vivo par les enzymes 

intestinales des larves conduit à l’obtention de deux fragments de 45 et 20 kDa 

pour Cry4Aa et de 45 et 18 kDa pour Cry4Ba (Angsuthanasombat, C., et al., 

1993 ; De Barros Moreira Beltrão, H., et al., 2007 et Komano, T., et al., 1998) 

(Figure 10) . L’activation de Cry11Aa conduit également à l’obtention de deux 

fragments de 38 et 30 kDa (Dai, S.-M., et al., 1993 et Yamagiwa, M., et al., 

2002 ; 2004). En effet, il a été montré que 28 résidus sont éliminés de l’extrémité 

N-terminale de la protoxine Cry11Aa (70 kDa) résultant en l’obtention de ces 

deux fragments de 34 et 32 kDa (Dai, S.-M., et al., 1993). Ces deux fragments 

restent associés et conservent leur toxicité (Yamagiwa, M.,  et al., 2004). Cette 

activation diffère de celle observée chez les toxines spécifiques aux lépidoptères 

(Bravo, A., et al., 2007) (Figure 10). 
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Figure 10 : Exemples d’activation des protoxines chez les lépidoptères (A : Cry1Aa) et 

les diptères (B : Cry4Aa). Les protoxines sont activées sous l’action combinée des 

protéases bactériennes et intestinales des larves d'insectes cibles. (A) : La toxine 

activée est hachurée et les régions tronquées de la protoxine sont symbolisées en 

pointillés. Adapté de Rukmini, V., et al., 2000. (B) : Les flèches indiquent les sites de 

clivage par le jus intestinal des larves de diptères. Les domaines putatifs et les cinq 

blocs sont également représentés (Adapté de Yamagiwa, M., et al., 1999). 

 

IV.2.3. Etape 4 : Fixation au(x) récepteur(s) membranaire(s)  

La fixation des toxines aux récepteurs membranaires, leur oligomérisation, 

leur insertion dans la membrane lipidique conduisant à la formation de pore et 

canaux membranaires sélectifs aux cations, seront discutés dans ce qui suit 

(Knowles, B. H., et al., 1994 et Aronson, A. I., et al., 2001). La létalité est due à la 

déstabilisation du potentiel transmembranaire, avec lyse osmotique des cellules 

qui tapissent l'intestin moyen des larves (Knowles, B. H., et al., 1987). La 

spécificité des endotoxines de Bacillus thuringiensis est corrélée à la présence 

de sites de liaison de haute affinité au niveau de la membrane de bordure en 

brosse des insectes cibles (Hofmann, C., et al., 1988). Des recherches 

préliminaires ont montré que les toxines Cry actives contre les diptères se fixent 
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à des récepteurs protéiques similaires à ceux trouvés chez les lépidoptères. Il 

existe trois principales familles de récepteurs aux toxines Cry chez les diptères :  

- les cadhérines : sont des glycoprotéines présentes à la surface des 

cellules et sont impliquées dans les jonctions intercellulaires (Ivanov, 

D. B., et al., 2001). Elles sont constituées : d’un domaine 

cytoplasmique, qui permet la régulation de leur fonction par les 

caténines ; d’un domaine transmembranaire, permettant leur insertion 

dans la membrane plasmique ; et de plusieurs domaines répétés 

(entre 9 et 12 chez les insectes) (Angst, B. D., et al., 2001). Les 

toxines Cry se fixent au niveau des domaines proximaux de la 

membrane alors que la fonction de jonction est assurée par les 

domaines des cadhérines éloignées de la membrane. Les cadhérines 

ont été identifiée pour la première fois comme récepteurs des 

protéines Cry1Aa chez Manduca sexta (Vadlamudi, R. K., et al., 1993) 

- les N-aminopeptidases (APN) : sont des métalloprotéases qui clivent 

les acides aminés de la région N-terminale des protéines. Ce clivage 

leur confère un rôle important dans la digestion des aliments par la 

larve (Taylor, A. 1993). Chez les insectes généralement, les N-

aminopeptidases (APNs) sont des enzymes membranaires ancrées 

grâce à un motif GPI (glycosylphosphatidylinositol). Des études ont 

montré que les toxines Cry présentent une plus faible affinité (environ 

100 fois moins) pour les APNs que pour les cadhérines (Pigott, C. R., 

et al., 2007). 

- les phosphatases alcalines (ALP) : comme les APNs, elles sont 

ancrées dans les membranes lipidiques par le GPI et se localisent 

principalement au niveau de radeaux lipidiques (Pigott, C. R., et al., 

2007).  

La spécificité de chaque toxine pour leurs insectes cibles revient à la 

spécificité de leurs récepteurs (Bravo, A., et al., 2011). Plusieurs récepteurs 

différents peuvent fixer une même toxine et plusieurs toxines peuvent partager le 

même récepteur (Ferré, J., et al., 1995). L'identification de récepteurs des 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Synthèse Bibliographique 

89 
 

protéines diptéricides a été principalement réalisée chez Aedes aegypti, 

Anopheles gambiae, Anopheles quadrimaculatus et Anopheles albimanus. 

La protéine Cry4Aa est codée par une séquence de 3543 pb (1180 acides 

aminés). Cry4Aa est très toxique contre les larves de Culex, moins sur 

Anopheles et Aedes (Otieno-Ayayo, Z.N., et al., 2008 et Poncet, S., et al., 1995). 

La protéine Cry4Ba est codée par une séquence de 3408 pb (1136 acides 

aminés). Cette protéine se caractérise par des activités larvicides élevées contre 

les larves d’Anopheles et d’Aedes mais très faible contre Culex. En effet, 

l'identité entre les séquences d'acides aminés au niveau des extrémités N-

terminales de ces toxines est seulement d'environ 30 % (Sen, K., et al., 1988 et 

Angsuthanasombat, C., et al., 2004). Des études de structures sur ces deux 

protéines révèlent qu’elles partagent les trois domaines déjà décrits dans les 

sections précédentes et rencontrés chez les toxines actives sur les lépidoptères 

et les coléoptères (Angsuthanasombat, C., et al., 2004 et Boonserm, P., et al., 

2005). L’activation des protéines Cry4Aa et Cry4Ba génèrent deux fragments de 

45 et 20 kDa et 45 et 18 kDa respectivement avec l’élimination de la moitié de 

l’extrémité C-terminale de ces protoxines (Angsuthanasombat, C., et al., 1992; 

1993). La protéine Cry4Aa possède, dans ses domaines II et III, des sites 

multiples de liaison aux récepteurs de l’intestin des larves de diptères et qui 

diffèrent des sites trouvés chez les autres toxines Cry de Bt (Howlader, M. T. H., 

et al., 2010). De plus, la structure trimérique du pré-pore des protéines Cry4Aa 

ou Cry4Ba semblent se former dans la monocouche lipidique facilitant par la 

suite l’insertion de leur « hairpins » α4-α5 dans la membrane (Likitvivatanavong, 

S., et al., 2006 et Boonserm, P., et al., 2005). Cette épingle à cheveux  renferme 

un seul résidu tyrosine hautement conservé (Cry4A: Tyr202 et Cry4B: Tyr170) 

dont la structure aromatique de sa chaine latérale joue un rôle crucial dans la 

reconnaissance des récepteurs chez les diptères. En effet, ce résidu est impliqué 

dans l’interaction avec les têtes des phospholipides stabilisant la structure 

oligomérique du pore formé (Kanintronkul, Y., et al., 2003 et Pornwiroon, W., et 

al., 2004).  Protéolytiquement activée, Cry4Ba in vitro peut également former des 

pré-pores en oligomères qui interviennent dans la formation de pores et de 
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canaux ioniques stables même en l'absence des récepteurs (Rodríguez-

Almazán, C., et al., 2012). Les toxines Cry4Ba se fixent in vitro à la membrane 

apicale en brosse des cellules intestinales du coecum gastrique et de l’estomac 

postérieur chez les larves d’An. gambiae (Ravoahangimalala, O., et al., 1995) et 

aux microvillosités intestinales chez Ae. aegypti (De Barros Moreira Beltrão, H., 

et al., 2007). Les mêmes cellules chez Cx. pipiens fixent specifiquement Cry4Aa 

(in vitro et in vivo) (Yamagiwa, M., et al., 2001). Davantage, les fragments de 20 

kDa (domaine I) de Cry4Aa et de 45 kDa (les hélices α6 et α7 du domaine I et 

des domaines II et III), produits suite au clivage intra-moléculaire du fragment de 

65 kDa, sont séparément non toxiques contre les larves de Cx. pipiens, mais 

ensemble, ils causent une toxicité significative (Komano, T., et al., 1998).  

Sur un autre plan, les différents spectres d’activité contre les moustiques 

des deux toxines Cry4Aa et Cry4Ba semblent provenir des différences 

structurales trouvées au niveau du domaine II des toxines Cry et des différents 

sites de liaisons aux récepteurs cibles (Angsuthanasombat, C., et al., 2004). En 

effet, les boucles 2 et 3 de Cry4Aa sont d’importants déterminants de la toxicité 

spécifique de cette toxine contre les larves d’Aedes, Anopheles et Culex 

(Howlader, M.T.H., et al., 2009). Par contre, chez Cry4Ba, les deux boucles 1 et 

2 de ce même domaine spécifient la toxicité contre Anopheles et Aedes (Buzdin, 

A.A., et al., 2002).  

Quant à la toxine Cry11Ba, elle se fixe une APN chez Anopheles 

quadrimaculatus (Abdullah MA, et al., 2006). En effet, chez ces derniers, APN 

(aminopeptidase) ancrée à GPI a été reconnue comme récepteur putatif de 

Cry11Ba (Abdullah, M. A. F., et al., 2006 et Zhang, X., et al., 2008) mais 

n’interagit pas avec les toxines Cry4Ba ou Cry11Aa (Abdullah, M. A. F., et al., 

2006). De plus, la protéine Cry11Aa, codée par une séquence de 1929 pb (643 

acides aminés), présente une toxicité élevée contre les larves d’Aedes et de 

Culex mais plus faible contre les larves d’Anopheles (Revina, L.P., et al., 2004). 

Les récepteurs de Cry11Aa identifiés sont: GPI-aminopeptidase N (APNs), GPI-

alkaline phosphatase (ALPs), cadhérine et α-amylase (Chen, J., et al., 2013 ; 

Fernandez, L., et al., 2006 ; Chen, J., et al., 2009 ; Fernandez-Luna, M. T., et al., 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Synthèse Bibliographique 

91 
 

2010 ; Chen, J. A., et al., 2009). Le processus d’activation de Cry11Aa implique 

une élimination spécifique des 27 résidus en N-terminal et d’un clivage 

intramoléculaire en deux fragments de 30–33 et 34–36 kDa. La coexistence de 

ces deux fragments est essentiel pour la toxicité contre Cx. pipiens et Cx. 

Quinquefasciatus (Dai, S.-M., et al., 1993 et Yamagiwa, M., et al., 2004). Dans le 

cas de la toxine Cry11Aa, il a été démontré que l’hélice α-8 du domaine II est un 

important épitope impliqué dans la liaison au récepteur et est susceptible d'être 

responsable de la sélectivité (Fernandez, L. E., et al., 2005).  L’interaction de 

Cry11Aa avec ses récepteurs implique au moins trois régions exposées du 

domaine II (hélice α8, β4 et la boucle 3) (Fernandez, L. E., et al., 2005). Les 

deux toxines Cry11Aa et Cry4Ba ont montré une interaction avec une ALP de 

Aedes aegypti (Fernandez, L., et al., 2006 et Bayyareddy, K., et al., 2009). A ce 

sujet, des travaux reconnaissent des protéines de 200 kDa, 100 kDa et 65 kDa 

dans les cellules de l'intestin moyen d’Aedes aegypti qui pourraient lier la toxine 

Cry11Aa. Ces résultats proposent la présence de nombreuses molécules 

réceptrices pour les toxines Cry sur la membrane intestinale des moustiques. 

Les protéines de 100 et 65 kDa ont été trouvées ancrées à la membrane par GPI 

(glucosyl phosphatidyl inositol) (Fernandez, L.E., et al., 2006). En effet, GPI-ALP 

(phosphatase alcaline) est une molécule réceptrice importante qui aide à la 

toxicité de Cry11Aa contre les larves d’Aedes aegypti. En fait, l'isoforme ALP1 a 

été identifié comme étant le récepteur de Cry11Aa et deux sites de liaison de cet 

ALP ont été trouvés liant le domaine III RVQSQNSGNN et la boucle α-8 du 

domaine II de la toxine Cry11Aa (Fernandez, L.E., et al., 2009). Par la suite, il a 

été montré que ALP1 lie aussi Cry4Ba et Cry11Ba chez Aedes aegypti (Jiménez, 

A. I., et al., 2012) et chez Anopheles gambiae une ALP a également été 

identifiée comme une protéine de liaison de Cry11Ba (Hua, G., et al., 2009).  

En 2009, Chen et al., et en 2008, Hua et al., ont montré que les deux 

toxines Cry4Ba et Cry11Aa sont reconnues par des protéines « cadherin-like » 

démontrées chez Anopheles gambiae et Aedes aegypti respectivement (Hua, G., 

et al., 2008 et Chen, J. A., et al., 2009). Comme chez les lépidoptères, les 

protéines cadhérines ont été identifiées chez Aedes aegypti et Anopheles 
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gambiae avec des affinités de liaison considérables à Cry11Aa, Cry11Ba et 

Cry4Ba (Hua, G., et al., 2008 et Chen, J. A., et al., 2009). Chez les lépidoptères 

aussi bien que chez les diptères, les récepteurs de type cadhérines sont situés 

sur les microvillosités du caecum et sur les cellules de l'intestin postérieur, les 

mêmes sites de liaison étudiés pour Cry11Aa et Cry4Ba (Hua, G., et al., 2008 et 

Chen, J. A., et al., 2009).  

Au cours d’une étude faite en 2003 par Abdullah et al. Cry4Ba ne montre 

aucune toxicité contre les espèces du genre Culex et ceci par opposition à 

Cry4Aa. Ce phénotype a été modifié lorsque la région de la boucle 3 du domaine 

II de Cry4Ba a été soumise à une mutagenèse (Abdullah, M. A., et al., 2003). 

D’avantage, la mutagenèse de la boucle 1 et la boucle 2 de ce même domaine 

de Cry4Ba inhibe la toxicité contre les larves d’Aedes et d'Anophèles (Abdullah, 

M. A., et al., 2003). De même, les liaisons par compétition au domaine II de 

Cry11Aa ont montré que l’hélice α8, la partie β4 et l'hélice 3 étaient 

indispensables pour la fixation aux BBMV d’Aedes aegypti (vésicules 

membranaires de bordure en brosse). Ces résultats démontrent que les régions 

en boucles du domaine II sont exceptionnellement essentielles pour l’association 

toxine Cry-récepteur chez les moustiques. Le récepteur de Cry11Aa identifié 

chez Aedes aegypti est caractérisé comme étant une phosphatase alcaline 

ancrée au GPI de taille 65 kDa trouvée dans les cellules du caecum gastrique et 

l'estomac postérieur (Fernandez, L., et al., 2006).  

A part ces principaux récepteurs, plusieurs autres protéines ont montré 

une capacité à fixer des toxines Cry. Il s’agit chez les moustiques, de différentes 

protéines telles que des V-ATPases, l’actine ou des glycosidases identifiées 

chez Ae. aegypti et qui sont capables de fixer la toxine Cry4Ba de Bti 

(Bayyareddy, K., et al., 2009). Des études supplémentaires, basées sur l'analyse 

des protéines de liaison de Cry4Ba aux BBMV d’Aedes aegypti, ont révélé deux 

protéines associées aux « lipid rafts », la flotilline et la prohibitine. Ces données 

montrent que des protéines supplémentaires et des protéines intracellulaires 

peuvent avoir un rôle actif dans le mode d'action des toxines Cry chez les 

diptères (Hua, G., et al., 2009). D’autres études ont montré que les deux toxines 
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Cry4Ba et Cry11Aa se lient à des protéines ayant des homologies avec la famille 

des protéines α-amylase, connues également sous le nom de la famille 13 des 

glycosides hydrolases qui regroupent ensemble un grand nombre d’enzymes qui 

agissent sur les liaisons glycosidiques α (1–4) présentes dans l'amidon, le 

glycogène et d’autres polysaccharides (Janeček, S. 1997). D'autres membres de 

la famille des protéines α-amylase ont été rapportés en tant que récepteurs pour 

des toxines bactériennes. C’est le cas des α-amylases identifiées chez Cx. 

pipiens and An. gambiae comme liant les toxines binaires (Bin) de Bacillus 

sphaericus (Opota, O.,  et al., 2008). Bien que l’ α-amylase Aamy1 trouvée chez 

Bti, appartienne aussi à la famille des α-amylases, elle montre uniquement une 

identité modérée avec les α-amylases trouvées comme récepteurs des toxines 

binaires. Cette Aamy1 est définie comme une nouvelle classe de récepteurs aux 

toxines Cry. Des études supplémentaires sont nécessaires portant sur les 

interactions entre les structures monomériques et oligomériques des toxines 

Cry4Ba et Cry11Aa avec l’α-amylase Aamy1. En effet, ces études permettront de 

déterminer le rôle que joue ce récepteur dans le mécanisme d’action des toxines 

Cry (Fernandez-Luna, M., et al., 2010). Chez An. albimanus, c’est une α-amylase 

qui a été décrite comme un récepteur aux toxines Cry4Ba et Cry11Aa 

(Fernandez-Luna, M. T., et al., 2010a). Chez Ae. Aegypti, une α-amylase 

AAEL010540 a été identifiée comme liant aussi les toxines Cry4Ba et Cry11Aa 

(Després, L., et al., 2014). 

 

La multiplicité des récepteurs aux toxines Cry décrits rend utile 

l’élaboration de plusieurs modèles pour tenter d’expliquer cette étape complexe 

de fixation des toxines à la paroi intestinale des diptères (Figure 11). En effet, 

trois modèles différents ont été proposés : 

- Le modèle de Bravo consiste en un modèle autrefois appelé « pore-

forming » étudié en 1987 par Knowles et Ellar et ensuite mis à jour par 

plusieurs auteurs (Bravo, A., et al., 2007; Soberon, M., et al., 2009; 

Likitvivatanavong, S., et al., 2011b). Ce modèle défend le principe de 

la fixation à un récepteur de type cadhérine ou à des protéines GPI-
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ancrées (ALP ou APN). La toxine fixée subit un changement 

conformationnel qui facilite le clivage de son hélice α1 par des 

protéases de la membrane intestinale. Des incertitudes demeurent sur 

l’enchainement des interactions. Ce modèle présente une ambiguïté : 

soit les toxines se fixent à un récepteur de type cadhérine puis à une 

ALP/APN avant de s’oligomériser, soit elles se fixent selon un modèle 

« ping-pong », donc tout d’abord à une ALP/APN et ensuite à un 

récepteur de type cadhérine pour se refixer sur une ALP/APN avant de 

s’insérer dans la membrane épithéliale (Pacheco, S., et al., 2009; 

Likitvivatanavong, S., et al., 2011b). Des études supplémentaires 

s’avèrent nécessaires afin de trancher parmi ces deux alternatives et 

décider laquelle choisir selon quelles toxines (Gómez, I., et al., 2010) 

- Le modèle de Zhang suggère qu’une cascade de signalisation 

intracellulaire est activée en aval d’un récepteur de type cadhérine qui 

est nécessaire à la toxicité (Zhang, X., et al., 2006). Il exclu donc que 

la mort cellulaire soit induite par l’insertion dans la membrane 

épithéliale de toxines Cry oligomérisées (Zhang, X., et al., 2005). Ce 

modèle est basé sur l’induction de mécanismes de mort cellulaire suite 

à la fixation de la toxine à un récepteur de type cadhérine (Zhang, X., 

et al., 2006). 

- Le modèle de Jurat-Fuentes englobe les deux cités préalablement. Il 

implique une première fixation sur un récepteur de type cadhérine, 

puis une fixation sur des protéines GPI-ancrées (ALP ou APN). Cela 

induirait à la fois une perforation de la membrane cellulaire par des 

toxines Cry oligomérisées mais également une cascade de 

signalisation provoquant la mort cellulaire (Jurat-Fuentes, J. L., et al., 

2006). 
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Figure 11 : Mode d’action des toxines Cry selon les trois modèles. (A) : Le modèle de 

Bravo, (B) : Le modèle de Zhang et (C) : Le modèle de Jurat-Fuentes (Adapté de  

Pardo-Lopez, L., et al., 2009, Gordon, R.L., et al., 1973, Pigott, C.R., et al., 2007). 
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IV.2.4. Mode d’action des protéines cytolytiques Cyt 

L’activité insecticide de Cyt1Aa, codée par une séquence de 744 pb (248 

acides aminés), est faible contre les trois genres de diptères (Aedes, Anopheles 

et Culex) (Thiery, I., et al., 1997 et Bourgouin, C., et al., 1986) et elle est 

caractérisée par un mécanisme d’action bien défini. Cette protéine exerce 

également une activité cytolytique in vitro sur certaines cellules de vertébrés et 

invertébrés (Thomas, W. E., et al., 1983). La cytotoxicité semble résulter d’une 

interaction entre le fragment hydrophobe de la protéine Cyt1Aa et la membrane 

phospholipidique. La séquence de Cyt1Aa ne présente aucune homologie avec 

celle des polypeptides Cry (Crickmore, N., et al., 1998) et elle est connue d’avoir 

un rôle dans le retard de la résistance aux toxines Cry de Bti (Wirth M.C., et al., 

1997 et Wirth, M. C., et al., 2005). Cyt1Aa ne se lie pas à des récepteurs 

spécifiques mais elle possède une affinité importante aux acides gras insaturés 

qui composent la membrane des cellules intestinales des larves de diptères 

(Cantón, P. E., et al., 2013). La présence chez les diptères d’une grande 

proportion de phospholipides insaturés, non rencontrée chez les autres insectes, 

peut-être la raison de cette importante affinité des toxines Cyt aux membranes 

cellules des diptères et par la suite de leur activité in vivo. Deux grands 

mécanismes d’action sont décrits et discutés pour cette famille de toxines : 

Premièrement, la toxine cytolytique d’approximativement 27 kDa, cible 

principalement les liposomes des membranes plasmiques formés de 

phospholipides, avec une affinité remarquable aux lipides composés d’acides 

gras insaturés (Thomas, W. E., et al., 1983). Les toxines Cyt pourraient donc 

interagir directement avec les phospholipides afin de s’insérer dans les 

membranes en formant un pore (c’est la théorie « pore forming »).  Leur partie C-

terminale composée majoritairement de brins β s’insère dans la membrane et 

leur partie N-terminale, comprenant principalement des hélices α, est exposée à 

l’extérieure de la membrane (Cohen, S., et al., 2011 et Rodriguez-Almazan, C., 

et al., 2010). L’oligomérisation à la surface de la membrane provoque la 

formation de pores ce qui induit un déséquilibre ionique, un flux net d’eau, un 

gonflement cellulaire, provoquant ainsi la lyse cellulaire. Le deuxième 
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mécanisme décrit que, lors de son interaction, Cyt provoque un réarrangement 

« detergent-like » des lipides membranaires accompagné d’une hypertrophie 

rapide, perturbation de l’intégrité de la membrane et cytolyse, et tout cela sans 

former des pores (c’est la théorie du « détergent ») (Butko, P. 2003) (Figure 12). 

Le processus de toxicité de Cyt1Aa a été bien étudié aussi. Il démarre par 

l’interaction de Cyt1Aa avec les lipides, suivi par son agrégation dans la 

bicouche plane de phosphatidyl-éthanolamine des cellules épithéliales et la 

formation des pores (Gill et al., 1993). Ces pores, de 1 à 2 nm de largeur, sont 

considérés des canaux sélectifs des cations comme K+ et Na+. Une fois 

l’équilibre de ces ions à travers la membrane cellulaire de l’insecte s’établit, cela 

conduit à un flux osmotique d’eau provoquant la lyse de la cellule (Knowles, B. 

H., et al., 1993). Il a été décrit que les hélices A et C (Figure 9) de Cyt1Aa sont 

les structures majoritaires qui sont incorporées dans la membrane lipidique et de 

ce fait elles détiennent un rôle essentiel dans le processus d’oligomérisation de 

Cyt1Aa (Butko, P. 2003). 

 L’activation in vitro de la protoxine Cyt1Aa, par la trypsine, la protéinase K 

et les protéases endogènes, mène à la formation d’un seul fragment actif de 22–

25 kDa (Al-yahyaee, S. A. S., et al., 1995 et Cahan, R., et al., 2008) qui est trois 

fois plus efficace que la protoxine (Butko, P., et al., 1996 et Butko, P., et al., 

1997). La protoxine Cyt1Aa de 27 kDa soluble à pH alcalin a été démontrée 

active in vitro sur des lignées cellulaires de moustiques et des érythrocytes 

humains (de Maagd, R. A., et al., 2003). In vivo, elle se lie à la membrane 

apicale des cellules épithéliales des intestins des diptères, des cellules du 

coecum gastrique et des cellules de l’estomac des larves de diptères. 

Cependant, l’existence de récepteur spécifique chez ces insectes peut être 

essentielle à la spécificité des toxines Cyt (Koni, P. A., et al., 1993). Les toxines 

Cyt sont aussi synthétisées sous forme de protoxines et sont activées suite au 

clivage d’une petite fraction de leur partie N-terminale et C-terminale (Armstrong 

JL., et al., 1985, Gill SS., et al., 1987 et Li, J., et al., 1996). Par exemple, 32 

résidus d’acides aminés et 15 autres sont éliminés des parties N et C terminales 
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respectivement de la protéine Cyt2Aa par une protéase, créant ainsi une 

protéine monomérique ayant une activité hémolytique (Koni, P. A., et al., 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Les deux modes d’action proposés de la protéine Cyt1A. (1) La toxine 

soluble dans le milieu extracellulaire. (2)  La toxine s’approche de la membrane 

lipidique, change de conformation et se lie aux lipides de la membrane. (3) La toxine soit 

elle s’insère dans la membrane lipidique où elle forme des pores oligomériques, soit elle 

forme des agrégats et s’allonge le long de la surface de la membrane qui se fragmente 

en plusieurs complexes lipides-toxines. Les molécules intracellulaires (cercles noirs) 

fuient soit à travers les pores soit à travers la membrane lipidique fragmentée et 

déstabilisée (Butko, P. 2003). 

 

 

 

IV.2.5. Particularités des toxines mineures produites par Bti 

La protéine Cry10Aa, codée par une séquence de 2025 pb (675 acides 

aminés), diffère remarquablement des protéines Cry4Aa et Cry4Ba. Son activité 

insecticide est comparable à celle des toxines Cry et est synergique avec Cyt1Aa 
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contre les larves d’Aedes aegypti (Hernández-Soto, A., et al., 2009) et avec 

Cry4Ba contre les larves de Culex pipiens (Delécluse, A., et al., 1988).  

La protéine Cyt2Ba, codant par une séquence de 789 pb (263 acides 

aminés), est trouvée à une faible concentration dans le crystal de Bti 

(Guerchicoff, A., et al., 1997). La protéine Cyt2Ba protéolytiquement active, est 

hémolytique in vitro et exerce des toxicités faibles contre les larves de Culex, 

Aedes et Anopheles et cela par comparaison à Cyt1Aa (Juárez-Pérez, V., et al., 

2002). Toutefois, elle exerce une toxicité plus importante que Cyt1Ab qui 

provient de Bt subsp. medellin (Wirth, M. C., et al., 2001). Cyt2Ba agit en 

synergie avec Cry4Aa, Cry4Ba et Cry11Aa (Manasherob, R., et al., 2006 et Ben-

Dov, E. 2014) et contribue à la toxicité globale de Bti.  

 

 

VI.2.6. Complexité des mélanges et synergisme entre les toxines 

Plusieurs études ont montré que des interactions complexes existent 

entre les toxines Cry et Cyt conférant des activités différentes contre une variété 

d’espèces de moustiques avec des variations du niveau de toxicité (Crickmore, 

N., et al., 1995 et Delecluse, A., et al., 1995). Nous parlons de synergisme 

lorsque le mélange de deux produits induit une mortalité plus importante que leur 

simple effet additif. Par opposition, le terme antagonisme s’applique lorsque que 

le mélange de deux produits induit une baisse de leur efficacité. Aucune 

interaction antagoniste n’a été décrite entre les toxines du Bti. La toxicité de 

quatre protéines Cry, notamment Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa, a été 

comparée à celle des toxines Cyt1Aa et Cyt2Ba. Les résultats obtenus indiquent 

que les toxines Cry ont un effet toxique plus important que les protéines Cyt. 

Toutefois, les cristaux de Bti ont montré une activité plus marquée que celle de 

chaque toxine séparée citée avant (Chilcott, C. N., et al., 1988). En effet, les 

associations de Cry4Aa avec Cry4Ba, ou avec Cry11Aa, ou de ces trois 

protéines ensemble, ont montré une activité synergique de ces toxines contre les 

larves de Culex, Aedes et Anophèles (Angsuthanasombat C., et al., 1992, Ben-
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Dov E., et al., 1995 et Delecluse A., et al., 1993). Similairement, Cry4Ba et 

Cry11Aa ont montré une toxicité combinée contre Aedes aegypti (Crickmore N., 

et al., 1995). En 2005, Perez et al. ont montré que la protéine Cyt1Aa agit en 

synergie avec Cry11Aa et Cry4Ba en fonctionnant comme un récepteur à ces 

protéines (Perez C., et al., 2005). Les interactions synergiques les plus 

importantes impliquent la toxine Cyt1A qui permet d’augmenter plus de 20 fois la 

toxicité des mélanges de toxines Cry (Wu, D., et al., 1994). En 2005, Perez et al. 

ont démontré qu’un domaine de la toxine Cyt1A, situé au niveau de la boucle β6-

αE, peut fixer trois boucles du domaine II des toxines Cry (boucles 2, α8 et β4, 

Perez C., et al., 2005). En effet, la fixation de Cry11Aa à Cyt1Aa déclenche 

l’oligomérisation de la toxine Cry11Aa formant une structure de 250 kDa. Dans 

cette même étude, ils ont aussi montré que cette structure est capable de former 

des pores, ce qui suggère que Cyt1Aa imite au moins le rôle d'un récepteur de 

type cadhérine en ce qui concerne la formation d'oligomères (Perez, C., et al., 

2007). Par conséquent, la présence de la toxine Cyt1A permet donc d’augmenter 

largement le nombre de récepteurs membranaires et ainsi l’activité et la toxicité 

des toxines Cry. Cyt2Aa est également susceptible de fonctionner comme un 

récepteur pour Cry4Ba (Cantón, P. E., et al., 2011). La production combinée de 

toxines et de leurs récepteurs par Bti explique probablement l’apparition retardée 

d'insectes résistants (Perez, C., et al., 2005) (Figure 13). 
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Figure 13 : Rôle des toxines Cyt et Cry dans l’intoxication des larves de diptères. (1) 

Solubilisation et activation des toxines Cry et Cyt ; (2) La toxine Cyt s’insère dans la 

membrane et la toxine Cry se fixe aux récepteurs membranaire ; (3) Induction 

de l’oligomérisation des toxines Cry ; (4) L’oligomère s’insère dans la membrane 

conduisant à la formation des pores (Adapté de Bravo A., et al., 2008). 

 

 

 

V. Autres fonctions des δ-endotoxins de Bti 

Outre leurs activités insecticides, plusieurs toxines Cry et Cyt ont montré 

des activités antibactériennes et anticancéreuses. Une fois le gène cyt1Aa est 

exprimé seul dans une bactérie recombinante acristallifère Bt kurstaki ou dans E. 

coli (Manasherob, R. Z., et al., 2003), il provoque la perte de la capacité de 

formation de colonies, de la croissance des cellules et de la réplication de l'ADN 

et par la suite une lyse partielle des cellules. Ces résultats suggèrent que, à part 

son activité au niveau de la formation de pore membranaire, Cyt1Aa perturbe 

particulièrement les associations du nucléoïde avec la membrane cytoplasmique 

lors de la division cellulaire. Parallèlement, la haute affinité de Cyt1Aa envers les 

phospholipides zwittérioniques et l’ADN, peut faciliter la séparation de l'ADN de 
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la membrane et modifier ultérieurement le compactage du nucléoïde. Sa co-

expression avec P20 (codant pour une protéine chaperonne) assure sa stabilité 

et protège la cellule de l’action létale de Cyt1Aa (Manasherob, R., et al., 2001). 

L'activité antibactérienne de la protéine  Cyt1Ca tronquée au niveau N-terminal 

et exprimée dans E. coli provoque un arrêt instantané de la croissance de la 

biomasse et une diminution de la viabilité cellulaire (Itsko, M., et al., 2007). 

Cyt1Aa, Cry4Ba et Cry11Aa ont une activité antibactérienne contre E. coli 

et certaines espèces Gram positifs telles que Micrococcus luteus, Streptomyces 

chrysomallus et Staphylococcus aureus) (Cahan, R., et al., 2008 et Revina, LP., 

et al., 2005). L’activité bactéricide de Cyt1Aa se manifeste par des modifications 

morphologiques et par une altération de l'équilibre ionique sur E. coli, alors 

qu'elle préserve un effet bactériostatique pour Staphylococcus aureus (Cahan, 

R., et al., 2008). Cyt1Aa peut se lier à la couche externe de cellules Gram-

négatifs et s’infiltrer efficacement à travers la membrane cytoplasmique. 

Davantage, il a été démontré que Cyt1Aa peut aider l'activité antibactérienne de 

quelques antibiotiques et ceci par rupture partielle de la membrane externe, ce 

qui conduit à une meilleure pénétration de l'antibiotique (Cahan, R., et al., 2008). 

Cyt1Aa et Cyt2Ba affichent également des activités anticancéreuses. 

Cyt1Aa manipulée in vitro révèle une activité anti-cancéreuse contre le myélome 

multiple (Cohen, S., et al., 2007). Quant à Cyt2Ba, elle s’est révélée toxique in 

vitro contre les cellules humaines du cancer du sein (MCF-7) (Corrêa, R. F. T., et 

al., 2012).  

Enfin, il est important de noter dans ce contexte que les toxines Cry 

d’autres sous-espèces de Bt (kurstaki, galleriae, tenebrionis) sont aussi toxiques 

contre les bactéries anaérobies Gram positifs Clostridium butyricum et 

Clostridium acetobutylicum et les archées Methanosarcina barkeri (Yudina, TG., 

et al., 2007). 
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VI. Nouvelles δ-endotoxines identifiées à 

activité sur les diptères 
 

V.1. Cry56Aa1 

Cry56Aa1 protéine, isolée à partir de Bacillus thuringiensis Ywc2-8, du sol 

du bassin de Sichuan en Chine occidentale, est toxique à la fois contre les 

diptères (Aedes aegypti) et les lépidoptères ravageurs (Plutella xylostella et 

Helicoverpa armigera). Une comparaison Clustal X de la protéine Cry56Aa1 avec 

d'autres séquences de protéines Cry connues a montré que cette nouvelle 

protéine présente une faible identité avec d'autres protéines telles que Cry4Aa, 

Cry10Aa, Cry30Aa, Cry30Ba, Cry24Aa, et Cry54Aa. Une analyse détaillée a 

révélé que cinq blocs de Cry56Aa1 contiennent des séquences conservées 

d’acides aminés qui sont présents dans la plupart des protéines Cry (Schnepf, 

E., et al., 1998). L'analyse de la séquence en acides aminés de Cry56Aa1 

utilisant le service de ProDom a démontré que la protéine est composée de trois 

domaines distincts qui sont trouvés chez les protéines Cry cristallisées (Cry1Aa1, 

Cry2Aa1, Cry3Aa1, Cry3Bb1 et Cry4Ba1). Toutefois, Cry56Aa1 ne contient pas 

la moitié carboxy-terminale des protéines typiques de 130 kDa (Li, J., et al., 

1991). L'analyse de cette protéine a démontré également qu'elle avait une 

activité similaire à la protéine Cry2A de Bt. krustaki utilisée pour contrôler les 

ravageurs lépidoptères et diptères (Schnepf, E., et al., 1998). Une étude a 

montré que Cry56Aa1 possède un grand spectre d'activité insecticide, et est 

caractérisée par une activité 25 fois plus importante (LC50 = 0.476 μg/mL) contre 

Aedes aegypti par rapport à la souche mondialement connue Bti (LC50 = 3,8 

μg/mL) (Berón, C. M., et al., 2007). Ainsi, il est important d'analyser plus en détail 

cette protéine et son mode d’action afin de l'utiliser comme une alternative pour 

contrôler les moustiques et les ravageurs des cultures. 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Synthèse Bibliographique 

104 
 

V.2. Cry44A 

En 2006, Takeshi Ito et al. ont montré que les cristaux Cry44A (dont le 

gène correspondant est cloné à partir de Bacillus thuringiensis subsp. 

Entomocidus INA288) ont montré une forte toxicité contre Culex pipiens (LC50 = 

0.006 μg/mL) et Aedes aegypti (LC50 = 0.012 μg/mL). Ces cristaux de Cry44A 

sont d’environ 49 fois et 22 fois plus toxiques que les cristaux Cry4A contre 

Culex pipiens et Aedes aegypti, respectivement. Ils sont légèrement toxiques 

contre Anopheles stephensi (LC50 = 1.265 μg/mL). Il est essentiel d'effectuer des 

essais biologiques supplémentaires en utilisant ces toxines Cry contre les 

colonies de moustiques résistantes sélectionnées avec les toxines de Bti. Ces 

études prouvent que de nouveaux gènes cry de la protéine Cry44Aa peuvent 

être appropriés dans la gestion de la résistance et / ou comme composant de 

nouvelles de toxines à activité diptéricide (Takeshi Ito, T. I., et al., 2006). 

V.3.  Cry20Aa 

Cry20Aa est naturellement tronquée et a une masse moléculaire de 

86138 Da. Les 11 premiers acides aminés de cette protéine de 86 kDa 

provenant de  B. thuringiensis  fukuokaensis (Yu, YM., et al., 1991) ont été 

déterminés par séquençage protéique comme étant la séquence suivante 

MNPYQNNNEIV. En fait, cette dernière est homologue à l'extrémité N-terminale 

des toxines Cry4Aa et Cry10Aa de Bti, MNPYQNKNEYE (Thorne, L., et al., 1986 

et Ward, ES., et al., 1987). Cry20Aa possède une petite similitude de séquence 

comparée à celle de Cry4A, Cry4B, et Cry10A. Cette similitude est trouvée 

principalement dans les séquences des blocs conservés avec des niveaux 

d'identité de 21 à 23 % en acides aminés. L’évaluation de son activité toxique a 

été faite sur des larves d’Aedes aegypti et de Culex quinquefasciatus. Cette 

protéine Cry20Aa a montré une toxicité de l’ordre de 600 à 700 μg/mL (Lee, H.-

K., et al., 1997). 
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V.4. Cry19A 

Cry19A (isolé à partir de Bacillus thuringiensis jegathesan) est un 

polypeptide de 648 résidus avec une masse moléculaire de 74.7 kDa. La 

séquence d'acides aminés de Cry19A a été comparée à celles d'autres toxines 

connues de Bt. Les seules similarités par rapport aux toxines de Bt ont été 

localisées dans les cinq blocs conservés des delta-endotoxines (Höfte, H., et al., 

1989). Les delta-endotoxines Cry4A et Cry10A ont des similarités de séquences 

élevées avec Cry19A, mais qui sont restreintes aux premiers 51 acides aminés 

(60 % d'identité). Aucune autre similitude significative n'a été trouvée. Des tests 

in vivo ont révélé que Cry19A est toxique contre Anopheles stephensi (LC50 = 

24.926 ng/mL) et Culex pipiens (LC50 = 10.282 ng/mL) (Rosso, M.-L., et al., 

1997). 

V.5. Cry16A 

Cry16A est une toxine Cry-like qui est la première à être trouvée dans un 

organisme anaérobie, non-Bt (Clostridium bifermentans subsp. malaysia CH18). 

Les régions de fortes similitudes avec les toxines Cry de Bt sont situées dans la 

partie amino-terminale, en particulier dans les blocs I à IV. La séquence du bloc 

V et l'extrémité carboxy-terminale des delta-endotoxines sont absents de 

Cry16A. Cette toxine ne montre pas de réactions croisées avec des anticorps 

dirigés contre l'une des toxines de Bti ou d'autres toxines de Bt (Nicolas, L., et 

al., 1993). Cela vient pour confirmer que cette protéine appartient à une nouvelle 

classe de toxine diptéricide. Enfin, Cry16A est toxique contre les larves de 

moustiques des espèces d’Aedes aegypti, Culex pipiens et Anopheles stephensi 

(Barloy, F., et al., 1996). 

V.6. Cry29A et Cry30A 

Ces deux protéines partagent seulement 27.1 % de leur séquence 

d'acides aminés. Leur identité avec Cry4A, Cry10A ou Cry19A varie de 28 à 36 

%. En fait, les 52 premiers acides aminés de Cry29A et Cry30A sont semblables 

à ceux de Cry4A, Cry10A, et Cry19A. Testées contre les larves de moustiques 
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des espèces d’Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus et Anopheles stephensi, 

Cry29A et Cry30A n’ont pas montré de toxicité (seule ou combinées) (Juárez-

Pérez, V., et al., 2003). Toutefois, une synergie entre Cry29A et la protéine 

hautement toxique Cry11Bb a été observée contre les larves d'Aedes aegypti. 

Cependant, la même association de ces deux toxines interagit d’une façon 

antagoniste sur Anopheles stephensi (Ibarra, J. E., et al., 2003). 

V.7. Cry54Aa1 et Cry30Fa1 

Ces deux protéines ont été isolées du sol de Chine de la bactérie Bacillus 

thuringiensis BtMC28. La protéine Cry54Aa1 est de 673 acides aminés de 

masse moléculaire 76.3 kDa. Elle présente 38 % d’identité avec Cry10Aa de Bti. 

La protéine Cry30Fa1 est de 687 acides aminés de masse moléculaire 77.1 kDa. 

Elle présente 74 % d’identité avec  la protéine Cry30Aa. Une analyse détaillée a 

montré que ces deux protéines contiennent les cinq blocs conservés (bloc 1 à 5) 

qui sont présents dans presque toutes les protéines Cry de Bt (Tan, F., et al., 

2009). Une analyse plus poussée de la séquence de Cry54Aa1 montre que cette 

protéine est composée de trois domaines distincts comme indiqué pour les 

protéines Cry cristallisées (Cry1Aa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb et Cry4Ba) et ne 

contient pas la moitié carboxy-terminale trouvée chez les  protéines de 130 kDa 

(Li, J., et al., 1991 et Morse, R. J., et al., 2001). Concernant son activité 

insecticide, la protéine Cry 54Aa a des effets insecticides remarquables contre 

Laphygma exigua, Helicoverpa armigera, et Aedes aegypti. En fait, Cry54Aa1 se 

caractérise par a un large spectre insecticide touchant non seulement les 

lépidoptères ravageurs (Laphygma exigua et Helicoverpa armigera), mais aussi 

pour les diptères nuisibles (Aedes aegypti). 

V.8. Cry30Ga1 

Le gène cry30Ga1 a été isolé de la souche Bacillus thuringiensis (HS18-1) 

du sol de Chine. La protéine Cry30Ga1 est de 75 kDa et possède un spectre 

large d’activité insecticide contre les diptères (Aedes aegypti: LC50 = 7.101 

μg/mL) et les lépidoptères (Plutella xylostella: LC50 = 6.829 μg/mL). Cette 
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protéine renferme les séquences des cinq blocs conserves trouvés chez les 

autres delta-endotoxines de Bt (Schnepf, E.,et al., 1998). 

Le tableau 4 suivant regroupe les différents variants de ces protéines 

conformément à la base de données de Neil Crickmore: 

 

Tableau 4 : Les différents variants des autres protéines impliquées dans la 

toxicité contre les diptères 
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VII. Le contrôle biologique des diptères 

Nos travaux se sont articulés autour de l’activité contre les diptères. En 

effet, la lutte contre les diptères nuisant ou vecteurs de maladies (Diptera-

Culicidae) est une vitalité dont les enjeux socio-économiques, sanitaires et 

environnementaux sont considérables. Plusieurs événements, tels que 

l’épidémie historique de chikungunya à La Réunion, l’introduction et l’expansion 

d’espèces tropicales (Aedes albopictus) en Europe, la première épidémie de 

chikungunya en Italie ainsi que les attaques des diptères (Mayetiola destructor, 

Ceratitis capitata,…) aux céréales et aux fruits, ont abouti à une prise de 

conscience des effets néfastes de ces diptères. Les autorités internationales se 

mobilisent face à l’urgente nécessité de disposer d’outils d’aide à la lutte contre 

ces diptères. L’élaboration d’outils de lutte contre les moustiques doit prendre en 

compte la prévention des risques d’apparition de phénomènes de résistance, 

faire face à la diversité des espèces de diptères et aux possibles changements 

climatiques susceptibles de modifier la distribution des espèces nuisibles et des 

vecteurs potentiels.  

Depuis le fait que la nécessité de lutter contre les moustiques a été 

reconnue comme un élément essentiel des initiatives de la santé publique au 

début du 20e siècle, une meilleure connaissance de la biologie des moustiques a 

entraîné l’élaboration d'une variété de moyens de lutte visant à réduire avec 

succès les niveaux de nuisance des moustiques et la transmission de maladies. 

La visée principale étant donc de maximiser le contrôle, tout en minimisant les 

impacts négatifs humains et environnementaux. Pour se faire, la gestion intégrée 

des diptères se fixe des lois comme suit : 

- Protéger la santé de l’Homme, des animaux et de l’environnement ; 

- Promouvoir un usage rationnel des pesticides ; 

- Réduire la contamination environnementale des sols, des nappes 

phréatiques, des eaux de surface, des pollinisateurs, la faune et les 

espèces en voie de disparition en raison des activités de lutte contre 

les moustiques ; 
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- Utiliser les contrôles biologiques (prédateurs natifs et non invasifs) ; 

- Utiliser la méthode de réduction des sources de diptères (élimination 

ou réduction des habitats des diptères) ; 

- Utiliser des pesticides spécifiques bien ciblés, à de plus faibles 

concentrations qui sont efficaces dans la mesure du possible ; 

- Trouver le moment propice pour effectuer les applications des 

pesticides ; 

- Minimiser les problèmes de résistance aux pesticides. 

Le Bti est le moyen de lutte le plus utilisé pour contrôler les moustiques et 

les mouches noires. Egalement, il est utilisé dans la prévention des maladies 

transmises par les moustiques. Le Bti représente une solution écologique non 

toxique pour les humains et les animaux et s’élimine rapidement dans 

l’environnement par dégradation. Il se trouve sans aucun impact nocif significatif 

sur les habitudes alimentaires des autres espèces animales.  

Ce bio-larvicide est appliqué dans l’eau stagnante ou courante, en d’autres 

termes dans les endroits où pondent les moustiques et les mouches noires. En 

effet, la lutte contre les insectes piqueurs, au moyen de tels larvicides 

biologiques, permet d’atteindre et de conserver un meilleur équilibre entre les 

actions de la nature et celles de l’Homme. Au cours des années 1980, l’utilisation 

à grande échelle du Bti pour le contrôle des moustiques (comme dans la vallée 

du haut Rhin) a permis de réaliser de nombreuses évaluations de l’innocuité de 

la bactérie pour les organismes aquatiques non ciblés. En effet, aucun des 

taxons exposés dans l’eau à de fortes concentrations de Bti n’a semblé 

incommodé (Merritt, R. W. 1989 et Becker, N., et al., 1993). 

La sous-espèce israelensis (Bti) est très toxique pour les larves de 

certains diptères (moustiques et simulies) suite à l’ingestion du mélange spores-

cristaux. La toxicité du Bti est limitée à quelques familles de Nématocères. En 

plus des moustiques et des simulies, seuls les Dixidés, famille étroitement 

apparentée, est sensible au Bti. Les larves de Psychodidés, de Chironomidés, de 

Sciaridés et de Tipulidés sont en général beaucoup moins sensibles. En outre, 

d’autres diptères, comme la mouche domestique (Musca domestica Linnaeus, 
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Muscidés) et les Syrphidés, comme le Helophilus pendulus Linnaeus, sont 

insensibles au Bti (Ali, A. 1981; Mulla, M. S., et al., 1982; Back, C., et al., 1985 et 

Becker, N., et al.,1993). En Allemagne, des études ont montré que les larves de 

Chironomus plumosus et Chlorophorus annularius, qui se produisent dans les 

sédiments aquatiques, sont uniquement affectés par Bactimos® PT, dont le 

principe actif est les cristaux et les spores de Bacillus thuringiensis subsp. 

israelensis (souche AM65-52). En parallèle, en 1990 en Californie, Mulla et al. 

ont constaté que Conomurex decorus pourrait être contrôlé avec succès par 

VectoBac® TP, qui est aussi une suspension aqueuse de cristaux et spores de 

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (souche AM65-52), utilisée pour le 

contrôle des moustiques, les mouches noires et les larves de mouche (Mulla, M. 

S. 1990). 

En ce qui concerne les moustiques vecteurs de maladies, ils posent des 

problèmes sanitaires car ils sont vecteurs de nombreuses maladies : certains 

moustiques du genre Anopheles transmettent la malaria, tandis que certains 

Aedes la dengue ou le chikungunya, et certains Culex la filiarose, le West Nile 

virus ou l’encéphalite (Hemingway, J. 2000). En effet, la malaria est causée par 

un parasite protozoaire du genre Plasmodium et est très répandue au monde. 

Chaque année, environ 500 millions de personnes sont infectées et 600000 en 

meurt (WHO, 2014). D’ailleurs, certains virus comme le virus du Nil occidental, 

sont fréquemment observés en Europe (Hubálek, Z., et al., 1999). Récemment, 

plusieurs facteurs favorisent l’augmentation des aires de répartitions des 

moustiques et entrainent l’expansion des maladies qu’ils provoquent, nous citons 

à titre d’exemple : l’augmentation des échanges économiques et humains ainsi 

que les changements climatiques globaux. Effectivement, c’est le cas du 

moustique asiatique Aedes albopictus qui, depuis l’Asie, a colonisé l’Amérique, 

l’Afrique et l’Europe depuis les années 1990 (Dalla Pozza, G., et al., 1992), et qui 

a causé en 2007 l’épidémie de chikungunya en Italie (Rezza, G., et al., 2007). 
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Les trois modèles d’insectes qui ont servi pour tester les souches de Bt 

étudiées dans le cadre de cette thèse sont : Culex pipiens, Aedes Albopictus et 

Anopheles gambiae. Elles ont été fournies par Dr. Mike Osta et Dr. Zakaria 

Kambris du Département de Biologie de l’Université Américaine (AUB) de 

Beyrouth. 

 

1- Culex pipiens 

Culex pipiens est connu comme étant le vecteur de plusieurs maladies 

notamment des arboviroses. Certains chercheurs le considèrent comme l'un des 

principaux vecteurs du virus de l'encéphalite de Saint-Louis (SLE) aux États-

Unis. Egalement, il a été considéré aussi comme le principal vecteur de 

l'épidémie du virus West Nile qui a frappé les États-Unis en 2002 (Palmisano et 

al., 2005). La vie du moustique Culex pipiens est composée de deux phases 

distinctes: une phase aquatique et une phase aérienne. Après l’accouplement, 

les femelles prennent un repas sanguin nécessaire à la formation des œufs. 

Toutefois, les femelles de Culex pipiens peuvent faire une première ponte sans 

repas sanguin: elles sont dites « autogènes ». En effet, pour se faire, elles 

utilisent les réserves accumulées durant leur stade larvaire. L’éclosion se produit 

environ 24 h à 48 h après l’oviposition. Les larves ont un mode de vie 

exclusivement aquatique, d’une durée de 5 à 6 jours. Ces larves subissent 4 

mues avant de se transformer en nymphe, à ce stade, la nymphe ne se nourrit 

plus et de profondes modifications anatomiques s’opèrent. Après 2 à 3 jours, 

l’adulte est complètement formé dans son enveloppe nymphale. Culex pipiens a 

une répartition géographique caractéristique, et est présent en Europe, au Nord 

et au Sud de l’Afrique, en Asie non tropicale et en régions tempérées de 

l’Amérique du Nord et du Sud (Harbach et al., 1985).  
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Figure 14 : Photographie de Culex pipiens femelle 

 

2- Aedes albopictus 

Le moustique-tigre Aedes (Stegomyia) albopictus (Stegomyia albopicta) 

est un insecte de la famille des Culicidae, originaire d'Asie du sud-est. Elle a 

l’avantage de s’élever facilement en laboratoire à des températures comprises 

entre 25 et 30°C et les femelles pondent en moyenne 74 œufs tous les 3-4 jours. 

Ce moustique transmet le virus du chikungunya et de la dengue. En effet, seules 

les femelles sont porteuses du virus du chikungunya, car les mâles ne piquent 

pas.  

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Photographie d’une femelle d’Aedes albopictus piquant sa proie 
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3- Anopheles gambiae 

Anopheles gambiae de la famille des Culicidae a un cycle qui dure 48 

heures lorsque la moyenne de température jour/nuit est de 23°C. Le nombre 

d'œufs pondus après chaque cycle varie en fonction de l'espèce (environ 200 à 

300). En effet, le moustique Anopheles gambiae est le principal vecteur du 

paludisme en Afrique. Selon les dernières statistiques de l’OMS, cette maladie 

parasitaire affecte de 300 à 500 millions de personnes par an dans le monde, et 

en tue plus d’un million et demi chaque année. L’Afrique est le continent le plus 

touché avec 90% des cas de paludisme recensés dans ses zones tropicales. 

L’Europe, quant à elle, connaît des cas de paludisme dits d’importation. Les 

parasites du genre Plasmodium, responsables de la maladie, sont transmis à 

l’Homme lors de la piqûre d’un moustique femelle infecté. Une meilleure 

connaissance de la biologie de l’anophèle permettrait de mieux le combattre. Il 

s'agit de la première espèce de moustique, et même de vecteur parasitaire, dont 

le génome ait été séquencé en entier, par un consortium international en 2002. 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Photographie d’Anopheles gambiae 
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VIII. La résistance aux toxines de Bacillus 

thuringiensis 

Les insectes sont connus pour leur capacité à développer une résistance 

aux pesticides. La résistance des insectes observée contre certains insecticides 

synthétiques est due à la prévalence de rares mutations dans les gènes de 

résistance chez quelques individus d’insectes. Par conséquent, la sélection de 

ces gènes porteurs de la résistance a lieu. Les mécanismes responsables de la 

résistance des insectes constituent une préoccupation importante des 

scientifiques et sont largement non résolus.  

La plus part des cas de résistance répertoriés contre Bacillus thuringiensis 

sous les conditions du laboratoire concernent les lépidoptères (Pardo-Lopez, L., 

et al., 2013). 3 espèces d’insectes ont montré une résistance aux formulations de 

Bt appliquées sur les champs Plutella xylostella (Tabashnik, B. E. 1994), 

Trichoplusia ni (Janmaat, A. F. et al., 2003) et Plodia interpunctella (McGaughey, 

W. H., 1985). Cette résistance peut s’expliquer à différents du cycle d’infection 

de Bt et la littérature nous informe sur quelques exemples de ces différents 

niveaux de ce mécanisme de résistance : (i) la dégradation du cristal par les 

protéases, ii) aberrations au niveau de l’activation des protéines du cristal, (iii) 

des altérations au niveau des récepteurs membranaires ou (iv) la formation et 

l’insertion du pore membranaire.  

Le phénotype de résistance le plus connu contre Bt chez les lépidoptères 

est nommé « modus 1» et est caractérisé par un niveau très élevé de résistance 

(500 fois plus élevé comparé à une souche sensible) aux toxines de la famille de 

Cry1A. Ce phenotype a été trouvé chez au moins une souche des insectes 

suivants Plutella xylostella (la teigne des crucifères), Heliothis virescens (la 

tordeuse des bourgeons de tabac), et Plodia interpunctella (La Teigne des fruits 

secs).  

Au fil des années, Bacillus thuringiensis a été découvert comme pesticide 

naturel; mais avec tout type de pesticide le problème de la résistance est 

presque évident. Nous allons exposer quelques résistances décrites au Bacillus 
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thuringiensis. En 1985, la première preuve de développement de la résistance 

sur le terrain contre les delta-endotoxines de Bt a été publiée. La reconnaissance 

du potentiel du problème de la résistance au Bt est devenue plus critique avec la 

survenue des rapports de haute résistance aux toxines de Bt en 1990 en 

provenance de Hawaï, de la Floride, et de New York (Neppl, C. C. 2000). En 

effet, les espèces trouvées moins susceptibles aux toxines de Bt ont été Plutella 

xylostella, la teigne des crucifères. La Malaisie a également signalé la résistance 

aux Bt de la teigne des crucifères en 1990 (Chaufaux, J. 1995). Au moment où la 

résistance au Bt a été découverte chez Plodia interpunctella, cette résistance a 

été sélectionnée dans les populations au laboratoire sur un total de treize 

espèces d'insectes. Onze de ces espèces ont développé une résistance à 

diverses souches de toxine de Bt au laboratoire, mais pas sur le champs: 

Ostrinia nubilalis (la pyrale du maïs), Heliothis virescens (la tordeuse des 

bourgeons de tabac), Pectinophora gossypiella (le papillon de ver rose du 

cotonnier), Culex quinquefasciatus (le moustique), Caudra cautella (la pyrale des 

amandes), Chrysomela scripta (le Chrysomelidae bois du coton), Spodoptera 

exigua (le légionnaire de betterave), Spodoptera littoralis (le coton noctuelle 

égyptien), Trichoplusia ni (la pyrale du tigre), Leptinotarsa decemlineata (le 

doryphore de la pomme de terre) et Aedes aegypti (moustique causant la fièvre 

jaune) (Gould et al., 1997 et Liu et al., 1996). 

 

VIII.1. La résistance des insectes au Bti 

Aucun mécanisme de résistance aux toxines du Bti n’a encore été décrit 

chez les diptères sur les champs des cultures. Au laboratoire, la résistance de 

Culex quinquefasciatus et Culex pipiens à Bti a été retrouvée (Wirth, MC., et al., 

2010) mais cependant, seulement des niveaux de résistance insignifiants ont été 

atteints contre Aedes aegypti. Dans ces deux exemples, et en l'absence de 

pression sélective des larves, la résistance était instable et a diminué de 50 % 

après trois générations. La synergie entre Cyt1Aa et les toxines Cry est 

significativement élevée contre les larves résistantes (Wirth, MC., et al., 2005) en 
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raison de la caractéristique de Cyt1Aa qui sert de récepteur supplémentaire pour 

les toxines Cry de Bti. L'interaction entre les divers mélanges des δ-endotoxines 

de Bti, en particulier avec Cyt1Aa, permet une utilisation à long terme de Bti 

comme agent la lutte biologique contre les moustiques et les mouches noires. 

Par conséquent, Bti contient un complexe de δ-endotoxines unique qui confère 

une défense efficace contre le développement de la résistance chez les 

organismes cibles, et qui promet un contrôle naturel efficace sur de nombreuses 

années à venir. 

Récemment, en 2013, Guillaume Tétreau et al. ont montré un manque de 

résistance, sur le champ, à Bti des moustiques traités pour longtemps avec ce 

bio-insecticide. Dans cette étude, les auteurs ont développé un nouvel outil: des 

essais biologiques avec des toxines Cry individuelles de Bti, basé sur les 

observations du phénotype de résistance de souches Bti résistantes au 

laboratoire. Cette procédure très sensible pourrait être utilisée en parallèle avec 

des essais biologiques utilisant Bti pour améliorer le suivi de la susceptibilité des 

populations de moustiques du champ traitées en continu avec ce bio insecticide 

(Guillaume Tetreau, R. S., et al., 2013). 

VIII.2. Mécanisme de la résistance 

De nombreux mécanismes de résistance aux toxines Cry ont été décrits 

chez les lépidoptères (Morin, S., et al., 2003), les coléoptères (Fabrick, J., et al., 

2009) ou les nématodes (Griffitts, J. S., et al., 2001). Les mécanismes utilisés 

par les insectes pour résister aux effets des toxines de B. thuringiensis sont 

étroitement liées au mode d'action de Bt. En effet, les mécanismes de résistance 

contre Bt s’explique par (Figure 17) : 

- Modification des récepteurs membranaires auxquels se lient les 

toxines de Bt ou modification du nombre de récepteurs de toxines, ce 

qui réduit ainsi leurs sites de liaison : En effet, ces modifications 

impliquent des altérations des structures primaires et/ou secondaires 

des récepteurs. En 2011, Bravo et al., ont parlé d’une réduction du 

nombre des récepteurs aux toxines Cry incluant des mutations ou une 
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perte des récepteurs comme les cadhérines, les phosphatases 

alcalines (ALP) ou les N-aminopeptidases (APN) (Bravo, A., et al., 

2011). En 1991, Ferre et al., ont démontré que la résistance de Plutella 

xylostella, au niveau des champs exploitée au laboratoire, était due à 

une faible affinité de la toxine Cry1A aux récepteurs de la membrane 

épithéliales des insectes (Ferré, J., et al., 1991). En outre, la 

résistance de Heliothis virescens et Helicoverpa armigera aux toxines 

Cry1A s’expliquent par des mutations qui réduisent ou détruisent 

l’expression des récepteurs aux cadhérines (Ferré, J., et al., 2002 et 

Heckel, D. G. 2012). De plus, les mécanismes de résistance diffèrent 

selon la nature des toxines Cry (Liu, Y.-B., et al., 2000). En effet, 

Herrero et al., en 2005, révèlent l’absence de récepteurs N-

aminopeptidases (APN) chez Spodoptera exigua qui est résistante à la 

toxine Cry1C (Herrero, S., et al., 2005).  Les mécanismes de 

résistance aux Bt n’impliquent pas toujours des mutations aux niveaux 

des récepteurs. En effet, en 2010, chez Spodoptera exigua, les APNs 

solubles dans la lumière intestinale agissent en tant que compétiteurs 

des APNs membranires et empêchent la fixation des toxines Cry. Ces 

APNs solubles sont présents même en absence d’une intoxication par 

Bt ce qui pourra impliquer le système immunitaire (Hernández-

Martínez, P., et al., 2010). 

- Un autre mécanisme de résistance implique un transporteur ABC 

(ATP-binding cassette transporter). Ce mécanisme a été découvert à 

la suite de l’identification d’une mutation au niveau du gène codant ce 

transporteur chez une population de Heliothis virescens résistante à la 

toxine Cry1Ac. L'ouverture de la membrane épithéliale par le 

transporteur ABC favoriserait l'insertion des pores préformés. 

Toutefois, le role exact de ce transporteur ABC n’est pas totalement 

élucidé bien que son implication ait été démontrée dans la résistance 

aux Bt (Soberón, M., et al., 2012).  
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- L’implication des protéases joue également un rôle déterminant dans 

l’infection des insectes suite à leur activation des toxines Cry. Chez 

des populations Plodia interpunctella resistants aux Bt (Oppert, B., et 

al., 1997), il existe une réduction du taux des protoxines Cry1A 

hydrolysées ce qui induit une réduction de l’activité protéolytique dans 

l’intestin des larves rendant moins efficace la digestion des protoxines 

par la trypsine. Par conséquent, l'absence d'une protéinase majeur de 

l'intestin moyen de l’insecte, associée au clivage protéolytique, réduit 

donc l'activation des protoxines de Bt, ce qui altère ainsi l’efficacité des 

toxines. 

- La membrane péritrophique (PM) contribue à un manque de sensibilité 

envers les toxines Cry chez certains insectes. En fait, les toxines Cry 

peuvent se lier de manière spécifiques et non spécifique à la PM-

glycosylée où les protéases associées peuvent ensuite cliver la toxine 

la rendant inactive (Rees, J. S., et al., 2009). 

Enfin, d’autres mécanismes de résistance peuvent également  intervenir 

durant ces étapes du mode d’action comme la modification du comportement 

alimentaire, les mécanismes de réparation cellulaires impliquant des estérases 

(Gunning, R. V., et al., 2005, Meunier, L., et al., 2006), ou la modification du 

système immunitaire (Huffman, D. L., et al., 2004). 
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Figure 17 : Mécanismes de la résistance aux toxines selon chaque étape de leur mode 

d’action dans l’intestin moyen des larves de diptères. En noir, le nom de chaque étape 

du mode d’action des toxines avec les numéros correspondants sur le schéma. En 

rouge, les mécanismes de résistance possibles pour chaque étape. 

 

VIII.3. Résistances croisées entre toxines 

Les mécanismes de résistance croisée entre les toxines Cry sont 

complexes et semblent principalement être liés aux mécanismes de résistance 

impliqués.  

De prime abord, lorsque le mécanisme de la résistance repose sur une 

modification de l’activité des protéases, des résistances croisées sont observées 

pour de nombreuses toxines car les protéases interviennent dans le clivage non 

spécifique et l’activation de plusieurs toxines (Gould, F., et al., 1992 et Rukmini, 

V., et al., 2000). Toutefois, quand la résistance s’explique par une modification 

du récepteur membranaire de la toxine, les résistances croisées s’établissent 
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généralement aux toxines très proches. En raison de la forte spécificité entre les 

toxines et leurs récepteurs, le nombre de résistances croisées liés aux 

mécanismes de mutation des récepteurs est très faible (Tabashnik, B. E., et al., 

1997 ; Jurat-Fuentes, J.L., et al., 2003 ; Griffitts, J.S., et al., 2005 ; Pigott, C. R., 

et al., 2007). A titre d’exemple, une aminopeptidase N chez le moustique 

Anopheles quadrimaculatus fixe la toxine Cry11B et non la toxine très proche 

Cry11A (Abdullah, M.A., et al., 2006). 

De plus, ce phénomène de résistance croisée au Bt a été décrit dans 

plusieurs études (Tabashnik, B. E., et al., 1994). En fait, une résistance croisée 

peut se développer contre les toxines de Bt qui présentent des similitudes ou des 

différences dans leur structure et leur activité. Dans le cas de Bti, la résistance 

croisée a été observée au niveau des souches résistantes; par exemple, une 

souche résistante à Cry11A a montré une résistance croisée importante à Cry4A 

+ Cry4B, et vice versa. Une résistance extrêmement faible a été obtenue pour le 

mélange des toxines (Cry4A, Cry4B, cry11A et Cyt1Aa) mais les niveaux 

modérés de résistance croisée ont été détectés envers les toxines Cry 

individuelles ou combinées (Georghiou, G. P., et al., 1997). 
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Mon travail de thèse reposait sur 3 objectifs décrits ci-dessous. Chacun de 

ces objectifs constitue un chapitre de la thèse. 

 

*Objectif 1 :  Bacterial diversity of needle and broadleaf soils from 

two different geographical areas, Lebanon and Austria. 

 

*Objectif 2 : Identification and characterization of a new Lebanese 

Bacillus thuringiensis strain, highly toxic against 

Diptera  

 

*Objectif 3 :  Identification and characterization of a new non cytolytic 

Bacillus thuringiensis strain, H3, from Lebanese soil 

with insecticidal activity against different mosquito 

larvae. 

 

 

Afin de répondre à ces objectifs, j’ai criblé différentes souches de Bacillus 

thuringiensis isolées du sol Libanais en adoptant tout au long de ces travaux la 

souche de référence mondiale Bti : La souche Bti (Bacillus thuringiensis serovar 

israelensis  strain 1884 (Singer  et Margalit)  identifiée par Huguette de Barjac de 

l’Institut pasteur en 1979. La souche a le code initial 1884 et le n° de la collection 

des Bactéries entomopathogènes T14 0007. 
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Chapitre 1: Etude de la diversité bactérienne des 

sols de chênes et de pins Libanais et 

Autrichiens  

I. Présentation de l’étude 

La microflore du sol, remplit des fonctions essentielles comme la 

décomposition de la matière organique, le recyclage du carbone et des 

nutriments minéraux (azote, phosphore, potassium) dans le sol, la 

décontamination des sols pollués et la lutte biologique. Le nombre et 

l’abondance des espèces varient en fonction du milieu, des caractéristiques du 

sol et de son usage, de la géomorphologie et du climat (Buckley, D. H., et al., 

2002 et Castro, H. F., et al., 2010). La variété des habitats écologiques va 

dépendre du  type de sol notamment à cause de son pouvoir tampon et de ses 

propriétés chimiques. La richesse bactérienne peut être modifiée par les 

perturbations naturelles ou anthropiques et par le niveau de ces perturbations 

auxquelles sont soumis les écosystèmes (Daniel, R. 2005). Etudier la diversité 

des sols est un enjeu essentiel puisque le sol est considéré un des systèmes le 

plus complexe étudié. Le sol se compose de substances organiques et 

inorganiques, de composés solides, liquides et gazeux. Il renferme de grandes 

quantités d'organismes vivants et constitue le milieu soutenant la vie dans son 

acception la plus large. Mon choix s’est porté d’une part sur deux vegetations 

différentes : forêts de chênes et de pins car ce sont les deux types de végétation 

les plus répandus au Liban et constituent un réservoir abondant de 

microorganismes d’intérêt écologique et d’autre part comparer cette diversité 

dans deux zones géographiques différentes (Liban et Autriche). 

Nous débuterons la première partie résultats de ce manuscrit par une 

caractérisation de la diversité bactérienne des sols de chênes et de pins Libanais 

par comparaison aux mêmes types de sols Autrichiens. L’étude de leur diversité, 
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leur richesse et leur abondance en communautés bactériennes est étudiée en 

utilisant l’indice de Shannon et les paramètres de diversité alpha et bêta (Saeki, 

Y., et al., 2014). Les principaux phyla bactériens colonisant les sols sont 

également déterminés et se révèlent spécifiques à chaque type de végétation et 

à chaque climat. Le phylum des Firmicutes a été plus particulièrement étudié : il 

a été retrouvé de façon plus abondante dans les sols de chênes par rapport aux 

sols de pins et ceci dans les deux pays. De plus, la répartition des classes et des 

genres de ce phylum ont été aussi déterminés pour chaque type de sols. Le 

genre Bacillus de la classe des Bacilli a été trouvé comme prédominant dans ces 

sols. Dans le phylum des Firmicutes, la classe  des Bacilli comprend les 

bactéries que l’on retrouve dans de nombreux domaines comme l’agriculture, 

l’horticulture, l’industrie et médical.  A titre d’exemple, la bactérie Bacillus 

thuringiensis est connue pour son activité insecticide contre les larves de 

différents ordres d’insectes. Une étude plus approfondie de ces sols est 

nécessaire en menant une analyse combinée de l’ADN et de l’ARN permettant 

ainsi d’étudier l’expression des protéines dans le sol. Ainsi, les liens entre la 

diversité bactérienne et les fonctionnalités des sols seront mieux définis.  

 

II. Contribution scientifique sous forme 

d’article 

 

Article 1:  Bacterial diversity of needle and broadleaf soils from two different 

geographical areas, Lebanon and Austria. 

 

 

 

 

 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 1 

126 
 

Article 1:  Bacterial diversity of needle and broadleaf 

soils from two different geographical 

areas, Lebanon and Austria 

 

Abstract 

Studies of microbial ecology, diversity, and evolution are essential in order 

to understand the soils functioning and the interactions of micro-organism in soils 

under different climate and vegetation. Particularly, bacterial communities 

interact with each other and with their associated plants to suppress soil-borne 

plant diseases, to promote plant growth… and play vitals roles in many 

ecological processes (e.g. soil structure formation, recycling...). We were 

interested in examining the bacterial diversity of two different forest soils 

broadleaf and needle from two different geographical areas: Lebanon and 

Austria. Using molecular methods based on the 16S rRNA gene and biodiversity 

indices, we studied the bacterial communities’ composition of these soils. Among 

the characterized phylum, the Firmicutes was more investigated due to its 

richness in bacteria involved in bio control. Our results showed that the needle 

soils are more diverse than the broadleaf soils in Lebanon contrary to the 

observed data in Austrian soils. Each soil was well characterized for its bacterial 

community composition. Even though, the Firmicutes phylum was identified at a 

low percentage in the different soils, its abundance was studied and showed to 

be associated to the vegetation types independently of geographical areas. In 

addition, the bacterial diversity of Firmicutes phylum was more explored at class 

and genus levels. 

Keywords: diversity, bacterial communities, broadleaf, needle, Lebanon, Austria, 

climate, Firmicutes, 16S rRNA gene. 
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1. Introduction 

Microorganisms represent a large unexplored reservoir of genetic 

diversity. Searching and understanding this unexplored biomass diversity is a 

high important issue in microbial ecology. The biodiversity of soil come first from 

its origin, its conservation and its involvements in the ecosystems functioning in 

time and space (Tarlera, S., et al., 2008). In 2009, Singh et al. demonstrated that 

the soils’ microorganisms are highly diverse and constitute about 60 % of the 

Earth’s biomass (Singh, B. K., et al., 2009). In 1996, Torsvik et al. estimated that 

soils and sediments gather approximately 10,000 different bacterial species 

(Torsvik, V., et al., 1996). They play vital roles in many ecological processes (soil 

structure formation, decomposition of organic matter and xenobiotics, and 

recycling of essential elements (e.g., carbon, nitrogen, phosphorous, and sulfur)). 

They are crucial in suppressing soil-borne plant diseases, promoting plant 

growth, in affecting vegetation and regulation of plant communities (Garbeva, P., 

et al., 2004). Microbial ecologists have generally centered their studies on two 

goals: (i) microbial diversity, including the isolation, identification and 

quantification of micro-organisms in various habitats; and (ii) microbial activity 

(Amann, R.I., et al., 1995 and Banfield, J.F., et al., 2005). Another important point 

concerns the study of bacterial diversity: for instance, biological control is a 

phenomenon occurring naturally and resulting from ecological relationships 

among species. Due to human impact on biosphere equilibrium, the development 

of effective biological control agents is one of the major challenges of the 21st 

century to ensure a sustainable environment. In this framework, microorganisms 

from soil samples have shown great potential of involvement in the development 

of new strategies to support the environment equilibrium. 

Ever-larger libraries of 16S rDNA clones have been created as a result of 

several studies conducted on bacterial diversity of soils (Dunbar, J., et al., 1999). 

Accordingly, suitable methods are required to define operational taxonomic units 

(OTUs), describe and compare the highly diverse soils communities. A range of 

diversity indices (for example, the Shannon index, the evenness indices and 

Simpson’s dominance index) have been assigned to evaluate bacterial 
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communities and how they are affected by environmental changes and 

disturbances (Cho, J.-C., et al., 2000 and McCaig, A.E., et al., 1999). The 

interactions of microorganisms with biotic (plants, bacteria-fungi interactions…) 

and abiotic factors (quantity and quality of litter inputs, temperature, moisture, 

pH...) are also fundamental (Buckley, D. H., et al., 2002). 

Studies on plant diversity showed that soil microbial communities and the 

ecosystem processes are affected by plant species richness (Zak, D. R., et al., 

2003). In fact, greater plant diversity leads to a significant increase of microbial 

community biomass, respiration, and fungal abundance. Geographical 

localization and climate could interact and affect this diversity because they will 

impact both abiotic and biotic factors in ecosystems (Castro, H. F., et al., 2010; 

Green, J. L., et al., 2004; Fulthorpe, R. R., el al., 1998 and Cho, J. C., et al., 

2000). The different climates affect plant growth (Norby, R. J., et al., 2001 and 

Norby, R. J., et al., 2004), plant community composition (Bakkenes, M., et al., 

2002 and Lloret, F., et al., 2009), soil processes (Emmett, B. A., et al., 2004; 

Franklin, O., et al., 2009 and Janssen, P. H. 2006) and microbial biomass 

(Haase, S., et al., 2008; Kandeler, E., et al., 2006; Zak, D. R., et al., 2000 and 

Zak, D. R., et al., 1996). 

Since the most abundant forests in Lebanon under Mediterranean climate 

are broad leaves and needle leaves: 31.2 % of coniferous forest (including 

needles) and 56.6 % of deciduous forests (including broadleaves). We were 

interested in studying how entire soil bacterial communities and particularly 

Firmicutes’ communities are structured among broadleaf and needle soils from 

two different geographical areas (Lebanon and Austria) that are under two 

different climates zones. After sequencing the 16S rRNA gene using Illumina’s 

MiSeq, the Shannon index, the OTUs and the rarefaction curve were explored. 

Afterwards, the taxonomic composition at phylum class and genus levels was 

conducted. The Firmicutes communities were further analyzed by SSCP 

fingerprinting and qRT-PCR.  
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2. Materials and Methods 
 

Samples description 

The Broadleaf (B) and the needle (N) soils were chosen from two different 

sites: Lebanon and Austria. Four samples were collected from each Lebanese 

soil and named: LBL for Lebanon Broadleaf LBL1, LBL2, LBL3, LBL4, and LNL 

for Lebanon needle LNL1, LNL2, LNL3 and LNL4. Four samples were collected 

from each Austrian soil and similarly named: ABL1, ABL2, ABL3, ABL4, ANL1, 

ANL2, ANL3 and ANL4. All the samples were taken during winter time in each 

country, at a depth of 10-15 cm for the Austrian samples (pH= 6) and 5 cm for 

the Lebanese samples (pH= 6.9) (Table 1). 

 

Table 1: Names, origins, vegetation, types of soils, climate zone, types of plant 

community of samples used in this study (N/A: Not available). 
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Sequencing and taxonomic study 

 DNA extraction and Illumina’s MiSeq Sequencing 

The total microorganism DNA was extracted following the protocol of the 

kit "FastDNA® SPIN Kit for Soil" and it was stored at -20 ˚C for PCR amplification 

analysis. To explore the bacterial communities’ composition of soil samples, 16S 

rRNA gene amplicon sequencing using Illumina’s MiSeq v2 platform was 

performed. The hypervariable V4 region of the 16S rRNA gene was amplified 

according to the protocol described by Caporaso et al. in 2011 using the region 

specific primer pair 515f and 806r that included Illumina cell flow adaptors and 

sample-specific barcodes (Caporaso, J. G., et al., 2011). The PCR reaction 

mixture (30 µL) contained 1 × Taq&Go (MP Biomedicals, Illkirch, France), 0.2 

mM of each primer, 1.5 µM PNA mix and 1 µL template DNA. PCR was carried 

out as follows: 96°C for 5 min, 30 cycles of 96°C for 1 min, 78°C for 5 sec PNA 

annealing, 54°C for 1 min primer annealing, 74°C for 1 min, and final elongation 

at 74°C for 10 min). PCR products were purified by employing the Wizard SV Gel 

and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA). After 

spectrophotometric measurement of DNA concentrations (Nanodrop 2000, 

Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) equimolar aliquots of all samples were 

combined for amplicon sequencing using Illumina MiSeq v2 (250 bp paired end) 

conducted by LGC Genomics, Berlin, Germany. Raw sequencing data 

preparation included demultiplexing (CASAVA data analysis software, Illumina), 

clipping of sequencing adapters (TruSeq, Illumina), joining read pairs (FLASH 

1.2.4, Magoč and Salzberg 2011) with a minimum overlap of 10 bases and 

maximum mismatch density of 0.25, and sorting according to sample-specific 

barcodes (Magoč, T., et al., 2011). Resulting reads were quality (Phred score ≥ 

20) and length filtered (290 - 300 bp) using scripts provided by the open source 

software package QIIME 1.9.0 (http://qiime.sourceforge.net). Chimeric 

sequences were discarded after de novo detection based on USEARCH 6.1 

(Edgar, R. C., et al., 2011). UCLUST de novo algorithm using default parameters 

was applied to cluster remaining reads to operational taxonomic units (OTUs) at 

97 % similarity (Edgar, R. C. 2010) followed by taxonomic assignment of 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 1 

131 
 

representative sequences by The Ribosomal Database Project (RDP) naïve 

Bayesian rRNA classifier (Wang, Q., et al., 2007) based on the reference 

database Greengenes release gg_13_8_99 (DeSantis, T. Z., et al., 2006). Prior 

to further analysis all reads assigned to plant plastids (chloroplasts and 

mitochondria) were discarded from datasets. The number of sequences obtained 

for each sample was normalized to the lowest number of read counts by 

randomly selecting subsets of sequences by a custom Perl script (10-times 

random sampling followed by subset formation). Richness estimates and 

diversity indices were calculated for normalized data sets, using default settings 

provide by the software package QIIME. To compute the rarefaction curve, each 

rarefaction curve was calculated by bootstrapping the donors and the reads from 

the taxonomic distribution of each soil, based on the OTU-based taxonomic unit 

distributions for each soil samples. For analyzing bacterial diversity in a community, 

the larger the number of individuals was sampled and the more species will be found. 

Usually, rarefaction curves were created by randomly re-sampling the pool of N samples 

multiple times and then plotting the average number of species found in each sample 

(1,2, ... N). Therefore, rarefaction generate the expected number of species in a small 

collection of n individuals (or n samples) drawn at random from the large pool of N 

samples (Gotelli, N. J., et al., 2001). To compute the median and confidence 

intervals of species richness, Smax, each bootstrapped rarefaction curve was 

curve fit to estimate its saturation point. Thus, each rarefaction curve represented 

an alternative sequence ordering of samples being selected with replacement 

from the sample pool. In fact, the variability in each individual’s sample habitat 

species richness could significantly control the shape of the rarefaction curve 

depending on the order of when each donor was encountered. 

The Shannon index values increase as both the richness and the evenness of 

the community increase. It was calculated according to this formula: 

In the Shannon index, p is the proportion (n/N) of individuals of one particular 
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species found (n) divided by the total number of individuals found (N), ln is the 

neperien log, Σ is the sum of the calculations, and s is the number of species. 

Principal Coordinate Analysis (PCoA) was performed to assess the beta diversity 

based on the calculation of the unweighted normalized UniFrac distance matrix 

(Lozupone, C., et al., 2005). 

 

Quantitative real time analysis by qRT-PCR of the Firmicutes abundance in 

soils 

The qRT-PCR was performed on the DNA previously extracted using the 

following products: sterile water, Kapa SYBR Fast, primer BACr 833P (10 

pmol/μL), primer BLS342f (10 pmol/μL) and DNA. The program of the 

Thermocycler Rotor-Gene 6000 Corbett Research®) was the following: 95°C 

during 5 min (denaturation), 95°C during 45 sec, 56°C during 30 sec, 72°C during 

30 sec (acquisition of cycle A ([Green])(40 cycles) and fusion (72-95°C), 95°C 

few sec, 56°C during 5 sec, fusion at 72°C. 

 

Single Strand Conformation Polmophism-16S rDNA-Firmicutes 

On the DNA extracted from soils, a first PCR reaction was conducted 

using the following universal primers which are known to recognize the sequence 

of the 16S gene (1500 bp) of all bacteria (27f 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC 

AG-3’, 1492r 5’-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3’). The master mix for 

this first PCR contained (5x Taq&Go, Qbiogene, 25 mM MgCl2, 1.5 mM, primer 

27f (5 pmol/μL), primer 1492r (5 pmol/μL) and sterile water). On the PCR 

products of this first PCR, a second PCR (Nested PCR) (same conditions as the 

first PCR) was performed using couple of primers known to recognize only one 

part of the 16S gene of the Firmicutes (491 bp) (BLS342f 5’-CAG CAG TAG 

GGA ATC TTC-3’, BACr833P 5’-CTA ACA CTT AGC ACT CAT-3’). 

The products obtained after this second PCR were purified using the kit 

“Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega) and digested by ʎ-

exonuclease at 37˚C during 60 min. The resulting products were migrated on a 
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MDE-Gel using TGGE MAXI, System Controller, Biometra® during 26 h at 26°C 

at 400 V. The gel was revealed by silver nitrate, scanned using Epson perfection 

4990 Photo, Japan, and analyzed by Gel Compar II, version 5.1 (Applied Maths, 

Belgium). Profiles generated were analyzed by UPGMA (Unweighted Pair Group 

Method with arithmetic Average). 

 

3. Results and discussion 
 

3.1. OTU analysis on broadleaf and needle soils samples 

The measure of biodiversity combines richness and evenness across 

species. A high biodiversity reflect a healthy ecosystem (Breure, A. M. 2004).  In 

general diverse communities are characterized by an increased stability, 

increased productivity, and resistance to many disturbances. The data gathered 

in table 2 results from the analysis that was performed using the alpha diversity 

knowing that it reflects richness and evenness of individuals within a habitat unit. 

Moreover, the Chao 1 estimator evaluates the estimated true species diversity of 

a sample (Chao, A. 1984 and Colwell, R. K., et al., 1994). In fact, if a community 

is being sampled, and rare species (singletons) are still being discovered, there 

is likely still more rare species not found. However, as soon as all species have 

been recovered at least twice (doubletons), there is likely no more species to be 

studied. In our study, four replicates were analyzed. The Shannon index value 

(12.2) reflects that LNL soils are more diverse, rich and even than the others. 
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In order to compare the richness observed in our different samples, we collected 

the number of OTUs, the average of the observed OTUs was calculated and the 

rarefaction curve was generated at 97 % similarity box plot. It showed that a 

number of reads were sampled (Fig 1) and consequently the number of 

occurrences of species reflects the sampling intensity. The rarefaction curves grew 

rapidly at first, where the most common species were found, the curve became flatter 

to the right which indicates that a reasonable number of individual samples have 

been taken that likely yield to an additional few species. 

 

 

 

 

 

 

Table 2. Alpha diversity measures of at the normalized depth of 3687 reads. 

The values represent the average from four replicates each sample 
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3.2. Taxonomic composition at the phylum level 

Early investigations of soil bacterial diversity focused on what could be 

promptly cultured from soils. To characterize bacterial communities of soils, the 

study must start by a general description of bacterial phyla existing in each soil. 

In fact, as we can see in figure 2, the LBL soil present two major phyla 

Cyanobacteria and Crenarchaeota particularly dominant in LBL soil in 

comparison to the other soil samples. In fact, dinitrogen fixation is a fundamental 

metabolic process of Cyanobacteria (WHO, 1999) and Crenarchaeota are 

Archaea and sulfur-dependent extremophiles. In LNL soil, the two phyla 

Acidobacteria and Bacteroidetes were the characteristics phylum of this soil 

because they didn’t exist in the same abundance in the other samples. 

Acidobacteria phylum is known to be very abundant in soil (Dunbar, J., et al., 

1999 and Chan, O. C., et al., 2006) and highly diverse (Jones, R. T., et al., 

2009). Its metabolic capability is well investigated. Ward et al., suggested that 

bacteria belonging to this phylum may be oligotrophs, metabolize simple and 

Fig 1. Rarefaction curves indicate the mean number of observed OTUs at the 

normalized depth of 3687 reads 
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complex carbon sources (Ward, N. L., et al., 2009), tolerate fluctuations in soil 

moisture and able to reduce nitrite and nitrate without interfering in denitrification 

or nitrogen fixation processes. On another hand, Bacteroidetes are also involved 

in aerobic degradation of complex organic molecules such as starch, proteins, 

cellulose, and chitin. In fact, they may play a major role in the degradation of 

plant material in soil. It has been demonstrated that Bacteroidetes are 

copiotrophs, because their relative abundance in soil depends on the presence of 

carbon and may increase following the addition of carbon (Eilers, K. G., et al., 

2010). Concerning the ABL soil, we found two particular characteristic phyla 

Verrucomicrobia and Nitrospirae whose abundances are notable. First of all, the 

Verrucomicrobia are ubiquitous in soil and may be oligotrophs, but their ecology 

is not well defined yet. Nitrospirae are ubiquitous in soil environments and are 

supposed to play a major role in the biological nitrogen cycle (Martínez-Alonso, 

M., et al., 2010). Finally in ANL soil, the phyla Proteobacteria and Actinobacteria 

are dominant. We know that Proteobacteria phylum is a metabolically diverse 

group of organisms, in which only four members α-, β-, γ-, and δ-Proteobacteria, 

are found in soil. In fact, it has been reported that the α, β, and γ members are 

considered to be copiotrophs, which means they are more prevalent in the 

localization where resource availability is high for example in rhizosphere soils 

(Fierer, N., et al., 2007). In fact, the relative abundances of β- and γ-

Proteobacteria increased with an addition of low-molecular-weight carbon in soil 

(Goldfarb, K. C., et al., 2011). However, the relative abundance of α-, β-, and δ-

Proteobacteria is improved with the addition of recalcitrant carbon, such as 

cellulose, lignin, or tannin-protein in soils (Goldfarb, K. C., et al. 2011). The 

Actinobacteria are abundant in soil and their relative abundance increased 

following addition of labile carbon sources and with an increasing of soil pH 

(Lauber, C. L., et al., 2009 and Goldfarb, K. C., et al., 2011). They are known to 

be metabolically diverse aerobic heterotrophs. Following the phyla distribution 

within the different soils, we were interested in investigating particularly in the 

Firmicutes phylum. Gram positive bacteria fall into two phylogenetic groups, 

Actinobacteria and Firmicutes. Actinobacteria phylum exists in all analyzed soils 
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but in different abundances while Firmicutes are mainly found in Lebanese 

broadleaf soil (LBL). The Firmicutes phylum includes the Gram positive 

endospore forming bacteria such as the genus Bacillus that is well known to have 

a promising industrial application especially in pest control. Thus, we further 

characterized this phylum (All percentage data are listed in “Annexe 1”). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3. SSCP analysis of Firmicutes communities in soils 

Bacterial diversity found in the four soils is broad and thus, different 

methods must be developed to study diversity at different levels. Microbial 

diversity can be measured using various approaches: phylogenetic diversity, 

species diversity, genotype diversity, and gene diversity. These techniques, 

quantitatively and qualitatively, expand our understanding of the biodiversity in 

soils. Moreover, above the species level, bacterial diversity is generally quantified 

using an evolutionary marker known as the common chronometer 16S ribosomal 

RNA subunit. Below the species level, population genetic parameters such as 

Fig 2. Average taxonomic composition at Phylum level. Only taxons >1 % 

were considered. 
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gene diversity and genotype diversity are used to describe the microbial diversity 

(Xu, J. 2006). 

The total DNA was directly extracted and isolated from cells in soil. 

Following the extraction of the DNA, 16S rDNA genes were amplified from total 

community DNA using the polymerase chain reaction (PCR) with specific 

primers. The primers used in this study selected different microbial groups at the 

Firmicutes phylum level. In order to compare the biodiversity of the Firmicutes 

communities in Lebanese and Austrian broadleaf and needle soils, a first 

approach was to analyze by SSCP the profiles of the bands obtained following 

amplification of a 16S rDNA gene region.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 3. Profiles of SSCP Firmicutes communities of Lebanese and Austrian broadleaf 
and needle soils. MW: DNA Molecular weight (250 bp-10 kb), Four samples of 

Lebanese broadleaf soils (LBL 1,2,3,4), four samples of Lebanese needle soils (LNL 
1,2,3,4), four samples of Austrian broadleaf soils (ABL 1,2,3,4) and four samples of 

Austrian needle soils (ANL 1,2,3,4) were studied. 
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In this SSCP study, the investigation of the 16S rDNA, included three 

regions (part of the V3 region, the V4 region and part of the V5 region) that were 

targeted by a pair of specific primers to Firmicutes (BLS342F / BACr833P). This 

diversity is expressed by the variety of bands obtained on the gel; each band 

represents a bacterial species. In fact, the profiles obtained in figure 3 shared 

three dominant common bands of high molecular weight (5000-6000 bp), 

detected at the beginning of the gel (green square). This shows that despite the 

difference in vegetation and sampling, common microorganisms are present in 

the two types of soils under biotic and abiotic conditions. Moreover, comparing 

the two broadleaf soils profiles LBL and ABL (yellow square), based on the 

presence and the absence of bands, different patterns were obtained for LNL 

and ANL soils. Consequently, we suggest the presence of Firmicutes diversity 

which is specific to each type of vegetation. The four samples of Lebanese 

broadleaf have three bands that do not exist in 4 samples of Austrian broadleaf. 

Similarly, 4 samples of Lebanese needle soils have 4 bands which few of them 

appear at the same levels in ANL. This comparative approach shows that the 

biodiversity of Firmicutes associated with the same type of vegetation varies 

depending on sampling sites. However, if the comparison was adamant between 

the two vegetation types, regardless of the place, we note that all broadleaf 

samples share three bands with low molecular weight (around 800 bp) absent in 

the needle samples which conversely share some bands in common (red 

square). At this level, we can conclude that broadleaf samples are more diverse 

than needle samples and this in both countries. 

Many authors highlighted the value of this fingerprint technique. In fact, 

the succession of bacterial communities was measured by this SSCP technique 

(Peters, S., et al., 2000) as well as the rhizosphere communities 

(Schmalenberger, A., et al., 2001)… In our case, we will only discuss the 

characterization of bacterial communities in soils using the SSCP fingerprint. 

Only the dominant populations are represented because a single band can hide 

multiple bands corresponding to more than one specie. Consequently, these 

results underestimate the bacterial diversity (Heuer, H., et al., 2001). The same 
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isolate can reveal different bands due to the presence of multiple copies of an 

operon in a single specie Indeed, the fingerprinting methods depend on the 

primer used. Heuer et al. reported that 14 different regions (A, B, C, D, E, F, V1–

V3 and V5–V9) of the 16S rDNA have been studied to produce fingerprints of 

bacterial communities; and V6 region was the best one for optimal analysis of 

soil bacterial communities (Heuer, H., et al., 2001). 

From this molecular analysis of soils using the 16S rDNA technology, we 

found that each soil may contain different Firmicutes communities playing 

functional roles in soil specific processes. Moreover, this molecular tool allowed 

to access bacterial species that could be uncultivable in vitro and to study the 

ecology of soil, taking into consideration all contaminants: organic matter, humic 

acids, metals, aromatic compounds... 

From community profiles of Firmicutes generated by SSCP, the UPGMA 

dendrogram below was obtained by GelCompar II software using the Pearson 

correlation coefficient. This dendrogram (Fig 4) shows correlations which confirm 

the relationship between Lebanese and Austrian broadleaf soils and between 

Lebanese and Austrian needle soils. These results show a clear specificity of 

Firmicutes communities regarding vegetation and a minimal divergence between 

the same vegetation according to the geography sites. There is also a correlation 

between the vegetation and the Firmicutes present in their soils. Indeed, bacterial 

communities are specific to vegetation that requires a specific soil; the vegetation 

influences their soil, which is in a continuous dynamic depending on its location 

and thus determining its microflora. 
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3.4.  Quantitative analysis of the Firmicutes phylum in the different soils 

samples 

In order to quantify the bacterial community in the soil samples, a 

quantitative real-time PCR, targeting the same regions of the 16S rDNA gene 

than SSCP was performed. 

The following histograms (Fig 5) report the 16S gene copy number / g of 

soil for the four soil samples. The Firmicutes were more abundant in broadleaf 

soils compared to needle soils in both countries where communities of Firmicutes 

recorded just 6.48 gene copy number / g of soil in ABL soil, while needle ANL 

reach approximately 5.6 gene copy number / g of soil. The difference is about 

one log unit, thus 10 times more Firmicutes communities in ABL compared to 

ANL. Both soils encountered roughly the same difference within the Lebanese 

soil samples. Regardless the countries, Firmicutes are more abundant in 

broadleaf soils than in needle soils. This was also evidenced by SSCP patterns 

showing that broadleaf soils present the largest number of bands. Following this 

correlation between the qualitative and quantitative results, we suggest that 

Fig 4. UPGMA dendrogram of Firmicutes communities in broadleaf and needle 

Lebanese and Austrian soils. Four samples of Lebanese broadleaf soils (LBL 

1,2,3,4), four samples of Lebanese needle soils (LNL 1,2,3,4), four samples of 

Austrian broadleaf soils (ABL 1,2,3,4) and four samples of Austrian needle soils 

(ANL 1,2,3,4) were studied. 
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broadleaf soils contain more species than needle soils and consequently we will 

have more chance to find strains of ecological interest in broadleaf soils. In 

addition, a significant difference in terms of abundance was observed when 

comparing the same vegetation between the two countries: Firmicutes 

communities were more abundant in Lebanese needle soils compared to ANL (6 

gene copy number / g of LNL soil against 5.6 gene copy number / g of ANL 

soil).Therefore, the Lebanese needle soil would be more interesting to be 

explored than the Austrian needle soil. However, concerning broadleaf soils LBL 

and ABL, no significant difference in terms of abundance was noticed. 

These results could be interpreted according to different factors: 1) The nature of 

the vegetation which influences the microbial ecology of soils; 2) The 

physicochemical characteristics of the soil: pH (eg wealth of soils in 

Acidobacteria and Streptomyces)…; 3) The presence of several different habitats 

in the soil microenvironment; 4) The soil microclimate; 5) The plantations 

conditions; 6) Soil type; 7) Climate… 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 5. Histograms showing the gene copy number / g of soil f the specific region 

of the 16S rDNA Firmicutes gene amplified by qRT-PCR (Logarithmic scale). 

LBL: Lebanese broadleaf soils, LNL: Lebanese needle soils, ABL: Austrian 

broadleaf soils and ANL: Austrian needle soils. 
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Therefore, the determination of the microbial community in soil is of 

particular interest because it reflects the functions of soils. However, the 

molecular approach does not seem sufficient for a complete understanding of soil 

functioning. In this concern, it is central to understand the relationship between 

communities’ structure and functions in microhabitats. In another word, we must 

study the spatial distribution of soils microbial species and their spatial and 

temporal links with the various microbes in situ (e.g. interactions between 

bacteria and fungi). For this reason, some high-resolution techniques must be 

applied to soil preparations. For example, ultracytochemical methods have been 

successfully useful to locate microbial cells in the soil matrix without giving any 

taxonomic characterization (Foster, R. C., et al., 1994 and Assmus, B., et al., 

1995, 1997). 

 

3.5. Taxonomic composition at class level 

Further investigations were undertaken in analyzing soils samples at the 

class level in order to determine the class abundances in each soil within the 

Firmicutes phylum. According to the results of figure 6, the class of Bacilli, is 

more abundant in LBL than in ABL. These observations are in accordance with 

the results obtained from the quantitative real time PCR analysis. The abundance 

of a class is relative to the overall composition of each soil. Bacilli were found in 

LNL and ANL soils but they were less abundant compared to the other existing 

class of bacteria.  

Firmicutes phylum is composed of four classes: Clostridia, Mollicutes, 

Bacilli and Togobacteria. Clostrida and Bacilli are endospore forming bacteria, 

which are of particular industrial interest in formulations of bio control agents. In 

these soils, only the Bacilli were found; they are known to include two orders, 

Bacillales and Lactobacillales, which comprised several well-known pathogens 

such as Bacillus anthracis (the cause of anthrax) and Bacillus thuringiensis. This 

last is a worldwide bio control agent, known to control pests such as mosquito 
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borne epidemic diseases (controlled by Bacillus thuringiensis israelensis) (Sekar, 

V., et al., 1990). 

Moreover, besides the Bacilli founded in the LBL soil, the classes 

Synechococcophycideae, Oscillatoriophycideae, Rubrobacteria, 

Chloracidobacteria, Thaumarchaeota were the most abundant compared to the 

other soils. In the ABL soils, the classes of Spartobacteria and Sphingobacteriia 

were the most abundant. The major classes of bacteria founded in ANL soil are 

Alphaproteobacteria followed by Actinobacteria, Thermoleophilia and 

Acidobacteriia. Finally, the class of Acidobacteria-6 and its abundance was 

characteristic of the LNL soil.  

The same classes of bacteria are found in the soils in different abundance 

percentages; however, depending on the type of vegetation (broadleaf or needle) 

and on the geography climate, each soil is characterized by a particular bacterial 

class. For example, the Spartobacteria which exists in high abundance in ABL is 

known to be found in subsurface soil horizons at 10–50 cm depth (Bergmann, G. 

T., et al., 2011). 

This divergence in microbial communities’ compositions is affected by 

vegetation type and soil topographies (Su, Y., et al., 2006), weather conditions, 

humidity and sea level height (Davis, C. A., et al., 2006 and Kurcheva, G. F. 

1972). In 2002 and 2012, a study explained that broadleaf forestation showed the 

more bacterial variety (Shannon-Wiener) and evenness (Simpson) and richness 

(Margalef) (Agusto, L., et al., 2002 and Chiti, T., et al., 2007) (All percentage data 

are listed in “Annexe 1”). 
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3.6. Taxonomic composition at genus level 

In this section, only the Bacilli class at genus level is explored (Fig 7). The 

analysis at the genus level revealed the existence of three orders: Bacillales, 

Lactobacillales, Clostridiales and the rare order Turicibacterales. The most 

dominant genus found in the LBL soils is Bacillus followed by Paenibacillus. 

However in the ABL soils, the most abundant was Paenibacillus genus followed 

by the genus Bacillus. In the LNL soils, the Bacillus genus was the most 

abundant. Concerning the ANL soils, the presence of three main abundant 

genera: Staphylococcus, Bacillus and Paenibacillus, is reported. The entire 

abundant genus found belongs to the Bacillales which is an order of the Bacilli 

class. This class was the only class of the Firmicutes phylum revealed in the 

taxonomic study performed previously at the class level (Fig 6). In fact, several 

members of the Bacillales order play important roles in many agricultural, 

horticultural, industrial and medical applications due to their capacity to produce 

various extracellular enzymes. Besides these properties, they are well known in 

Fig 6. Average taxonomic composition at Class level. Only taxons >1% were 

considered. 
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industrial field by being the principal agents of the bio control formulations. Here 

we can cite, for instance, Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) which constitutes 

a very efficient agent to eradicate pathogenic mosquitoes such as malaria, 

dengue, yellow fever… (Olliaro, P. L., et al., 1995) (All percentage data are listed 

in “Annexe 1”). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7. Beta diversity 

From the OTUs values, the beta diversity, the distance metrics 

(unweighted distances) and the PCoA plots (Fig 8) were generated. Here, the 

samples we compared to each other using the presence and absence of OTUs 

and phylogeny (unweighted distances). Beta diversity provides a measure of the 

distance or dissimilarity between each sample pair. The higher similarity is 

reflected when few species are different between samples and this is attested by 

lower bêta diversity values. However, lower similarity is seen when there are 

Fig 7. Average taxonomic composition of class Firmicutes at Genus level. Only 

taxons >1% were considered. 
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more different species between samples which is reflected with the higher beta 

diversity values. In this PCoA plots, the first axis (usually called PC1) can be 

used to explain the maximum amount of variation present in the data set, 

followed by the second axis (PC2), and so on. According to this plot, it is shown 

that the samples are very divergent from each other. It is in accordance with the 

fact that each soil occupied a specific spot. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Conclusion 

To study bacterial diversity in soils, many indices and molecular methods 

can be used in order to give clear information about the abundance of bacteria, 

the richness of these communities in soils... As we saw, this diversity varied with 

geography, climate and vegetation. Our results showed that Proteobacteria, 

Acidobacteria, Actinobacteria and Bacteriodetes are the main phyla of all soils 

studied and are present at different percentages among the soils. Particularly, 

the biodiversity of Firmicutes phylum associated with the same type of vegetation 

varies depending on sampling sites and it is confirmed that the broadleaf soils 

Fig 8. PCoA plot of normalized UniFrac unweighted distances 
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are more diverse than the needle soils both in Lebanon and Austria. The 

quantitative study of this biodiversity supported the idea that whatever the 

country is, the Firmicutes are more abundant in the broadleaf soils than in the 

needle soils. At the class level analysis, Bacilli are omnipresent in all soils but 

they were not the only dominant class. Additional classes are found such as 

Synechococcophycideae, Oscillatoriophycideae, Rubrobacteria, 

Chloracidobacteria, Thaumarchaeota, Alphaproteobacteria, Actinobacteria, 

Thermoleophilia and Acidobacteriia. Analyzing particularly the class of Bacilli, the 

most abundant genera belonging to the Bacillales order is found in all soils. 

A better determination of soil microbial diversity is needed as well as the 

relationships between microbial diversity and soil functionality which is still largely 

unclear. The analysis of DNA and mRNA should be combined with the proteomic 

approach in soil in order to measure the protein expression in soil. Consequently, 

this method could help for a better understanding of the existing links between 

microbial diversity and soil functionality. Overall comparative results showed that 

each soil is characterized by a variety of bacterial phyla, classes and genus. The 

present paper emphasizes the point that broadleaf soils are interesting ecological 

targets to be exploited due to its high micro flora diversity.  

 

Acknowledgment 

This work was supported by grants from the tempus program of the Unchain 

network (University Chair on Innovation) 2012. I would like to thank Professor 

Magda Boudagher Kharrat (Head of the Science and Earth Department, Saint-

Joseph University, Beirut), Rhea Kahale and Rami Sakr for their provided 

information about Lebanese soils. 

 

 

 

 

 

 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 1 

149 
 

References 

Amann, R. I., W. Ludwig, et al. (1995). "Phylogenetic identification and in situ 

detection of individual microbial cells without cultivation." Microbiological reviews 

59(1): 143-169. 

  

Assmus, B., P. Hutzler, et al. (1995). "In Situ Localization of Azospirillum 

brasilense in the Rhizosphere of Wheat with Fluorescently Labeled, rRNA-

Targeted Oligonucleotide Probes and Scanning Confocal Laser Microscopy." 

Applied and environmental microbiology 61(3): 1013-1019. 

  

Assmus, B., M. Schloter, et al. (1997). "Improved in situ tracking of rhizosphere 

bacteria using dual staining with fluorescence-labeled antibodies and rRNA-

targeted oligonucleotides." Microbial Ecology 33(1): 32-40. 

  

Augusto, L., J. Ranger, et al. (2002). "Impact of several common tree species of 

European temperate forests on soil fertility." Annals of Forest Science 59(3): 233-

253. 

  

Bakkenes, M., J. R. M. Alkemade, et al. (2002). "Assessing effects of forecasted 

climate change on the diversity and distribution of European higher plants for 

2050." Global Change Biology 8(4): 390-407. 

  

Balser, T. C., J. W. Kirchner, et al. (2002). "Methodological variability in microbial 

community level physiological profiles." Soil Science Society of America Journal 

66(2): 519-523. 

  

Banfield, J. F., N. C. Verberkmoes, et al. (2005). "Proteogenomic approaches for 

the molecular characterization of natural microbial communities." Omics: a 

journal of integrative biology 9(4): 301-333. 

  



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 1 

150 
 

Bergmann, G. T., S. T. Bates, et al. (2011). "The under-recognized dominance of 

Verrucomicrobia in soil bacterial communities." Soil Biology and Biochemistry 

43(7): 1450-1455. 

  

Breure, A. M. (2004). Soil biodiversity: Measurements, indicators, threats and soil 

functions. International Conference Soil and Compost Eco-biology. Spain. 

  

Buckley, D. H. and T. M. Schmidt (2002). "Exploring the biodiversity of soilâ€”a 

microbial rain forest." Biodiversity of Microbial Life. Wiley-Liss, Inc. 

  

Caporaso, J. G., C. L. Lauber, et al. (2011). "Global patterns of 16S rRNA 

diversity at a depth of millions of sequences per sample." Proceedings of the 

National Academy of Sciences 108(Supplement 1): 4516-4522. 

  

Castro, H. F., A. T. Classen, et al. (2010). "Soil microbial community responses 

to multiple experimental climate change drivers." Applied and environmental 

microbiology 76(4): 999-1007. 

  

Chan, O. C., X. Yang, et al. (2006). "16S rRNA gene analyses of bacterial 

community structures in the soils of evergreen broad-leaved forests in south-west 

China." FEMS Microbiology Ecology 58(2): 247-259. 

  

Chao, A. (1984). "Nonparametric estimation of the number of classes in a 

population." Scandinavian Journal of statistics: 265-270. 

  

Chiti, T., G. Certini, et al. (2007). "Effects of associating a N-fixer species to 

monotypic oak plantations on the quantity and quality of organic matter in 

minesoils." Geoderma 138(1): 162-169. 

  



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 1 

151 
 

Cho, J.-C. a. K., S.-J. (2000). "Increase in bacterial community diversity in 

subsurface aquifers receiving livestock wastewater input." Appl. Environ. 

Microbiol. 66: 956-965. 

  

Colwell, R. K. and J. A. Coddington (1994). "Estimating terrestrial biodiversity 

through extrapolation." Philosophical Transactions of the Royal Society B: 

Biological Sciences 345(1311): 101-118. 

  

Davis, C. A., J. E. Austin, et al. (2006). "Factors influencing soil invertebrate 

communities in riparian grasslands of the central Platte River floodplain." 

Wetlands 26(2): 438-454. 

  

DeSantis, T. Z., P. Hugenholtz, et al. (2006). "Greengenes, a chimera-checked 

16S rRNA gene database and workbench compatible with ARB." Applied and 

environmental microbiology 72(7): 5069-5072. 

  

Dunbar, J., S. Takala, et al. (1999). "Levels of bacterial community diversity in 

four arid soils compared by cultivation and 16S rRNA gene cloning." Applied and 

environmental microbiology 65(4): 1662-1669. 

  

Dunbar, J., Takala, S., Barns, S.M., Davis, J.A. and Kuske, C.R. (1999). "Levels 

of bacterial community diversity in four arid soils compared by cultivation and 

16S rRNA gene cloning." Appl. Environ. Microbiol. 65: 1662-1669. 

  

Edgar, R. C. (2010). "Search and clustering orders of magnitude faster than 

BLAST." Bioinformatics 26(19): 2460-2461. 

  

Edgar, R. C., B. J. Haas, et al. (2011). "UCHIME improves sensitivity and speed 

of chimera detection." Bioinformatics 27(16): 2194-2200. 

  



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 1 

152 
 

Eilers, K. G., C. L. Lauber, et al. (2010). "Shifts in bacterial community structure 

associated with inputs of low molecular weight carbon compounds to soil." Soil 

Biology and Biochemistry 42(6): 896-903. 

  

Emmett, B. A., C. Beier, et al. (2004). "The response of soil processes to climate 

change: results from manipulation studies of shrublands across an environmental 

gradient." Ecosystems 7(6): 625-637. 

  

Fierer, N., M. A. Bradford, et al. (2007). "Toward an ecological classification of 

soil bacteria." Ecology 88(6): 1354-1364. 

  

Foster, R. C., C. E. Pankhurst, et al. (1994). "Microorganisms and soil 

aggregates." Soil biota: management in sustainable farming systems.: 144-155. 

  

Franklin, O., R. McMurtrie, et al. (2009). "Forest fineâ€گroot production and 

nitrogen use under elevated CO2: contrasting responses in evergreen and 

deciduous trees explained by a common principle." Global Change Biology 15(1): 

132-144. 

  

Fulthorpe, R. R., A. N. Rhodes, et al. (1998). "High levels of endemicity of 3-

chlorobenzoate-degrading soil bacteria." Applied and environmental microbiology 

64(5): 1620-1627. 

  

Garbeva, P., J. A. Van Veen, et al. (2004). "Microbial diversity in soil: selection of 

microbial populations by plant and soil type and implications for disease 

suppressiveness." Annu. Rev. Phytopathol. 42: 243-270. 

  

Goldfarb, K. C., U. Karaoz, et al. (2001). "Differential growth responses of soil 

bacterial taxa to carbon substrates of varying chemical recalcitrance." Frontiers in 

microbiology 2. 

  



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 1 

153 
 

Gotelli, N. J. and R. K. Colwell (2001). "Quantifying biodiversity: procedures and 

pitfalls in the measurement and comparison of species richness." Ecology letters 

4(4): 379-391. 

  

Green, J. L., A. J. Holmes, et al. (2004). "Spatial scaling of microbial eukaryote 

diversity." Nature 432(7018): 747-750. 

  

Haase, S., L. Philippot, et al. (2008). "Local response of bacterial densities and 

enzyme activities to elevated atmospheric CO 2 and different N supply in the 

rhizosphere of Phaseolus vulgaris L." Soil Biology and Biochemistry 40(5): 1225-

1234. 

  

Heuer, H., G. Wieland, et al. (2001). "Bacterial community profiling using DGGE 

or TGGE analysis." Environmental molecular microbiology: Protocols and 

applications 9: 177-190. 

  

Janssen, P. H. (2006). "Identifying the dominant soil bacterial taxa in libraries of 

16S rRNA and 16S rRNA genes." Applied and environmental microbiology 72(3): 

1719-1728. 

  

Jones, R. T., M. S. Robeson, et al. (2009). "A comprehensive survey of soil 

acidobacterial diversity using pyrosequencing and clone library analyses." The 

ISME journal 3(4): 442-453. 

  

Kandeler, E., A. R. Mosier, et al. (2006). "Response of soil microbial biomass and 

enzyme activities to the transient elevation of carbon dioxide in a semi-arid 

grassland." Soil Biology and Biochemistry 38(8): 2448-2460. 

  

Kurcheva, G. F. (1972). "Soil invertebrates of the Transcarpathian forests." 

Pedobiologia. 

  



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 1 

154 
 

Lauber, C. L., M. Hamady, et al. (2009). "Pyrosequencing-based assessment of 

soil pH as a predictor of soil bacterial community structure at the continental 

scale." Applied and environmental microbiology 75(15): 5111-5120. 

  

Lloret, F., J. Peñuelas, et al. (2009). "Plant community changes induced by 

experimental climate change: seedling and adult species composition." 

Perspectives in Plant Ecology, Evolution and Systematics 11(1): 53-63. 

  

Lozupone, C. and R. Knight (2005). "UniFrac: a new phylogenetic method for 

comparing microbial communities." Applied and environmental microbiology 

71(12): 8228-8235. 

  

Magoč,T. and S. L. Salzberg (2011). "FLASH: fast length adjustment of short 

reads to improve genome assemblies." Bioinformatics 27(21): 2957-2963. 

  

Martínez-Alonso, M., J. Escolano Sánchez, et al. (2010). "Diversity of the 

bacterial community in the surface soil of a pear orchard based on 16S rRNA 

gene analysis." International Microbiology, 2010, vol. 13, nأ؛m. 3, p. 123-134. 

  

McCaig, A. E., Glover, L.A. and Prosser, J.I. (1999). "Molecular analysis of 

bacterial community structure and diversity in unimproved and improved upland 

grass pastures." Appl. Environ. Microbiol. 65: 1721-1730. 

  

Norby, R. J., M. F. Cotrufo, et al. (2001). "Elevated CO2, litter chemistry, and 

decomposition: a synthesis." Oecologia 127(2): 153-165. 

  

Norby, R. J., J. Ledford, et al. (2004). "Fine-root production dominates response 

of a deciduous forest to atmospheric CO2 enrichment." Proceedings of the 

National Academy of Sciences of the United States of America 101(26): 9689-

9693. 

  



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 1 

155 
 

Olliaro, P. L. and P. I. Trigg (1995). "Status of antimalarial drugs under 

development." Bulletin of the World Health Organization 73(5): 565. 

  

Pace, N. R., D. A. Stahl, et al. (1986). The analysis of natural microbial 

populations by ribosomal RNA sequences. Advances in microbial ecology, 

Springer: 1-55. 

  

Peters, S., S. Koschinsky, et al. (2000). "Succession of microbial communities 

during hot composting as detected by PCRâ€“single-strand-conformation 

polymorphism-based genetic profiles of small-subunit rRNA genes." Applied and 

environmental microbiology 66(3): 930-936. 

  

Schimel, J. (1995). Ecosystem consequences of microbial diversity and 

community structure. Arctic and alpine biodiversity: patterns, causes and 

ecosystem consequences, Springer: 239-254. 

  

Schmalenberger, A., F. Schwieger, et al. (2001). "Effect of primers hybridizing to 

different evolutionarily conserved regions of the small-subunit rRNA gene in 

PCR-based microbial community analyses and genetic profiling." Applied and 

environmental microbiology 67(8): 3557-3563. 

  

Sekar, V. (1990). "Genetics of Bacillus thuringiensis israelensis." In Bacterial 

Control of Mosquitoes and Black Flies; de Barjac, H., Sutherland, D.J., Eds. 

Rutgers University Press New Brunswick, NJ, USA: 66-77. 

 

Singh, B. K., C. D. Campbell, et al. (2009). "Soil genomics." Nature Reviews 

Microbiology 7(10): 756-756. 

  

Su, Y., Y. Gou, et al. (2003). "Diversity of soil invertebrate communities at 

Yushan Hill, Changshu, Jiangsu Province." Chinese Biodiversity 12(3): 333-338. 

  



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 1 

156 
 

Su, Y., Y. Gou, et al. (2006). "Diversity of soil invertebrate communities at 

Yushan Hill, Changshu, Jiangsu Province." Chinese Biodiversity 12(3): 333-338. 

  

Tarlera, S., K. Jangid, et al. (2008). "Microbial community succession and 

bacterial diversity in soils during 77 000 years of ecosystem development." 

FEMS Microbiology Ecology 64(1): 129-140. 

  

Torsvik, V., SZrheim, R. and GoksZyr, J. (1996). "Total bacterial diversity in soil 

and sediment communities-a review." J. Ind. Microbiol. 17: 170-178. 

  

Wang, Q., G. M. Garrity, et al. (2007). "Naive Bayesian classifier for rapid 

assignment of rRNA sequences into the new bacterial taxonomy." Applied and 

environmental microbiology 73(16): 5261-5267. 

  

Ward, N. L., J. F. Challacombe, et al. (2009). "Three genomes from the phylum 

Acidobacteria provide insight into the lifestyles of these microorganisms in soils." 

Applied and environmental microbiology 75(7): 2046-2056. 

  

World Health, O. (1999). "Microbial pest control agent: Bacillus thuringiensis." 

  

Xu, J. (2006). "Invited review: microbial ecology in the age of genomics and 

metagenomics: concepts, tools, and recent advances." Molecular ecology 15(7): 

1713-1731. 

  

Zak, D. R., W. E. Holmes, et al. (2003). "Plant diversity, soil microbial 

communities, and ecosystem function: are there any links?" Ecology 84(8): 2042-

2050. 

  

Zak, D. R., K. S. Pregitzer, et al. (2000). "Atmospheric CO2 and the composition 

and function of soil microbial communities." Ecological Applications 10(1): 47-59. 

  



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 1 

157 
 

Zak, D. R., D. B. Ringelberg, et al. (1996). "Soil microbial communities beneath 

Populus grandidentata grown under elevated atmospheric CO_2." Ecological 

Applications: 257-262. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Annexes 

158 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 2 

Identification et caractérisation d’une 

souche Libanaise de Bacillus 

thuringiensis hautement toxique 

contre les diptères



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 3 

159 
 

Chapitre 2: Identification et caractérisation d’une 

souche Libanaise de Bacillus 

thuringiensis hautement toxique 

contre les diptères 

I. Présentation de l’étude  

Les épidémies causées par les moustiques vecteurs de maladies et les 

dommages provoqués par les diptères ravageurs au niveau des agricultures ne 

cessent de s’empirer (Reisen, W. K. 2010 et Khajuria, C., et al., 2013). Seul 

l’agent de bio contrôle à base de la bactérie Bacillus thuriengiensis israelensis 

(Bti) découverte en 1976 se propose comme agent de lutte biologique efficace 

puisqu’aucune preuve de résistance sur le champ n’a été signalée jusqu’à 

présent (Guillaume Tetreau, R. S., et al., 2013). L'information génétique 

responsable de l'activité insecticide contre les moustiques a été largement liée à 

l’un des plus grand plasmide pBtoxis de Bti de taille 128 kb (Carlton, B. C., et al., 

1985 et Sekar, V., et al., 1985). Ce plasmide porte les gènes codant les toxines 

Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa, Cyt1Aa et Cyt2Ba (Berry, C., et al., 2002). 

Au cours de ma thèse, j’ai travaillé sur l’identification d’une nouvelle 

souche de Bt plus toxique contre les diptères que la souche Bti. Cette souche, 

nommée A23, a été isolée du sol Libanais et sa toxicité in vivo a été testée 

contre trois différentes larves de diptères. Une étude statistique a été effectuée 

en utilisant le coefficient de corrélation de Pearson au seuil de 5 % afin de 

calculer la concentration létale qui tue 50 % des larves (LC50) après 2h30 sur 

Culex pipiens, 3h30 sur Anopheles gambiae et 5 h sur Aedes albopictus et ceci 

dans le but d’évaluer sa toxicité par rapport à Bti. Les valeurs de la LC50 ont 

montré une efficacité accrue de la toxicité de A23 contre chaque type de larves 

en comparaison à Bti (sur Culex : LC50 (A23) = 0,0068 μg/mL, LC50 (Bti) = 0,0073 

μg/mL ; sur Aedes : LC50 (A23) = 0,0071 μg/mL, LC50 (Bti) = 0,0182 μg/mL et sur 
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Anopheles : LC50 (A23) = 0,0245 μg/mL, LC50 (Bti) = 0,0338 μg/mL). Afin 

d’expliquer cette différence de toxicité, je me suis intéressée à la caractérisation 

du contenu en gènes cry de la souche A23 ainsi que leur polymorphisme en 

comparaison aux séquences des gènes cry de Bti répertoriées dans la base de 

donnée de Neil Crickmore. Le profil protéique des deux souches a également été 

étudié en absence ou en présence d’activation par trypsination ou digestion par 

les protéases du jus de larves d’insecte. L’ensemble des résultats recueillis à ce 

jour  suggère que  la toxicité élevée de A23 serait liée à la présence d’une 

nouvelle protéine à activité insecticide non présente chez Bti et/ou à des taux de 

transcription et d’expression différents des gènes cry (cry4A/4B, cry11A, cry10A, 

cyt1A et cyt2B). 

 

 

II. Contribution scientifique sous forme 

d’article 

 

Article 2:  Identification and characterization of a new Lebanese Bacillus 

thuringiensis strain, highly toxic against Diptera  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 3 

161 
 

Article 2 Identification and characterization of a new Lebanese 

Bacillus thuringiensis strain, highly toxic against 

Diptera 
 

Abstract 

Mosquito-borne epidemic diseases such as malaria, filariasis, and 

dipteran pests… are still affecting human health and agriculture. The applications 

of chemical insecticides have negative impacts on human health and the 

environment, consequently the development of bio control agent rises as an 

urgent requirement. The identification of the biological control agent Bacillus 

thuringiensis israelensis (Bti) helped to eradicate these Diptera. The insecticidal 

crystal proteins of Bti strains contain two classes of toxins: the insecticidal δ-

endotoxins, referred to as Cry and the cytolytic toxins named Cyt. In the aim of 

identifying new bio-agent pesticides, we screened the activity of Bacillus 

thuringiensis strains isolated from Lebanese soils using three different mosquito 

larvae Culex pipiens, Aedes albopictus and Anopheles gambiae. One highly toxic 

Bt strain, called A23, which had a higher LC50 comparing to Bti, was selected for 

further investigations. The characterization tests included morphological study, 

genotyping by BOX-PCR, and plasmid profiles analysis and, the investigation of 

cry and cyt genes contents, notably cry4A, cry4B, cry10, cry11, cry30Ga1, 

cry39A, cry40Aa, cry40Ba, cry40Da, cry54 and variety of cyt, by PCR.  The 

molecular characterization was also performed at the protein level using sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, and in vitro activation 

processes of the δ-endotoxins using the different total larval extracts. BOX-PCR 

and plasmid profiles confirm the divergence between the A23 and Bti species 

although no differences could be identified in terms of the investigated cry genes 

content.  However, the protoxin activation profiles in vitro differ between the two 

species. Additional experiments must be performed to clarify A23’s high toxicity.  

Keywords: Diptera, Bacillus thuringiensis israelensis, in vivo toxicity, LC50, cry 

genes, cyt genes, in vitro activation. 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 3 

162 
 

1. Introduction 

The control of insect vectors represents a major concern of public health. 

Indeed, the application of chemical pesticides could not eradicate mosquito-borne 

epidemic diseases such as malaria, filariasis, yellow fever, dengue… that are still 

affecting over two billion people (WHO, 2014).  Dengue, chikungunya virus and 

malaria are transmitted to humans through Aedes spp. and Anopheles spp. 

mosquitoes. Whereas, filariasis and the West Nile virus are transmitted by Culex 

pipiens and yellow fever is transmitted by Aedes aegypti. Moreover, massive 

use of pesticides led to the emergence and spread of many resistant vector 

strains. The use of chemical pesticides has many other drawbacks notably it is 

an important source of environmental pollutants and it imposes safety risks for 

humans and domestic animals. Therefore, vector control can no longer depend 

on the use of chemicals and major efforts are deployed to the development of 

environmental friendly pesticides (Margalith, Y., et al., 2000). Alternative methods 

of insect management can depend on the use of microbial insecticides that 

contain microorganisms and/or their by-products. In fact, bio control agents 

based on microbial formulations are especially valuable and take into account a 

number of issues: the ecological conservation of plant-microorganism 

interactions, the isolation of new strains and the investigation of novel 

mechanisms for insects’ control. 

A viable alternative for insect control emerges with the introduction of 

entomopathogenic bacteria Bacillus thuringiensis and Bacillus sphaericus as bio 

larvicides in the bio pesticides market (Regis, L., et al., 2001). The particularity of 

B. thuringiensis resides in its production of proteinaceous inclusions during 

sporulation that are toxic towards insect larvae upon ingestion. The parasporal 

body of B. thuringiensis is composed of one or more insecticidal delta-endotoxins 

(named Cry and Cyt) (http://www.btnomenclature.info/). In order to improve the bio 

control strategies, combinations of two or more toxins are applied. These toxins 

are highly specific, safe to humans, vertebrates, and plants, and are entirely 

biodegradable, consequently we won’t find any residual toxic products gather in 

the environment (Schnepf, E., et al., 1998). 

http://www.btnomenclature.info/
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Between the large number of B. thuringiensis strains active on insects, 

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) was described as the reference 

strain that is commonly used as a biopesticide against Diptera worldwide (Priest, 

F. G. 1992). Bti is characterized by eight circular plasmids, ranging from 5 to 210 

kb (3,3 to 135 MDa) and a linear replicon of approximately 16 kb. The genetic 

information responsible of the mosquitocidal activity has been assigned to one of 

the largest plasmids (128 kb) (Carlton B. C., et al., 1985 and Sekar, V. 1990).  

This plasmid known as pBtoxis carries the genes encoding Cry4Aa, Cry4Ba, 

Cry10Aa, Cry11Aa, Cyt1Aa and Cyt2Ba toxins (Berry, C., et al., 2002). The 

mosquitocidal activity of Bti is not only the additive effect of each toxin but a 

complex synergistic interaction among these toxins (Chang, C., et al., 1993 and 

Wu, D., et al., 1994). From nearly 20 years till now, B. thuringiensis subsp. 

israelensis has been used in the field with no development of insect resistance 

(Guillaume Tetreau, R. S., et al., 2013). Interestingly, this is mainly due to the 

presence of Cyt toxin which delays or prevents the development of resistance to 

Cry toxins (Wirth, M. C., et al., 1997). 

The identification and characterization of new strains with activity against 

dipteran species could help in the formulations of new bio control agents against 

mosquitoes other than the worldwide bio pesticide Bti. Among Lebanese Bt 

collection library, we selected 25 strains in order to investigate their toxicity 

against dipteran larvae. We performed more advanced studies on the highest 

toxic strain A23. This concerns genetic analysis, cry and cyt genes content and in 

vitro delta-endotoxins processing. Our data showed that A23 had the same gene 

content known in Bti (genes described above). However, A23 had a protoxin 

activation process in vitro different from that of Bti. Supplement experiment must 

be done to understand its high toxicity in vivo.  
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2. Materials and Methods 

Bacterial strains. Our reference Bacillus thuringiensis subsp. israelensis Bti 

(Bacillus thuringiensis serovar israelensis strain 1884) (Singer and Margalit) is 

identified by Huguette de Barjac of “Institut Pasteur” in 1979. The strain has the 

original code 1884 and number T14 0007 of the collection of entomopathogenic 

bacteria. 25 other Bt strains were selected from the Lebanese Bt collection 

library. B. thuringiensis strains were grown on a solid T3 medium: Tryptose 0,2 

%, Tryptone powder 0,3 %, Yeast extract 0,15 %, Manganese sulfate hydrate 

(MnSO4, 7H2O) 0,0002 %, Magnesium sulfate hydrate (MgSO4, 7H2O) 0,002 %, 

Sodium hydrogenophosphate (Na2HPO4) 0,14 %, Sodium Di-

hydrogenophosphate (NaH2PO4) 0,12 %, Agar Agar granulated 2 %; pH = 6,8 at 

30°C during 72h until sporulation was complete.  

Bioassays. In vivo assays were conducted against different mosquito larvae 

reared at 27°C, 80 % relative humidity, and a 12:12 dark/light photoperiod: Culex 

pipiens, Aedes albopictus and Anopheles gambiae in the laboratory of Dr. Mike 

Osta and Dr. Zakaria Kambris at the Department of Biology, American University 

of Beirut, Lebanon. Early three and fourth-instar larvae were placed in 200 ml of 

dechlorinated water. First of all, the in vivo tests were performed at many 

concentrations and at different time in order to fix the most accurate range of 

concentrations and the perfect time to calculate the LC50. After conducting the 

first in vivo tests covering different time and concentrations for each type of 

larvae, we settled up the more accurate conditions for each in vivo tests as 

follow: for Culex and Aedes, seven concentrations (0,004, 0,005, 0,0055, 0,006, 

0,007, 0,008, 0,009 μg/mL) of the spore-crystal suspensions of each strain were 

added (three biological and experimental replicates) and for Anopheles, seven 

concentrations (0,015, 0,02, 0.025, 0,03, 0,035, 0,04, 0,045 μg/mL) of the spore-

crystal suspensions of each strain were added (three biological and experimental 

replicates). Larvae were incubated at 28°C and examined after 2h30 for Culex, 

3h30 for Anopheles and 5 h for Aedes. The mean 50 % lethal concentration was 
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estimated by Probit analysis using statistical parameters (Ibarra, J. E., et al., 

1987). 

Plasmid DNA extraction and PCR. From a colony of Bt, a pre-culture is prepared 

in 2 mL of liquid Luria-Bertani (LB) medium (Anderson, I., et al., 2005) for 6 hours 

at 30°C with shaking at 225 rpm. Three hundred microliters of this pre-culture are 

used to inoculate 6 mL of liquid LB and incubated 16-18 h at 30°C with shaking 

at 225 rpm. After this incubation, the cells are recovered by centrifugation for 5 

minutes at 10,000 g. The DNA extraction was performed using standard alkaline 

lysis method of Sambrook et al. (1989) including the step involving lysozyme 

treatment (4 mg/mL of lysozyme (Lysozyme from chicken egg white, Sigma-

Aldrich)) (Sambrook, J., et al., 1989). The DNA pellet was finally suspended in 

TE buffer and dosed using NanoDropTM. The DNA should be diluted to a final 

concentration of 0,1 μg/μL to serve as a PCR template using Thermo Scientific 

Taq DNA Polymerase. PCR mixtures were prepared as follow: for a final volume 

of 25 μL, we added: 2,5 μL of 10x Taq Buffer; 2 μL of MgCl2 2,5 mM; 0,5 μL of 10 

mM dNTP Mix, 2 mM each; Primers F and R at 0,1 μM; 1,25 U of Taq 

polymerase and the sterilized water was added to complete the master mix 

volume to 23 μL. 2 μL of 0,1 μg/μL DNA was added to the master mix. PCR was 

carried out in a BioRad Thermal cycler as follows: 3 min at 95°C; 35 cycles of 

95°C for 30 sec, annealing (Table 1) for 30 sec, and 72°C for 1 min/kb; and 5 min 

at 72°C. The PCR amplification was then checked on a 1 % agarose gel.  

The sets of primers used in this study are listed in table 1. 

Sequencing of PCR products. DNA was amplified using Thermo Scientific 

Phusion Green High-Fidelity DNA Polymerase. PCR mixtures were prepared as 

follow:  for a final volume of 20 μL, we added: 4 μL of 5 x Phusion Green HF 

Buffer; 0,4 μL of 10 mM dNTPs; 1 μL of 10 μM Primers F and R; 0,2 μL of 

Phusion Taq and 13 μL sterilized water. 0,4 μL of 10 ng/μL DNA was added to 

the master mix. PCR was carried out in a BioRad Thermal cycler as follows: 30 

sec at 98°C; 35 cycles of 98°C for 10 sec, annealing (Table 1) for 30 sec, and 

72°C for 15-30 s/kb; and 10 min at 72°C. The PCR amplification was then loaded 
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on a 1 % agarose gel. PCR products needed to be sequenced were purified with 

a QIAquick PCR Purification Kit as described by the manufacturer (Qiagen). 

Purified fragments were sequenced at “l’unité de génétique médicale” at la 

Faculté de Médecine, Université Saint-Joseph, Beyrouth, Lebanon, by using the 

same primers used for PCR amplification. The sequences were analyzed using 

ChromasPro version 1.22 (Technelysium, Queensland, Australia), Blast 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) and Multalin 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). 

Spore and delta-endotoxin production. The B. thuringiensis strains were grown in 

solid T3 medium at the optimal conditions for delta-endotoxin production. After 72 

h, the cultures were examined under a light microscope. They were only 

composed of a mixture of spores, crystals and minor cell debris. The massive 

bacteria was collected and suspended in sterile water, mixed and centrifuged for 

10 min at 6000 x g at 4˚C. The supernatant was discarded and the pellet washed 

two times with 1 M sodium chloride buffer NaCl. After 5 min of centrifugation at 

6000 x g at 4˚C, the pellet was washed three times with room temperature sterile 

water. Then one aliquot of the spore-crystal mixtures was solubilized in 50 mM 

sodium hydroxide buffer NaOH (pH= 13,4) at 30˚C for 2 h with constant shaking. 

After centrifugation for 10 min at 13 000 × g, solubilized delta-endotoxins were 

recovered within the supernatant. The concentrations of the different solubilized 

toxins were determined according to the method of Bradford (Bradford, M. M., et 

al., 1976). 

Purification of the delta-endotoxins. From the massive 72 h culture of the 

different strains, the spore-crystal mixtures were collected and suspended in 

sterile water and centrifuged for 10 min at 6000 x g at 4˚C. The supernatant was 

discarded and the pellet washed two times with 1 M NaCl treated with 0,01 % 

Triton X100. After every centrifugation, the supernatant was discarded. The pellet 

was then washed four times with room temperature sterile water supplemented 

with few milliliters of hexane. The suspension was shaken by hand until foam is 

formed and then centrifuged 5 min at 6000 x g at 44 ˚C. The upper phase and 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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the supernatant (rich in spores) were discarded. This procedure was repeated 

four times. Afterward, the pellet was washed by adding 5 mL of sterile water in 

order to remove cellular debris (Mounsef, J. R., et al., 2014). Finally, the pellet 

was re-suspended in 1 mL of sterile water and the concentrations of the purified 

delta-endotoxins were determined according to the method of Bradford 

(Bradford, M. M. 1976). 

Protein activation with larval juice. Third instar larvae were chilled on ice for 30 

min. Then, the dissection is carried out using sterile scalpel and forceps. Head of 

the larvae is cut with a scalpel and then the tail of the larvae is fixed with a clamp 

and intestine is removed. The whole larvae guts were collected in cold 1x MET 

buffer (Mannitol 300 mM; EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) 5 mM; Tris, 20 

mM; pH = 7,2) (Rouis, S., et al., 2007) and were mechanically disrupted using a 

blender and then centrifuged for 10 min at 13000 × g. The supernatants 

corresponding to larvae protease extract were recovered and the protein content 

concentrations were determined by the method of Bradford (Bradford, M. M. 

1976) using Bio-Rad reagent (Bio-Rad Protein assay, Cat. 500-0006). In order to 

activate the toxins by the larval juice, extracted delta endotoxins were solubilized 

in 50 mM Carbonate buffer Na2CO3 (pH = 10,5) overnight at 37°C with shaking. 

The day after, the dissolved proteins were assayed by the Bradford method, and 

the digestion was carried out with the different larval juice (Aedes, Anopheles 

and Culex) at the ratio of 1:20 (w/w) at 37°C for different time: 5 min, 10 min, 30 

min, 1 h, 4 h and overnight. The reaction was stopped by adding the Laemmli 

sample buffer and boiling for 5 min. The activated proteins of each sample were 

separated on SDS-PAGE (10 %) (Laemmli, U. K. 1970 and Schagger, H., et al., 

1987). Gels were stained with Coomassie blue dye to visualize the activation 

profile. 

Genomic DNA extraction and Box-PCR. One colony from each strain was used for 

a 4 h pre-culture at 30˚C in order to prepare the genomic DNA extraction. After 4 

h, 500 μL of this pre-culture were taken for the inoculation of 10 mL LB medium 

and incubated for 16-18 h at 30˚C with stirring. The isolation of genomic bacterial 
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DNA is described according to the protocol of Marmur (1961) (Marmur, J. 1961). 

In this protocol, bacterial cells are disrupted by initial treatment with lysis buffer 

containing the enzyme, egg-white lysozyme, which hydrolyzes the peptidoglycan 

of the bacterial cell wall. The resultant cell walls are unable to survive osmotic 

shock consequently the bacteria lyse in the hypotonic environment. Then, the 

detergent, sodium dodecyl sulfate, (SDS, sodium dodecyl sulfate) was added to 

complete lysis by disrupting residual bacterial membranes and it reduces harmful 

enzymatic activities (nucleases). Other chelating agents, citrate and EDTA 

(ethylenediamine tetraacetic acid), also inhibit nucleases by removing divalent 

cations. This protocol employs a variety of methods described in what follows to 

purify the bacterial DNA extracted. Perchlorate ion is used to dissociate proteins 

from DNA. Chloroform/Isoamyl/Alcohol denatures and precipitates proteins by 

lowering the dielectric constant of the aqueous medium. A centrifugation is 

needed to remove the precipitated material. DNA is then precipitate by absolute 

ethanol. The resultant DNA is dissolved and precipitated again with isopropanol 

and dissolved, after last centrifugation, in TER buffer ((1M Tris, pH = 8; 0,5 M 

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) and 5 mg/mL RNase A) with incubation 

1 h à 37˚C. The genomic profile was observed on a 0,8 % agarose gel. 

The box-PCR was performed on genomic DNA using BOX A1R (5’-CTA 

CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3’) known to amplify the box A subunit 

proved to be highly conserved with the evolution of Gram-positive bacteria 

(Versalovic J., et al., 1994). The master mix is composed of the following 

components: for a final volume of 23 μL, 15,375 μL of sterile water; 2,5 μL of 10x 

Reaction Buffer; 2 μL of MgCl2, 0,5 μL of 10 mM dNTPs, 2,5 μL BOX A1R primer 

(10 μM) and 1,25 U of Taq DNA polymerase (Thermo Scientific Taq DNA 

Polymerase). 2,0 μL of DNA template was added to the master mix. PCR was 

carried out in a BioRad Thermal cycler as follows: 6 min at 95°C; 35 cycles of 

94°C for 1 min, annealing 53°C for 1 min, and 72°C for 8 min; and 16 min at 

72°C. The PCR amplification was then loaded on a 1 % agarose gel. 

 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 3 

169 
 

3. Results and Discussion 
 

3.1. Selection of the A23 strain of Bt 

Twenty five Bacillus thuringiensis strains were selected from the 

Lebanese Bt collection library of our laboratory. These Bt strains (Bti, D15, D1, 

D3, D12, D23, H3, A5, D10, D5, D21, A23, DOT, D16, D27, NAR2, D11, NV1, 

D29, R3, M16, D4, D22, SLK1 and D25) were tested for their in vivo toxicity 

against the L3-L4 instars of three different mosquito larvae Aedes albopictus, 

Culex pipiens and Anopheles gambiae in order to select the highest toxic one. 

The tests were performed according to two different approaches: 1. analyzing in 

a time scale the survival curve of larvae infected with different bacterial 

concentrations in order to determine the toxicity of each strain; 2. evaluating the 

level of surviving larvae at a specific time upon their infection with different 

bacterial concentrations (Culex and Aedes (μg/mL): 0,004, 0,005, 0,0055, 0,006, 

0,007, 0,008 and 0,009. Anopheles (μg/mL): 0,015, 0,02, 0,025, 0,03, 0,035, 

0,04 and 0,045) in order to determine the LC50 of the high toxic strains. The first 

approach led to the classification of the 25 strains of Bt within three categories: 

strains with high toxicity to dipteran larvae (Bti, D21, A23, D15, D5 (only against 

Culex)), strains with low toxicity (H3, D12, DOT, SLK1, R3, D29, M16) and 

strains with no toxicity (D23, A5, D10, D1, D3, D17, D4, D25, NAR2, D11, NV1, 

D22, D27) (Annex 2 Fig 1A.1). Among the highly toxic strains, Bti, D21, A23, 

D15 and D5 (Annex 2 Fig 1A.2), A23 showed the highest toxicity, according to 

the second approach, and therefore was selected for further characterization. In 

order to calculate the LC50, different times were used: for Culex, we collected 

the survivor Culex larvae at 1 h, 2 h, 2h30 and 3 h post- infection (pi); for Aedes, 

at 3 h and 5 h pi and for Anopheles, at 3 h, 3h30, 4 h and 4h30 pi. The toxicity 

tests were conducted in experimental and biological triplicates. By analyzing the 

percentage of survivors for each experiment, we calculated the LC50 values after 

2h30 for Culex, 5 h for Aedes and 3h30 for Anopheles. The range of 

concentrations selected were: 0,004, 0,005, 0,0055, 0,006, 0,007, 0,008, 0,009 

μg/mL for Culex and Aedes whereas Anopheles larvae needed higher 
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concentrations, 0,015, 0,02, 0,025, 0,03, 0,035, 0,04, 0,045 μg/mL, to reach the 

LC50.. Fig 1A, represents the survival curves of A23 and Bti on different 

concentrations at the selected times 2h30 for Culex, 3h30 for Anopheles and 5h 

for Aedes larvae. In these conditions, Culex showed to be the most susceptible 

to Bt strains followed by Anopheles and Aedes.  In all cases we found that A23 

is more toxic than Bti. A concentration of approximately 0,006 μg/mL of A23 was 

necessary to kill 50 % of Culex larvae whereas 0,007 μg/mL of Bti were 

required. 50 % of Aedes surviving larvae were reported at a concentration of 

0,007 μg/mL of A23 and 0,008 μg/mL of Bti. As for Anopheles higher 

concentrations of bacteria were required for the killing and the LC50 reported 

were 0,022 μg/mL for A23 and 0,034 μg/mL for Bti. These observations were 

also confirmed by the statistic calculations of the LC50 using Pearson correlation 

at the significance level of 5 % (Fig 1B) which shows that, A23 is 1.1 fold more 

toxic than Bti on Culex, (LC50 (A23) = 0,0068 μg/mL and LC50 (Bti) = 0,0073 

μg/mL),  2.6 fold on Aedes (LC50 (A23) = 0,0071 μg/mL and LC50 (Bti) = 0,0182 

μg/mL), 1.4 fold on Anopheles, (LC50 (A23) = 0,0245 μg/mL and LC50 (Bti) = 

0,0338 μg/mL). These results can be explained by: the feeding behavior of 

Anopheles that could differ from Culex and Aedes (eg. Anopheles larvae feed on 

the surface and Aedes ingested 11.5 times more crystals-spores suspensions 

than Anopheles) (Mahmood, F. 1998); the physiology of the midgut of each 

insect: the intestinal pH and its protease pool; the intestinal toxin receptors and 

their corresponding toxin binding affinity.  

In order to exclude the spore effects on the observed toxicity in each test, 

the survival experiments were performed using purified crystals of each bacterial 

strain. The survival curves confirmed the same range of toxicity against the 

same dipteran larvae (data not shown) (Tang, J. D., et al., 1996). 

 

 

 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 3 

171 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig 1B. Insecticidal activity of B. thuringiensis israelensis and A23 isolates against third instar larvae of Ae. 

albopictus, Cx. pipiens and An. gambiae. The mean 50 % lethal concentration was estimated by Probit 

analysis using statistical parameters at the significance level of 5 %. s(LC50) is the standard error, CV 

%(LC50) is the coefficient of variation and LC50min and LC50max delimitate the confidence limits.  

Fig 1A. Comparative toxicity analysis of the selected Lebanese Bt strains A23 and the international reference 

Bti. The graphs represent the percentage of survivors (%) of dipteran larvae through different concentrations 

of the spore-crystal mixtures of the Bt strains using a fixed time for each mosquito: the survivors count was 

performed after 5h of incubation with spore-crystal mixtures for Aedes, after 3h30 for Anopheles and 2h30 for 

Culex.  In all the graphs, the red curve is the toxicity of A23, and the blue one for Bti, respectively. 
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3.2. Genetic characterization of A23 and Bti strains 

The A23 and Bti strains were first characterized morphologically. The 

corresponding colonies were off-white and opaque with irregular outline. Both 

bacteria produced round shape crystals. The discrimination of closely related 

strains by morphological methods is limited; therefore, we used the genotyping 

methods in order to check whether A23 is genetically different than Bti (Cai, H. 

Y., et al., 2003). Throughout the bacterial genomes, there are a series of 

repetitive DNA sequences dispersed in multiple copies such as the 154 bp BOX 

elements. The consensus sequences of these elements were used in this study 

to amplify the DNA fragments located between the BOX elements in the Bt 

genome using the BOX-A1R primer (5’-CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-

3’) (van Belkum, A., et al., 2001) that is conserved in many microbial genomes 

and was a singular concern in many previous studies (Lee, A., et al., 2009). The 

bands pattern obtained is shown in fig 2A. In fact, the genomic fingerprints of 

BOX-PCR consisted of 10 to 22 bands. As we can see in our pattern, Bti and 

A23 do not have the same number of bands: Bti has 10 bands whereas A23 has 

approximately 13 (3 bands at different levels compared to those of Bti). The 

BOX-PCR approach provides great intra-species discrimination but still can 

sometimes incorrectly identify some strains to the species level (Nayak, B. S., et 

al., 2011). Therefore, in order to confirm our results, we have compared the 

profile of extracted plasmid DNA of the two species. Although the plasmid 

patterns could be underestimated due to the unreliability of the plasmid 

extraction techniques, this technique combined to the BOX-PCR can be applied 

as a tool for B. thuringiensis discrimination below the serotype level (Reyes-

Ramírez, A., et al., 2008). As shown in fig 2B, the plasmid profile of A23 is quite 

different of that of Bti. Hence, the BOX-PCR technic and the comparison of the 

plasmid profiles of A23 and Bti suggest that the two strains are genetically 

different.   
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Fig 2A. Agarose gel electrophoresis of BOX-PCR 

fingerprintings patterns from genomic DNA of Bti 

and A23 strains.  The reference strain Bti is 

provided from “Collection des Bactéries 

entomopathogènes T14 0007” (Institut Pasteur, 

France) and A23 is isolated from Lebanese soils. 

The molecular size marker MW is a 1 kb ladder 

(BioRad EZ load
TM

). This result is representative 

of 3 independent experiments. 

 

Fig 2B. Plasmid patterns of strains (Bti 

and A23) of Bacillus thuringiensis in 0.8 

% agarose gel. The molecular size 

marker MW is a 1 kb ladder (BioRad EZ 

load
TM

). This result is representative of 3 

independent experiments. 
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We then investigated the cry and cyt gene contents of the two strains. 

Several genes encoding Cry and Cyt toxins active against dipteran larvae have 

been characterized. Among these, cry4A, cry4B, cry10A, cry11A, cry40, cry30 

and cry54 and a variety of cyt genes (Table 1) (Ben-Dov, E. 2014 and Jihen 

Elleuch, et al., 2014) were targeted by PCRs reactions. The results shown in Fig 

2C indicate that A23 and Bti share the same gene composition. In order to 

enlarge the profile of characterized genes we used the S5un4/S3un4 and UP30-

5/UP30-3 primers pairs which allow the amplification of additional cry genes 

(Table 1) (Song, F. P., et al., 1998 and Zhang, W., et al., 2012). However, no 

differences could be deduced (data not shown). Based on these results, we first 

suspected that differential toxicity of A23, based on the survival experiments, 

would probably be related to polymorphisms in the amplified cry genes. Indeed, 

that was the case in our previous work which identified a new toxic Bt strain, Lip, 

active against Lepidoptera (El Khoury, M., et al., 2014). Therefore, we 

conducted the sequencing of the cry4A, cry4B, cry11A and cry10A genes which 

encode the toxins known for their insecticidal activity in Bti. However, complete 

homology was retrieved for all the cited genes between the Bti and A23 strains. 

The higher toxicity of A23 could therefore be linked to a polymorphism in a gene 

which sequence has not been investigated in this analysis (such as cyt genes). 

Alternatively, the A23 phenotype could be related to the presence of a new 

delta-endotoxin encoding gene or to a differential expression level or to a 

differential quantity of Cry toxins between A23 and Bti. Indeed, the toxicity of B. 

thuringiensis strains to mosquito larvae may be affected by any insecticidal 

crystal proteins changes (Sarrafzadeh, M. H., et al., 2005). 
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Table 1. List of primers designed and used in this study, their annealing temperature (˚C), their 

sequences, the genes they recognized and the size of their expected PCR products (bp).  
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3.3. SDS PAGE profile analysis 

In parallel to the genetic characterization and in order to check if any 

differences could be observed through the comparison of the protein-profiles of 

the A23 and Bti strains, we performed a polyacrylamide gel electrophoresis of 

the solubilized spore-crystal suspensions of each bacterium. The results shown 

in Fig 3 indicate that A23 had the major proteins of 130-135 (Cry4A/4B), 72 

(Cry11A), 58 (Cry10A) and 27 kDa (Cyt1A) that are found in B. thuringiensis 

Fig 2C. Agarose gel electrophoresis analysis of PCR amplification of cry4A, cry4B, cry11A, cry10A, 

cyt1Aa and cyt2Ba, genes using specific primers (Table 1). The PCR reaction was performed on 

plasmid DNA extracted from Bti and A23 Bt strains. The molecular size marker MW is a 100 bp 

ladder (Fermentas). 
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subsp. Israelensis (Ibarra, J., et al., 1986). However, this highly toxic strain, A23, 

had four additional protein bands of 100, 40 and 35 kDa. The 130-135 kDa and 

the 100, 40, 35 kDa bands were sequenced using a Thermoscientific LTQ 

Orbitrap XL™ Hybrid FT Mass Spectrometer LC-MS/MS to check whether new 

proteins can be detected. However, all the bands sequenced retrieved the major 

Bti proteins, Cry4A/4B, Cry11A, Cry10A and Cyt1A, and no new protein was 

detected.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 3. SDS-PAGE (10 % gel) of the spore-crystals mixtures of Bti and A23 Bt strains. 

The molecular weight is a BioLabs Prestained Marker Broad range #7708S from 7- 175 

kDa. The arrows in red with numbers indicate the sequenced proteins. 
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3.4. Parasporal proteins activation with larval extracts in vitro 

In order to study the stability of each bacterial strain toxins facing the 

protease mix of the insects’ midguts and to check whether the digestion profiles 

could reflect the presence of an activated form of a new protein not detected by 

LC-MS/MS analysis, we conducted the activation of the solubilized crystal 

protein of A23 and Bti using larval extracts of the three dipteran species Aedes, 

Culex and Anopheles (Fig 4). The trypsin activation pattern does not show any 

significant differences between the strains; however it reflects the stability of 

toxins through different time points: no over processed forms are revealed 

through times even after overnight activation and the profile of each strain 

stayed the same through the different time points (Fig 4. A). Conversely, the 

digestion with Culex larvae extract (Fig 4. B) reveals a faster activation kinetic of 

A23 comparing to Bti. Notably, the 72 kDa band corresponding to Cry11A 

decreases 30 min following digestion of A23 proteins whereas it persists longer 

in Bti treated proteins sample. This indicates that A23’s Cry11A may be 

activated faster than Bti’s. Moreover, only in Bti profile, over processed forms 

were revealed around 30-35 kDa.  

Concerning the activation patterns obtained with Aedes extracts (Fig 4. 

C), we found that the protein patterns of A23 and Bti are stable till overnight 

incubation. The protein patterns of the two species are quite similar; however 

some supplement bands of 35-46 kDa are observed in Bti profile. The activation 

kinetic of A23 seems to be faster than Bti.  

Finally in the process of bacterial toxins using Anopheles larvae extracts 

(Fig 4. D), the band of 72 kDa of A23 is more stable than Bti, and it corresponds 

to Cry11A protoxins. The activation of Cry11A seems faster in Bti than A23. 

Some supplement bands of 35 and 28 kDa are observed in Bti and A23 profiles. 

Based on the parasporal proteins digestion with larval extract, A23 

protoxins seem to be more rapidly activated and more stable than those of Bti. 

However, these observations and the higher toxicity retrieved for the A23 strain 

by the in vivo tests could not be explained by the genetic and protein 
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sequencing analysis. Additional investigations are required to understand the 

A23 strain toxicity. For example, differential cry gene expression levels could 

explain this discrepancy between the A23 and Bti biological activity. This could 

be investigated using quantitative PCR to determine the copy number of each 

protoxins encoding genes (cry4A/4B, cry11A, cry10A, cyt1A and cyt2B), or 

comparison of their promoters activity or transcript expression levels by RT-

qPCR between A23 and Bti (D’haene, B., et al., 2010). We are currently working 

on the sequence analysis of cyt genes in the A23 strain and we are aiming to 

analyze the low molecular weight peptides observed in the protein extract of 

A23 (Fig 3). Finally, the A23 genome will be sequenced in order to find if 

potential new cry genes could also explain its enhanced toxicity.  
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Fig 4. In vitro processing of Bti and A23 with trypsin (Trypsin from bovine pancreas, Sigma-

Aldrich®) (A), Cx. pipiens larvae protease extracts (B), A. albopictus larvae protease extracts 

(C) and An. gambiae larvae protease extracts (D) after different incubation periods: 5 min 

(5’), 10 min (10’), 30 min (30’), 1H, 4H and O.N (overnight). N.D: Non digested protoxins; 

MW: Molecular weight BioRad Kaleidoscope™ Prestained Standards (6-196 kDa) in A and 

BioLabs Prestained Marker Broad range #7708S from 7- 175 kDa in B, C and D. 
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4. Conclusion 

The present study allowed the identification of a new strain of B. 

thuringiensis, A23, from Lebanese soils which produces spherical crystals with 

high insecticidal activity against three dipteran larvae Culex pipiens, Aedes 

albopictus and Anopheles gambiae. The genetic characterization and the 

protein profiles of A23 protoxins could not give an explanation for its enhanced 

toxicity comparing to the reference Bti. We hope that, A23 genome sequencing 

would allow a better understanding of its phenotype.  
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Chapitre 3 : Identification et caractérisation d’une 

nouvelle souche de Bacillus 

thuringiensis H3 non cytolytique 

isolée du sol Libanais et active sur 

les diptères. 

I. Présentation de l’étude 

La toxicité contre les diptères a été associée à l’utilisation de Bacillus 

thuringiensis israelensis comme agent de lutte biologique. Cette bactérie est 

caractérisée par ses différentes toxines Cry qui agissent différemment selon 

l’insecte cible et sont connues pour leur activité synergique qu’elles effectuent 

lorsqu’elles sont associées (Chilcott, C.N., et al., 1988 ; Angsuthanasombat, C., 

et al., 1992  and Crickmore, N., et al., 1995). Cette protéine Cyt joue un rôle 

essentiel puisqu’elle aide l’activité des toxines Cry de Bti. En effet, les 

interactions synergiques les plus importantes impliquent la toxine Cyt1A qui 

permet d’augmenter plus de 20 fois la toxicité des mélanges de toxines Cry (Wu, 

D., et al., 1994). De plus, la protéine Cyt peut agir comme récepteur de certaines 

toxines Cry leur facilitant ainsi leur activité au niveau de l’intestin moyen des 

larves. Tel est le cas de la fixation de Cry11Aa à Cyt1Aa qui déclenche 

l’oligomérisation de la toxine Cry11Aa formant une structure de 250 kDa. Cyt1Aa 

imite le rôle d'un récepteur de type cadhérine en ce qui concerne la formation 

d'oligomères (Perez, C., et al., 2007). Malgré le fait que Cyt joue un rôle essentiel 

dans l’absence de résistance à Bti sur le champ, Cyt a été décrite aussi toxique 

contre les cellules eucaryotes (Corrêa, R. F. T., et al., 2012). 

L’objectif de ce chapitre réside dans l’identification d’une souche H3 de 

Bacillus thuringiensis toxique contre les diptères mais non cytolytique. La toxicité 

in vivo de cette souche a été effectuée sur trois types de larves de diptères. H3 
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présente une toxicité réduite par rapport à celle de Bti. Les études génétiques et 

moléculaires de cette souche n’ont pas révélé de similitudes avec la souche Bti. 

Cependant, des études de séquençage ont montré que la souche H3 pourrait 

contenir un nouveau variant du gène cry4B ou la protéine Cry4B tronquée ce qui 

pourra justifier cette diminution de toxicité. De plus, le gène cry40, connu pour 

son activité insecticide non découverte chez Bti, a été identifié chez H3. Des 

analyses poussées de ces deux gènes doivent être effectuées. Toutefois, cette 

souche présente un bon modèle pour l’étude de l’effet de la proteine Cyt sur 

l’activité des toxines Cry. Nous suggérons de manipuler génétiquement la 

souche H3 en lui incorporant le gène cyt pour étudier de près l’influence de Cyt 

sur la toxicité totale de H3. 

 

 

 

II. Contribution scientifique sous forme 

d’article 
 

Article 3:  Identification and characterization of a new non cytolytic Bacillus 

thuringiensis strain, H3, from Lebanese soil with insecticidal activity 

against different mosquito larvae. 
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Article 3 Identification and characterization of a new non 

cytolytic Bacillus thuringiensis strain, H3, from 

Lebanese soil with insecticidal activity against 

different mosquito larvae 
 

Abstract 

The insecticidal activity against Diptera has been associated with the use 

of Bacillus thuringiensis israelensis as an efficient biological control agent spread 

rapidly worldwide. This bacterium is characterized by its various Cry toxins which 

act differently according to the target insect and are known for their synergistic 

activity when combined with each other. The cytolytic protein Cyt of Bti, toxic in 

vitro to mammalian cells, plays an essential role in Bti toxicity as it helps the 

activity of Cry toxins in the larval midgut by synergistic interactions and/or can act 

as a receptor of some Cry toxins. In this study, we characterized new Bacillus 

thuringiensis strains isolated from Lebanese soils for their toxicity against three 

mosquito larvae Culex pipiens, Aedes albopictus and Anopheles gambiae and for 

their hemolytic activity in vitro. One toxic Bt strain H3, which has non hemolytic 

activity, was selected for further investigations. Characterization was based on its 

in vivo toxicity assays, morphological study, genotyping analysis by BOX-PCR 

and plasmid profiles, identification of cry and cyt genes contents by PCR using 

general and specific primers for (cry4A, cry4B, cry10, cry11, variety of cyt, 

cry39A, cry40Aa, cry40Ba, cry40Da and cry54) genes, SDS-PAGE profile 

analysis of protein extracts as well as in vitro activation processes of their δ-

endotoxins using the different larval extracts. Our results showed that H3 has 

lower toxicity than Bti. Its activity is dose dependent and differs among the three 

mosquitoes larvae. BOX-PCR and, plasmid profiles revealed significant 

differences between H3 and Bti. Interestingly, H3 showed a fragment of new 

variant cry4B gene and new variant of cry40 gene known to encode a 

mosquitocidal activity. Accordingly, protoxin activation processes in vitro also 

indicate differences between H3 and Bti.  

Keywords: Diptera, Bacillus thuringiensis israelensis, in vivo toxicity, Cyt protein, 

cry genes, cyt genes, cry4B gene, cry40 gene, in vitro activation. 
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1. Introduction 

Microbial formulations emerge with the introduction of entomopathogenic 

bacteria Bacillus thuringiensis and Bacillus sphaericus as bio larvicides in the bio 

pesticides market (Regis, L., et al., 2001). Between the large number of B. 

thuringiensis strains active on insects, Bacillus thuringiensis subsp. israelensis 

(Bti) was described as the reference strain that is commonly used as a 

biopesticide against diptera worldwide and known to be safe for human (Priest, 

F. G. 1992). Bti is characterized by eight circular plasmids, ranging from 5 to 210 

kb (3,3 to 135 MDa) and a linear replicon of approximately 16 kb. The genetic 

information responsible of the mosquitocidal activity has been largely linked to a 

large conjugative plasmid: pBtoxis which is a mega plasmid of 128 kb containing 

several insertion sequences and co-integrative transposons that are commonly 

associated with insecticidal crystal protein encoding genes (Berry, C., et al., 

2002; Carlton, B. C., et al., 1985 and Sekar, V. 1990).  This plasmid carries the 

genes encoding Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa, Cyt1Aa and Cyt2Ba toxins 

(Berry, C., et al., 2002). Cyt proteins have been characterized for their cytolytic 

activity in vitro to erythrocytes and other mammalian cells (Thomas, W. E., et al., 

1983 and Corrêa, R. F. T., et al., 2012). In 2005, Wirth et al. have shown that the 

lack of resistance in Bti is due to the presence of the Cyt1Aa protein in the crystal 

(Wirth, M. C., et al., 1997 and 2005). B. thuringiensis subsp. israelensis has been 

used in the field with no development of insect resistance (Guillaume Tetreau, R. 

S., et al., 2013). In addition, Cyt A can potentiate the activity of the toxins by 

functioning as a receptor and participate in synergistic interactions that improve 

the high toxicity of Bti (Delécluse, A., et al., 1993).The mosquitocidal activity of a 

Bti is not only dependent on the additive effect of each toxin but a complex 

synergistic interaction between these toxins (Chang, C., et al., 1993 and Wu, D., 

et al., 1994).  

The identification and characterization of non cytolytic Bt strain with toxic 

activity against dipteran larvae was the main objective of our study. 25 Bt strains, 

selected from our laboratory collection, were screened for their toxicity against 

dipteran larvae. The strains showing high or mild toxicity were subjected to a 
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screening of their hemolytic activity. One strain H3 was non-hemolytic but had an 

insecticidal activity much lower than Bti. This strain was characterized at genetic 

and protein level. H3 did not contain any of the previously described cry genes 

specific to Bti except a fragment of new variant cry4B and cry40 genes known to 

encode a protein of mosquitocidal activity. H3 showed a dose dependent toxicity 

that differs among Aedes albopictus, Culex pipiens and Anopheles gambiae. This 

non cytolytic strain showed a new potential mechanism involved in bio control. 
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2. Materials and Methods 

Bacterial strains. Our reference Bacillus thuringiensis subsp. israelensis Bti 

(Bacillus thuringiensis serovar israelensis strain 1884) (Singer and Margalit) is 

identified by Huguette de Barjac of “Institut Pasteur” in 1979. The strain has the 

original code 1884 and number T14 0007 of the collection of entomopathogenic 

bacteria. 25 other Bt strains were selected from the Lebanese Bt collection 

library. B. thuringiensis strains were grown on a solid T3 medium: Tryptose 0,2 

%, Tryptone powder 0,3 %, Yeast extract 0,15 %, Manganese sulfate hydrate 

(MnSO4, 7H2O) 0,0002 %, Magnesium sulfate hydrate (MgSO4, 7H2O) 0,002 %, 

Sodium hydrogenophosphate (Na2HPO4) 0,14 %, Sodium Di-

hydrogenophosphate (NaH2PO4) 0,12 %, Agar Agar granulated 2 %; pH = 6,8 at 

30°C during 72h until sporulation was complete.  

Bioassays. In vivo assays were conducted against different mosquito larvae 

reared at 27°C, 80 % relative humidity, and a 12:12 dark/light photoperiod: Culex 

pipiens, Aedes albopictus and Anopheles gambiae in the laboratory of Dr. Mike 

Osta and Dr. Zakaria Kambris at the Department of Biology, American University 

of Beirut, Lebanon. Early three and fourth-instar larvae were placed in 200 ml of 

dechlorinated water. First of all, the in vivo tests were performed at many 

concentrations and at different time in order to fix the most accurate range of 

concentrations and the perfect time. After conducting the first in vivo tests 

covering different time and concentrations for each type of larvae, we settled up 

the more accurate conditions for each in vivo test as follow: six concentrations (5, 

10, 20, 30, 40, and 50 μg/mL) of the spore-crystal complex of each mosquito 

strain were used (three biological and experimental replicates). Larvae were 

incubated at 27°C and examined after 4 h, 6 h, 24 h and 48 h. 

Plasmid DNA extraction and PCR. From a colony of Bt, a pre-culture is prepared 

in 2 mL of liquid Luria-Bertani (LB) medium (Anderson, I., et al., 2005) for 6 hours 

at 30°C with shaking at 225 rpm. Three hundred microliters of this pre-culture are 

used to inoculate 6 mL of liquid LB and incubated 16-18 h at 30°C with shaking 

at 225 rpm. After this incubation, the cells are recovered by centrifugation for 5 
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minutes at 10,000 g. The DNA extraction was performed using standard alkaline 

lysis method of Sambrook et al. (1989) including the step involving lysozyme 

treatment (4 mg/mL of lysozyme (Lysozyme from chicken egg white, Sigma-

Aldrich)) (Sambrook, J., et al., 1989). The DNA pellet was finally suspended in 

TE buffer and dosed using NanoDropTM. The DNA should be diluted to a final 

concentration of 0,1 μg/μL to serve as a PCR template using Thermo Scientific 

Taq DNA Polymerase. PCR mixtures were prepared as follow: for a final volume 

of 25 μL, we added: 2,5 μL of 10x Taq Buffer; 2 μL of MgCl2 2,5 mM; 0,5 μL of 10 

mM dNTP Mix, 2 mM each; Primers F and R at 0,1 μM; 1,25 U of Taq 

polymerase and the sterilized water was added to complete the master mix 

volume to 23 μL. 2 μL of 0,1 μg/μL DNA was added to the master mix. PCR was 

carried out in a BioRad Thermal cycler as follows: 3 min at 95°C; 35 cycles of 

95°C for 30 sec, annealing (Table 1) for 30 sec, and 72°C for 1 min/kb; and 5 min 

at 72°C. The PCR amplification was then checked on a 1 % agarose gel.  

The sets of primers used in this study are listed in table 1. 

Sequencing of PCR products. DNA was amplified using Thermo Scientific 

Phusion Green High-Fidelity DNA Polymerase. PCR mixtures were prepared as 

follow:  for a final volume of 20 μL, we added: 4 μL of 5 x Phusion Green HF 

Buffer; 0,4 μL of 10 mM dNTPs; 1 μL of 10 μM Primers F and R; 0,2 μL of 

Phusion Taq and 13 μL sterilized water. 0,4 μL of 10 ng/μL DNA was added to 

the master mix. PCR was carried out in a BioRad Thermal cycler as follows: 30 

sec at 98°C; 35 cycles of 98°C for 10 sec, annealing (Table 1) for 30 sec, and 

72°C for 15-30 s/kb; and 10 min at 72°C. The PCR amplification was then loaded 

on a 1 % agarose gel. PCR products needed to be sequenced were purified with 

a QIAquick PCR Purification Kit as described by the manufacturer (Qiagen). 

Purified fragments were sequenced at “l’unité de génétique médicale” at la 

Faculté de Médecine, Université Saint-Joseph, Beyrouth, Lebanon, by using the 

same primers used for PCR amplification. The sequences were analyzed using 

ChromasPro version 1.22 (Technelysium, Queensland, Australia), Blast 
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(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) and Multalin 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). 

Spore and delta-endotoxin production. The B. thuringiensis strains were grown in 

solid T3 medium at the optimal conditions for delta-endotoxin production. After 72 

h, the cultures were examined under a light microscope. They were only 

composed of a mixture of spores, crystals and minor cell debris. The massive 

bacteria was collected and suspended in sterile water, mixed and centrifuged for 

10 min at 6000 x g at 4˚C. The supernatant was discarded and the pellet washed 

two times with 1 M sodium chloride buffer NaCl. After 5 min of centrifugation at 

6000 x g at 4˚C, the pellet was washed three times with room temperature sterile 

water. Then one aliquot of the spore-crystal mixtures was solubilized in 50 mM 

sodium hydroxide buffer NaOH (pH= 13,4) at 30˚C for 2 h with constant shaking. 

After centrifugation for 10 min at 13 000 × g, solubilized delta-endotoxins were 

recovered within the supernatant. The concentrations of the different solubilized 

toxins were determined according to the method of Bradford (Bradford, M. M., et 

al., 1976). 

Purification of the delta-endotoxins. From the massive 72 h culture of the 

different strains, the spore-crystal mixtures were collected and suspended in 

sterile water and centrifuged for 10 min at 6000 x g at 4˚C. The supernatant was 

discarded and the pellet washed two times with 1 M NaCl treated with 0,01 % 

Triton X100. After every centrifugation, the supernatant was discarded. The pellet 

was then washed four times with room temperature sterile water supplemented 

with few milliliters of hexane. The suspension was shaken by hand until foam is 

formed and then centrifuged 5 min at 6000 x g at 44 ˚C. The upper phase and 

the supernatant (rich in spores) were discarded. This procedure was repeated 

four times. Afterward, the pellet was washed by adding 5 mL of sterile water in 

order to remove cellular debris (Mounsef, J. R., et al., 2014). Finally, the pellet 

was re-suspended in 1 mL of sterile water and the concentrations of the purified 

delta-endotoxins were determined according to the method of Bradford 

(Bradford, M. M. 1976). 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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Protein activation with larval juice. Third instar larvae were chilled on ice for 30 

min. Then, the dissection is carried out using sterile scalpel and forceps. Head of 

the larvae is cut with a scalpel and then the tail of the larvae is fixed with a clamp 

and intestine is removed. The whole larvae guts were collected in cold 1x MET 

buffer (Mannitol 300 mM; EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) 5 mM; Tris, 20 

mM; pH = 7,2) (Rouis, S., et al., 2007) and were mechanically disrupted using a 

blender and then centrifuged for 10 min at 13000 × g. The supernatants 

corresponding to larvae protease extract were recovered and the protein content 

concentrations were determined by the method of Bradford (Bradford, M. M. 

1976) using Bio-Rad reagent (Bio-Rad Protein assay, Cat. 500-0006). In order to 

activate the toxins by the larval juice, extracted delta endotoxins were solubilized 

in 50 mM Carbonate buffer Na2CO3 (pH = 10,5) overnight at 37°C with shaking. 

The day after, the dissolved proteins were assayed by the Bradford method, and 

the digestion was carried out with the different larval juice (Aedes, Anopheles 

and Culex) at the ratio of 1:20 (w/w) at 37°C for different time: 5 min, 10 min, 30 

min, 1 h, 4 h, 24 h and 48 h. The reaction was stopped by adding the Laemmli 

sample buffer and boiling for 5 min. The activated proteins of each sample were 

separated on SDS-PAGE (10 %) (Laemmli, U. K. 1970 and Schagger, H., et al., 

1987). Gels were stained with Coomassie blue dye to visualize the activation 

profile. 

Genomic DNA extraction and Box-PCR. One colony from each strain was used for 

a 4 h pre-culture at 30˚C in order to prepare the genomic DNA extraction. After 4 

h, 500 μL of this pre-culture were taken for the inoculation of 10 mL LB medium 

and incubated for 16-18 h at 30˚C with stirring. The isolation of genomic bacterial 

DNA is described according to the protocol of Marmur (1961) (Marmur, J. 1961). 

In this protocol, bacterial cells are disrupted by initial treatment with lysis buffer 

containing the enzyme, egg-white lysozyme, which hydrolyzes the peptidoglycan 

of the bacterial cell wall. The resultant cell walls are unable to survive osmotic 

shock consequently the bacteria lyse in the hypotonic environment. Then, the 

detergent, sodium dodecyl sulfate, (SDS, sodium dodecyl sulfate) was added to 

complete lysis by disrupting residual bacterial membranes and it reduces harmful 
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enzymatic activities (nucleases). Other chelating agents, citrate and EDTA 

(ethylenediamine tetraacetic acid), also inhibit nucleases by removing divalent 

cations. This protocol employs a variety of methods described in what follows to 

purify the bacterial DNA extracted. Perchlorate ion is used to dissociate proteins 

from DNA. Chloroform/Isoamyl/Alcohol denatures and precipitates proteins by 

lowering the dielectric constant of the aqueous medium. A centrifugation is 

needed to remove the precipitated material. DNA is then precipitate by absolute 

ethanol. The resultant DNA is dissolved and precipitated again with isopropanol 

and dissolved, after last centrifugation, in TER buffer ((1M Tris, pH = 8; 0,5 M 

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) and 5 mg/mL RNase A) with incubation 

1 h à 37˚C. The genomic profile was observed on a 0,8 % agarose gel. 

The box-PCR was performed on genomic DNA using BOX A1R (5’-CTA 

CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3’) known to amplify the box A subunit 

proved to be highly conserved with the evolution of Gram-positive bacteria 

(Versalovic J., et al., 1994). The master mix is composed of the following 

components: for a final volume of 23 μL, 15,375 μL of sterile water; 2,5 μL of 10x 

Reaction Buffer; 2 μL of MgCl2, 0,5 μL of 10 mM dNTPs, 2,5 μL BOX A1R primer 

(10 μM) and 1,25 U of Taq DNA polymerase (Thermo Scientific Taq DNA 

Polymerase). 2,0 μL of DNA template was added to the master mix. PCR was 

carried out in a BioRad Thermal cycler as follows: 6 min at 95°C; 35 cycles of 

94°C for 1 min, annealing 53°C for 1 min, and 72°C for 8 min; and 16 min at 

72°C. The PCR amplification was then loaded on a 1 % agarose gel. 
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3. Results and Discussion 
 

3.1. Isolation of the Bt strain H3 

Twenty five Bacillus thuringiensis strains were selected from the Lebanese 

Bt collection library of our laboratory. These Bt strains (Bti, D15, D1, D3, D12, 

D23, H3, A5, D10, D5, D21, A23, DOT, D16, D27, NAR2, D11, NV1, D29, R3, 

M16, D4, D22, SLK1 and D25) were tested for their toxicity against the L3-L4 

instars of three different mosquito larvae Aedes albopictus, Culex pipiens and 

Anopheles gambiae (Annex 3 Fig 1A.1). Following the toxicity test, the hemolytic 

activity of each strain was investigated on blood agar plates. 2 strains, DOT and 

H3, were selected as non-hemolytic but toxic strains against Diptera for further 

investigations. In order to get an in-depth characterization of the killing potential 

of the selected strains, additional survival tests were performed  using six 

bacterial concentrations (5, 10, 20, 30, 40, and 50 μg/mL) at different time points 

(Fig 1A). For all three tested larvae, H3 exhibited increasing toxicity effect with 

spore-crystal concentrations and time exposure. Starting from the concentration 

of 40 μg/mL, H3 is clearly more toxic than DOT to Culex pipiens. 70 hours post-

infection, only 40 % of the larvae survived the H3 treatment whereas 80 % 

survived to DOT. In the case of Aedes albopictus, both strains are toxic 6 hours 

after infection with any of the used concentrations. However, H3 is more efficient 

than DOT as revealed by the survival curves. For example, at a concentration of 

40 μg/mL, and after 26 h, DOT killed 60 % whereas H3 killed 90 % of the infected 

larvae. On Anopheles gambiae, we note that DOT has no toxicity even with an 

increase in the concentration through 25 h. Interestingly, H3 strain is toxic on 

these larvae with a concentration of 5 μg/mL. The lethality is noted as early as 4 

h after the infection, and the rate of dead insects increases gradually with the 

augmentation of the spore-crystal concentrations. As an example, for a 

concentration of 5 μg/mL to 20 μg/mL, approximately 100 % of the larvae survive 

4 h after the infection. However, for a concentration of 30 μg/mL, the survival rate 

drops to 85 %, then becomes 76 % for a concentration of 40 μg/mL and finally 

ends at 58 % for a concentration of 50 μg/mL. Altogether, these results indicate 
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that H3 has differential toxicity efficiency on the different insects used in this 

study. Notably it is more toxic to Anopheles gambiae than to Aedes albopictus 

and finally to Culex pipiens larvae. Even though high concentrations of H3 delta-

endotoxins were needed to kill dipteran larvae compared to the dose needed to 

Bti, its toxicity behavior was different. In fact, Culex and Aedes are known to be 

more sensitive to the crystals of Bacillus thuringiensis var. israelensis than 

Anopheles (Achille, G. N., et al., 2010). 
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3.2. Genetic characterization of H3 and Bti strains 

Bacterial strains H3 and Bti isolated from soils and selected for further 

investigations are, at the beginning, only characterized morphologically. The 

corresponding colonies were off-white, opaque, with irregular outline and slightly 

raised elevation. H3 produced round shape crystals like Bti. The discrimination 

of closely related strains by morphological methods is limited; therefore, we 

used the genotyping methods in order to check whether H3 is genetically 

different than Bti (Cai, H. Y., et al., 2003). Throughout the bacterial genomes, 

there are a series of repetitive DNA sequences dispersed in multiple copies 

such as the 154 bp BOX elements. The consensus sequences of these 

elements were used in this study to amplify the DNA fragments located between 

the BOX elements in the Bt genome using the BOX-A1R primer (5’-CTA CGG 

CAA GGC GAC GCT GAC G-3’) (van Belkum, A., et al., 2001) that is conserved 

in many microbial genomes and was a singular concern in many previous 

studies (Lee, A., et al., 2009). The bands pattern obtained is shown in fig 2A. In 

fact, the genomic fingerprints of BOX-PCR consisted of 10 to 22 bands. Bti and 

H3 had only one band in common (Fig 2A, green arrow) and H3 and DOT had 

three bands in common (Fig 2A, red arrows). This BOX-PCR approach provided 

greater intra-species discrimination but sometimes it identified incorrectly some 

strains to the species level (Nayak, B. S., et al., 2011). 

 

This diversity of Bt strains can also be pointed out through the study of 

their plasmid DNA profile. As we can notice in fig 2B, the plasmid profile of H3 is 

Fig 1A. Toxicity analysis of the H3 and DOT strains. The graphs represent the percentage of 

survivors (%) of dipteran larvae (Aedes albopictus, Anopheles gambiae and Culex pipiens) 

through different concentrations (5 μg/mL, 10 μg/mL, 20 μg/mL, 30 μg/mL, 40 μg/mL and 50 

μg/mL) of the spore-crystal mixtures of the Bt strains and through different time. 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 3 

204 
 

completely different than that of Bti. Concerning this bacterial diversity 

approach, it is crucial to mention that plasmid patterns were always 

underestimated mostly because of the unreliability of the plasmid extraction 

techniques (Reyes-Ramírez, A., et al., 2008). According to the BOX-PCR and 

the plasmid DNA profiles, our results suggest that the H3 strain is genetically 

different from Bti.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 2A. Agarose gel electrophoresis of BOX-PCR fingerprintings patterns from genomic 

DNA of the strains Bti, H3 and DOT belonging to Bacillus thuringiensis. The reference strain 

Bti is provided from “Collection des Bactéries entomopathogènes T14 0007” (Institut 

Pasteur, France) and H3 and DOT are isolated from Lebanese soils. The molecular size 

marker MW is a 1 kb ladder (BioRad EZ load
TM

). The red arrows represent the common 

bands between H3 and DOT; the green arrow shows the common band between H3 and 

Bti. This result is representative of 3 independent experiments.  
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Because H3 strain showed a particular toxicity profile on the tested 

larvae, in the following analysis we investigated in details its cry and cyt gene 

content. PCRs were conducted using first specific primers targeting Bti cry and 

cyt genes (Table 1) (cry4A, cry4B, cry10, cry11 and variety of cyt genes) (Ben-

Dov, E. 2014). Only a PCR product was detected with the set of primers 

Dip2A/Dip2B which targets the DNA fragment from 372 to 1664 nucleotides of 

the cry4B gene. This region encodes a part of domain I and the domain II of the 

corresponding protein. However, we could not amplify the DNA fragment within 

the 2182 to 2981 nucleotides of this gene by the specific primer pairs 

Dip1A/Dip1B. Other set of primers targeting other genes known to encode for 

Fig 2B. Plasmid patterns of strains (Bti, H3 and DOT) of Bacillus thuringiensis in 0,8 % 

agarose gel. The molecular size marker MW is a 1 kb ladder (BioRad EZ load
TM

). This 

result is representative of 3 independent experiments.  
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delta-endotoxin active against Diptera were used as well:  S5un4/S3un4 which 

target cry54 or cry4A or cry4B or cry10A genes, Up39.40-5/Up39.40-3 which 

target cry40Ba, cry40Aa, cry39A, cry40Da genes and UP30-5/UP30-3 which 

target cry30Ga1 (Song, F. P., et al., 1998; Zhang, W., et al., 2012 and Elleuch, 

J., et al., 2014) (Table 1). H3 generated products of approximately 1000-1500 

bp with the S5un4/S3un4 and Up39.40-5/Up39.40-3 primers (Fig 2C).  

The PCR results suggest that different cry genes may exist within H3 

strain. The amplified DNA fragments were therefore sequenced in order to verify 

their identity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 2C. Agarose gel electrophoresis analysis of PCR amplification of cry4B, cry4A, cry54, cry10A, 

cry40 and cry39A genes using specific primers (Table 1). The PCR reactions were performed on 

plasmid DNA extracted from Bti, H3 and DOT Bt strains. The molecular size marker MW is a 100 bp 

ladder (Fermentas). This result is representative of 3 independent experiments. 
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Table 1. List of primers designed and used in this study, their annealing temperature (˚C), their 

sequences, the genes they recognized and the size of their expected PCR products (bp). 
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3.3. Consideration of genetic polymorphisms 

The nucleotide blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) of the 

sequence obtained with the Dip2A/Dip2B primers, showed 83 % identities with 

Bacillus thuringiensis serovar israelensis delta-endotoxin (cry4BLB) gene, 

complete cds (Accession AY729887.1). Moreover, the blast of the sequence 

obtained with the primers S5un4/S3un4, known to target cry54 or cry4A or 

cry4B or cry10A genes, showed 79 % identities with the same cry4BLB gene 

(Accession AY729887.1). The cry4BLB sequence and the sequence obtained 

with the Dip2A/Dip2B primers were both aligned to the sequences of all variant 

of cry4B gene (cry4Ba1, cry4Ba2, cry4Ba3, cry4Ba4, cry4Ba5 and cry4Ba-like) 

retrieved from Neil Crickmore database (http://www.btnomenclature.info/). The 

sequence obtained with the Dip2A/Dip2B primers showed highly polymorphic 

region from 243 to 1040 nucleotides. The translation and the alignment of their 

corresponding protein sequences confirmed as well this high polymorphism (Fig 

2D) found between the 98 and the 342 amino acid of the sequence. This 

sequence corresponds to domain I and II of Cry4Ba protein (domain I: Ile40 to 

Arg271 and domain II: Tyr272 to Val469 (Boonserm, P., et al., 2005)). These 

two domains are known to be responsible for the pore formation in the midgut 

membrane of the dipteran larvae and for the Bt toxins receptor binding 

(Boonserm, P., et al., 2005). Thus, we can conclude that H3 does not have the 

cry4B gene found in Bti, however, it had a new variant of this cry4B gene.  

Moreover, the blast analysis of the sequence obtained from the PCR 

using the Up39.40-5/Up39.40-3 primers, hits the Bacillus thuringiensis, cry40 

gene partial cds with 73 % identity (Accession AY817148.1). Therefore, specific 

primers were designated to amplify this cry40 gene partial cds (Accession 

AY817148.1). The PCR amplification yielded a product of approximately 1000 

bp (Fig 2C). The sequencing of this product indicates that H3 has a new variant 

of that gene. In fact, the ncbi blast of the sequence obtained showed 88 % 

identities with Bacillus thuringiensis serovar aizawi cry40-like and ORF2 genes 

for putative mosquitocidal toxins, hypothetical protein, complete cds (Accession 

AB112346.1). 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57639075?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=124EC90D01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57639075?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=124EC90D01R
http://www.btnomenclature.info/


Thèse Mandy C. ANTOUN  Chapitre 3 

209 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. SDS PAGE profile analysis 

The SDS-PAGE of spore-crystal suspensions of selected strains is shown 

in Fig 3. Bti had the major proteins of 130-135 (Cry4A/4B), 72 (Cry11A), 58 

(Cry10A) and 27 kDa (Cyt1A) (Ibarra, J., et al., 1986). However, H3 and DOT 

are characterized by a very distinguished profile. H3 is characterized by two 

main proteins of 50 kDa and 70 kDa. Therefore, its bands could correspond to 

new types of Cry proteins with dipteran activity. Moreover, the in vitro activation 

processes of the strains’ protoxins were conducted using trypsin and larval 

extract of Aedes Albopictus, Culex pipiens and Anopheles gambiae at different 

time points. 

 

 

Fig 2D. Multiple alignments of protein sequences of H3 Dip2A/2B and Cry4B variant of 

Neil Crickmore database (Cry4Ba1, Cry4Ba2, Cry4Ba3, Cry4Ba4, Cry4Ba5 and Cry4Ba-

like). 
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3.5. Parasporal protein activations with larval extracts in vitro 

Active forms of H3 were detected quickly after 5 min of incubation with 

trypsin and stay stable till 48 h. However, trypsin didn’t activate protoxins of DOT. 

With the different larval extracts, we can confirm that the digestion patterns of 

H3, DOT and Bti are very dissimilar (Fig 4A). In fact, in what follows, we will 

discuss only the in vitro processing of H3 which is our strain of interest. The 

profile obtained with Culex juice was comparable to that obtained with trypsin; 

nevertheless it was divergent from profiles obtained with Anopheles and Aedes 

larvae extracts. In the latest two profiles of H3, we noticed the presence of a 40 

kDa protein band which didn’t exist after Culex and trypsin treatment. This band 

appears in the entire wells equivalent to the activation kinetics by Anopheles 

larvae extract; though it only appeared after 10 min following the treatment with 

Aedes larvae extract and disappeared from 4 h of activation. We sequenced this 

Fig 3. SDS-PAGE (10 % gel) of the spore-crystals mixtures of Bti, H3 and DOT Bt 

strains. The molecular weight (MW) is a BioLabs Prestained Marker Broad range 

#7708S from 7- 175 kDa. This result is representative of 3 independent 

experiments. 
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band to check for which active toxin she belongs and whether this protein is 

behind the toxicity against Anopheles. This 40 kDa band was sequenced by 

Thermoscientific LTQ Orbitrap XL™ Hybrid FT Mass Spectrometer LC-MS/MS. 

The two insecticidal proteins Cry4Aa and Cry11Aa were identified in the band but 

at a low score (Fig 4B); knowing that the PCR didn’t reveal any of the genes 

which encode these proteins. 

.  
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Fig 4A. in vitro processing of Bti, H3 and DOT with Trypsin (A), Cx. pipiens larvae protease 

extract (B), Ae. albopictus larvae protease extract (C) and An. gambiae larvae protease 

extract (D) after different incubation periods: 5 min (5’), 10 min (10’), 30 min(30’), 1H, 4H, 

24H and 48H. N.D: Non digested protoxins; MW: Molecular weight BioRad Kaleidoscope™ 

Prestained Standards from 6-196 kDa for H3 and DOT patterns and BioLabs Prestained 

Marker Broad range #7708S from 7- 175 kDa for Bti patterns. 
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Fig 4B. Sequencing results of the 40 kDa band squared in red (Thermoscientific 

LTQ Orbitrap XL™ Hybrid FT Mass Spectrometer LC-MS/MS). The rows 

highlighted in the excel sheet are the two insecticidal proteins Cry4Aa and 

Cry11Aa found in this band. 
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4. Conclusion 

The present study evidenced a new non cytolytic strain of B. thuringiensis 

H3 isolated from Lebanese soils and producing spherical crystals as Bti. 

Particularly, H3 showed, in the absence of Cyt, a dose dependent in vivo activity 

that differs depending on mosquitoes’ species. In the absence of the synergistic 

activity due to Cyt, this toxicity could be explained first of all by the presence in 

H3 of a new variant of cry4B gene and secondly by the finding of a new variant 

of cry40 gene in H3. Thus, future characterization of these cry gene and in vivo 

tests using H3 strain supplemented with Cyt will be our main focus in order to 

investigate in the new toxicity mechanism. 
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En vue de maintenir le développement durable, protéger l’Homme contre 

les moustiques vecteurs de maladies et l’environnement contre les 

phytoravageurs, la lutte biologique contre les diptères trouve son essor ces 

dernières décennies. Effectivement, sans lutte contre ces insectes, les maladies, 

les mauvaises herbes et les pertes de récoltes peuvent être très considérables. 

Au niveau mondial, selon une estimation d’Oerke et Dehne en 1997, elles 

seraient de l’ordre de 400 milliards de dollars (Oerke, E.-C., et al., 1997). Les 

maladies transmises par les moustiques présentent un problème majeur de la 

santé publique, et leur prévalence a augmenté d’une façon spectaculaire dans le 

monde entier (Baird, G. S., et al., 2000, Lebl, K., et al., 2015 ; Kampen, H., et al., 

2014 et WHO, 2014). Pour y remédier, l’usage excessif des pesticides chimiques 

a été une solution néfaste puisqu’ils provoquent  d’importants risques sur la 

santé de l’Homme et des animaux, des contaminations des eaux, des sols et des 

dommages aux niveaux des végétations (Igbedioh, S. O. 1991 et Aktar, W., et 

al., 2009). Comme agent de bio contrôle efficace, les bio pesticides viennent 

remplacer les pesticides chimiques pour cette lutte biologique. Particulièrement, 

les bio pesticides à base de la bactérie Bacillus thuringiensis israelensis fut mise 

en valeur depuis 1976 et s’est montrée d’une efficacité majeure du fait de la 

présence sur son plasmide pBtoxis de gènes codants pour les protéines Cry 

(Cry4A/4B, Cry11A, Cry10A et Cyt1A) dont leurs activités insecticides ont été 

étudiées sur un spectre larve de diptères. Bti se caractérise par son potentiel 

d’adaptation efficace et rapide face à des perturbations très importantes de son 

environnement (rayons UV ou X, antibiotiques, résistance des insectes aux 

toxines de Bti…) (Ramirez-Peralta, A., et al., 2012 ; Leclerc, H., et al., 1975 et 

Millet, J., et al., 1960). Cette bactérie appartient au genre Bacillus qui appartient 

au phylum des Firmicutes.  

350 souches de Bacillus thuringiensis sont déjà répertoriées dans notre 

laboratoire et elles ont été isolées des sols de chênes et de pins Libanais. Vu 

que les forêts de chênes et de pins constituent les deux types de végétation les 

plus répandues au Liban (Communication personnelle avec Pr. Magda 

Boudagher Kharrat), nous nous sommes fixés comme premier objectif d’étudier 
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la diversité bactérienne de ces deux sols et il s’est avéré intéressant de 

comparer cette diversité à celle des mêmes sols de géographie différente, 

l’Autriche. Dans ce cadre, une collaboration a été établie entre notre laboratoire 

et le laboratoire de biotechnologie de Graz afin de répondre à cet objectif. En 

effet, il s’agissait de deux sols de géographie, de climat, de végétation et de 

communautés bactériennes différents. Le sol est un répertoire de plusieurs 

microorganismes ayant des fonctions diverses dans les processus de 

fonctionnement des sols et la conservation de sa végétation (Daniel, R. 2005). 

Parmi les stratégies de bio contrôle, il est primordiale de caractériser la diversité 

bactérienne des sols des quels nous puisons nos souches bactériennes. Cette 

approche fait intervenir plusieurs paramètres et méthodes d’analyse. Il s’agit en 

fait d’utiliser des indices de mesure de la biodiversité des sols qui prennent en 

compte la complexité de chacune des communautés bactériennes, leur 

distribution géographique, leur évolution suite au changement de climat et 

évidemment toutes les différences possibles existantes. A ce niveau, l’indice de 

Shannon Wiener et les diversités alpha et bêta sont utilisées dans le chapitre 1 

de ce manuscrit dans le but d’étudier les phyla bactériens constituants les sols 

de chênes et de pins étudiés, puis particulièrement la caractérisation et la 

distribution des communautés de Firmicutes et leur abondance au sein de ces 

sols-là (Saeki, Y., et al., 2014). Des méthodes moléculaires de génotypage 

(SSCP et qRT-PCR) et de séquençage à haut débit (IlluminaSeq) ont servi pour 

étudier cette diversité bactérienne. Les résultats de cette étude de diversité 

basée sur les régions hypervariables V3, V4 et V5 du gène 16S ARNr de ce 

premier chapitre ont montré que chaque sol selon sa localisation, son climat et 

son type de végétation, se caractérise par certains phyla bactériens qui sont 

spécifiques à son écosystème et certains phyla se trouvent communément dans 

les quatre sols mais en différentes abondances. Le phylum des Firmicutes a été 

particulièrement étudié puisqu’il renferme les bactéries sporulantes du genre 

Bacillus intéressantes en lutte biologique. Ce genre a été omniprésent et très 

abondant dans les sols de chênes et de pins Libanais et Autrichiens. Il a été 

démontré aussi que la biodiversité des Firmicutes, relative aux mêmes types de 
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sols, varie selon les sites géographiques. En effet, les sols de chênes dans les 

deux pays se sont révélés plus diversifiés en communautés de Firmicutes que 

les sols de pins. Les communautés bactériennes sont spécifiques à chaque type 

de végétation (chênes et pins) qui influencent le sol et son écosystème puisqu’ils 

sont en dynamique continue. En résumé, nous concluons de cette première 

étude que les sols de chênes sont plus abondant en Firmicutes que les sols de 

pins et ceci dans les deux pays. Une panoplie d’explications probables pour ces 

résultats se présente : des sols différents, caractérisés par des végétations 

différentes qui ensemble influencent la microflore ; les caractéristiques 

physicochimiques des sols ; le microclimat des sols… (Schimel, J. 1995 ; Balser, 

T. C., et al., 2002 ; Buckley, D. H., et al., 2002 ; Haase, S., et al., 2008 et 

Kandeler, E., et al., 2006). Afin de mieux élucider la diversité bactérienne des 

sols, les méthodes d’analyse des ADNs et des ARNm doivent être combinées 

avec l'approche protéomique dans le but d’accéder à des mesures de 

l'expression des protéines dans le sol.  

De ces deux types de végétation les plus répandues au Liban, 25 souches 

de Bacillus thuringiensis ont été criblées pour leur activité contre les diptères 

vecteurs de maladie. Trois modèles de diptères ont servi pour les tests in vivo: 

Culex pipiens, Aedes albopictus et Anopheles gambiae. J’ai ensuite réussie à 

identifier parmi les bactéries criblées une souche A23 plus toxique que la souche 

mondialement connue Bti contre les trois modèles de diptères. D’un autre point 

de vue, une autre souche H3 non cytolytique a été aussi identifiée et possède 

une activité diptéricide in vivo même en absence de la protéine Cyt. Son activité 

s’est révélée inférieure à celle de Bti qui en revanche possède Cyt. Les 

caractéristiques génétiques et moléculaires des deux souches A23 et H3 ont été 

élucidées afin de comprendre leur particularité.  

La souche A23 a été plus toxique contre les diptères que la souche 

mondialement connue Bti. Sa toxicité in vivo contre les larves de Culex a montré 

une LC50 de 0,0068 μg/mL qui est inférieure à celle de Bti (LC50 (Bti) = 0,0073 

μg/mL). Contre Aedes, A23 s’est montrée 2.6 fois plus toxique que Bti (LC50 
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(A23) = 0,0071 μg/mL et LC50 (Bti) = 0,0182 μg/mL), et finalement contre 

Anopheles, A23 est 1.4 fois plus toxique que Bti (LC50 (A23) = 0,0245 μg/mL et 

LC50 (Bti) = 0,0338 μg/mL). Ces calculs statistiques de la LC50 ont été effectués à 

des temps précis selon la susceptibilité de chaque type de larves de diptères aux 

suspensions spores-cristaux des souches bactériennes (2h30 pour Culex, 3h30 

pour Anopheles et 5 h pour Aedes). Toutefois, Anopheles a nécessité des doses 

de létalité plus importantes que Culex et Aedes et cela repose sur la façon et la 

rapidité de s’alimenter et de s’adapter durant leur cycle de croissance 

(Mahmood, F. 1998). Afin de comprendre cette toxicité in vivo élevée de A23, 

son contenu en gènes cry et cyt a été étudié révélant la même composition que 

la souche de référence Bti. Aucun polymorphisme de séquences n’a été trouvé 

au niveau de ces gènes-là chez A23 par comparaison aux gènes cry de la base 

de données de Neil Crickmore. De même, les profils protéiques SDS-PAGE 

reflètent un contenu protéique identique entre ces souches (Cry4A/Cry4B, 

Cry11A, Cry10A et Cyt1A). Cependant, seule l’activation in vitro des delta-

endotoxines de la souche A23 s’est montrée différente de celle de Bti et ceci 

pour les trois types de larves. Par conséquent, nous proposons l’étude par qRT-

PCR du niveau de transcription des gènes cry4A, cry4B, cry11A, cry10A et cyt1A 

et de l’activité de leur promoteur chez A23 comme explication probable de cette 

toxicité élevée (D’haene, B., et al., 2010). De plus, l’identification de nouvelles 

protéines à activité diptéricide non découvertes jusqu’à là chez Bti est également 

une piste à envisager. Le séquençage de la bande de 25 kDa obtenu dans le 

profile protéique de A23 est également nécessaire afin de déterminer son 

contenu protéique et d’identifier probablement une nouvelle protéine responsable 

de cette toxicité. En 2010, Zhu, J., et al. ont identifié chez une souche de Bacillus 

thuringiensis isolée en Chine (HS18-1) deux protéines Cry4Cb1 et Cry30Ga1 

non présentes chez Bti et ayant des activités insecticides sur Aedes aegypti 

(pour Cry4Cb1) et Aedes aegypti et Plutella xylostella (pour Cry30Ga1) (Zhu, J., 

et al., 2010). Nous proposons aussi le séquençage entier du génome de la 

souche A23 dans le but de la caractériser entièrement (Li, Q., et al., 2015). Cette 

dernière perspective est en cours de traitement.  



Thèse Mandy C. ANTOUN  Discussions générales et Perspectives 

228 
 

Dans un troisième chapitre, j’ai projeté d’étudier l’activité insecticide contre 

les mêmes diptères d’une souche non cytolytique H3 de Bt. Cette souche H3 

ayant un cristal rond comme Bti a montré une toxicité faible in vivo contre les 

larves de diptères en utilisant des concentrations de suspensions spores-cristaux 

relativement élevée (de l’ordre de 5 à 50 μg/mL) par rapport à la dose utilisée 

avec Bti. H3 ne possède qu’une partie du gène cry4B amplifié par les amorces 

Dip2A/Dip2B et qui, après séquençage et alignement avec les variants cry4B de 

la base de données de Neil Crikmore, n’a montré aucunes similarités en termes 

de bases nucléotidiques et en acides aminés. Cependant les amorces 

Dip1A/Dip1B qui sont censées reconnaitre le gène cry4B, n’ont pas donné 

d’amplicon pour la souche H3. Une étude du gène entier de cette souche-là doit 

être effectuée afin de valider si cette souche possède un nouveau variant du 

gène cry4B ou si la protéine Cry4B de H3 a été tronquée ce qui explique alors sa 

faible toxicité in vivo. L’étude génique de cette souche a révélé la présence d’un 

variant du gène cry40 qui est connu pour son activité diptéricide. De plus, le 

profile protéique de H3 ainsi que l’activation de ses delta-endotoxines in vitro par 

les différents jus larvaires montrent des profils différents de Bti. A ce niveau, en 

plus de l’étude plus approfondie du gène cry4B de H3 et cry40, nous prévoyons 

d’introduire le gène cyt chez H3 et de suivre sa toxicité in vivo dans le but 

d’étudier l’importance de la protéine Cyt dans le mécanisme de toxicité contre les 

larves de diptères ainsi que les synergismes qu’elle assure (Wu, D., et al., 1994 

et Perez C., et al., 2005). Ceci a été fait en 2014 sur la souche Bacillus 

thuringiensis kurstaki (BNS3) dans laquelle le gène Cyt1A a été introduit afin 

d’augmenter sa toxicité contre les larves de lépidoptères et d’empêcher la 

résistance (Elleuch, J., et al., 2014).  
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Explorer la diversité bactérienne des sols et en tirer profit est la base pour 

la formulation d’agent de bio contrôle efficace en lutte biologique. En 2006, 

Sarthou J.P. a dit qu’une loi en écologie nous apprend qu'en règle générale les 

écosystèmes sont d'autant plus stables et résistants à des perturbations 

extérieures qu'ils sont biodiversifiés. La diversité bactérienne des sols desquels 

nous isolons nos souches bactériennes devrait être étudiée en profondeur. La 

protection des agricultures contre les attaques des phytoravageurs ainsi que la 

protection de l’Homme contre les moustiques piqueurs constituent deux 

thématiques essentielles de nos jours afin d’assurer un environnement sain et 

durable. Ceci nous incite à développer des agents de bio contrôle bénéfiques 

pour l’environnement et efficaces dans le but d’éviter l’apparition de résistance 

sur le champ.   

L’usage du bactério insecticide Bti représente aujourd’hui une très bonne 

alternative aux insecticides chimiques. Cela est dû à sa spécificité et son activité 

insecticide élevée envers les diptères et à l’absence d’une évolution rapide de la 

résistance. Toutefois, les résultats obtenus au cours de ma thèse montrent que 

des formulations d’agent de bio contrôle à base de la souche A23 peuvent être 

testées sur les champs puisqu’elle a montré une toxicité in vivo plus élevée que 

Bti. Davantage, dans certains cas, la souche H3 non cytolytique pourrait servir 

pour la lutte biologique mais à des doses supérieures que Bti. En effet, cette 

souche pourrait être utilisée pour lutter spécifiquement et rapidement contre les 

larves d’Anophèles qui sont connues d’être moins sensibles aux toxines de Bti.  

Des identifications supplémentaires de nouvelles souches actives sur les 

diptères et plus efficaces que Bti doivent être développées afin d’élaborer 

continuellement de nouveaux moyens de lutte biologique. Plusieurs souches 

bactériennes combinées ensembles ayant des activités insecticides élevées et 

variées sur différents types d’insectes pourront aussi composer un bénéfique 

cocktail pour la lutte biologique.  
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1. Table representing the percentage of the different taxons analyzed at Phylum level 
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2.  Table representing the percentage of the different taxons analyzed at Class level 
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3.  Table representing the percentage of the different taxons analyzed at Genus level 
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Fig 1A.1. Comparative toxicity analysis of the highly toxic Bt strains (Bti, D15, A23 and D21) and the 

Bt strains with low toxicity (H3, DOT and D12). The graphs represent the percentage of survivors (%) 

of dipteran larvae through different time for a fixed concentration of the spore-crystal mixtures : A. the 

survivors count was performed for a concentration of 0,075 μg/mL for the highly toxic strains and B. 

the survivors count was performed for a concentration of 10 μg/mL for the strains with low toxicity. 



Thèse Mandy C. ANTOUN  Annexes 

236 
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1A.2. Toxicity analysis of the three most toxic strains Bti, D21 and A23. The graphs represent 

the percentage of survivors (%) of dipteran larvae through different concentrations of the spore-

crystal mixtures of the Bt strains using a fixed time for each mosquito: the survivors count was 

performed after 5 h of incubation with spore-crystal mixtures for Aedes, after 3h30 for Anopheles 

and 2h30 for Culex.  In all the graphs, the red curve is the toxicity of A23, the blue one for Bti and 

the green curve for D21 respectively. 
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Fig 1A.1. Comparative toxicity analysis of the highly toxic Bt strains (Bti, D15, A23 and D21) and 

the Bt strains with low toxicity (H3, DOT and D12). The graphs represent the percentage of 

survivors (%) of dipteran larvae through different time for a fixed concentration of the spore-crystal 

mixtures: A. the survivors count was performed for a concentration of 0,075 μg/mL for the highly 

toxic strains and B. the survivors count was performed for a concentration of 10 μg/mL for the 

strains with low toxicity. 
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