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Résumé  
Bacillus thuringiensis (Bt) est une bactérie sporulante Gram-positive. Elle a synthétise des toxines (Cry) 
entomopathogènes qui sont enfermées dans un cristal au sein de la spore. Les produits Bt sont les 
bioinsecticides les plus efficaces contre les lépidoptères ravageurs de cultures et prédominent en 
agriculture biologique, occupant 70 % des parts de marché des bioinsecticides. La surface mondiale en 
agriculture biologique a doublé en 10 ans induisant de facto une augmentation de 4% par an de 
l'utilisation des bioinsecticides. Cette tendance va s'accentuer dans les années à venir suite aux 
incitations nationales et internationales visant à réduire l’utilisation des produits chimiques. Avec cette 
forte croissance, les populations sont de plus en plus exposées aux bioinsecticides via l’alimentation, ce 
qui soulève la question de leurs effets potentiels à long terme sur la santé. Le premier organe en contact 
avec de la nourriture contaminée par les bioinsecticides Bt est donc le tube digestif. 
 
Mon projet de thèse s'intéresse aux conséquences physiopathologiques intestinales liées à l'ingestion 

chronique de Bt aux doses retrouvées sur les légumes "bio" après traitement en utilisant la drosophile 
comme modèle. La drosophile permet d'identifier les mécanismes physiologiques, cellulaires et 
génétiques impliqués dans les effets observés. La conservation de ces mécanismes entre la drosophile et 
les vertébrés permet ensuite de rapidement aborder les problèmes chez les mammifères. J'ai ainsi montré 
que l'ingestion de bioinsecticides Btk  kurstaki (Btk) aux doses environnementales par des drosophiles 
adultes induisait sous 24h une apoptose modérée des entérocytes. J'ai montré que cette apoptose est 
causée par les toxines Cry de Btk. Qui dit apoptose d'entérocytes, dit mise en route du processus de 
remplacement cellulaire via la différentiation des progéniteurs en entéroblastes puis en entérocytes. 
Etonnamment, j'ai observé une forte augmentation du nombre de cellules entéroendocrines à partir du 
premier jour suivant l'ingestion. Par lignage cellulaire, j'ai démontré que peu de nouveaux entérocytes 
apparaissaient, en tous cas pas suffisamment pour remplacer tous ceux mourant. De fait, le nombre total 
d'entérocytes dans l'intestin diminue alors que le nombre de cellules entéroendocrine augmente. Ensuite 
j'ai démontré que les cristaux de toxines de Btk détournaient les progéniteurs de leur destin initial 
d'entérocytes vers un destin de cellules entéroendocrines, à cause d'un affaiblissement de l'interaction 
cellule-cellule entre les cellules souches intestinales mères et les cellules filles progénitrices. J'ai pu 
sauver l'excès de cellules entéroendocrines dépendant du bioinsecticides Btk en augmentant la force des 
jonctions adhérentes entre les cellules souches et les progéniteurs. La souche Btk composant les produits 
commerciaux produit 5 toxines Cry différentes (Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa, et Cry2Ab) ciblant 
les larves de lépidoptères. J'ai montré que  les toxines de type Cry1A sont capables, seules, d'induire 
l'augmentation du nombre de cellules entéroendocrines. 
En conclusion, une partie de mes travaux participent aux connaissances sur les mécanismes 
physiologiques, génétiques et cellulaires fondamentaux nécessaires au maintien de l'intégrité de 
l'épithélium intestinale après une agression modérée. D'autre part, mes travaux montrent que l’ingestion 
de bioinsecticides Btk aux doses utilisées en agriculture induit une perturbation de l’équilibre 
physiologique de l'intestin d'un organisme non-cible. La poursuite de ce type de travaux est essentielle 
pour arriver à évaluer minutieusement les risques consécutifs à une exposition aux biopesticides Btk par 
les organismes non-cibles. Il est important d’obtenir des données précises pour mettre en place des 
mesures préventives et/ou curatives pour la santé humaine et l'environnement. 
Mots Clefs: Bioinsecticides, Bacillus thuringiensis (Bt), Drosophila melanogaster, Homéostasie 
cellulaire intestinale, Toxines Cry , Jonctions adhérentes 
 
 
 
 



Abstract  
Microbes, toxins and chemicals such as pesticides are harmful agents that could attack the 
gastrointestinal tract throughout organismal life. This triggers a rapid renewing of damaged intestinal 
cells to sustain a functional barrier to limit the risk of developing pathologies. The repair process 
involves a transient proliferation of intestinal stem cells (ISCs) and the differentiation of their progeny 
into enterocytes to replace the damaged ones. Among pesticides, the broadly used bioinsecticides 
composed of spores and crystalline (Cry) toxins of Bacillus thuringiensis subsp kurstaki (Btk) are 
expected to supplant synthetic chemical pesticides to specifically fight lepidopteran pests. We have 
investigated here the effects of spores and toxins of Btk ingested along with the food on intestinal cellular 
homeostasis of the non-target dipteran Drosophila melanogaster. We showed that Btk Cry toxins induce 
enterocyte death and ISC proliferation. Surprisingly, a high proportion of ISC's daughter cells 
differentiate into enteroendocrine cells instead of their initial enterocyte destiny. This imbalanced 
intestinal cell composition is due to Cry toxins which weakened cell adhesion between the ISC mother 
cell and its immediate daughter progenitor leading the latter to adopt an enteroendocrine cell fate. Our 
results further showed that Cry1A family of toxins is implicated in this intestinal cell fate diversion, 
suggesting that Btk bioinsecticides induce non-negligible deleterious effects on gut physiology. 
 
Keywords: Bioinsecticides, Bacillus thuringiensis (Bt), Drosophila melanogaster, intestinal 
homeostasis, Cry toxins, Adherens junctions. 
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Résumé générale 

Le contrôle des insectes nuisibles pour l’agriculture et des insectes vecteurs de maladies est un 

enjeu majeur depuis des décennies. Ce contrôle est basé principalement sur l’utilisation des 

produits phytosanitaires chimiques (insecticides). L’utilisation de ces derniers a 

considérablement diminué la pénibilité du travail au champ tout en permettant une production 

suffisante et à moindre coût pour satisfaire aussi bien le marché que le consommateur. 

Toutefois, l’utilisation de ces pesticides à fait apparaître plusieurs problèmes tels des impacts 

létaux ou sublétaux sur des organismes non cibles. Les effets non intentionnels sont souvent 

des perturbations du système endocrinien ou immunitaire, des altérations du comportement, du 

développement embryonnaire, voir des cancers. De fait leur utilisation peut être la cause de 

problèmes environnementaux et de santé publique, d’autant plus que les risques inhérents à 

certains d’entre eux sont mal évalués. Pour cela, les pratiques agricoles commencent à évoluer 

vers une réduction de l'utilisation des pesticides chimiques au profit d’alternatives dites de 

biocontrôle, considérées comme plus respectueuses de l'environnement. Les biopesticides font 

dores et déjà l’objet d’une utilisation croissante dans la lutte contre les nuisibles et les plantes 

adventices. Parmi ces biopesticides, la bactérie Bacillus thuringiensis (Bt) représente 75% du 

total des ventes et est utilisée dans le monde entier pour lutter contre les lépidoptères ravageurs 

en agriculture biologique mais aussi en agriculture conventionnelle. Bt est une bactérie 

sporulante Gram-positive appartenant au groupe Bacillus cereus. Bt a la particularité de 

synthétiser des toxines (toxines Cry) aux propriétés entomopathogènes enfermées dans un 

cristal au sein de la spore, mettant alors en évidence le potentiel d’utilisation qu’elle 

représentait. Parmi les différentes souches de Bt, certaines ont été sélectionnées pour leur 

spécificité d'action contre des nuisibles et sont commercialisées sous forme de spores dont la 

production et la conservation, aisées et peu onéreuses, constituent un atout supplémentaire dès 

les années 50 aux Etats-Unis. La souche Bt kurstaki (Btk) est le biopesticide le plus utilisé en 

agriculture biologique en France pour lutter contre les chenilles de lépidoptères ravageuses de 

cultures. La présence accrue de Bt dans les denrées alimentaires (les légumes traités) peut 

potentiellement affecter la physiologie du tube digestif, premier organe et première barrière en 

contact avec de la nourriture contaminée par les bioinsecticides Bt, les microbes et les toxines. 

Ce qui soulève la question suivante : dans quelle mesure les organismes non-cibles seront 

potentiellement affectés par l'augmentation de l’utilisation des produits Bt? Quels sont les 

effets potentiels à court et long terme de ces produits, même à doses faibles, sur la santé 

des organismes non-cibles ?  
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Il est admis que la présence de bactéries non commensales (allochtones) dans l'intestin peut être 

à l'origine d'un état pro-inflammatoire pouvant aboutir au développement de maladies 

inflammatoires intestinales chroniques de type Crohn ou colite ulcéreuse et dans le pire des 

cas dégénérer en cancers. Bt étant une bactérie non commensale opportuniste, elle peut donc 

interférer avec l'épithélium intestinal de l'individu. Bt est ainsi mis en cause dans des 

intoxications alimentaires provoquant des diarrhées. Ces données suggèrent donc qu'une 

utilisation intensive des bioinsecticides Bt pourrait avoir une incidence sur le 

développement de pathologies digestives. Mon projet de thèse s'intéresse aux conséquences 

physiopathologiques intestinales liées à l'ingestion de Bt aux doses retrouvées sur les légumes 

"bio" après un seul traitement en utilisant la drosophile comme modèle. 

Dans la première partie de ma thèse, afin d'isoler les impacts potentiels liés à la présence de la 

bactérie Bt, nous avons travaillé avec la forme végétative de Bt. Ceci permet d'éviter l'effet 

additif/synergique des toxines Cry qui sont produites uniquement pendant la sporulation. Nous 

avons étudié les premières étapes des mécanismes de signalisation induits par la présence de 

bactéries opportunistes. Nous avons mis en évidence un nouveau mécanisme de défense 

caractérisé par l'apparition de spasmes viscéraux pour éliminer plus rapidement les bactéries 

opportunistes. Dans cette étude, nous avons identifié un nouveau circuit physiologique qui est 

impliqué dans la défense intestinale locale et participe à l'élimination des bactéries allochtone 

ingérées. Nous avons démontré que la production d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) 

immunitaires en réponse à la présence de bactéries allochtone dans la lumière intestinale 

conduit à des contractions viscérales rapides et fortes dispersées le long de l'intestin moyen. 

Pour résumer l’enchaînement des évènements on peut dire que l'intestin moyen antérieur repère 

la présence des bactéries opportunistes ingérées. La réponse des entérocytes se fait par la 

production de ROS en moins d’une heure. Les ROS endommagent les bactéries et bloquent leur 

prolifération. En parallèle, ces ROS sont détectés par une sous population de cellules 

entéroendocrines (EEC) antérieures grâce au récepteur TRPA1. La liaison des ROS à TRPA1 

induit un flux de calcium dans les EEC, ce qui favorise la sécrétion de l'hormone DH31 

(homologue du CGRP de mammifère) du côté basal. DH31 à son tour active son récepteur dans 

les muscles viscéraux voisins ce qui est suffisant pour déclencher une série de spasmes 

viscéraux favorisant l’expulsion rapide des bactéries.  

Afin de mieux comprendre les effets non intentionnels associés à l'utilisation des bioinsecticides 

Bt sur le long terme, dans la deuxième partie de ma thèse, nous avons étudié les impacts de 

l'ingestion de bioinsecticides Btk (mélange spores et cristaux de toxines Cry) sur l'homéostasie 

cellulaire intestinale de l'organisme non cible Drosophila melanogaster à l'aide de doses 
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environnementales. Nous avons travaillé pour cette étude directement avec les produits 

commerciaux provenant de fabricants différents (Dipel®, et Delfin®). Bien que l'impact 

délétère d'une intoxication aiguë puisse être surmonté par la capacité de régénération et de 

défense de l'épithélium intestinal, une agression prolongée ou chronique peut compromettre 

l'équilibre physiologique (l'homéostasie) de l'intestin. Un tel impact peut avoir des 

conséquences dramatiques pour la santé intestinale et/ou systémique d'un organisme, impactant 

à la fois sa condition physique générale et sa longévité. Chez la drosophile, il existe 

schématiquement cinq types de cellules composant l'épithélium intestinal. Les cellules souches 

intestinales (ISC) sont à la base de ce renouvellement et servent à régénérer chaque type de 

cellules intestinales. Lors de la division, les ISC donnent naissance aux cellules progénitrices 

filles qui suivront deux voies de différenciation différentes en fonction des besoins. Les 

entéroblastes (EB) sont les précurseurs des entérocytes (EC) et les précurseurs entéroendocrines 

(EEP) des cellules entéroendocrines (EEC). L'équilibre cellulaire et physiologique de 

l'épithélium intestinal assure le remplacement efficace des cellules endommagées tout en 

limitant le risque de maladies inflammatoires, qui, dans le pire des cas, peut conduire au 

développement de cancers. Le taux de prolifération des ISC est étroitement lié à l'exigence de 

renouvellement des tissus à un moment donné. Par exemple, la prolifération des ISC est 

stimulée au cours des infections bactériennes ou d'agressions afin de renouveler rapidement les 

EC endommagés et/ou morts. 

Nous avons ainsi montré que l'ingestion de bioinsecticides Btk aux doses environnementales 

par des drosophiles adultes induisait sous 24h une apoptose modérée des EC. Nous avons 

montré que cette apoptose est causée par les toxines Cry de Btk. En réponse à cette apoptose, la 

voie de signalisation pro-inflammatoire de réponse aux stress JNK est fortement induite dans 

les EC. L'activation de la voie JNK induit en retour la production de cytokines inflammatoire 

Upd par les EC. Ces cytokines sécrétées stimulent ensuite la prolifération des ISC. Qui dit 

apoptose d'EC, dit mise en route du processus de remplacement cellulaire via la différentiation 

des progéniteurs en EB puis en EC. Cependant, nous n’avons pas observé ce phénomène 

pourtant largement décrit suite à une intoxication alimentaire bactérienne. Etonnamment, nous 

avons observé une forte augmentation du nombre de EEC à partir du premier jour suivant 

l'ingestion. Par lignage cellulaire, nous avons démontré que peu de nouveaux EC apparaissaient, 

en tous cas pas suffisamment pour remplacer tous ceux mourant. De fait, le nombre total d'EC 

dans l'intestin diminue alors que le nombre de EEC augmente. Ensuite nous avons démontré 

que les cristaux de Btk détournaient les progéniteurs de leur destin initial de EC vers un destin 

EEC, à cause d'un affaiblissement de l'interaction cellule-cellule entre les ISC mères et les 
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cellules filles progénitrices. Nous avons pu sauver l'excès de EEC dépendant du bioinsecticides 

Btk en augmentant la force de la jonction adhérente entre les ISC et les progéniteurs. La souche 

Btk composant les produits Dipel et Delfin produit 5 toxines Cry différentes (Cry1Aa, Cry1Ab, 

Cry1Ac, Cry2Aa, et Cry2Ab) ciblant les larves de lépidoptères. Nous avons montré que ce sont 

les toxines de type Cry1A qui sont seules responsables de l'augmentation du nombre d'EEC. 

En conclusion, une partie de mes travaux participent aux connaissances sur les mécanismes 

physiologiques, génétiques et cellulaires fondamentaux nécessaires au maintien de l'intégrité 

de l'épithélium intestinale après à une agression modérée. D'autre part, mes travaux montrent 

que l’ingestion de bioinsecticides Btk aux doses utilisées en agriculture induit une perturbation 

de l’équilibre physiologique de l'intestin d'un organisme non-cible. La poursuite de ce type de 

travaux est essentielle pour arriver à évaluer minutieusement les risques consécutifs dus à une 

exposition aux biopesticides Btk par les organismes non-cibles. Il est important d’obtenir des 

données précises pour mettre en place des mesures préventives et/ou curatives pour la santé 

humaine et l'environnement. 
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Chapitre 1 : Les bioinsecticides à base de Bacillus 
thuringiensis 

 

1.1 Introduction générale 

La population humaine mondiale augmente régulièrement, ce qui peut mener dans les années à 

venir à une sérieuse crise alimentaire poussant le secteur agricole à accroitre sa production. Il 

est donc urgent d’optimiser les programmes de lutte contre les ravageurs causant des dommages 

aux cultures comme les insectes, les champignons, les bactéries et les virus. L’utilisation des 

insecticides chimiques porte une grande dangerosité. Certains insecticides actuellement utilisés 

pour lutter contre les insectes ravageurs sont extrêmement toxiques pour les organismes non-

cibles et, dans de nombreux cas, sont nocifs pour la santé provoquant des maladies comme le 

cancer ou les troubles du système immunitaire. De plus, ils sont persistants dans 

l’environnement, se décomposant lentement, entraînent une pollution des sols et de l'eau. De 

nombreux insectes ont développé une résistance aux différents pesticides chimiques. Pour ces 

raisons, et suite aux incitations qui visent à réduire l’utilisation de pesticides chimiques, des 

mesures sont prises pour encadrer l’utilisation des produits phytosanitaires chimiques comme 

c’est le cas en France avec le plan Ecophyto II qui vise à réduire de moitié leur utilisation d'ici 

(2025). Plusieurs solutions alternatives pour réduire l’utilisation massive des pesticides 

chimiques ont été cherchées et développées, parmi elles, l’utilisation de pesticides 

naturels/biologiques (les biopesticides) prédomine. C’est la meilleure option disponible 

actuellement pour lutter contre les insectes nuisibles dans les cultures agricoles et ne cesse 

d’augmenter ces dernières années. Il y a eu une nette augmentation de leur usage ces dernières 

années, et cette augmentation ne va pas cesser dans l'immédiat. La conséquence en est une 

augmentation de la dispersion des biopesticides dans l'environnement et de leur présence dans 

l'alimentation. 

Parmi les bioinsecticides, la bactérie entomopathogène Bacillus thuringiensis (Bt) est largement 

utilisée dans le monde entier comme insecticide biologique pour préserver les cultures. Pour 

neutraliser les organismes cibles, Bt produit des toxines insecticides telles que les Cry et les 

Cyt. Découvertes par Shigentane Ishiwatari en 1901, les propriétés insecticides du Bt ont été 

exploitées et des biopesticides ont été commercialisés à partir de1950/60. Actuellement, les 

toxines de Bt sont utilisées sous la forme de biopesticides ou incorporées comme transgènes 

aux génomes des plantes (les cultures génétiquement modifiées) pour lutter contre les 
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lépidoptères et les coléoptères, ce qui offre un traitement biologique efficace et alternatif aux 

pesticides chimiques. Les données sur les effets nocifs des toxines de Bt sur l’environnement 

ou la santé humaine sont très rares bien qu'il y ait des préoccupations sanitaires et 

environnementales sur l'utilisation des cultures transgéniques et donc la présence des toxines 

dans l'alimentation animale et humaine. Avec cette croissance, les populations animales et 

humaines sont et seront de plus en plus exposées aux bioinsecticides Bt via l’alimentation. 
Le premier organe en contact avec la nourriture contaminée par les bioinsecticides Bt est 

donc le tube digestif ce qui place l'intestin comme le premier organe en danger. La question 

de savoir s'ils peuvent avoir des effets secondaires, à l'image de ce que l'on a pu connaître avec 

les insecticides chimiques, est donc pertinente. 

Bacillus thuringiensis est un traitement biologique très utilisé notamment pour lutter 

contre les chenilles. Mais de quoi s'agit-il au juste ? Quel est son mode d'action ? Comment 

l'utiliser, et contre quels ravageurs ? Partons à la découverte de cet allié du jardinier 

biologique... 

 

1.2 Définition et historique de Bacillus thuringiensis  

L’agriculture assure la survie des hommes mais depuis l’antiquité les insectes nuisibles ravagent 

et détériorent les récoltes. Pour contrer ce problème, des bioinsecticides qui sont des dérivés 

d'organismes vivants (bactéries, virus, plantes, …) ont été utilisés au cours du dernier 

centenaire. Il existe plus de 250 bioinsecticides parmi lesquels ceux qui sont à base de spores 

de la bactérie opportuniste Bacillus thuringiensis occupant la deuxième place dans la liste 

des ventes (75% des bioinsecticides et 4% du marché global des insecticides en 2018, 

représentant plus de 32.000 tonnes/an) (Casida & Bryant, 2017). 

La spécificité d'action de certaines souches de Bt envers des insectes nuisibles a ensuite conduit 

à la sélection de ces souches et à leur utilisation commerciale. Bt fût le premier microorganisme 

homologué dans le monde comme bioinsecticide. Sa découverte revient à l’année 1901 quand 

le biologiste japonais Shigetane Ishiwata a repéré ses effets sur les vers à soie Bombyx mori 

(Lepidoptera, Bombycidae), ce qui a permis d’isoler à partir de cet insecte une première souche 

de Bt surnommé à l'époque Bacillus sotto. En 1911, l’isolement d’une souche de Bt à partir 

d'une larve de mite trouvée dans un sac de farine est effectué par le scientifique allemand Ernst 

Berliner (Glare et O'Callaghan 2000) dans la province de Thuringia (d’où le nom de la bactérie), 

ce qui a ouvert la voie vers l’utilisation possible de ce germe pour lutter contre des insectes 

nuisibles. 
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L’utilisation de Bt pour la première fois au titre d'insecticide biologique (bio insecticides) sous 

le nom de Sporéine a eu lieu en France en 1938. Vingt ans plus tard, l’insecticide à base de Bt 

apparaissait aux Etats-Unis (dès les années 50 ) (Milner, 1994). Durant les années 1960 et 

jusqu'au milieu des années 1970, la sous-espèce kurstaki (Btk) qui sécrète cinq toxines Cry 

différentes (Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa, Cry2Ab,) et qui possède une grande efficacité 

dans la lutte contre les lépidoptères ravageurs (chenille processionnaire du pin, piéride du chou, 

sphinx de la tomate…) dominait le marché mondial. Elle a été commercialisée sous plusieurs 

noms (Dipel, Bacivers, Bactura, Biobit …) et la diversité d’usage (sylviculture, maraîchage, 

forêt, horticulture, riz, maïs) lui conférait une grande importance. A cette époque, l’utilisation 

des insecticides Bt était consacrée essentiellement pour la lutte contre les lépidoptères 

ravageurs. 

Vers la fin des années 1970 et le début des années 1980, deux nouvelles sous-espèces ont été 

identifiées. La sous-espèce israelensis a montré une toxicité contre les moustiques et les 

mouches et possède plusieurs noms dans le marché (Vectobac, Teknar, Aquabac…). Les 

toxines Cry synthétisées par Bti (Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa et Cry11Aa) sont différentes de 

celles de Btk. En même temps, l’espèce tenebrionis produisant une seule toxine Cry (Cry3A) 

apparait dans le marché sous le nom de Novodor, son emploi se résume par la lutte contre 

certains coléoptères ravageurs de légumes .Il existe d’autres souches de Bt commercialisées 

pour combattre certains ravageurs, mais elles sont moins utilisées que celles décrites 

précédemment, comme par exemple Bt var aizawai (Bta) produisant six toxines Cry (Cry1Aa, 

Cry1Ab, Cry1Ca, Cry1Da, Cry2Ab Cry9Ea) (Caballero et al.,2020), le nom commercial du 

produit à base de Bta est Xentari, utilisé pour lutter contre certains lépidoptères mais il semble 

être moins efficace que Btk. Bt produit des endotoxines liées à l’expression des gènes 

plasmidiques Cry lui conférant son pouvoir entomopathogène (Pardo-López et al., 2013). Cette 

caractéristique a suscité un intérêt pour la production de biopesticides qui s’est accéléré depuis 

le premier clonage d’une protéine Cry en 1981 avec de nombreux industriels impliqués (Bravo 

et al.,2011). Grâce à ces découvertes, le grand potentiel insecticide Bt a été démontré, amenant 

ainsi à un fort accroissement de la production industrielles des bioinsecticides. 

Comme mentionné ci-dessus, les produits Bt sont les bioinsecticides les plus efficaces contre 

les lépidoptères ravageurs de cultures. Ils sont prédominants en agriculture biologique (Bt est 

aussi utilisé en agriculture conventionnelle), occupant 75% des parts de marché des 

bioinsecticides. La surface mondiale en agriculture biologique a doublé en 10 ans induisant de 

facto une augmentation de 4% par an de l'utilisation des bioinsecticides (Willer & Lernoud, 

2018). Cette tendance va s'accentuer dans les années à venir suite aux incitations nationales et 



 
 

24 
 

internationales visant à réduire l’utilisation des produits chimiques. Ces dernières années, le 

doublement de la surface mondiale en agriculture biologique aboutit à l’augmentation de 

l’utilisation des produits de biocontrôle (englobant les biopesticides), avec une hausse de 8,5% 

en 2019 (www.ibmafrance.com) d’où un intérêt économique important autour de Bt. Les 

formulations commerciales de Bt se retrouvent sous différentes formes, en granules, en 

capsules, sous forme d'huiles, en poudre ou simplement en concentrés liquides selon 

l’environnement dans lequel elles doivent être aspergées. Ajoutons que l'épandage de 

formulations de Bt peut aussi bien se faire en forêt, dans l'eau ou dans les champs. 

 

1.3 Caractéristique générale et cycle de vie de Bacillus 
thuringiensis   

1.3.1 Caractéristique générale de Bacillus thuringiensis 

Bt est une bactérie gram-positive non-commensale, aérobie facultative, naturellement présente 

dans de nombreux endroits comme le sol (Martin & Travers, 1989 ; Carozzi et al., 1991), les 

insectes morts (Carozzi et al., 1991), l'eau, sur le feuillage des plantes (Kaelin et al., 1994) et 

les excréments d'insectes (Carozzi et al., 1991) ; on parle donc de bactérie ubiquiste.  

Bt appartient au groupe phylogénétique de bactéries opportunistes Bacillus cereus sensu lato. 

Ces bactéries sont la 1ère cause d'intoxication alimentaire en France (Santé publique France., 

2017) et la 3ème en Europe après Salmonella spp et Staphyloccus aureus, avec des symptômes 

diarrhéiques (liés à l’action synergique des entérotoxines : HBL (hémolysine BL), NHE 

(entérotoxine non hémolytique) et CytK (cytotoxine K), sécrétées par B. cereus dans l'intestin 

de l'hôte) (Berthold-Pluta et al., 2015) et/ou émétiques (dus à l’ingestion du céreulide, une 

toxine émétique produite dans l’aliment par B. cereus). A l’heure actuelle, la capacité de Bt à 

produire les entérotoxines majeures associées aux intoxications alimentaires de type 

diarrhéique (Cytk2, NHE et HBL), est démontrée, ce qui évoque leur pouvoir potentiel de 

virulence pour l’Homme à l’égal d’autres B. cereus (Damgaard et al., 1996; Johler et al., 2018) 

Bacillus cereus sensu lato comprend huit espèces taxonomiquement très proches :  

 B. cereus sensu stricto (ou B. cereus) (une bactérie responsable de toxi-infections 

alimentaires) 

 B. anthracis, non hémolytique, agent de la maladie du charbon, 

 B.  thuringiensis se différenciant de B. cereus sensu stricto par la production d’un 

cristal parasporal toxique contenat des toxines Cry  qui sont portées par des 

plasmides .  

http://www.ibmafrance.com/


 
 

25 
 

NB : L’homologie entre ces 3 bactéries est très forte même si elles présentent une pathogénicité 

différente. En effet, leurs toxines spécifiques leur permettent de coloniser des hôtes aussi divers 

que les insectes et les mammifères. 

 B. weihenstephanensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. cytotoxicus et récemment 

B. toyonensis  

 

1.3.2 Cycle de croissance de Bacillus thuringiensis 

 Le cycle de vie de Bt est caractérisé par deux phases qui incluent la division et prolifération 

des cellules végétatives et le développement des spores ou sporulation. 

1- La cellule végétative est en forme de tige (2–5 μm de long et environ 1,0 μm de large) pourvu 

de flagelles et se divise en deux cellules filles uniformes par la formation d’un septum de 

division initié à mi-chemin le long de la membrane plasmatique (division par scissiparité de la 

bactérie). Les cellules végétatives se forment lorsque les conditions du milieu sont favorables 

et la multiplication se fait de façon exponentielle. 

2- La sporulation s’effectue lorsque les conditions environnementales sont défavorables, 

comme le cas d’une carence nutritionnelle. La bactérie entame un processus de différenciation 

aboutissant à la formation d’une spore résistante (Setlow, 2014). La spore est assimilable à une 

cellule déshydratée et encapsulée contenant une copie du matériel génétique de la bactérie. Les 

spores persistent efficacement dans l'environnement grâce à leur capacité de résister à la 

chaleur, à la dessiccation et à de nombreux agents chimiques (Hofte & Whiteley, 1989). Dans 

la nature, la persistance du Bt dans le sol est surtout due à la formation de spores et il est 

quasiment impossible de détecter le développement des cellules végétatives(Raymond & 

Federici, 2017). Comparée aux autres membres du groupe Bacillus cereus sensu lato, Bt assure 

son pouvoir entomopathogène grâce à sa capacité de synthétiser, au moment de la sporulation, 

des toxines qui restent enfermées dans un cristal au sein de la spore (Fiuza & crickmore., 2017) 

(Fig.1). La spore est formée par une endospore (qui contient le matériel génétique) et un cristal. 

Ce dernier est composé d’une ou plusieurs toxines de nature protéique appelées Cry (pour 

crystal) et/ou Cyt (pour cytotoxic), occupant 20 à 30 % du poids sec des spores (Fiuza & 

Crickmore.,2017). Ces toxines synthétisées sont toxiques pour les insectes, y compris les 

coléoptères, les diptères et les lépidoptères et même d'autres organismes tels que les nématodes, 

acariens et protozoaires (Palma et al., 2014). 

Les protéines Cry fonctionnent différemment des pesticides chimiques. Leur ingestion par les 

insectes est une condition obligatoire pour qu’elles puissent agir et les tuer. L'action toxique 
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des Cry exige plusieurs étapes : d’abord la solubilisation des cristaux de protoxines dans 

l’intestin de l’insecte, ensuite leur activation par les enzymes protéolytiques dans l’intestin 

moyen de l’hôte, puis la liaison de la toxine aux récepteurs des cellules épithéliales, et enfin 

l’insertion dans la membrane apicale permettant la formation de pores membranaires 

conduisant à la mort des cellules épithéliale et donc la destruction du tube intestinal. 

 

 
Figure 1: Bacillus thuringiensis (Bt) 

A. Shéma d’une spore de Bt renfermant l’endospore et le Cristal  
B. Cristaux de Bt observés en microscope électronique (Palma et al., Toxines (2014)) 
C. Cycle de vie de Bacillus thuringiensis (Bt) 
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1.4 Les Principales protéines toxiques de Bacillus 
thuringiensis  

1.4.1 Les delta-endotoxines (protéines Cry) 
Lors de la phase de croissance stationnaire nommée « la sporulation », Bt synthétise des corps 

d’inclusion parasporal sous forme d'un cristal protéique composé de delta-endotoxines, 

réparties en deux familles : les protéines cristallines (toxines Cry) et protéines cytolitiques (Cyt) 

(Liu et al., 2018). Les cristaux occupent 20 à 30 % du poids sec des cellules sporulées (H. 

Agaisse & Lereclus, 1995 ). Une attention particulière sera accordée aux protéines Cry comme 

elles constituent une partie intégrante du travail de recherche décrit par la suite dans ce 

manuscrit.  

En adoptant comme critère la similitude d'acides aminés, plus de 700 gènes cry ont été classés 

dans 78 familles de toxines Cry. Celles-ci ciblent différents insectes tels que les Lépidoptères, 

les Diptères, les Coléoptères, les Hyménoptères, les Homoptères, les Orthoptères, les 

Mallophages, les nématodes, et les protozoaires (Palma et al., 2014 ; Crickmore et al., 2020). 

Grace à des études de cristallographie aux rayons X des protéines Cry, trois domaines 

structuraux ont été mis en évidence (de fait les toxines Cry sont aussi appelées toxines 3d-Cry). 

Les protéines 3d-Cry sont produites soit sous forme de grandes protoxines (inactive) ayant un 

poids moléculaire de 130 kDa environ, telles que la protéine Cry1Aa (dont la forme toxique est 

d'environ 67kD), soit sous forme de protoxines courtes entre 65 et 70 kDa, telles que la protéine 

Cry11Aa (dont la forme toxique est de 66-67 kDa). 

Les protoxines qui forment le cristal protéique trouvé dans la spore peuvent être décomposées 

en deux fragments : 

 Un fragment dit « structural » (C-terminal), chargé de la formation et la stabilité du 

cristal par la présence de ponts disuflures (fragment riche en cystéines) (Hofte & 

Whiteley, 1989). Cette moitié C-terminale ne joue pas un rôle important dans la toxicité. 

 Un fragment dit « toxique » (N-terminal), responsable de l’activité insecticide 

proprement dite (Choma & Kaplan, 1990 ; De Maagd et al., 2001) Ce domaine N-

terminal peut être à son tour décomposé en 3 domaines distincts (De Maagd et al., 2001) 

(Fig.2) : 

 Le premier domaine, ou domaine I, se situe à l’extrémité N-terminale, et est 

formé d’un amas de sept hélices α, avec une hélice hydrophobe conservée α-5 

au centre, qui est impliquée dans l'oligomérisation de la toxine. Deux rôles sont 

joués par l'hélice α-5 : elle favorise l'insertion des toxines dans la membrane 
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de classification. La nomenclature actuelle est basée sur les similarités de séquences en acides 

aminés des toxines Cry (Crickmore et al., 1998). En fonction de son degré d'identité des acides 

aminés aux toxines précédemment nommées, une nouvelle toxine se voit attribuer un nom à 

quatre rangs. De plus, le regroupement selon ce critère se base sur des chiffres arabes utilisés 

pour les premiers et quatrièmes rangs, et des lettres majuscules et minuscules attribuées pour 

les deuxièmes et troisièmes rangs, respectivement (fig.3) et non pas une structure protéique, 

une gamme d'hôtes ou même un mode d'action similaire. Ainsi, les protéines partageant moins 

de 45% d'identité se voient attribuer un rang primaire différent (un nombre arabe, par exemple, 

Cry1 et Cry2); deux protéines partageant de 45 à 78% d'identité se voient attribuer un rang 

secondaire différent (une lettre majuscule, par exemple, Cry1A et Cry1C); les protéines 

partageant moins de 95% d'identité se voient attribuer un rang tertiaire différent (une lettre 

minuscule, par exemple, Cry1Aa et Cry1Ab), et, finalement , pour pouvoir différencier les 

protéines partageant plus de 95% d'identité, un rang quaternaire est attribué (un nombre arabe, 

par exemple, Cry1Aa1 et Cry1Aa2 ) (Crickmore et al.,2020). Ce système de nomenclature est 

adapté aux δ-endotoxines (Cry et Cyt) et aux toxines Bt sécrétables (Vip et Sip). 

Compte tenu l’importance des toxines Cry d'un point de vue commerciale, leurs diverses 

utilisations sont développées dans la partie suivante.  

Les souches Bt produisent au moins 271 holotypes de toxine Cry (https://camtech-

bpp.ifas.ufl.edu/statistics/)(https://camtech-bpp.ifas.ufl.edu/categorize_database_cry).parmi 

lesquelles 128 possèdent une activité insecticide .Les biologistes ont choisi et commercialisé 

sous formes de bioinsecticides (spores produisant des cristaux contenant des combinaisons de 

toxines Cry) ou d'OGM (Organismes Génétiquement Modifiés) une vingtaine d’entre elles à 

cause de leur action spécifique contre certains ravageurs. 

Concernant les bioinsecticides, un certain nombres d'informations a déjà été données dans la 

partie « historique ». Mais vous trouverez ci-dessous une liste assez exhaustives des souches de 

Bt vendues, leur nom commercial, les toxines qu'elles produisent et les insectes ciblées(Tableau 

1). 

Les biologistes ont caractérisé 78 souches de Bt parmi lesquelles quatre sont choisies grâce à 

leur capacité de produire un mélange de toxines Cry capable d’intoxiquer les insectes cibles 

d’une façon très efficace ; Toutes les souches citées sont commercialisées comme bioinsecticide 

mais kurstaki (Btk) reste la plus importante, elle triomphe le commerce des bioinsecticides où 

son pourcentage de vente atteint 75%, ses capacités insecticides rendent service à l’agriculture 

biologique, aux maraichères et à la sylviculture.  

https://camtech-bpp.ifas.ufl.edu/statistics/
https://camtech-bpp.ifas.ufl.edu/statistics/
https://camtech-bpp.ifas.ufl.edu/categorize_database_cry
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Tableau 1: Liste des souches Bt présentes sur le marché avec leur nom commercial, ainsi que 
les toxines Cry produites par chacune d’elles et les insectes ciblées. 
Informations issues des bases de données BPDP: Bio-Pesticides Database et EU Pesticides 
database 
 
Concernant les OGM, les génomes de certaines plantes ont été modifiés par l’insertion d’un ou 

plusieurs gènes codant pour les toxines Cry insecticides. Différentes espèces de plantes OGM, 

comme le maïs, le coton, la pomme de terre ou le colza, sont cultivées dans plusieurs régions 

du globe terrestre, la plus grande surface de culture se trouvant en Chine. En 2013, des plantes 

OGM Bt ont été cultivées sur plus de 190 millions d'hectares, témoignant ainsi de l’efficacité 

des toxines Cry dans la destruction des ravageurs cibles (isaaa-brief-53-2017). Ces plantes 

présentent non seulement l’avantage de produire des toxines Cry en grande quantité et de façon 

constitutive mais ces dernières sont de plus déjà activées (seule le domaine N-terminal des 

toxines Cry est inséré dans le génome de la plante) alors que les toxines Cry produites par les 

spores sont sous la forme de protoxines enfermées dans les cristaux. 

Cependant, malgré ces avantages indéniables, la culture des plantes OGM n’est pas autorisée 

partout dans le monde. Elles peuvent en effet être nocives, présenter des effets non 

intentionnels, développer des résistances…. La France, par exemple, a interdit la production de 

ces plantes en 2008. 

Nom Souche Nom 
commerciale 

Toxines Cibles 

Bt subsp. kurstaki -ABT351 

-SA11 

-SA12 

-PB54 

-EG2348 

-Dipel 

-Delfin 

-Belthirul 

Cry1Aa 

Cry1Ab 

Cry1Ac 

Cry2Aa 

Cry2Ab 

-Larves de lépidoptères 

Bt subsp. azawai -ABTS 1857 

-GC-91 

- Xentari Cry1Aa 

Cry1Ab 

 Cry1Ca  

Cry1Da  

Cry2Ab 

Cry9Ea 

- Larves de Lépidoptères 

Bt subsp. israelensis - AM65-52 - Vectobac Cry4Aa  

Cry4Ba 

Cry10Aa 

Cry11Aa 

- Larves de Diptères (moustiques 

et mouches noires) 

Bt subsp. morrisoni 

(tenebrioni) 

-NB176 -Novodors Cry3A - Larves de Coléoptères  

http://sitem.herts.ac.uk/aeru/bpdb/index.htm
https://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-pesticides-database/public/?event=homepage&language=EN
https://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-pesticides-database/public/?event=homepage&language=EN
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vous trouverez ci-dessous un tableau récapitulatif des différentes toxines Cry de Bacillus 

thuringiensis Bt avec le nom des plantes dans lesquelles sont insérés un ou plusieurs gènes 

codant pour les toxines Cry et les insectes ciblées (Tableau2). 

 

Famille de toxines  Plantes Cibles (les larves de) 

Cry1 Aubergine Lépidoptères 

Cry1, Cry2 Coton Lépidoptères 

Cry1,Cry3,Cry9,Cry34,Cry35 Maïs Lépidoptères et Coléoptères 

Cry3 Pomme de terre  Coléoptères 

Cry1 Riz Lépidoptères 

Cry1 Soja Lépidoptères 

Cry1 Tomate Lépidoptères 

Tableau 2: Les diverses toxines Cry de Bacillus thuringiensis Bt et les plantes dans lesquelles 
sont insérés un ou plusieurs gènes codant pour les toxines Cry ainsi que les insectes ciblées. 
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Figure 3: Bt et Nomenclature 

Aperçu schématique de l'ancien système de nomenclature basé sur la supposée spécificité de 
toxicité (partie haute du schéma) et du système de nomenclature actuel (partie basse du shéma) 
utilisé par le comité de nomenclature des Bt pour les δ-endotoxines (Cry et Cyt) et les toxines 
sécrétées (Vip et Sip) basé sur les homologies de séquences. (Chattopadhyay & Banerjee, 2018) 
 

1.4.2 Autres facteurs pathogéniques de Bacillus thuringiensis 
D’autres δ-endotoxines en phase de sporulation sont produites par les différentes souches de 

Bt : ce sont les toxines Cyt codées par les gènes cyt. Ces toxines sont enfermées dans le mȇme 

cristal que les Cry et possèdent des propriétés cytolitiques (hemolytique) contre les ravageurs 

diptères. À ce jour, le comité de nomenclature des toxines Bt (Crickmore et al., 2020) a classé 

les protéines Cyt en trois familles différentes, partageant toutes un haut niveau d'identité de 

séquence (Cyt1, Cyt2 et Cyt3 ; rang primaire) et présentent une toxicité principalement contre 

certains moustiques et mouches noires vecteurs de maladies humaines (Soberon, Lopez-Diaz 

et al., 2013). Les protéines Cyt interagissent directement avec les lipides membranaires non 

saturés des cellules et pénètrent dans la membrane pour former un pore, ne nécessitant donc 
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aucun récepteur spécifique (Chougule et al.2013). Les protéines Cyt ont également la capacité 

de synergiser l'activité insecticide d'autres toxines Cry, afin d'augmenter leur toxicité sur les 

insectes et réduire les niveaux de résistance des insectes à certaines protéines Cry (Soberon, 

Lopez-Diaz et al., 2013). Ces caractéristiques tendent à accroître l'intérêt des chercheurs pour 

ce type de toxines afin de développer des insecticides plus efficaces. Il est à noter que la souche 

Btk (objet d'étude de ma thèse) ne possède aucun gène cyt. Il n'y a donc pas de toxine Cyt dans 

les cristaux de Btk (Caballero et al., 2020). 

A l'instar de Bacillus cereus, Bt est capable de produire des entérotoxines communes au groupe 

B. cereus. En effet, c'est le cas pour plusieurs hémolysines et entérotoxines pathogènes pour les 

vertébrés. Les entérotoxines Hbl, Nhe et Cytk de Bacillus cereus sont à l'origine d'intoxications 

alimentaires avec diarrhées (Berthold-Pluta et al., 2015 ; Ehling-Schulz et al 2019). Bt peut 

donc produire ces différentes entérotoxines (Johler et al., 2018 ; Ehling-Schulz et al 2019). 

Bt fabrique un grand nombre de toxines au cours de son cycle de vie. La β exotoxine (aussi 

connue sous le nom de Thuringiensine) est une toxine thermostable (métabolite secondaire non 

protéique) présentant des propriétés insecticides, produite durant la phase végétative. 

Contrairement aux δ-endotoxines, la cible des β-exotoxines est non spécifique, affectant 

également les mammifères et les insectes ravageurs. Il est bien établi que les β-exotoxines 

jouent un rôle négatif dans la biosynthèse de l'ARN (Chattopadhyay & Banerjee, 2018). Ainsi, 

la présence de β-exotoxines est interdite dans les produits Bt commerciaux (WHO report, 1999). 

Au cours de la phase de croissance végétative de Bt, certaines souches produisent des protéines 

qui sont sécrétées dans le milieu et se sont révélées avoir des propriétés insecticides. Ce sont 

les protéines insecticides végétatives (Vip) et la protéine insecticide sécrétée (Sip), qui ont pour 

cible aussi le tube digestif (formation de pores dans les membranes des cellules intestinales). 

Sur la base de la séquence d'acides aminés, les protéines Vip peuvent être divisées en quatre 

familles différentes communément nommés : Vip1, Vip2, Vip3 et Vip4(Crickmore et al., 2014) 

(Fig.4), Les protéines Vip1 et Vip2 sont des toxines binaires spécifiques des coléoptères et des 

hémiptères. En revanche, les protéines Vip3 sont des toxines à chaîne unique (non binaires) 

avec une activité insecticide contre une grande variété d'espèces de lépidoptères (Palma et al., 

2014). En ce qui concerne la toxine Sip, c’est une protéine sécrétée moins bien caractérisée sans 

similitude en acides aminés avec les protéines Vip et qui a montré une activité insecticide contre 

les coléoptères nuisibles (Fig.4). Comme les toxines Cyt et Vip, un changement de 

conformation dans la séquence d'acides aminés convertit la toxine Sip inactive en une toxine 

active (Palma et al., 2014). 
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Figure 4: Représentation schématique de la classification des toxines insecticides de Bt avec 
exemple de toxines et de leur ravageur cible dans chaque classe  
(Chattopadhyay & Banerjee, 2018) 
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1.5 Mécanisme d’action des protéines de la famille des Cry1 
chez les Lépidoptères 

Deux modèles ont été proposés pour décrire le mode d’action des toxines Cry dans les cellules 

intestinales : i) la formation des pores dit "modèle de Bravo" et ii) la signalisation cellulaire ou 

modèle alternatif. Dans cette partie, les toxines de la famille Cry1A seront particulièrement 

décrites comme elles sont présentes dans le produit commercial utilisé pendant ce travail de 

thèse. 

Pour produire des toxines biologiquement actives, les protoxines sont solubilisés dans l’intestin 

des insectes, et cette première étape est commune aux deux modèles cités ci-dessus. 

La solubilisation du cristal s’effectue grâce à l’environnement intestinal alcalin (pH>8) 

(Hofmann et al., 1988a) induisant la destruction des ponts disulfures intermoléculaires et la 

libération des protoxines (d'environ 130 kD) dans la lumière intestinale. Ceci permet aux 

enzymes protéolytiques intestinales de digérer ces protoxines (Tojo, 1983), produisant ainsi des 

toxines actives (d'environ 65-67kD). Les lépidoptères possèdent des protéases intestinales de 

différents types mais celles permettant l'activation des protoxines sont des trypsines (Milne & 

Kaplan, 1993) ou chymotrypsine (Peterson et al., 1995). C’est le domaine C-terminal qui est 

enlevé de la protoxine car il intervient dans la formation du cristal mais pas dans la toxicité 

(Choma et al., 1990). Un clivage supplémentaire intervient à l’extrémité N-terminal de la 

protoxine (Alejandra Bravo et al., 2007). Les formes activées des toxines Cry sont très stables 

et résistent aux autres digestions enzymatiques (Choma et al. 1990 ; Bravo et al., 2004). 

 

Modèle dit de « Bravo » 

Ce modèle « de formation de pores » reste largement adopté par les scientifiques pour décrire 

le mécanisme d’action des toxines Cry. La protéine Cry se lie à plusieurs récepteurs cellulaires 

en suivant une séquence d’événements précis : tout d’abord elle oligomérise avant de s'insérer 

dans la membrane pour former un pore (Bravo et al., 2004). Le modèle Bravo se base 

particulièrement sur la protéine Cry1Ab. Après l’étape de la solubilisation, les toxines activées 

traversent la membrane péritrophique (couvrant les entérocytes) et atteignent la partie apicale 

au niveau des microvillosités des entérocytes où elles interagissent avec leurs récepteurs. Une 

première liaison se réalise entre la protéine activée sous forme de monomère et des récepteurs 

ancrés à la membrane par un glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) de type aminopeptidase 

(APN) ou phosphatase alcaline (ALP). Suite à cette liaison, la protéine CrylAb se lie à un 

récepteur de la famille des cadhérines dénommé par les entomologistes BT-R1 pour Bt-
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Receptor1 (glycoprotéine : 210 Kda). Bt-R1 est un récepteur de liaison hautement spécifique et 

sélectif à la toxine Cry1Ab. Ce récepteur est également responsable de l'oligomérisation de 

Cry1Ab (Liu et al., 2018 ; Gómez et al., 2001 ; Gómez et al., 2003). Grace à l'interaction entre 

la toxine Cry1A et BT-R1, le clivage protéolytique de l'hélice α1 du domaine I est facilité. 

L'hélice α1 est située à l'extrémité N-terminale, entraînant un changement de confirmation de 

la protéine aboutissant à l’induction d’une oligomerisation et ce qui confère à la protéine une 

structure pré-pore (Alejandra Bravo et al., 2013). L’augmentation de l’affinité entre l'oligomère 

et les récepteurs membranaires APN et ALP est alors assurée. Grace à cette forte liaison, 

l'oligomère peut facilement s'insérer dans la membrane plasmique. Un pore se forme alors 

provoquant la lyse osmotique de la cellule (Pardo-López et al., 2013) (Fig.5). 

 

Modèle de la signalisation cellulaire/modèle alternatif 

Ce second modèle se résume à une simple liaison entre les toxines et un récepteur cadhérine, 

activant une voie de signalisation intracellulaire aboutissant à la mort cellulaire. 

L’oligomérisation et la formation de pores membranaires ne sont pas décrites (Zhang et al., 

2006) : la liaison entre la toxine CrylA activée et le récepteur cadhérine est sous forme de 

monomère. Le résultat de cette liaison se traduit par l’activation des voies de signalisations 

Mg2+-dépendantes et de la protéine G ancrée adénylate-cyclase-dépendante, permettant 

l’augmentation du niveau d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et l’activation de 

protéine kinase A (Pigott & Ellar, 2007).Les conséquences de ces changements intracellulaires 

se résument par la déstabilisation du cytosquelette de la cellule et des canaux ioniques et enfin 

la mort de la cellule par apoptose(Vachon et al., 2012) (Fig.6).  

Les différents modèles proposés confirment que l’ingestion de spores de Bt aboutit rapidement 

à des altérations cellulaires, ainsi l’épithélium intestinal est détruit quelques heures plus tard. 

En plus, les spores sont capables de germiner dans l'intestin et d’envahir l’hémolymphe, 

induisant ainsi une septicémie menant à la mort de l’insecte dans les 24-72 heures qui suivent 

l’intoxication (Raymond et al., 2010 ; Soberón et al., 2009). 
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Figure 5: Modèle de liaison séquentielle (mode d'action classique dit modèle de Bravo) de la 
toxine Cry1Ab montrant l'activation de la toxine, la liaison avec des récepteurs spécifiques, la 
formation de pores et la mort subséquente des larves d'insectes. 
(Mendoza-Almanza et al., 2020) 
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Figure 6: Le modèle de voie de signalisation (mode d'action alternatif) de la toxine Cry 
montrant l'attachement de la toxine Cry au récepteur cadhérine (CADR receptor) qui accélère 
les événements des voies apoptotiques intracellulaires. 
(Chattopadhyay & Banerjee, 2018) 
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1.6 Persistance et survie des cellules végétatives et des 

spores de Bt 

L’atout de Bt ne se limite pas à la lutte contre divers insectes ravageurs (Lepidoptères et 

Coléoptères pour la plupart) en agriculture conventionnelle ou biologique. Il est aussi utilisé en 

sylviculture dans la lutte contre la chenille processionnaire du pin (Thaumetopoea 

processionea) et dans la lutte anti-vectorielle contre les larves de moustiques (des genres Aedes 

et Culex). Les produits Bt pouvant être épandus par des moyens terrestres ou aériens. A cause 

de l’accroissement de leur utilisation, ils sont fortement présents dans les trois sources 

potentielles de contamination pour l’Homme que sont l’air, l'eau et la nourriture. Les spores et 

cristaux de toxines de Bt (représentant à 50% à 85% du produit final) sont les constituants 

fondamentaux des produits Bt mais, pour augmenter la mouillabilité et la dispersion des 

produits lors de l'épandage, on ajoute des adjuvants comme l'acide naphtalène-1-sulfonique. De 

plus, le renouvellement de traitement est courant à cause de l’instabilité des cristaux dont la 

demi-vie est estimé à 5-7 jours dans les champs (Hung et al., 2016). Jusqu' à 8 traitements 

espacés d'une semaine sont autorisé par l'EU (SANCO/1541/08 – rev. 4). Ceci aboutit à 

l'accumulation des spores dans l'environnement et l’accroissement de la charge bactérienne. Il 

apparaît donc légitime de s’interroger sur les effets réels, à court et long termes, de l’exposition 

aux produits Bt, même à faibles doses, pour la santé des organismes non-cibles et pour 

l’environnement. 

L’importance de Bt comme bioinsecticide exige d’étudier sa persistance dans l'environnement. 

A l’état naturel, Bt, qui est une bactérie sporulée, se trouve dans plusieurs endroits : dans les 

sols, l’eau, sur le feuillage des plantes et dans le cadavre d’insectes. La persistance naturelle de 

Bt dans l'environnement est surtout sous forme de spores, le passage à la forme végétative 

(germination lors de conditions environnementales favorables) est rare (Raymond & Federici, 

2017). Les chercheurs ont montré que la germination et la multiplication de Bt se réalisent 

principalement dans l'intestin des espèces cibles (Raymond & Federici, 2017). Plusieurs études 

se sont intéressées à la persistance des spores de Bt dans l'environnement. 72 heures après avoir 

pulvérisé des blettes avec un bioinsecticide Bt, presque toutes les spores se retrouvent à la 

surface des feuilles (Bizzarri & Bishop, 2008). D’autres études ont aussi démontré que Bt met 

28 jours à disparaitre de la surface de feuilles de chou traitées (Raymond, Wyres, et al., 2010). 

Après démoustication par des bioinsecticides Bt, des spores de Bt ont été retrouvées aux doses 

proches des doses de traitement pendant au moins 10 semaines voire, à certains endroits, 

plusieurs années après pulvérisation (Tilquin et al., 2008). Enfin, Bt peut résister un an dans le 
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sol (Vettori et al., 2003). L’une des études effectuées sur la persistance de Bt montre que ce 

dernier est capable de persister dans le sol quatre ans après son application (Van Cuyk et al., 

2011). La persistance de Btk est donc variable et dépend considérablement des conditions 

environnementales. La demi-vie des cristaux de Cry1A a été estimée à environ 1 semaine dans 

le sol (Hung et al., 2016). 

La persistance de Bt dans le tube digestif de nombreux organismes est largement démontrée : 

la durée de vie des bactéries Btk dans l’intestin de drosophile ayant ingérée une alimentation 

traitée par les produits Btk (aux doses d’usage en agriculture biologique) est au moins de 6 jours 

(données non-publiée de l'équipe) et dans celui d’une souris elle peut atteindre 30 jours 

(Oliveira-Filho et al., 2009).Les spores persisteraient au moins 18 jours dans l'intestin de rats à 

la flore intestinale humanisée (Wilcks et al., 2006) tandis que dans celui de la souris cette durée 

peut atteindre 30 jours (Oliveira-Filho et al., 2009). Enfin l’analyse d'échantillons fécaux 

d’agriculteurs qui utilisaient le bioinsecticide a montré la présence de spores de Btk 5 jours 

après l’arrêt de l’utilisation (Jensen et al., 2002). La capacité de persistance des spores de Bt 

dans l'environnement et dans l’intestin pourrait avoir des méfaits sur le développement et la 

santé de nombreux organismes non-cibles, tels des intoxications alimentaires, le développement 

de physiopathologies intestinales chroniques ou voire même l'apparition de cancer. 

Récemment, notre équipe a révélé que si ce sont des bactéries végétatives qui sont ingérées, et 

non pas des spores, elles sont éliminées rapidement de cet organe grâce à la mise en place des 

mécanismes de défense de l'intestin (Loudhaief et al., 2017 ; Benguettat et al., 2018).  

 

1.7 Effets non intentionnels  

1.7.1 Effets non intentionnels de bactéries/spores de Bt 
Aucune toxicité aiguë aux doses d’usage agricole n'a été observée envers les espèces non cibles 

sur une courte période (Rubio-Infante & Moreno-Fierros, 2016). Les données sont rares sur les 

effets nocifs pouvant résulter d’une exposition prolongée à faible dose (toxicité chronique) 

des bioinsecticides Bt. Cependant, des études récentes ont montré que quel que soit leur mode 

d'utilisation (bioinsecticides ou OGM), Bt et/ou ses toxines se retrouvent dans l'environnement 

(Raymond, Wyres, et al., 2010 ; Tank et al., 2010 ; Tilquin et al., 2008). La forme végétative 

de Btk peut être source d'effets non intentionnels sur les organismes non-cibles. Un tel impact 

peut avoir des conséquences à long terme pour la santé intestinale d'un organisme, impactant 

sa longévité. Plusieurs raisons nous poussent à remettre en cause le dogme que les 

bioinsecticides Bt n’ont pas ou peu d’effets sur les organismes non cibles. En effet, il a été 
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démontré récemment dans mon équipe qu’une exposition chronique au bioinsecticide Btk (sous 

forme végétative et sous forme de spores) ciblant les larves de lépidoptères, est capable de 

réduire la longévité des drosophiles adultes (Loudhaief et al.,2017 ; Joly, Soltys et Rousset, 

données non publiées). De plus, après l’ingestion de nourriture contaminée par des produits Btk 

à des doses 10 à 100 fois supérieures aux doses agricoles, une très forte mortalité des larves de 

différentes espèces de drosophile a été observée (Babin et al., 2020). Les membres de mon 

équipe ont aussi récemment démontré que l’ingestion de bioinsecticides Btk aux doses agricoles 

par des larves de drosophile induisait des défauts de croissance et un retard de développement. 

Ces impacts passent par une perturbation des capacités digestives de l’intestin suite à la mort 

d’entérocytes provoqués par le bioinsecticide (Nawrot-Esposito et al., 2020). 

Les conséquences négatives de la persistance de Bt sur la santé humaine et animale pourraient 

être nombreuses : développement de physiopathologies intestinales aigües, d’état pro-

inflammatoire pouvant aboutir au développement de maladies inflammatoires intestinales 

chroniques de type Crohn ou colite ulcéreuse. Dans certains cas, cela peut même dégénérer en 

cancers. En effet, la présence répétée de bactéries non commensales (dites allochtones) dans 

l'intestin des mammifères et des invertébrés est à l'origine de pathologies. Les bactéries du 

groupe B. cereus sont considérées comme des bactéries infectieuses chez les mammifères. De 

fait, Bt pourrait être impliqué dans certaines de ces pathologies lors de sa consommation 

chronique même à faible dose. De plus, lors de pathologies attribuées à des bactéries du groupe 

B. cereus, l'indentification précise du germe en cause n'est jamais faites par les laboratoires de 

microbiologies médicales ou vétérinaires. Les laboratoires définissent alors le germe 

responsable comme appartenant au groupe Bacillus cereus sensu lato. Ainsi, l'implication de 

Bt dans des pathologies pourrait être sous-estimée. En accord, Bt est fortement suspectés d'être 

responsable de 20% des intoxications alimentaires imputées à B. cereus (Mathilde Bonis et al., 

Laboratoire de Sécurité des Aliments, Maisons-Alfort, données soumises à publication). Une 

étude canadienne a accompli l’analyse de 39 cas de toxi-infections alimentaires imputées à B. 

cereus, et a identifié Bt dans 4 cas (10%) ainsi qu’une contamination mixte (Bt et B. cereus ) 

dans 11 cas (McIntyre et al., 2008) 

Bt a aussi été identifié dans le cadre d’infections ou de surinfections pulmonaires chez la souris 

et chez l'Homme (Barfod et al., 2010; Ghelardi et al., 2007), ainsi que dans des cas d’infections 

nosocomiales avec complication respiratoire ou diarrhée chez l'Homme (Bottone, 2010; 

Celandroni et al., 2014). D’une autre côté , une étude faite en Nouvelle-Zélande a montré que 

https://www.linternaute.fr/dictionnaire/fr/definition/lin-de-nouvelle-zelande/
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parmi 300 individus présents dans une zone de traitement aériens par Btk, 61 % souffraient de 

diarrhées et de maux d'estomac. 

De plus Bt possède la capacité de résistance naturelle a un grand nombre d'antibiotiques parmi 

lesquels ceux appartenant à la famille des pénicillines ce qui rend le traitement des malades 

compliqué. Des perturbations intestinales chez l'abeille peuvent aussi être causées par les 

bioinsecticides Bt. En effet, des modifications de certaines activités enzymatiques impliquées 

dans la détoxification des xénobiotiques ou le métabolisme énergétique ont été observées 

(réduction de l’activité de la glutathion-S-transférase (GST) et de la glucose-6-phosphate 

déshydrogénase (G6PD) et augmentation de l’activité de l’alkaline phosphatase (ALP) et de la 

glyceraldehyde-3- phosphate déshydrogénase (GAPD)) (Renzi et al., 2016). Ajoutons à cela les 

changements comportementaux chez le trichogramme (petit hyménoptère parasitoïde, 

également employé en lutte biologique)  

 

1.7.2 Effets non intentionnels des toxines 
Les toxines Cry exprimées dans les plantes transgéniques, fournissent une méthode puissante 

pour protéger les cultures contre les ravageurs. Ces toxines ne sont généralement pas toxiques 

pour les mammifères. Elles sont considérées comme respectueuses pour l'environnement car 

elles touchent relativement peu d'espèces d'insectes en raison de leur degré élevé de spécificité.  

Cependant, la présence d’une toxine Cry produite par des OGM Bt (Cry 1Ab) dans le sang de 

femmes enceintes suite à une exposition à ces OGM révèle que cette toxine peut pénétrer dans 

le placenta et se retrouver dans le fœtus (Mueller & Gorst, 2012). La présence Cry1Ab dans les 

eaux de ruissèlement induirait une mortalité très élevée et un retard de croissance d'espèces de 

trichoptères à vie larvaire aquatique (Rosi-Marshall et al., 2007; Tank et al., 2010). De même, 

une génotoxicité (avec retard de développement) des toxines Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac et 

Cry2A présentes dans l'eau d'élevage du poisson zèbre a été démontrée, quand elles sont 

ajoutées à l'eau d'élevage à des doses situées entre 25 et 150 mg/L durant 96 heures (Grisolia et 

al., 2009). De plus, des traitements de daphnies par des toxines Cry1Ab et Cry2Aa ont montré 

une mortalité élevée, une réduction de la taille du corps et une diminution de la fécondité (Bøhn 

et al., 2016).  

D’après toutes ces études on peut supposer que l’utilisation accrue des bioinsecticides Btk 

puisse induire des effets indésirables sur plusieurs espèces non cibles dont l’Homme. Il ne faut 

pas négliger la virulence opportuniste de Btk pour de nombreux organismes et surtout ceux qui 

souffrent de stress nutritionnel, de dysbiose ou dont l'immunité innée est compromise. La 
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plupart des études citées ci-dessus s’appuyait sur des tests de toxicité aigüe et d'évaluations 

épidémiologiques. En outre, si elles démontrent bien des impacts inopportuns de Bt, il manque 

encore des études systématiques réalisées avec un ou des modèles de laboratoire avérés. 

Pourtant, les informations acquises suggèrent qu’une incidence sur la santé publique et sur 

l'environnement peut être causée par une exposition chronique à des bioinsecticides Bt. On sait 

bien qu’avec l’augmentation de l’utilisation des bioinsecticides Bt et de leur dispersion 

environnementale leur présence sera croissante dans l'air, dans l'eau et dans la nourriture, trois 

sources de contamination potentielles pour la faune et l’homme. Il faut prévenir les menaces 

d'une exposition chronique aux bioinsecticides Bt par des études mécanistiques approfondies. 
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Chapitre 2 : La drosophile, un modèle d’étude 

émergent pour la compréhension des mécanismes 

moléculaires et cellulaires régulant l’homéostasie 
intestinale 

 

2.1 Choix du modèle   
 

 

 

L’espèce la plus connue des drosophiles, Drosophila melanogaster communément appelée la 

« mouche du vinaigre », appartient à la famille des diptères. Les femelles de cette petite mouche 

mesurent environ 3 à 4 millimètres de long et les mâles plus petits mesurant 3 millimètres 

(Fig.7). Cette mouche est notamment attirée par les fruits mûrs et ou abimés dans lesquels elle 

pond ses œufs. De couleur brun jaune aux yeux rouges vifs avec des anneaux transversaux noirs 

sur l’abdomen, elle est devenue dès le 19ème siècle un des principaux organismes modèles des 

recherches en génétique et en biologie du développement pour diverses raisons : 

 Elle occupe peu de place dans un laboratoire 

 Son élevage est peu couteux et simple 

 Son cycle de reproduction (de l’embryon à l’adulte) est relativement court 

(environ 12 jours à 25°C, un mois à 18°C) et son potentiel reproducteur est 

important, les femelles peuvent pondre jusqu'à 400/500 œufs en dix jours 

 Son génome a été entièrement séquencé et constamment affiné, ce qui représente 

un grand avantage pour les études de génétique. 

 De nombreux outils génétiques bien développés disponibles pour la 

manipulation et l'analyse des données.  

La drosophile adulte présente l’avantage d’être insensible en terme de toxicité aigüe aux 

bioinsecticides Btk commercialisés, ce qui nous permet d’étudier les effets d’intoxications 

subchroniques et chroniques à ces bioinsecticides (Frankenhuyzen,2009 ; Gill & Ellar, 2002). 

De plus, la conservation des mécanismes moléculaires et cellulaires contrôlant la physiologie 
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et l’immunité intestinale entre la drosophile et les mammifères (Bonfini et al., 2016 ; Panayidou 

& Apidianakis, 2013 ; Pasco et al., 2015) nous a aussi encouragé à caractériser les effets d’une 

exposition aigüe et chronique à Btk sur la physiologie intestinale. En effet, la drosophile est 

devenue récemment un modèle de choix privilégié par les chercheurs pour identifier les voies 

de signalisation et les déterminants moléculaires contrôlant l’homéostasie ou la régénération 

intestinale suite à des infections par des agents pathogènes comme les bactéries Pseudomonas 

(Apidianakis & Rahme, 2011). De même, les altérations de la flore intestinale chez la 

drosophile peuvent induire une dysbiose comme chez l’homme qui peut être à l’origine de 

certaines maladies inflammatoires et métaboliques (Jasper, 2020). 

 
Figure 7: Drosophila melanogaster et cycle de vie. 
A : Drosophila melanogaster (femelle et mâle). Les mâles ont la partie arrière de leur corps 
plus foncée. B : présentation schématique du cycle de vie de la drosophile à 25°C : Après 
fécondation, le développement embryonnaire va conduire, après 22h, à l’éclosion d’une larve, 
dite de stade 1 (L1). La larve va ensuite croître au travers de deux mues successives toutes les 
72h, pour donner les larves L2 puis L3 respectivement. La larve L3 va ensuite s’immobiliser et 
former la pupe, dans laquelle se déroule la métamorphose. Après 6 jours, l’adulte, ou imago, 
sort de la pupe 
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2.2 Le système digestif chez la drosophile adulte : fonction 

et organisation 

 

2.2.1 Fonction de l’intestin  
L’intestin est un organe vital impliqué dans de multiples fonctions physiologiques : 

1. La digestion des aliments et l'absorption des nutriments essentiels à la viabilité des 

cellules de l’organisme. 

2. La première ligne de défense immunitaire contre une grande variété d'agents pathogènes 

ingérés  

3. Un modulateur à distance de la fonction d’autres organes comme le pancréas et le 

cerveau (chez les mammifères) via la sécrétion des peptides et hormones agissant 

systémiquement (Bewick, 2012) 

 

2.2.2 Organisation structurelle de l’intestin de la drosophile adulte 
Le tractus digestif de la drosophile adulte est composé de trois principales régions : l'intestin 

antérieur, l'intestin moyen et l'intestin postérieur qui exercent des fonctions différentes (Royet, 

2011).  

 L’intestin antérieur (foregut) provient de l'ectoderme. C’est un tube court qui comprend 

la bouche et l’œsophage, ce dernier se connecte aux glandes salivaires et le "crop", cette 

dernière structure sert pour le stockage temporaire des aliments avant leur déplacement 

vers la lumière intestinale (Miguel-Aliaga et al., 2018) (Fig.8). 

 L’intestin moyen (midgut) d'origine endodermique est l’équivalent de l’intestin grêle 

chez les mammifères. Le midgut est subdivisé en trois parties : le "midgut" antérieur, la 

zone acide dite des "copper cells" (partie intermédiaire) et le "midgut" postérieur. Le 

midgut permet la digestion et l’absorption des nutriments. Le proventricule constitue 

l'extrémité antérieure de l'intestin moyen antérieur, son rôle est d’assurer le 

déclenchement de la dégradation mécanique de la nourriture ingérée (King, 1988). En 

plus, le proventricule synthétise une membrane riche en chitine appelée 

matrice/membrane péritrophique (PM) qui tapisse la partie apicale de l'épithélium 
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intestinale (coté lumière intestinale) et le sépare du bol alimentaire. Fonctionnellement, 

la PM est l’analogue du mucus dans l'intestin des mammifères et elle forme une barrière 

physique pour protéger l'épithélium des microbes nocifs et des particules alimentaires 

abrasives (Kuraishi et al., 2011). L'intestin moyen est entouré par les muscles viscéraux 

(VM). Il est aussi innervé à ces deux extrémités antérieures et postérieures (Fig.8). 

 L'intestin postérieur (hindgut) dérive de l’ectoderme et il est l’analogue du gros intestin 

chez les mammifères. Il permet la rétention de l’eau et des électrolytes et élimine les 

déchets dans le rectum. Le lieu où les tubules malpighiens (TM, équivalent des reins), 

sont reliés constitue la frontière entre l'intestin moyen et l'intestin postérieur. En 

absorbant les électrolytes et en les libérant ultérieurement dans l’intestin postérieur, les 

TM ajustent les concentrations ioniques de l'hémolymphe (Fig.8). 
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lignage cellulaire ont démontré que les ISC donnent naissance à tous les types cellulaires 

présentes dans l’épithélium intestinal (Micchelli & Perrimon, 2006 ; Ohlstein & Spradling, 

2006). L’ISC est caractérisée par l’expression du facteur de transcription Escargot (Esg) et le 

ligand de la voie de signalisation Notch, Delta (Dl). C’est une cellule mitotique et multipotente 

qui se présente tout le long de la membrane basale (Micchelli & Perrimon, 2006 ; Ohlstein & 

Spradling, 2006). En effet, par division asymétrique, les ISC donnent naissance  à des 

progéniteurs de deux types : 1) les EB exprimant le marqueur SU(H) et incapables de proliférer, 

ils se trouvent dans un état indifférencié transitionnel avant de se différencier en EC; 2) les EEP 

positifs pour les marqueurs Esg, Dl, et Prospero (Pros, un facteur de transcription pro-neural 

qui marque spécifiquement les EEP et les EEC), capables occasionnellement de subir un cycle 

de division et qui eux vont se différencier en EEC. 

Les entérocytes (EC) sont des cellules polyploïdes qui constituent 90% de l'épithélium de 

l'intestin moyen. Les EC sont des cellules post-mitotiques et hautement différentiées. Leur rôle 

est d'assurer la digestion (par la sécrétion d’enzymes digestives), l’absorption des nutriments et 

la production des peptides anti-microbiens. Ces cellules expriment le facteur de transcription 

Pdm1 également connu sous le nom de Nubbin (Beebe et al., 2010 ; Lee et al., 2009 ; Mathur 

et al., 2010 ; Tang et al., 2018). Pdm1/Nubbin est l’homologue des facteurs Pou/Oct chez les 

mammifères (Holland et al., 2007 ; Tantin,2013). Le transgène driver myo1A-Gal4 est aussi un 

excellent marqueur des EC chez la drosophile. 

Les cellules entéroendocrines (EEC) sont des cellules post-mitotiques sécrétrices, situés dans 

diverses régions de l’intestin moyen, insérées entre les EC, et caractérisées par l'expression du 

facteur de transcription Pros (Ohlstein & Spradling, 2006). Ces cellules jouent un rôle très 

important qui se résume par la sécrétion de divers hormones et peptides impliqués dans 

l’immunité, la régulation des fonctions intestinales, le métabolisme locale et systémique, le 

comportement alimentaire (Tableau 3). Certains des peptides sont colocalisés dans des sous-

populations d’EEC (Chen et al., 2016). Par exemple, Allatostatin C (Ast-C) et Orcokinine B 

sont colocalisés dans l'intestin moyen antérieur, Allatostatin A (Ast-A) et Ast-C sont colocalisés 

dans l'intestin moyen postérieur, Diuretic hormone 31 (DH31) et Tachykinin (TK) dans la partie 

postérieure (Chen et al., 2016), et les TK peuvent également être observées dans les EEC de 

l'intestin postérieur et antérieur (Fig.10). Les EEC peuvent être classées en quatre catégories 

différentes, marquées par l'expression combinées de neuropeptides spécifiques (Beehler-Evans 

& Micchelli, 2015). Les cellules EEC du classe I expriment Allatostatin B (Ast-B/MIP) et Ast-

C ; les cellules EEC du classe II exprimant Ast-C sont présentes dans la partie antérieure de 

l'intestin moyen postérieur, tandis que les EEC de classes III qui expriment Ast-A et Ast-C et 
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de classe IV qui expriment TK et DH31 sont localisées dans la partie distale de l'intestin moyen 

postérieur. 

Peptides enteroendocrines  Fonctions connues chez la drosophile 

Allatostatin A (Ast-A) Recherche de nourriture, alimentation, métabolisme et 
sommeil (Chen et al., 2016 ; Donlea et al.,2017 ; 
Hentze et al., 2015 ; Wang et al., 2012) 
 

Allatostatin B (Ast-B/MIP) Satiété des mouches adultes, mues (Kim et al., 2006 ; 

Min et al., 2016). 

 
Allatostatin C (Ast-C) Nociception et immunité  

 
Bursicon alpha Quiescence locale ISC (Scopelliti et al., 2014). 

Homéostasie métabolique (Scopelliti et al., 2019). 
 

CCHamide-1 Perception des odeurs (Farhan et al., 2013). Activité et 
sommeil (Fujiwara et al., 2018). 
 

CCHamide-2 Augmente la motivation à se nourrir. 
 

Diuretic hormone 31 (DH31) Péristaltisme, spasmes viscéraux pour l’expulsion des 
bactéries opportunistes (Benguettat et al., 2018 ; La 
jeunesse et al., 2010. Séduction masculine et le contrôle 
circadien du sommeil (Kunst et al.,2014). 
 

Neuropeptide F (NPF) Recherche de nourriture, perception des odeurs 
alimentaires, alimentation (Chung et al., 2017 ; Pu et 
al., 2018 ; Wang et al., 2016 ; Wang et al., 2013), 
sensibilité à l'alcool (Guevara et al., 2018), stress (Xu 
et al., 2010), accouplement et reproduction (W. J. Kim 
et al., 2013) et sommeil (Chung et al., 2017). 

Orcokinin-B Pas connu 

Tachykinin (TK) Modulation présynaptique des apports olfactifs dans le 
lobe antennaire (Ignell et al., 2009), contrôle de 
l'agressivité chez les mouches mâles (Asahina et al., 
2014), et métabolisme lipidiques dans l'intestin . 

Dilp3 Prolifération des ISC (Dutta et al 2015) 

Tableau 3: Les différents neuropeptides exprimés dans les EEC de l'intestin moyen de la 
Drosophile. 
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Figure 9: Organisation cellulaire de l’intestin moyen de la drosophile adulte  
L’épithélium intestinal de la drosophile est composé de plusieurs types cellulaires. Les 
fonctions intestinales sont assurées par deux types de cellules différenciées : les entérocytes 
(EC) et les cellules entéro-endocrines (EEC). L’épithélium intestinal comprend aussi des 
cellules souches intestinales (ISC) en position basale et des progéniteurs : entéroblastes (EB) et 
cellule pre-entéroendocrine (EEP). L’épithélium repose sur la lame basale, une matrice 
extracellulaire spécialisée. Des muscles viscéraux longitudinaux et circulaires entourent tout 
l’intestin. Un réseau très dense de trachées permet l’apport de l’oxygène à tous ces types 
cellulaires. L’intestin est totalement immergé dans l’hémolymphe 
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2.3 Conservation évolutive entre l'intestin grêle des 

mammifères et le tube intestinal chez la drosophile 

Malgré la distance évolutive qui sépare la drosophile de l’homme, des ressemblances frappantes 

ont été identifiées entre leurs tubes digestifs respectifs.  Ces similitudes sont trouvées à la fois 

au niveau anatomiques, cellulaires et moléculaires. 

2.3.1 Comparaison entre l'organisation structurelle et cellulaire  
Chez les mammifères, l’épithélium de l’intestin grêle s’organise en cryptes et en villosités. Les 

cryptes, dites de Lieberkühn, sont des invaginations de l'épithélium qui abritent les ISC et les 

précurseurs et constitue ainsi une zone de prolifération. Comme chez la drosophile, les 

principales fonctions de l'intestin grêle des mammifères sont accomplies par les EC et les 

cellules sécrétrices. A rappeler que chez la drosophile, l’intestin est formé d’un épithélium 

linéaire et plat. 

Dans l'intestin grêle des mammifères, il existe quatre grands types cellulaires : les ISC, les 

cellules progénitrices, les cellules sécrétrices et les entérocytes. La lignée cellulaire sécrétrice 

est divisée en EEC qui produisent les hormones intestinales, les cellules gobelets qui sécrètent 

de la mucine, et les cellules Paneth, les seules cellules différenciées résidant dans la crypte, 

secrètent des peptides antimicrobiens, des facteurs de croissances et des morphogènes régulant 

la prolifération des ISC et la différentiation des cellules amplificatrices transitoires (TA), et les 

cellules de tuft (sécrétant des interleukines). Chez la drosophile, les cellules de Paneth, goblet 

et tuft sont absentes et leurs fonctions sont en grande partie assurées par les EC et EEC. Comme 

mentionné précédemment, les EEC chez la drosophile sont subdivisées en quatre classes 

différentes (Beehler-Evans et Micchelli, 2015) (Fig.12). 

Dans l’intestin grêle des mammifères, les cellules souches intestinales (CBCs) se situent entre 

les cellules de Paneth à la base des cryptes, et sont caractérisées par l'expression du gène codant 

pour le récepteur 5 contenant des domaines riche en Leucine et couplé à la protéine G (Lgr5), 

récepteur de la R-Spondine qui potentialise la voie de signalisation Wnt (Barker et al., 2007). 

A côté de ces CBCs actives, un autre type d'ISC situé à la position +4 par rapport à la base de 

la crypte est présent. Les cellules +4 sont au repos pendant l’homéostasie et sont caractérisées 

par l'expression du répresseur transcriptionnel Bmi1, nécessaire au maintien de leur état 

indifférencié. Récemment, les ISC+4 ont été nommée « cellules souches de réserve » en raison 

de leur capacité à remplacer les CBCs perdues (Tian et al., 2011). 

Chez les mammifères, la potentialité de cellules souches des ISC+4 ne constitue pas un obstacle 

pour qu’elles soient des précurseurs engagés à devenir des cellules sécrétoires (Buczacki et al., 
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2013). Les ISC effectuent chaque jour une seule division et donnent naissance à des 

progéniteurs nommés cellules amplificatrices transitoires (TA). Ces dernières sont capables de 

faire quatre à cinq divisions par jour avant de s’engager dans la différenciation soit en 

entérocytes, soit en cellules sécrétrices. A noter que les TA restent localisées dans les cryptes 

et les cellules se différentiant tout en se dirigeant vers l’apex des villosités. Chez la drosophile, 

les EB sont post-mitotiques et donnent donc lieu à des EC tandis que les progéniteurs EEC 

conservent une capacité mitotique très limitées relativement comparables aux cellules TA (Guo 

& Ohlstein, 2015). 

Chez la drosophile, la présence de plusieurs types d’ISC a été soulignée par de nombreux 

laboratoires. Dans l’intestin postérieur, les ISC sont plus actifs mitotiquement contrairement à 

ceux qui se localisent dans l'intestin antérieur et l'intestin intermédiaire qui restent peu actifs 

(Marianes & Spradling, 2013). Des variations morphologiques ont été aussi identifiées au 

niveau des ISC avec des morphologies et un taux de division différents (En R1), où les 

entérocytes sont plus courts que dans les autres régions, les cellules souches sont plus plates 

que la forme pyramidale dirigée vers la haute vue dans toutes les autres régions). Les ISC qui 

se divisent le plus rapidement se trouvent dans (R4-R5), qui se divisent environ une fois par 

jour, tandis que la division des ISC est légèrement moins fréquente dans l'intestin moyen 

antérieur et beaucoup plus lente dans la région médiane (Marianes & Spradling, 2013). 
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2.4 Rôle des jonctions cellulaires dans le maintien de 

l’épithélium intestinal  
Dans l'intestin, les jonctions cellulaires jouent plusieurs rôles : elles lient les différentes cellules 

intestinales et les organisent en épithélium, tout en assurant le maintien de leur stabilité et 

polarité, en plus elles préservent l'étanchéité de l'épithélium intestinal. 

La conservation de ces jonctions cellulaires intestinales entre la drosophile et les mammifères 

est démontrée. Deux types de jonctions sont responsables de la liaison latérale des cellules 

intestinale chez la drosophile :  

 Les jonctions serrées (JS) : elles sont formées par différentes protéines (DLG, SCRIB, 

LGL) et sont enrichies par des ankyrines, des ß spectrines et la fascicline III. Elles 

régulent d’une façon sélective le transport des solutés et des ions à travers l’épithélium 

en passant à travers l'espace intercellulaire. 

 Les jonctions adhérentes (JA) : le complexe cadhérines-ß-caténines (appelées 

Armadillo chez la drosophile) forment ces jonctions, dans le but de maintenir la polarité 

cellulaire, celles-ci réalisent la liaison avec les filaments d’actine. 

Cependant, il y a certaines différences dans l'ordre de localisation le long du compartiment 

latéral d’une région intestinale à l’autre. Dans la partie antérieure de l'intestin de drosophile, les 

jonctions adhérentes se localisent dans la partie apico-latérale des entérocytes et les jonctions 

serrées se trouvent dans la partie baso-latérale. Dans la partie postérieure, cette configuration 

est inversée. Cette partie postérieure est justement ordonnée comme chez les mammifères (St 

Johnston & Ahringer, 2010). 

Chez les mammifères, trois types de jonctions intestinales sont présentes et remplissent les 

mêmes fonctions que celles décrites chez la drosophile  

 Les jonctions serrées : elles sont apico-latérales et sont formées par un complexe 

protéique transmembranaire (les occludines, les claudines, les junctional adhesion 

molecules (JAMs) et les tricellulines). L'expression des protéines formant les jonctions 

serrées dans l'intestin est fortement régulée et dépend du compartiment intestinal 

(intestin grêle/colon, villosités/crypte, la localisation apicale/basale au niveau de la 

membrane cellulaire). 

 Les jonctions adhérentes : sont latérales et sont formées principalement par des 

cadhérines et des ß-caténines. 
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Chapitre 3 : Maintien de l’homéostasie intestinale 
chez la drosophile adulte 

 

3.1 Les bases moléculaires régulant la formation et la 

différentiation du lignage cellulaire intestinale  

Plusieurs études ont permis de démontrer que les ISC (1) sont localisées du côté basal de 

l'épithélium intestinal, (2) expriment le facteur de transcription Escargot (Esg) et le ligand de la 

voie de signalisation Notch, Delta (Dl), (3) se divisent de manière asymétriquement pour à la 

fois s'auto-renouveler et donner naissance à des progéniteurs post-mitotiques (EB). L'EB se 

trouve dans un état indifférencié transitionnel et est incapable de se diviser (Micchelli & 

Perrimon, 2006 ; Ohlstein & Spradling, 2006). La différenciation des EB en entérocytes et en 

cellules entéroendocrines apparaît alors être sous le contrôle de la voie de signalisation Notch. 

En effet, l'ISC exprime Dl et active la signalisation Notch dans l’EB. Le modèle initial propose 

que la génération d'EC nécessite des niveaux élevés d'activité Notch dans les EB, tandis qu'une 

activation Notch plus faible conduit à la production des EEC (Bardin et al., 2010 ; Micchelli & 

Perrimon, 2006 ; Ohlstein & Spradling, 2006,2007 ; Perdigoto et al., 2011) (Fig.14).  

Trois études ont par la suite proposé un modèle alternatif pour le choix du destin cellulaire. Ce 

modèle suggère que les EEC proviennent d'un autre type de progéniteurs qui n'activent pas 

Notch, appelé précurseurs EEP qui expriment un marqueur spécifique appelé Piezo (He et al., 

2018). Les progéniteurs des cellules EEC n’expriment pas le gène rapporteur de la voie Notch 

Su(H)-GBE. Mais sont positifs pour les marqueurs Esg, Dl, et Prospesro et que les tumeurs 

mutants Notch contiennent toujours des cellules EEC (Biteau & Jasper, 2014 ; Z. Guo & 

Ohlstein, 2015 ; Zeng & Hou, 2015). Ce modèle est encore affiné par des observations 

démontrant que les EB sont capables de produire une petite population de cellules EEC de 

classe II (Beehler-Evans & Micchelli, 2015). Après une division asymétrique, un EEP peut 

directement donner un EEC (29% des cas), ou se diviser une fois avant de se différencier en 

deux EEC (de classe I et de classe II). Cela indique que les EEP sont aussi capables de se diviser 

comme les ISC (Beehler-Evans & Micchelli, 2015 ; Jun Chen et al., 2018 ; Z. Guo & Ohlstein, 

2015 ; X. Guo et al., 2019) (Fig.14). He et al.ont montré en 2018 que la capacité proliférative 

des ISC (Piézo-négatifs) est beaucoup plus grande que celle des EEP (Piézo-positifs) (He et al., 

2018). Enfin, les EEC peuvent également être produites par des divisions symétriques des ISC 

ou par différenciation directe des ISC (Biteau & Jasper, 2014 ; Zeng & Hou, 2015). 
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3.1.1 Mode de division des ISC  
Il a été montré que 80% des ISC se divisent asymétriquement, ce qui génère deux cellules filles 

de destin différent, une ISC auto-renouvelée et un précurseur (EB ou EEP). Seulement 20% 

subissent une division symétrique et donnent naissance à deux ISC (auto-renouvèlement 

symétrique) ou à deux précurseurs (différenciation symétrique). Ainsi, la perte d’ISC engagée 

en EB est compensée par l'apparition de deux nouveaux ISC (ISC-ISC) en raison de la division 

symétrique des ISC voisins (Goulas et al., 2012 ; Guisoni et al., 2017 ; O’Brien et al., 2011 ; 

Perdigoto et al., 2011 ; Sallé et al., 2017). 

Le basculement entre les deux modes de division est particulièrement important pour que 

l'intestin s'adapte à différentes conditions, telles que la disponibilité des nutriments, les 

agressions externes ou le vieillissement. Les mécanismes impliqués dans cette régulation 

commencent à être mieux décrits, bien que notre compréhension des processus moléculaires 

contrôlant la capacité adaptative des cellules souches adultes reste rudimentaire. 

 

3.1.2 Division symétrique ou asymétrique, qui dicte le choix ?  
Chez la drosophile, la signalisation Notch joue un rôle important dans ce choix. Le ligand 

transmembranaire Dl présent à la surface des ISC se lie à son récepteur N exposé par une cellule 

EB voisine. Cela induit le clivage du domaine intracellulaire de N qui entre dans le noyau pour 

activer ses gènes cibles. Lors de la division de l'ISC, la décision des cellules filles de s'auto-

renouveler ou de se différencier est dictée par la voie Notch, dont le haut niveau d'activation 

dans le futur EB empêche le devenir ISC et favorise la différenciation (Ohlstein & Spradling, 

2007; Perdigoto et al., 2011 ; Sallé et al., 2017). Lors d'une division asymétrique, la cellule fille 

ISC maintient l'expression de Dl, tandis que, la cellule fille EB exprime les gènes cibles de la 

voie Notch (Ohlstein & Spradling, 2007 ; Maeda et al., 2008 ; Perdigoto et al., 2011). Le modèle 

initial propose que la génération d'entérocytes nécessite des niveaux élevés d'activité Notch 

dans les EB, tandis qu'une activation Notch plus faible conduit à la production d’EEC (Bardin 

et al., 2010 ; Micchelli & Perrimon, 2006 ; Ohlstein & Spradling, 2006, 2007 ; Perdigoto et al., 

2011). Fait intéressant, l'engagement de l'ISC vers l'EB nécessite également l'activation de 

Notch mais à un niveau très élevé par rapport au niveau de signalisation Notch requis pour la 

différenciation terminale de l'EB vers l'EC (Perdigoto et al., 2011). Il a été suggéré que ce 

niveau différentiel est nécessaire pour protéger les ISC de leur perte par différenciation. En 

l'absence de Notch, l'ISC ne peut pas se différencier et continue à proliférer conduisant à des 

masses tumorales (induit des tumeurs constituées de cellules de type ISC et de type EEC) 
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(Ohlstein & Spradling, 2007). Inversement, l'activation constitutive de la voie Notch en 

exprimant le domaine intracellulaire de N (NICD) dans les EB force la différentiation en EC. 

De plus, l'activation de Notch dans les EB semble dépendre de l'interaction ISC-EB médiée par 

les molécules d’E-cadhérine, également nécessaires pour le maintien de la morphologie 

cellulaire. Lors de la division asymétrique, la réduction de la quantité d'E-Cadhérine dans les 

ISC entraîne une augmentation du nombre d'EEC. Ceci peut s'expliquer par une réduction de la 

signalisation Notch (Maeda et al., 2008). Un niveau élevé de signalisation Notch induit par un 

fort contact médié par la E-Cadhérine, régule à la baisse la molécule d'adhésion elle-même pour 

séparer l'ISC et l'EB ce qui favorise ensuite la différenciation de EB en EC (Maeda et al., 2008). 

Il a été proposé qu'un contact prolongé cellule-cellule (ISC-EB) soit nécessaire pour permettre 

à la signalisation Notch d'atteindre le seuil nécessaire à la différenciation des EB en EC (Maeda 

et al., 2008). En accord avec cela, les molécules de jonction adhérentes, DE-Cadherin et 

Armadillo/β-Catenin, marquent fortement les membranes plasmiques impliquées dans le 

contact cellule-cellule entre l'ISC et l'EB (Micchelli & Perrimon, 2006 ; Ohlstein & Spradling, 

2006, 2007 ; Maeda et al., 2008 ; Choi et al., 2011). De plus, Maeda et ses collègues (2008) ont 

observé que la réduction de l'adhésion cellule-cellule ISC/EB (par RNAi E-Cad) favorise soit 

la mauvaise différentiation de l'EB, soit la différenciation de précurseur en EEC (Maeda et al., 

2008). 

La signalisation Notch agit de manière bidirectionnelle et est importante non seulement pour la 

différenciation EB, mais également pour la lignée EEC (Z. Guo & Ohlstein, 2015). Dans la 

lignée EC, les ISC (Dl élevé) restent attachées à la membrane basale, tandis que les EB 

(Signalisation Notch élevée) sont plus apicaux (Z. Guo & Ohlstein, 2015 ; Micchelli & 

Perrimon, 2006 ; Ohlstein & Spradling, 2006, 2007). En revanche, dans la lignée EEC, les 

cellules filles EEP sont localisées à la base et expriment de faibles niveaux de Dl, induisant une 

faible signalisation Notch dans l'ISC (Z. Guo & Ohlstein, 2015), mais elle est unidirectionnelle 

par rapport à la membrane basale, car les cellules situées à la base activent les cellules qui sont 

plus apicale, et non l’inverse (Z. Guo & Ohlstein, 2015) (Fig.14). 
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Figure 14: Le lignage des cellules souches intestinales et mode de division (asymétrique et 
symétrique) 

- La division asymétrique donne naissance à deux lignées, EC et EEC, selon le niveau 
d'activité Notch  

- Pendant la division symétrique, une signalisation Notch faible (Dpp/BMP élevé) et la 
perte d'intégrines conduisent à la production d'ISC-ISC. Inversement, un Notch élevé 
(faible Dpp/BMP) conduit à la production d'EB-EB. La division symétrique de l'ISC 
peut également donner lieu à deux EEP, mais les événements de signalisation n'ont pas 
été décrits. 
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3.1.3 La voie Dpp/BMP : un autre régulateur du mode de division des 
ISC 
Un autre régulateur des modes de division des ISC est la voie Dpp/BMP (Decapentaplegic/Bone 

Morphogenetic Protein). Il a été démontré que les voies de signalisation BMP et Notch agissent 

de manière antagoniste (Aiguo Tian & Jiang, 2014)  

Premièrement, la signalisation BMP est activée de manière asymétrique, fortement dans l’ISC 

et faiblement dans l’EB. Deuxièmement, la suppression de la signalisation BMP dans ISC 

favorise les divisions symétriques (EB/EB). Troisièmement, la suractivation de la signalisation 

BMP dans l'ISC favorise les divisions symétriques (ISC/ISC) (Aiguo Tian & Jiang, 2014). Par 

conséquent, les niveaux d'activation de ces deux voies au sein de l'ISC et de l'EB affinent le 

choix du destin cellulaire des cellules filles progénitrices. Fait intéressant, Dl est un ligand 

transmembranaire intrinsèquement produit par l'ISC uniquement capable de se lier à son 

récepteur Notch, dans les cellules voisines (par contact cellule-cellule). Les ligands BMP 

proviennent de nombreuses sources (mésoderme viscéral, trachée et EC) (Z. Guo et al., 2013) 

et agissent à distance : les cellules filles apicales, situées plus loin de la source des ligands 

Dpp/BMP, sont actives pour la signalisation Notch, alors que les cellules filles basales, qui 

reçoivent des niveaux élevés de Dpp/BMP, n'ont pas d'activité Notch. 

 

3.1.4 Autres déterminants cellulaires du mode de division des ISC 
De la drosophile aux mammifères, le choix entre la division symétrique ou asymétrique des 

cellules souches est déterminé par l'orientation du fuseau pendant la mitose (Venkei & 

Yamashita, 2018). Une question intéressante est de savoir comment la décision de faire une 

division symétrique ou asymétrique est prise par les cellules en division. Au cours de la 

neurogenèse embryonnaire de la drosophile, le complexe Par est responsable de la division 

asymétrique des neuroblastes et est lui-même localisé asymétriquement à l'intérieur des 

neuroblastes. Lors de la mitose, le complexe Par est également exprimé dans l'ISC et l'EB de 

l’intestin moyen adulte et interagit avec le fuseau mitotique pour l'orienter le long de l'axe apico-

basal. Chez la drosophile, la localisation asymétrique du complexe Par est également en 

corrélation avec des divisions asymétriques (Goulas et al., 2012; Z. Guo & Ohlstein, 2015). De 

même, dans l'intestin de la drosophile, la division asymétrique (ISC-EB) est guidée par une 

position oblique, presque perpendiculaire, du fuseau mitotique par rapport à la membrane 

basale(Goulas et al., 2012; Z. Guo & Ohlstein, 2015).En absence de complexe Par, l'ISC se 

divise symétriquement donnant naissance à deux cellules filles identiques (ISC-ISC) ce qui 
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augmente le nombre des ISC, La présence symétrique du complexe Par déclenche la duplication 

EB-EB par l'activation de la voie Notch (Goulas et al., 2012).  

De plus, la perte de fonction des intégrines (impliquées dans la fixation de la muqueuse 

intestinale à la membrane basale) ou du complexe Par entraîne une réorientation du fuseau 

mitotique parallèle à la membrane basale (Goulas et al., 2012) favorisant une division 

symétrique ISC-ISC. Ces données suggèrent que les intégrines, en médiant l'adhésion de l'ISC 

à la membrane basale, fournissent des informations de position pour la ségrégation asymétrique 

du complexe Par au pôle apical, favorisant ainsi le mode de division asymétrique (Fig.14). La 

signalisation intégrine est nécessaire à la fois pour le maintien et la prolifération des ISC, car la 

perte de fonction diminue le nombre d'ISC, ainsi que leur taux de division. Goulas et ses 

collègues ont également observé que les intégrines sont génétiquement en amont du complexe 

Par, indiquant qu'elles représentent à ce jour l'événement moléculaire le plus précoce dans le 

contrôle de la symétrie/asymétrie. Alors que ces travaux se sont concentrés sur la lignée EC 

lors de la division asymétrique, le complexe Par favorise aussi la localisation basales de Pros 

dans les cellules filles, spécifiant ainsi l'EEP (Z. Guo & Ohlstein, 2015). 

 

3.2 Programme spécifique de régulation du devenir des 

EEC 

En comparant le nombre des EEC et des EC présents dans l’épithélium intestinal, on trouve que 

la population des EEC est très faible par rapport à celle des EC (EC :80 à 90%, EEC : 10 à 

20%). Les EEC ne jouent aucun rôle dans l’absorption des nutriments, elles sont des régulateurs 

physiologiques agissant localement mais aussi systémiquement. Il est donc indispensable de 

modérer leur nombre afin d’assurer l’homéostasie de l’intestin (Amcheslavsky et al., 2014) et 

de l'organisme (Nässel & Zandawala, 2019). La détermination du choix du destin cellulaire 

entre les EC et EEC ne se limite pas aux voies de signalisation, plusieurs facteurs 

transcriptionnels y jouant des rôles fondamentaux. Voici la description de ces régulateurs 

positifs et négatifs de la détermination du sort des EEC. 

Les facteurs proneuraux bHLH du complexe Achaete-Scute (AS-C) ont une grande influence 

sur la génération des EEC durant laquelle la suppression de l'AS-C dans les ISC conduit à une 

déplétion complète des EEC, sans aucune modification du nombre d'ISC. Inversement, le 

nombre d'EEC s'accroît suite à la surexpression d'Asense ou de Scute dans les ISC/EB/EEP 

(Bardin et al., 2010). Scute est ainsi indispensable à la differentiation des EEC mais n’est pas 

nécessaire pour la maintenance des ISC. De plus, il a été proposé que Scute, un facteur 
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mitogène, soit exprimé de manière transitoire dans les ISC et conduit à leur division 

asymétrique produisant un nouvel ISC et un progéniteur EEP (Jun Chen et al., 2018).Les EEP 

se divisent une fois avant que l'accumulation de Prospero ne provoque la sortie du cycle 

cellulaire et la différenciation en EEC(Jun Chen et al., 2018).  

Durant la mitose, un inhibiteur de la voie de signalisation Notch(N) nommé « Numb », inhibe 

le recyclage de la protéine Notch vers la membrane plasmique (Sallé et al., 2017) ce qui aboutit 

à l’affaiblissement de l’expression Asense et Scute, conduisant ainsi à l’expression du Prospero 

et l’aquisition du destin EEC(Sallé et al., 2017) (Fig.16).  

D’autres régulateurs transcriptionnls sont capables d’inhiber le destin EEC. A titre d’exemple, 

le répresseur transcriptionnel Tramtrack 69 (Ttk69) est capable de controler la survie des 

cellules EEC(Chenhui Wang et al., 2015) et module leur abilité à produire des 

hormones(Chenhui Wang & Xi, 2015). De manière intéressante, les EEC sont également 

capables de réguler leur nombre de manière autonome. Une EEC nouvellement formée exprime 

le ligand Dl et active la signalisation Notch dans l'ISC situé apicalement. Cette activité bloque 

la production d'EEC et maintient la multipotence des ISC, de sorte à les reconvertir à la 

production d'EC (Z. Guo & Ohlstein, 2015) (Fig.16). 

Les EEC autorégulent aussi leur nombre en sécrétant un ligand appelé Slit capable de se fixer 

à son récepteur Roundabout (Robot2) spécifiquement exprimé par les ISC. La fixation 

Slit/Robot2 inhibe spécifiquement l'expression de Pros dans l'ISC, puis inhibe la génération de 

nouveaux EEC (Biteau & Jasper, 2014) (Fig.16). Ainsi la signalisation Slit/Robot2 agit comme 

un régulateur maintenant l’équilibre entre les lignées EC et EEC. Les EEC influencent aussi 

l’activité des ISC par la sécrétion d’hormones qui agissent sur les muscles viscéraux. En 2011 

Biteau et Jasper ont pu montrer que la sécrétion du Vein, un ligand de la voie EGF, est favorisée 

par les cellules musculaires, de même la fixation sur son récepteur qui se localise à la surface 

des ISC, permet leur prolifération (Biteau & Jasper, 2011) .Le contrôle de manière non 

autonome de la sécrétion de Vein est exécuté par les EEC qui secrètent les hormones tel le 

bursicon dans le but de réprimer son expression (Scopelliti et al.,2014) (Fig.17). Sur le même 

schéma, la Tachykinine secrété par les EEC induit de l’expression de Dilp3 (Drosophila insulin 

like peptide3). Dilp3 est sécrété et va activer la voie de signalisation de l’insuline dans les ISC 

grâce à sa fixation sur son récepteur InR avec comme conséquence l'augmentation de la 

prolifération des ISC (Amcheslavsky et al., 2014 ; Scopelliti et al., 2014) (Fig.17). Ensemble, 

ces études montrent que les EEC régulent l’activité des ISC en utilisant des mécanismes 

moléculaires variés et jouent donc un rôle majeur dans le maintien de l’homéostasie intestinal. 
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Figure 16: Régulation du destin EEC 
- Le complexe Achaete- Scute (AS-C) requis pour maintenir l’expression du Pros et par 

la suite la production de cellules EEC est activé de manière transitoire pendant la 
division des ISC (vert) et conduit à la génération d'une nouvelle ISC et d'une EEP 
(Violet). 

- L'EEP se divise une fois avant de commencer à accumuler Pros. De plus, l'EEP 
nouvellement formé hérite de la protéine Numb qui inhibe la signalisation Notch . 

- La génération des EEC est régulée négativement par le répresseur transcriptionnel 
Tramtrack69 (Ttk69) qui inhibe l'AS-C en parallèle à Notch. Les cellules EEC (mauve) 
nouvellement formées expriment le ligand Delta et activent Notch dans l'ISC situé 
apicalement qui passe à la production de cellules EC plutôt que d'EEC.  

- EEC autorégule leur production également en sécrétant le ligand Slit qui active le 
récepteur Roundabout / récepteur (Robot2) présent à la surface de l'ISC conduisant à 
l'inhibition de l'expression du Prospero 
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3.3 Régulation de la prolifération des ISC dans les 

conditions physiologiques normales 

Dans les conditions physiologiques normales, l'intestin est complètement renouvelé en quelques 

jours, 8 jours chez les mammifères et de deux semaines chez les insectes, (Ohlstein & Spradling, 

2006; Jiang et al., 2009; Choi et al., 2011). Les anciens EC sont éliminés et remplacés par de 

nouveaux dérivés de cellules progénitrices. Pour maintenir l'homéostasie intestinale, une 

régulation stricte de la prolifération des ISC est indispensable non seulement pour remplacer 

les cellules endommagées, mais aussi pour empêcher une prolifération excessive des ISC qui 

peut conduire au développement de tumeurs(Radtke & Clevers, 2005).De nombreuses voies de 

signalisation conservées sont impliquées dans le contrôle de la division des ISC. Dans la section 

suivante, je décrirai nos connaissances actuelles sur le rôle des diverses voies de signalisation 

dans la régulation de la prolifération des ISC dans les conditions homéostatiques et aussi suite 

à des stresses environmentaux. 

3.3.1 La voie de signalisation Wingless/Wnt  dans l'intestin moyen de 
la drosophile adulte 
Chez la drosophile ainsi que chez les vertébrés, la voie Wg/Wnt est impliquée dans la 

stimulation de la division des ISC. Le ligand Wg est exprimé dans les muscles viscéraux 

entourant l'intestin moyen de la drosophile et active sa signalisation dans les ISC. En générant 

des clones dépourvus de composants de la voie Wg /Wnt tels que le récepteur Frizzled, une 

réduction du taux de division et prolifération des ISC a été détectée, sans affecter la 

différentiation des EC et des EEC. Inversement, la surexpression de wg dans les cellules esg+ 

est suffisante pour induire une expansion des cellules esg+ Dl+. Cette étude a permis de 

conclure que la signalisation Wg/Wnt est nécessaire et suffisante pour maintenir l'auto-

renouvellement de l'ISC. 

La signalisation Wg/Wnt agit probablement par la régulation de son gène cible myc (Cordero 

et al., 2012), qui code pour un facteur de transcription impliqué dans la régulation du cycle 

cellulaire chez les vertébrés et les invertébrés. En accord avec cela, il a été montré que Myc est 

impliqué dans la division des ISC à l'état homéostatique car la réduction de l’expression de myc 

dans les ISC bloque leur division (Ren et al., 2013). D'autres études ont apporté des résultats 

complémentaires concernant la source du ligand Wg et le site d'activation de la signalisation 

Wnt. Buchon et al ont observé un enrichissement de l'expression des gènes rapporteurs de 

signalisation Wnt aux différentes limites de l'intestin moyen (Buchon et al., 2013). Tian et al 
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ont démontré que les EC plutôt que les cellules ISC sont le site principal de l'activation de la 

signalisation Wnt dans l'intestin moyen adulte de la drosophile (A. Tian et al., 2016). Cette 

activité est nécessaire pour inhiber la libération des facteurs de croissance par les EC tels que 

Upd2 et Upd3 qui agissent comme des signaux paracrines et activent la prolifération des ISC 

(A. Tian et al., 2016). 

3.3.2 Voie du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) 
L'une des principales voies de signalisation impliquées dans la stimulation de la division des 

ISC est la voie EGFR. La signalisation EGFR est activée dans les ISC par trois ligands (Vein, 

Spitz et Keren) libérés de différentes sources locales. Les muscles viscéraux entourant 

l'épithélium intestinal produisent le ligand Vein (Biteau & Jasper, 2011 ; Jiang et al., 2011 ; N. 

Xu et al., 2011), Keren est libéré à la fois les EB (N. Xu et al., 2011) et les EC (Jiang et al., 

2011) et Spitz est exprimé dans les EB (Buchon et al., 2010 ; N. Xu et al., 2011). Les trois 

ligands activent la voie EGFR dans les ISC par l'activation de la petite GTPase Ras et de la 

kinase ERK qui phosphoryle le facteur de transcription FOS (Biteau & Jasper, 2011 ; Jiang et 

al., 2011 ; N. Xu et al., 2011). Les clones (ISC) mutants pour les composants de la voie EGFR 

ne prolifèrent pas (Biteau & Jasper, 2011 ; Jiang et al., 2011 ; N. Xu et al., 2011). A noter que 

l'inhibition de la voie EGFR ne modifie pas la survie ni la différenciation des ISC. Une 

inhibition prolongée d’EGFR dans les ISC entraîne leur disparition après 4 semaines.  

3.3.3 La voie de signalisation JAK/STAT  
Chez la drosophile, la voie de signalisation JAK/STAT est un acteur majeur contrôlant 

l'homéostasie. Elle est nécessaire à la coordination de la prolifération et de la différenciation 

des cellules souches dans de nombreux tissus. Trois ligands Unpaired (Upd1, Upd2 et Upd3) 

(Hervé Agaisse et al., 2003 ; Gilbert et al., 2005) existent chez la drosophile et interagisse avec 

le récepteur de la voie JAK/STAT, Domeless (Dome). Le signal est ainsi transmis au sein des 

cellules par la kinase JAK/Hopscotch (Hop) (Binari & Perrimon, 1994) aboutissant à 

l’activation du facteur de transcription Stat92E (Hou et al., 2002). L’activation de celui-ci mène 

à sa dimérisation et son passage dans le noyau afin d’initier l’expression de gènes cibles, dont 

socs36E, qui agit comme un régulateur négatif de la voie JAK/STAT. 

Upd1 est exprimé et sécrété à la fois par le muscle viscéral (MV) entourant l'intestin moyen 

(Lin et al., 2010) et les EB (Osman et al., 2012). L'activité JAK/STAT n'est détectée que dans 

les ISC et les EB (Jiang et al., 2009 ; Osman et al., 2012). Il est généralement admis que des 

niveaux de signalisation élevés (suractivation de la voie JAK/STAT dans les ISC) accélèrent le 
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taux de division des ISC (Jiang et al., 2009 ; Lin et al., 2010). L’effet de l'inhibition de la 

signalisation JAK/STAT est moins clair. Certaines études montrent que l'inhibition de la voie 

JAK/STAT dans les ISC ne modifie pas leur division (Buchon et al., 2009 ; Jiang et al., 2009), 

tandis que d'autres groupes constatent que les ISC disparaissent de l'épithélium intestinal en 

l'absence de signalisation JAK/STAT dans les ISC (Lin et al., 2010) ou lors de l'inhibition de 

la production de Upd1 dans les progénitures (Osman et al., 2012). Fait intéressant, ces 

expériences ont suivi le maintien des ISC sur une longue période et ont constaté que les ISC 

disparaissent après avoir inhibé la signalisation JAK/STAT dans les ISC à partir de 3 semaines 

(Osman et al., 2012). Ces divergences suggèrent que l'inhibition de la signalisation JAK/STAT 

n'est pas suffisamment efficace, expliquant pourquoi une période plus longue est nécessaire 

pour observer la perte des ISC, ou (et) que d'autres voies parallèles pourraient compenser 

partiellement le manque de signalisation JAK/STAT dans les ISC. Bien que ces deux 

possibilités ne soient pas exclusives, il existe une série de preuves soutenant l'hypothèse « 

compensatoire ». En effet, l'inhibition de la signalisation EGFR dans les ISC supprime la 

division des ISC dépendante de la surexpression de la voie JAK/STAT. Réciproquement, 

l'absence de signalisation JAK/STAT dans les ISC abolit la mitose des ISC qui est dépendante 

de la voie EGFR (Buchon et al., 2010). Chez les mouches vieillissantes, les ISC prolifèrent 

d’une manière anormale. Cette caractéristique est partiellement médiée par les ligands Upd2 et 

Upd3 libérés par les EB et les EC. De plus, ces deux ligands ainsi Upd1 sont également 

surexprimés lors d'une infection bactérienne afin d'induire un renouvellement épithélial rapide 

(Osman et al., 2012 ; Loudhaief et al.,2017). Par conséquent, la voie JAK/STAT régule la 

prolifération et la différenciation des ISC dans des conditions saines et pathogènes.  

3.3.4 Rôle de la voie Hippo dans la restriction de la prolifération des 
ISC 
Un régulateur négatif de la division des ISC est la voie Hippo/Yorkie (Hpo/Yki), qui est 

hautement conservée au cours de l’évolution. Des forces mécaniques subies par les entérocytes 

contrôlent cette voie, qui régule à la fois la prolifération cellulaire et l'apoptose (Harvey et al., 

2003 ; Wu et al., 2003 ; Loudhaief et al., 2017). Quatre kinases forment le complexe Hippo : 

Warts (Wts) (Justice et al., 1995) Hippo (Hpo) (Harvey et al., 2003 ; Wu et al.,2003), Mob/Mats 

(Lai et al., 2005) et Salvador (Sav) (Kango-Singh et al., 2002 ; Tapon et al., 2002). Une fois 

activée, la voie aboutit au déclenchement d’une cascade de phosphorylation : Hpo phosphoryle 

Sav tout en stabilisant leur interaction physique (Aerne et al., 2015 ; Wu et al., 2003), ensuite 

Hpo phosphoryle Mats qui interagit avec Wts et potentialise son activité kinase (Justice et al., 
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1995 ; Wei et al., 2007 ; Wu et al., 2003). La cascade des kinases entraînant finalement la 

phosphorylation et l’inactivation du facteur de transcription Yorki (Yki), qui reste retenu dans 

le cytoplasme (Huang et al., 2005 ; Ren et al., 2010). Le rôle de Yki se résume par l’induction 

de l’expression des gènes anti-apoptotique (Diap1) et du cycle cellulaire (Cycline E) (Dong et 

al., 2007 ; Huang et al., 2005). Donc, après l’activation de la voie, Yki est phosphorylé et reste 

dans le cytoplasme, et ses gènes cibles jouant un rôle fondamental dans la croissance et la 

prolifération cellulaire ne sont pas exprimés. Ainsi la prolifération cellulaire et bloquée et 

l’apoptose est induite dans certaines conditions. 

La déphosphorylation de Yki permet l’activation des gènes cibles (impliqués dans la 

prolifération cellulaire myc, cycE et Bantam) ou la survie cellulaire (par exemple Diap1). 

Inversement, l’induction de la prolifération anormale des ISC par surexpression de Diap1 et de 

cycline E est favorisée par le gain de fonction yki (ou perte de fonction wts) (Shaw et al., 2010). 

Pour contrôler la prolifération des ISC, Hpo agit de manière non cellulaire autonome dans les 

EC. En effet, YKi induit, dans les EC abîmés, l’expression de Upd3 (Shaw et al., 2010 ; Staley 

& Irvine, 2010) et de Keren (Ren et al., 2010), ce qui provoque l’activation des voies de 

signalisation JAK/STAT et EGFR respectivement, induisant la prolifération des ISC. Par 

conséquent la voie de signalisation Hpo/Yki permet aux EC de signaler aux ISC lorsqu'ils sont 

endommagés tout en agissant comme un capteur de stress épithélial dans les EC. 

3.4 Différents types de stress influencent l’activité des ISC  
Le contact entre l’intestin et le milieu environnant est continu. L’intestin remplit plusieurs 

fonctions parmi lesquelles la défense contre de fortes contraintes comme les agressions 

physiques (lésions), chimiques (stress oxydatif) ou pathogènes. Dans ces conditions, différents 

types de réponses de l’intestin peuvent être déployés. Les agents peuvent agir de deux façons 

différentes : positivement ou négativement, ils peuvent être bénéfiques ou maléfiques. Dans 

certains cas, le système digestif se détruit d’une façon irrémédiable. Pour lutter contre les 

attaques extrêmes par les microbes, le système immunitaire local est activé. En parallèle, la 

reconstitution de l’intestin par les ISC est requise pour le rétablissement de l'intégrité du tissu 

et le retour à un état physiologique normal. Les mêmes voies de signalisation actives en 

conditions basales sont réutilisées dans les conditions des stress, quoiqu’avec quelques 

adaptations spécifiques. Dans ce qui suit, je décris quelques démarches expérimentales 

pratiquées lors de l’induction de la régénération de l'intestin moyen de la mouche. Ensuite je 

présenterai les signaux transmis à l’ISC dans des états de stress pour l’activation des voies de 

signalisation mitogéniques notamment EGFR, Wnt et JAK/STAT. 
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3.4.1 Agents inducteurs de la régénération de l'intestin moyen  

Différents agents pathogéniques ou chimiques induisant des lésions tissulaires ont été utilisés 

pour activer la régénération intestinale : 

1- Divers types de bactéries Gram négatives pathogènes infectieuses comme Pseudomonas 

entomophila, Pseudomonas aeruginosa, Erwinia carotovora (Ecc15), Serratia marcescens, 

Escherichia coli ...) et Gram positives comme Bacillus thuringiensis (Bt(Apidianakis et al., 

2009 ; Buchon, Broderick, Chakrabarti, et al., 2009; Buchon , Broderick , Poidevin , et al., 

2009 ; Vodovar et al., 2005 ; Loudhaief et al.,2017) ont montré leur capacité à activer la 

prolifération des ISC. 

2- Plusieurs agents chimiques toxiques tels le peroxyde d'hydrogène ou le paraquat qui 

induisent un stress oxydatif via la production d’espèces réactives de l’oxygène (Choi et al., 

2008), le sulfate de sodium de dextrane (DSS) qui perturbe la membrane basale, ou la 

bléomycine, un antibiotique cytotoxique produisant des dommages à l’ADN des EC 

(Amcheslavsky et al., 2009). 

3- L'expression ciblée de gènes proapoptotiques tels que Reaper (Rpr) dans les EC 

induisant leur mort (Jiang et al., 2011). 

 

3.4.2 Régulation de la régénération intestinale en réponse aux stresses 
Les infections bactériennes et les agents cytotoxiques endommagent principalement les cellules 

épithéliales intestinales notamment les EC. Elles sont donc les premières cellules à confronter 

les facteurs de stress ce qui induit leur apoptose (Amcheslavsky et al., 2009 ; Apidianakis et al., 

2009 ; Buchon et al., 2010 ; Jiang &Edgar,2009). Il est connu que, chez la drosophile, 

l’ingestion de fortes doses de bactéries opportunistes telles qu'Ecc (plus de 108 CFU par 

drosophile) ou de pathogènes tels que Pe induit l’apoptose des EC. Cette apoptose stimule la 

prolifération des cellules souches intestinales pour remplacer les EC mourants. Ce modèle est 

appelé « mort cellulaire régénératrice » (Vriz et al., 2014) .A une dose plus faible (106 CFU par 

drosophile), les bactéries Btk sont éliminées rapidement au bout de 4 heures, et pourtant, ce 

passage rapide est suffisant pour stimuler la régénération intestinale sans qu’il y ait apoptose 

d’EC (Loudhaief et al., 2017). La mort des EC induit donc l’activation et la prolifération des 

ISC pour réparer les dommages intestinaux. Tandis que l'induction de l'apoptose par 

l'expression du facteur Reaper dans les EC est suffisante pour provoquer la prolifération des 

ISC même en absence d’infection (Jiang et al.,2011 ; Amcheslavsky et al., 2009 ; Apidianakis 

et al., 2009 ; Jiang &Edgar,2009).  
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Au niveau moléculaire, la sécrétion du ligand Upd3 est induit par les EC abimées (stressés ou 

en apoptose). Ainsi Upd3 s’accroche à son récepteur Dome présent à la surface des ISC, activant 

la voie JAK/STAT au sein des ISC ce qui déclenche leur prolifération et assure le 

renouvellement tissulaire (feedback loop) (Buchon, Broderick, Chakrabarti, et al., 2009 ; Jiang 

et al., 2009). En parallèle, le ligand Keren, sécrété par les EC, stimule l’activation de la voie de 

signalisation EGFR et promeut la prolifération des ISC en coordination avec JAK/STAT 

(Buchon et al., 2010 ; Jiang et al., 2011). Les EC endommagées envoient aussi des signaux aux 

muscles viscéraux environnants qui a leur tour sécrètent le ligand Vein qui conduit à la 

prolifération des ISC (Buchon et al., 2010 ; Jiang et al., 2011). Récemment les chercheurs ont 

découvert un autre rôle de la voie EGFR dans la régénération des EC. L’infection n’aboutit pas 

seulement à la prolifération des ISC mais elle est aussi la cause de l’induction de l'augmentation 

de cycles d’endoréplication des EC (les EC sont naturellement polyploïdes, avec 8 à 16 copies 

de leur génome (Choi et al., 2011). Pendant la régénération, les EC nouvellement formées 

héritent de la signalisation EGFR activée via les EB, et subissent de multiples cycles 

d'endoréplication qui conduisent à l'hypertrophie des EC et à une ploïdie plus élevée. Les plus 

gros EC compensent ainsi ceux qui sont morts (Xiang et al., 2017). 

Les EB quant à eux jouent un rôle dans la régulation de la prolifération des ISC. Il a été montré 

que suite à une infection bactérienne (P. entomophila, Ecc15), les EB sécrètent le ligand Spitz 

de la voie EGFR et les ligands Upd1-2 de la voie JAK/STAT et stimulent leurs voies respectives 

au sein des ISC conduisant leur prolifération (Buchon et al., 2010 ; Jiang et al., 2011). De plus, 

suite à une intoxication avec l’agent chimique DSS, les EB sécrètent le ligand Wg et activent 

la signalisation Wg/Wnt au sein des ISC via l'activation de l'expression de myc (Cordero et al., 

2012). 

La voie EGFR agit en aval de JAK/STAT afin d'induire la prolifération des ISC lors des 

dommages aigus (Buchon et al., 2010 ; Jiang et al., 2011 ; N. Xu et al., 2011). En effet, des 

études épistatiques ont démontré que l’induction de la prolifération des ISC par les ligands Upds 

suite à une infection bactérienne est abolie dans un fond mutant EGFR. De plus, Xu et al ont 

montré que EGFR, Wg/Wnt et JAK/STAT agissent en coordination pour assurer la régulation 

de la prolifération des ISC et que l'inhibition simultanée des trois voies de signalisation induit 

une perte des ISC.  

Donc l'endommagement des EC lors de stress infectieux ou chimiques active de façon indirecte 

la prolifération des ISC, favorisant ainsi leur renouvellement et/ou remplacement. Mais de 

manière intéressante, après une forte perte des ISC, les EC peuvent se dédifférencier et acquérir 

des capacités « souches » afin de rétablir l’homéostasie tissulaire (Lucchetta & Ohlstein, 2017) 
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3.5 Régulation de la prolifération et de la différentiation des 

ISC chez les mammifères 

Une brève description du contrôle de la prolifération des ISC chez les mammifères par les voies 

Wnt et Notch(N) et de leur différenciation par BMP est présentée dans la partie suivante. 

3.5.1 La voie de signalisation Wnt  
Au sein de l’intestin des mammifères, la voie mitogénique la plus active est la signalisation 

Wnt. Un gradient décroissant de la crypte vers le villus existe ; l’activité extrême se localise à 

la base de la crypte (Batlle et al., 2002). L’activation de la voie Wnt est indispensable pour 

maintenir les CBCs et assurer la différenciation terminale des cellules de Paneth. L’arrêt de la 

prolifération des CBCs dans des conditions normales et pathogéniques et la dégénérescence de 

la crypte sont les résultats de l’inactivation de Wnt (Kuhnert et al., 2004 ; Pinto et al., 2003). 

La sécrétion des ligands Wnt provient des cellules de Paneth et du stroma voisin (Sato et al., 

2009 ; Valenta et al., 2016).  

A rappeler que chez la drosophile, les muscles viscéraux environnants et les EB sont 

responsables de la production du ligand Wg. Les chercheurs ont démontré la conservation de la 

notion de « niche » des ligands Wg /Wnt et le rôle de signalisation Wg/Wnt dans la prolifération 

des ISC dans l'intestin moyen de la drosophile adulte et chez les mammifères. 

3.5.2 La voie de signalisation Notch  
Chez la drosophile, N permet la restriction de la prolifération des ISC tandis que chez les 

mammifères elle représente une voie mitogénique essentielle. La perte totale des CBCs et des 

TA est causée par l'inhibition de la voie N, accompagnée d’une forte croissance du nombre de 

cellules sécrétrices (Milano et al., 2004 ; Van Es et al., 2005). En revanche, l’excès d'expression 

de NICD est suffisant pour l'expansion de la partie proliférative et la perte de la lignée sécrétrice 

(Fre et al., 2005). Ainsi, la prolifération des ISC et le choix du destin EC sont déterminés par la 

voie Notch. On retrouve donc une conservation de certains aspects de la signalisation Notch 

entre l'intestin de drosophile et des mammifères. 

3.5.3 La voie de signalisation des protéines morphogénétiques osseuses 
(BMP)  
Les protéines BMPs sont des facteurs de croissance, appartenant à la famille des TGF-β (Feng 

& Derynck, 2005 ; Miyazono et al., 2005 ; Moustakas & Heldin, 2009). Le ligand BMP est 

enrichi dans la région mésenchymateuse entourant les villosités d’où il signale à l'épithélium 
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intestinal pour restreindre la prolifération des ISC (Hardwick et al., 2004). Le blocage de la 

signalisation BMP dans l'intestin de souris aboutit à la formation ectopique de cryptes dans la 

région des villosités. De plus, la morphologie intestinale est altérée dans ce contexte, et une 

différenciation aberrante de la lignée sécrétrice a été observée. Au contraire de la signalisation 

Notch, la signalisation BMP assure donc la restriction de l’hyperprolifération des ISC comme 

chez la drosphile, et elle est requise pour la différenciation de la lignée cellulaire sécrétrice. 

 

3.6 Perturbation de l’activité des ISC et pathologies 
intestinales  

Les mutations touchant les composants des voies de signalisation cellulaires sont les principales 

causes de l’apparition de cancers gastro-intestinaux humains. L’activation des voies de 

signalisation mitogène ou l'inhibition des voies de différenciation aboutissent à 

l'hyperprolifération des ISC ce qui cause le développement cancéreux dans l'intestin grêle des 

mammifères comme dans l’intestin moyen de la drosophile (Apidianakis et al., 2009 ; Sansom 

et al., 2004). 

Chez l’homme, la principale cause de cancers colorectaux est due à l’activation anormale de la 

voie Wnt qui affecte principalement des gènes suppresseurs de tumeurs tels que Apc 

(Adenomatous Polyposis Coli) (Sansom et al., 2004). En effet, la perte d'Apc favorise 

l'apparition d'adénomes qui, lorsqu'ils sont couplés à des mutations oncogéniques secondaires 

comme Ras (agissant en aval de la signalisation EGFR) peuvent se développer en 

adénocarcinomes agressifs donnant lieu à des métastases. 

Comme chez les mammifères, la mutation Apc1 conduit à une prolifération des ISC chez la 

drosophile et à une hyperplasie intestinale (Lee et al., 2009). Dans les deux cas, ceci est dû à la 

surexpression du protooncogène myc, un effecteur actif en aval de la signalisation Wg/Wnt 

provoquant la formation de tumeurs intestinales (Athineos & Sansom, 2010 ; Finch et al., 2009 

; Lee et al., 2009 ; Sansom et al., 2007). 
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Chapitre 4 : Objectif de la thèse 
 

4.1 Objectifs de la thèse : Etude des effets de Bacillus 
thuringiensis subsp. kurstaki sur la physiologie intestinale 

L'opinion publique et les efforts politiques poussent à la réduction de l’utilisation des pesticides 

chimiques. En revanche, la production des bioinsecticides est en plein essor, parmi lesquels les 

produits constitués de spores de la bactérie sporulante opportuniste Bacillus thuringiensis (Bt). 

La particularité de Bt c’est sa capacité à produire lors de la sporulation des toxines Cry isolées 

dans un cristal et possédant des caractéristiques entomopathogènes. 

Les produits utilisant la souche Bt subsp. kurstaki (Btk) sont extrêmement efficace contre les 

larves de lépidoptères ravageuses de cultures (tomates, choux, maïs, poireaux etc…). Ils sont 

très utilisés en agriculture biologique et on les trouve aussi présents dans l’agriculture 

conventionnelle. 

Ces dernières années, le doublement de la surface mondiale en agriculture biologique aboutit à 

l’augmentation de l’utilisation des produits de biocontrôle (englobant les biopesticides), avec 

une hausse de 8,5% en 2019 (www.ibmafrance.com). Les produits Bt représentent 75% du 

marché des bioinsecticides avec 32 000 tonnes vendus par an (Casida & Bryant, 2017). Les 

efforts entrepris nationalement et internationalement pour réduire l'utilisation des pesticides 

chimiques vont conduire, dans le futur, à une poursuite de l’augmentation de leur utilisation. 

Devant cette croissance, l’Homme et l’animal se trouvent toujours plus exposés aux 

bioinsecticides, et en particulier à Btk à travers l’alimentation. La question qui se pose ici 
et dont la recherche des réponses est urgente, est : quels sont les effets potentiels à long 

terme de ces produits sur la santé et l’environnement ? 

Les bioinsecticides Bt fonctionnent par ingestion et détruisent le tube digestif des organismes 

cibles. La partie la plus postérieure de l’intestin moyen est un lieu favorable à la germination 

des spores et à la libération des toxines Cry des cristaux. La conséquence est la destruction de 

l’épithélium intestinal. La spécificité de l’action de Btk revient à la présence de récepteurs 

particuliers à la surface de l’épithélium intestinal des larves de lépidoptères. En effet, bien que 

le récepteur principal aux toxines Cry soit une cadhérine (composant universel des épithélia)(St 

Johnston & Ahringer, 2010), l’existence de récepteurs secondaires spécifiques aux lépidoptères 

est nécessaire pour que les toxines s’insèrent dans la membrane des entérocytes, forment des 

pores et les tuent (Adang & Crickmore, 2014). Ceci crée des brèches dans l’épithélium 

http://www.ibmafrance.com/
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favorisant la pénétration des spores de Btk ayant germées, que l’on appelle « bactéries ou 

cellules végétatives », dans le milieu intérieur, ce qui aboutit à une septicémie et par la suite la 

mort de l’insecte ciblé en 2-3 jours. Grace à leur mode d’action, les toxines Cry présentent une 

grande spécificité en termes de toxicité aigüe envers les larves de lépidoptères tout en respectant 

les autres organismes de l’écosystème, dont l’homme. Sur une courte durée, aucune dangerosité 

sur les organismes non cibles dont les mammifères, n’est détectée (Rubio-Infante & Moreno-

Fierros, 2016). Ceci repose sans doute en partie sur les capacités de régénération et de défense 

de l'épithélium intestinal qui est capables de surmonter les effets néfastes liés à une ingestion 

de bactéries pathogènes (Bonfini et al., 2016). Cependant cela n’exclue pas la possibilité que 

l’équilibre physiologique de l’intestin puisse être affecté par des ingestions répétées sur une 

longue durée mettant alors la santé intestinale et/ou systémique de l’organisme en danger. 

Cependant il est dommageable que des études d’une exposition prolongée à faible dose de 

bioinsecticides Btk, des organismes non-cibles, n’aient pas encore été réalisées (Avis de 

l’Anses, Saisine n° 2013-SA-0039). 

Il est important de savoir que la durée de persistance des bactéries Btk (spores et/ou végétatives), 

dans l’intestin suite à la prise d’un seul repas contaminé par les produits Btk (aux doses d'usage 

en agriculture biologique) est estimée à 10 jours chez la drosophile (Salma Hachfi, données non 

publiées) et 30 jours chez la souris (Oliveira-Filho et al., 2009), deux organismes non-cibles 

Ajoutons, que 5 jours après l’arrêt de l’utilisation de bioinsecticides Btk par des agriculteurs, 

les spores sont encore présentes dans leurs échantillons fécaux (Jensen et al., 2002). Chez les 

mammifères, un état pro-inflammatoire pouvant progresser en maladies inflammatoires 

intestinales chroniques de type Crohn ou colite ulcéreuse et dans le pire des cas sa 

dégénérescence en cancers, est causé par la présence prolongées ou répétées de bactéries non 

commensales (allochtones) dans l’intestin. Cet état intestinal pro-inflammatoire est aussi 

présent chez la drosophile suite à l’ingestion de petite quantité de Btk (Loudhaief et al., 2017). 

Enfin, les bactéries du groupe Bacillus cereus (incluant Bt) occupent la deuxième place dans la 

liste des causes d'intoxication alimentaire en France et la 3ème en Europe 

(invs.santepubliquefrance.fr). 

Au-delà des effets que peuvent avoir les bactéries Bt sur l’intestin, une interaction entre les 

toxines Cry et les nombreuses protéines extracellulaires de l’épithélium intestinale peut avoir 

lieu, notamment une interaction entre les toxines Cry et les protéines d'adhésion cellulaire telles 

que les cadhérines formant les jonctions serrées des épithélia (St Johnston & Ahringer, 2010). 

En effet, ce sont des membres de cette famille qui jouent le rôle de récepteur principal aux 
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toxines Cry dans l’épithélium intestinal des organismes cibles. Même si cela n’a pas des 

conséquences à court terme sur les organismes non-cibles, il peut en résulter l’induction 

d’impacts sur le long terme ou sur des individus qui souffrent déjà de pathologies intestinales. 

Toutes ces informations suggèrent que l’utilisation des bioinsecticides Btk de façon 

intensive pourrait être impliquée dans le développement de pathologies digestives. 

L’objectif essentiel de mon projet de thèse est de détecter l’influence de l'ingestion de 

faible dose de bioinsecticides Btk, sur la physiologie intestinale et plus précisément sur 

l’homéostasie cellulaire intestinale. Pour atteindre ce but, j’ai utilisé la drosophile comme 

système modèle. Le choix de la drosophile n’est pas venu par hasard. La drosophile est 

déjà un organisme non-cible de Btk favorisant l’étude des effets non-létaux. Ensuite, les 

outils génétiques, cellulaires et moléculaires disponibles chez cet insecte permettent de 

déterminer les mécanismes physiologiques affectés et impliqués dans les effets observés. 

Les mécanismes biologiques contrôlant la physiologie intestinale étant fortement 

conservés entre la drosophile et les vertébrés, le traitement des problèmes chez les 

mammifères en devient facilité (Pasco et al., 2015). 

4.2 Méthode standardisée d'intoxication des drosophiles  

Avant de décrire le protocole suivi, je veux me focaliser brièvement sur son importance. Tout 

d’abord nous l’avons développé en nous basant sur les multiples travaux publiés dans le 

domaine et en tenant compte des doses d'utilisation « plein champ » du bioinsecticide Btk. 

Ensuite il assure une reproductibilité des résultats et réduit les variations concernant le sexe, la 

température, la lumière, la nourriture, etc. 

L’élevage des drosophiles est effectué sur un milieu nutritif normalisé (sa composition : 0,8% 

Agar, 2,5% sucre, 8% farine de maïs, 2% levure) à une température de 25°C avec un cycle 

jour/nuit 12h/12h. Ensuite j’ai utilisé des drosophiles femelles non vierges âgées de 5 à 6 jours 

(car plus grosses et donc plus facile à disséquer et leur intestin est totalement mature 3-4 jours 

post-éclosion) dans toute mes expériences. Dans chaque expérience, j’ai privé 10 mouches de 

nourriture 2 h avant leur intoxication afin de synchroniser la prise de nourriture. L’intoxication 

se fait avec 50 μl d’une solution (d’eau ou de sucrose, cf ci-dessous) contenant des spores sans 

cristaux, des spores + des cristaux (le bioinsecticide) ou des cristaux purifiés. Cette solution est 

déposé sur un papier filtre qu’on dispose à la surface du milieu nutritif dans un tube à drosophile 

de 5 cm². Les doses utilisées sont de 107 spores pour 10 mouches et par tube (soit 106 spores à 

disposition par drosophile). Cette dose correspond à la quantité présente à la surface des tomates 
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après traitement (Avis de l’Anses, Saisine n° 2013-SA-0039). La quantité de cristaux utilisés 

corresponds à 30% du poids des spores, les cristaux de Btk représentant entre 25% et 30% du 

poids du produit insecticides (soit des spores de Btk et des cristaux) (Agaisse & Lereclus, 1995). 

Il est important de préciser que lors de la préparation des produits commerciaux, la membrane 

entourant la spore est dégradée libérant ainsi le cristal et l'endospore. Le produit commercial 

est donc constitué de deux entités bien distinctes : les endospores et les cristaux. Par abus de 

langage (en anglais) des scientifiques spécialistes du groupe B. cereus, l'endospore est 

communément appelée spore. Quand je parlerai de spores dans les pages suivantes, cela sous-

entendra endospore (Fig.1).  

L’évaluation des effets d’une ingestion de Btk sur la physiologie cellulaire intestinale est faite 

en utilisant deux souches de Btk: un produit commercial (Dipel ou Delfin) produisant cinq 

toxines Cry différents (Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa, Cry2Ab) et une souche de Btk 

modifiée (nommée 4D22 ou Btk Cry-) ne produisant pas de toxines Cry obtenue du BGSC 

(Bacillus Genetic stock center, http://www.bgsc.org). Btk Cry - permet de pouvoir distinguer 

l’effet spore de l’effet cristal de toxines Cry. L’appellation Btk Cry- est donnée à cette souche 

pour insister sur le fait qu’elle ne produit pas de toxines Cry. 

Lors de ma thèse j'ai examiné les effets des bactéries végétatives, des spores et des cristaux sur 

la physiologie intestinale. Pour mes expériences sur l’étude des effets de bactéries végétatives, 

j’ai fait l’usage du contrôle négatif du « LB avec 5% de sucre ». Pour les spores ou les cristaux 

de Btk, le contrôle utilisé était l’eau car les produits commerciaux sont dilués dans l’eau. Enfin 

il faut noter que dans chaque tube on a introduit 10 drosophiles qui sont restées en contact avec 

le milieu traité jusqu’au temps où on doit les disséquer. 

  

http://www.bgsc.org/
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Chapitre 1 : Impact de la bactérie Btk sur la 

physiologie intestinale 

 

1.1 Résumé 

Le tube digestif est un organe vital requis pour l’absorption des nutriments et constitue la 

première barrière contre les agents pathogènes (virus, bactéries, les toxines) ou les produits 

chimiques (médicaments, pesticides) ingérés avec la nourriture et qui attaquent le tractus gastro-

intestinal de façon continue. Pour maintenir son intégrité suite à l’ingestion de bactéries 

végétatives allochtones, l’épithélium intestinal utilise plusieurs systèmes de défense: (1) une 

barrière physique recouvrant la muqueuse intestinale soit le mucus chez les vertèbres ou la 

membrane  péritrophique chez les invertébrés; (2) l'accélération de son renouvellement pour 

remplacer les cellules abimées (endommagées) et (3) la production des espèces réactives de 

l'oxygène (ROS) et des peptides antimicrobiens pour combattre les bactéries ingérées. C’est ce 

qu’on appelle « le système de défense". 

Des muscles lisses entourent l’intestin afin de lui permettre de se contracter d’une manière 

végétative pendant la prise alimentaire. Nommé péristaltisme, ces contractions possèdent 

plusieurs caractéristiques. Elles sont autonomes et involontaires, elles sont physiologiques, se 

propagent de l’antérieur vers le postérieur et n’aboutissent pas ou peu à des modifications de 

longueur et de structure de l’intestin. Leur rôle se résume par la poussée de la nourriture ingérée 

à travers l’intestin, afin de permettre la digestion et l’absorption des nutriments puis l'excrétion 

des fèces. 

Dans notre équipe, nous avons mis en évidence et caractérisé un nouveau mécanisme de défense 

contre les bactéries opportunistes ingérées qu’elles soient Gram-positives comme Bacillus 

thuringiensis (Bt) ou Gram-négatives comme Erwinia carotovora, indépendant du système 

immunitaire. Ce mécanisme est l’apparition de spasmes viscéraux qui participent à 

l’élimination des bactéries opportunistes. Je vous résume le contenue ci-dessous. Ces travaux 

ont été réalisés en utilisant des bactéries végétatives, et non pas des spores, les spores étant la 

forme utilisée dans les produits bioinsecticides Bt. 

Nos résultats montrent que moins de deux heures après ingestion par la drosophile de bactéries 

opportunistes végétatives, de fortes contractions viscérales spasmodiques sont présentes. Ceci 

provoque un raccourcissement de la longueur de l’intestin. Cependant, lorsque les mouches sont 
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nourries avec la bactérie commensale Lactobacillus plantarum nous n’avons observé aucun 

raccourcissement de l’intestin, mettant en évidence la spécificité de la réponse aux bactéries 

opportunistes. Ces spasmes sont le résultat de fortes contractions des fibres musculaires 

longitudinales et la durée de leur disparition est estimée à moins de 4 heures. En bloquant ces 

spasmes (en utilisant le Lopéramide, un inhibiteur non sélectif des canaux Ca2+ couramment 

utilisé en médecine pour bloquer les contractions des muscles viscéraux), nous avons montré 

que sans leur présence, l’expulsion rapide des bactéries opportunistes, ne peut pas avoir lieu. 

Nous avons ensuite caractérisé le circuit physiologique entre la présence de bactéries 

opportunistes et l'apparition des spasmes viscéraux. Immédiatement après leur arrivée dans 

l’intestin, les bactéries sécrètent un agent responsable de la croissance bactérienne, l’uracile 

(Du et al.,2016 ; K. A. Lee et al., 2013). La présence d’uracile déclenche une réaction 

immunitaire de l’hôte menant à la production de ROS autour de 1h PI par les bactéries 

allochtones, dépendant de DUOX (K. A. Lee et al., 2015 ; K. A. Lee et al., 2013). Et comme 

nous avons observé la contraction entre 1h et 2h PI (post-ingestion), nous avons supposé que 

les ROS pourraient être le signal activant. Pour tester cette hypothèse, nous avons ajouté à la 

nourriture de Dithiothréitol (DTT, un "anti" ROS). Nous avons remarqué que la neutralisation 

des ROS cause une absence de spasmes et une persistance plus longue des bactéries dans 

l’intestin. Toutes ces données montrent que les spasmes viscéraux suite à l’ingestion de Btk sont 

causés par la production de ROS. Les ROS et les spasmes viscéraux sont tous deux 

indispensables à l’expulsion des bactéries ingérées. 

Suite à cela, nous avons identifiés le signal entre la production des ROS et les spasmes 

musculaires. L’implication du récepteur TRPA1 à la surface apicale des cellules 

entéroendocrines (EEC) dans l’accélération de la défécation lors de la production de ROS, a été 

auparavant démontrée (Du et al.,2016). Nous avons montré que lorsque le récepteur TRPA1 est 

absent il n’y a plus de spasme viscéral et la durée de persistance des bactéries augmente. Nous 

avons ensuite identifié le signal entre les EEC et le muscle viscéral. Puisque les EEC sont 

responsables de la sécrétion de peptides entéroendocrines qui régulent de nombreuses fonctions 

physiologiques, nous avons recherché précisément un peptide exprimé dans les EEC localisées 

dans la partie antérieure de l’intestin car c’est lieu où se déroulent les deux phénomènes : la 

production de ROS et l’activation de TRPA1. Plusieurs raisons nous ont poussés à choisir le 

peptide DH31. D’abord l’implication de TRPA1 dans la libération de DH31 chez la drosophile 

(Kunst et al.,2014) et de CGRP (Calcitonin gene related peptide), l'homologue de DH31 chez 

les mammifères (Benemei et al.,2014); ensuite DH31 a été impliqué dans le contrôle du 
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péristaltisme des muscles viscéraux et de la motilité des larves de drosophile (La Jeunesse et 

al.,2010 ; Vanderveken & O’Donnell, 2014) et enfin le gène qui code le récepteur DH31 

(DH31- R) est exprimé dans la partie antérieure du muscle viscéral (Buchon et al .,2013 ; Dutta 

et al.,2015). La question qui se pose ici : la détection des ROS par TrpA1 pourrait-elle contrôler 

la sécrétion de DH31 ? En accord, nous avons détecté une accumulation de DH31 dans les EEC 

de la partie antérieure de l’intestin dans les mutants perte de fonction TrpA1, ce qui nous mène 

à conclure que la libération de DH31 par les EEC antérieures se fait sous le contrôle de la liaison 

ROS/TrpA1. 

Ensuite le suivi de la réponse des cellules EEC antérieures exprimant DH31 à la présence de 

bactéries a été faite en suivant le flux de calcium intracellulaire. Pour cela j’ai spécifiquement 

exprimé un senseur de calcium dans les EEC exprimant l’hormone DH31. Nous avons remarqué 

que chez les mouches qui ont subi une intoxication par Btk, les EEC qui expriment DH31 

présentent un flux de calcium intracellulaire spécifique, le flux atteignant son apogée durant les 

premières 15 minutes après l’ingestion des bactéries. Le flux de Ca2+ diminue ensuite d'une 

façon progressive jusqu’à ce qu’il s'arrête après 45 minutes. En se basant sur les données 

obtenues, on peut supposer que les EEC antérieures exprimant DH31 sont sensibles à la 

présence de bactéries allochtones et joueraient un rôle dans le déclenchement des spasmes. Pour 

confirmer que les EEC exprimant DH31 était effectivement impliquée dans l'apparition des 

spasmes viscéraux, nous avons forcé ces EEC à secréter leur contenu en surexprimant Reggie 

(un composant majeur des microdomaines membranaires qui favorise la sécrétion de 

morphogènes (Katanaev et al.,2008). Nous avons ainsi observé de fortes contractions viscérales 

tout le long de l’intestin moyen confirmant qu'un facteur secrété par les EEC exprimant DH31 

était impliqué. Pour prouver définitivement l’implication de la libération de DH31 dans 

l’apparition des spasmes et l’élimination des bactéries, nous avons recouru i) à l’utilisation des 

mouches mutantes perte de fonction pour le gène DH31, ii) à l'invalidation spécifique de 

l'expression de DH31 dans les EEC antérieures l'exprimant par ARNi et iii) à l'invalidation 

spécifique du récepteur DH31-R dans le muscle viscéral. Dans toutes ces conditions, nous 

avons observé que la persistance des bactéries végétatives Btk dans l’intestin augmente et en 

même temps que la disparition des spasmes. Ces résultats nous donnent à conclure que DH31 

est effectivement engagé dans le transfert du signale des ROS dans le lumen vers le muscle 

viscéral. 

Pour résumer l’enchaînement des évènements on peut dire que l'intestin moyen antérieur repère 

la production d’uracile par les bactéries opportunistes ingérées. La réponse des entérocytes se 
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fait par la production de ROS en moins d’une heure. Les ROS endommagent les bactéries et 

bloquent leur prolifération. En parallèle, ces ROS sont détectés par une sous population de 

cellules entéroendocrines antérieures grâce au récepteur TRPA1. La liaison des ROS à TRPA1 

induit un flux de calcium dans les EEC, ce qui favorisent la sécrétion de l'hormone DH31 

(homologue du CGRP de mammifère) du côté basal. DH31 à son tour active son récepteur dans 

les muscles viscéraux voisins ce qui est suffisant pour déclencher une série de spasmes 

viscéraux favorisant l’expulsion rapide des bactéries. 

Finalement il faut mettre l’accent sur le fait que tous les éléments participants à cette réponse 

sont conservés dans le règne animal (les ROS, le récepteur TRPA1, les cellules 

entéroendocrines et le neuropeptide (DH31/CGRP). Nous avons ainsi montré que l'hormone 

humaine CGRP induit des spasmes viscéraux chez la drosophile. De manière empirique et 

principalement basée sur des données cliniques, les contractions intestinales spasmodiques 

douloureuses lors d'intoxications alimentaires ou de gastroentérites sont considérées comme 

pathologiques chez l’humain. Mais en même temps il a été estimé que ces contractions sont 

nécessaires à l’élimination du pathogène. Notre étude montre d’une manière scientifique, et non 

plus empirique, l’importance de cette réponse intestinale dans l'éviction des bactéries 

opportunistes ingérées. 
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1.2 Article: Benguettat et al., PLOS Pathogens, 2018: The 

DH31/CGRP enteroendocrine peptide triggers intestinal 

contractions favoring the elimination of opportunistic 

bacteria 
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Abstract

The digestive tract is the first organ affected by the ingestion of foodborne bacteria. While

commensal bacteria become resident, opportunistic or virulent bacteria are eliminated from

the gut by the local innate immune system. Here we characterize a new mechanism of

defense, independent of the immune system, in Drosophila melanogaster. We observed

strong contractions of longitudinal visceral muscle fibers for the first 2 hours following bacte-

rial ingestion. We showed that these visceral muscle contractions are induced by immune

reactive oxygen species (ROS) that accumulate in the lumen and depend on the ROS-sens-

ing TRPA1 receptor. We then demonstrate that both ROS and TRPA1 are required in a sub-

set of anterior enteroendocrine cells for the release of the DH31 neuropeptide which

activates its receptor in the neighboring visceral muscles. The resulting contractions of the

visceral muscles favors quick expulsion of the bacteria, limiting their presence in the gut.

Our results unveil a precocious mechanism of defense against ingested opportunistic bacte-

ria, whether they are Gram-positive like Bacillus thuringiensis or Gram-negative like Erwinia

carotovora carotovora. Finally, we found that the human homolog of DH31, CGRP, has a

conserved function in Drosophila.

Author summary

The intestine is the first barrier to fight non-commensal bacteria ingested along with the

food. The innate immune system is the main mean mounted by the gut lining in response

to ill-causing bacteria to avoid detrimental impact. Intestinal cells produce chlorine bleach

and antimicrobial peptides that destroy exogenous bacteria. Here, we identified and char-

acterized a new mechanism of gut defense that occurs rapidly after ingestion of exogenous

bacteria. We found that the enteroendocrine cells perceive the presence of chlorine bleach

in the lumen thanks to a sensor. This sensor promotes a calcium flux within enteroendo-

crine cells that allows the release of a hormone. This hormone acts locally on the visceral

muscle surrounding the intestine by provoking its strong contractions (or spasms). We

show that these strong but brief visceral contractions are helping to the quick expulsion of
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the ingested bacteria thus limiting their potential detrimental impact on the intestine.

Markedly, the bleach-sensor is well known to be involved in pain. Therefore we have deci-

phered in this study a biological mechanism that has so far been described only empiri-

cally by medicine, potentially explaining intestinal pain and visceral spasms upon food

poisoning.

Introduction

The intestinal mucosa is endowed with several systems of defense to fight against the bacteria

that are swallowed along with food. First of all, the gut epithelium is a sealed barrier preventing

aggressors from crossing the epithelial layer [1]. Secondly, the gut lining is covered by mucus

in vertebrates [2] or a peritrophic membrane in arthropods, which protects it from aggression

[3, 4]. Furthermore the innate immune system produces reactive oxygen species (ROS) [5] and

antimicrobial peptides (AMPs) to kill bacteria [6, 7]. Finally, the gut epithelium accelerates its

cellular renewal to quickly replace damaged cells [8].

Another mechanism that is poorly understood, despite long-standing empirical evidence of

its role in the eviction of pathogens, is visceral contractions or spasms. Limited data are avail-

able on the physiological and cellular mechanisms governing this process. In mammals, a

denervated small intestine of guinea pig displays enhanced contractility upon infection by the

parasitic nematode Trichinella spiralis, suggesting an intrinsic signal that triggers gut contrac-

tions. This enhanced motility is necessary for efficient elimination of the worm [9]. In rodents,

it has been shown that the anterior portion of the intestine shows greater contractility follow-

ing inflammation, compared to the posterior section (ileum and colon) [10]. The JAK/STAT

pathway has been implicated in this hypercontractility, which is triggered by many parasitic

nematodes [11, 12].

Recently, studies on Drosophila melanogaster have shed light on the relationship between

the ingestion of pathogens and increased gut motility. Once in the gut, allochthonous bacteria

(the Gram-negative bacterium Erwinia carotovora carotovora 15 –Ecc15) secrete uracil which

would act as a bacterial growth factor [13, 14]. The presence of uracil triggers a host immune

reaction leading to the DUOX-dependent production of ROS (hypochlorous acid, HOCl)

which is released in the lumen [13, 15, 16]. Induced in less than 1 hour in Drosophila, the pro-

duction of ROS is the first immune mechanism to fight ingested bacteria [16–18]. Interest-

ingly, Du and colleagues have shown that the evolutionarily conserved Transient Receptor

Potential A1 channel (TRPA1), known to be activated by a wide spectrum of chemical and

mechanical stimuli [19, 20], binds HOCl and triggers increased defecation [14]. They further

showed that TRPA1 is expressed in some enteroendocrine cells (EECs) located in the anterior

part of the Drosophila adult midgut [14], which is also the domain of HOCl release [13].

Here, we used Drosophila melanogaster to gain insights into the signaling mechanisms

underlying midgut visceral muscle contractions upon ingestion of opportunistic bacteria. We

found that the Diuretic Hormone 31 (DH31), the fly homolog of the vertebrate Calcitonin

Gene-Related Peptide (CGRP) [21], produced by a subpopulation of anterior EECs, promotes

strong visceral contractions less than 2 hours post-ingestion of bacteria. These visceral contrac-

tions are required to rapidly clear the ingested bacteria from the gut. Our results strongly sug-

gest that the binding of HOCl to TRPA1 induces a calcium flux in anterior DH31-positive

EECs, thus promoting DH31 release. Thereafter, DH31 binds to its receptor, DH31-R, in the

neighboring visceral muscle and triggers contractions. Finally, we showed that the human

CGRP displays an activity similar to DH31 and induces contractions of Drosophila visceral

muscle.
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Results

Ingestion of opportunistic bacteria rapidly induces local visceral muscle
contractions

In order to determine whether the presence of opportunistic bacteria in the adult Drosophila

midgut was able to trigger visceral muscle contractions, we first measured the length of the

midgut. We have previously shown that the vegetative form of the bacterium Bacillus thurin-

giensis var. kurstaki (Btk), a Gram-positive sporulating bacillus, was cleared from the adult

Drosophila midgut in less than 4 hours when the amount of ingested bacteria is mild [22].

These data suggested that the defense mechanisms mounted by the midgut were established

quickly after Btk ingestion. Therefore, we carried out a dose-dependent analysis of midgut

length by providing to adult flies Btk in quantities ranging from 104 to 108 CFU (Colonies

Forming Units) and then measuring the length of the midgut from 30 min to 4 h post-inges-

tion (PI) of the bacteria (Fig 1A and 1B). To ensure accurate timing, flies were allowed contact

with the contaminated medium for only 30 min (see Materials & Methods). Interestingly, we

observed a significant shortening in midgut length within 1 h PI (17% at 104 CFU, 18% at 106

and 13% 108 CFU) and this response was not dose-dependent (Fig 1B). The midgut recovered

its normal length in less than 4 hours. No additional midgut shortening was observed at later

time points. We also observed a similar midgut length shortening upon feeding flies with the

opportunistic Gram-negative bacteria Erwinia carotovora carotovora 15 (Ecc15; S1A Fig). We

also checked that this midgut shortening also occurred upon continuous feeding even though

Btk persists for a longer time in the midgut [22]. Interestingly, we did observe both similar

amplitude and timing of midgut shortening (S2B Fig). It is important to note that we did not

observe any midgut shortening when flies were fed with unchallenged food (i.e. without bacte-

ria), demonstrating that normal peristalsis does not promote significant changes in midgut

length. Similarly, when flies were fed with the commensal bacteria Lactobacillus plantarum (L.

plantarum) that persist for a longer time in the midgut (S2A Fig), we did not observe any mid-

gut shortening (Fig 1C), highlighting the specificity of this response to opportunistic bacteria.

It has previously been shown that, upon continuous feeding with large amounts of Ecc15,

Drosophila intestinal epithelial cells can delaminate as soon as 2 h PI and die by apoptosis soon

after [23]. We investigated whether cell delamination and cell death could account for midgut

shortening under our feeding conditions (e.g. a pulse of feeding with 108 CFU of Btk for only

30 min). We did not observe any cell delamination (Fig 1D and S3A Fig) or increase in stain-

ing of Caspase 3 (Casp3, a marker of apoptosis; Fig 1E). However, we observed that the midgut

lining was thicker with elongated cells compared to unchallenged fly midguts (Fig 1D and S3A

Fig). This observation was in accordance with a narrower lumen (S2D Fig) while the midgut

width was not affected by the ingestion of Btk (S2E Fig). Considered together, our data sug-

gested that the shortening of the midgut could be due to strong visceral muscle contractions.

We tested this hypothesis using phalloidin staining, which binds to F-Actin and therefore

strongly labels the muscle fibers. We observed significant thickening of some longitudinal vis-

ceral muscle fibers 2h PI scattered along the entire length of the midgut (Fig 1F and 1G and

S3B Fig) indicating local strong contractions. Indeed, we noticed that a given longitudinal

fiber was not contracted all along its length and that not all the longitudinal fibers were con-

tracted at the same time. Therefore, we can assimilate what we observed to visceral spasms.

We observed similar longitudinal muscle fiber contractions upon ingestion of Ecc15 (S1B Fig)

or upon continuous feeding with Btk (S2C Fig). Strikingly, we never observed the thickening

of circular fibers, these latter being involved in normal peristalsis following food intake. Peri-

stalsis corresponds to a wave of contractions of circular fibers associated with a relaxation of

longitudinal fibers propagating along the length of the gut, leading to overall lengthening of
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Fig 1. Ingestion of opportunistic bacteria rapidly induces visceral muscle spasms. (A) Pictures of a midgut dissected from a fly having ingested a blue
food dye. The lower image shows the method to measure the length of the midgut between the proventriculus and the hindgut. (B) Measurement of midgut
length upon intoxication by 104, 106 and 108 CFU of Btk. The length is expressed in function of the control (Ctrl, 100%). Flies were fed for 30 min and the
measurements were taken 30 min, 1 h, 2 h and 4 h after the initiation of feeding. (C) Midgut length upon intoxication by 108 CFU of the commensal
bacterium L. plantarum. (D) Immunolabelling of posterior midgut 2 h post ingestion of 5% sucrose (Ctrl) or Btk (108 CFU/fly were provided). DAPI labels
the nuclei (Blue), Armmarks the basolateral compartment (Red) and Dlg::GFP marks the apical compartment. (E) Caspase3 staining (Red, Casp3) of
posterior midgut 2 h after feeding with 5% sucrose (Ctrl) or Btk (108 CFU/fly were provided). Green marks the enterocytes (EC) and blue the nuclei
(DAPI). Note the very few presence of apoptotic enterocytes (red arrow) in both conditions. (F) Visceral muscle fibers were labelled by Phalloidin 2 h after
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the intestine [24, 25]. Therefore, our results indicate that opportunistic bacteria rapidly pro-

voke longitudinal visceral muscle contractions which do not correspond to peristalsis.

Visceral muscle contractions help to evict opportunistic bacteria

We sought to assess the role of these strong visceral contractions in the eviction of bacteria

from the midgut. We used loperamide, a non-selective Ca2+ channel inhibitor that is com-

monly used in medicine to block spasmodic contractions of visceral muscles. As expected, the

longitudinal visceral muscles were no longer contracted, whether loperamide was added alone

or mixed with Btk (Fig 2A and 2B). We then monitored the amount of Btk that persisted in the

midgut by counting Btk CFU growing from gut lysates. In absence of loperamide, Btk was

eliminated in less than 4 h PI, whereas Btk persisted for at least 4 h at a dose of 2.18 103 CFU in

the presence of loperamide (Fig 2C). Feeding Drosophila with Ecc15 led to similar observations

with Ecc15 persisting a longer time in presence of loperamide (S1C Fig). Because the persis-

tence of the bacteria could be due to an inhibition in HOCl production (immune ROS), we

verified that loperamide did not impair its production. We used the R19S probe that specifi-

cally marks HOCl in the midgut lumen [26], initially confirming that the ingestion of Btk

induced HOCl production. As expected, HOCl was quickly detected in the anterior midgut,

within 30 min PI of Btk, with a peak at 1 h PI (Fig 2D). In the presence of loperamide, the pro-

duction of HOCl by the anterior part of the midgut was not affected (Fig 2D). Noteworthy, we

do not rule out the possibility that loperamide blocks visceral spasms in Drosophila indirectly

through unknown mechanisms. At later time point, bacteria were still eliminated (Fig 2C)

demonstrating that the other mechanisms of defenses (e.g. the production of ROS and AMPs)

are efficient to ultimately eliminate opportunistic bacteria. In summary, our data showed that

strong longitudinal visceral muscle contractions occur between 1 and 2 h PI of opportunistic

bacteria and participate in their accelerated clearance from the midgut.

ROS signaling is required to promote visceral spasms

Our next step was to identify the cellular signal that triggers the midgut spasms. As we had

observed these contractions between 1 h and 2 h PI, we surmised that HOCl could be the acti-

vating cue, given that it is one of the immune components produced around 1 h PI of

allochthonous bacteria [13] (Fig 2D). To determine if ROS were indeed implicated in visceral

muscle contractions, we complemented fly food with the ROS-quenching dithiothreitol (DTT,

10 mM) (S4A Fig) and monitored: 1) the amount of Btk remaining in the midgut, 2) the mid-

gut length and 3) the visceral muscle contractions (Fig 3A–3C). As expected, by blocking ROS

activity, bacteria persisted for a longer time in the gut but, as with loperamide, were ultimately

eliminated at a later time point (Fig 3A) [27]. Furthermore, we also observed an absence of

midgut shortening (Fig 3B) and an inhibition of visceral muscle contractions (Fig 3C). We

proceeded to confirm these results by silencing the intestinal Dual Oxidase (DUOX) enzyme

which is usually expressed in enterocytes and responsible for the production of immune HOCl

[5]. We specifically down-regulated DUOX expression in enterocytes using the Drosophila

TARGET system [28] with theMyo1A-Gal4ts promoter (see Material and methods) to drive

the expression of the DUOXRNAi. We first confirmed that no HOCl was produced upon feed-

ing with Btk (S4B Fig). As expected, we did observe an increase in Btk persistence (Fig 3D) and

feeding with 5% sucrose (Ctrl) or Btk (108 CFU/fly were provided). Note that only the longitudinal fibers are contracted in presence of Btk. Because the
images are more apparent in the posterior midgut, this region was chosen to illustrate the visceral contractions in this figure and in all the following images.
The vertical bars on the pictures indicate the proportion of intestines with (red) or without (yellow) contractions. (G) Measure of the width of the
longitudinal visceral muscle fibers. Data are represented as a function of the control (Ctrl, 100%). Objective is 40X in D and 20X in E and F.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007279.g001
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Fig 2. Visceral muscle spasms helps to evict opportunistic bacteria. (A)Measurement of the length or (B) phalloidin staining (red, 20X objective) of
midguts from flies 2 h post-intoxication with sucrose (Ctrl), 108 CFU of Btk, sucrose + loperamide or 108 CFU of Btk + loperamide. (C) Monitoring of Btk
persistence in the midgut of flies fed with 108 CFU of Btk (grey bars) or 108 CFU of Btk + loperamide (blue bars). Note that after 30 min of feeding, the
same amount of Btk is recovered in the midgut (about 2.105 CFU compared to the 108 CFU/fly deposited on the medium). (D) Labelling of HOCl in
anterior midgut by the R19-S fluorescent probe (Orange). Flies were fed with 108 CFU of Btk or 108 CFU of Btk + loperamide. 20X objective. The
proportion of R19-S-positive (orange bars) intestines are presented in the graph below the pictures.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007279.g002
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both midgut shortening and visceral muscle contractions were inhibited (Fig 3E and 3F). We

also noticed during the estimation of Btk CFU in the midgut that there were many small colo-

nies of Btk on the Petri dishes after overnight incubation when intestinal plated bacteria came

from flies fed with Loperamide (production of ROS allowed but without visceral spasms) com-

pared to flies fed with DTT (no ROS and no spasms) (S4C Fig). This observation confirmed

that the presence of ROS in the lumen harms bacteria that need more time to grow once on

the Petri dishes to compensate for the damages caused by the ROS [27]. Considered together,

Fig 3. HOCl signaling is required to promote visceral spasms. (A) CFU counting in midguts of WT flies fed with 108 CFU of Btk or 108 CFU of Btk + DTT.
(B) Measure of midgut length from flies 2 h post-intoxication with DTT (left) or 108 CFU of Btk + DTT (right). (C) Phalloidin staining of posterior midgut 2 h
after feeding with 5% sucrose (Ctrl) or Btk + DTT. 20X objective. (D) CFU counting in midguts of WT (grey bars) ormyo1Ats

>DUOXRNAi (whereDUOX
expression was silenced in enterocytes, blue bars) flies fed with 108 CFU of Btk. (E) Measure of midgut length ofmyo1Ats

>DUOXRNAi flies 2 h post-intoxication
with sucrose (left) or 108 CFU of Btk (right). Note that the silencing ofDUOX in enterocytes does not affect the length of midguts compared to those fromWT
flies fed with 5% sucrose (Ctrl). (F) Phalloidin staining of posterior midgut ofmyo1Ats

>DUOXRNAi flies after feeding with 5% sucrose (left panel) or 108 CFU of
Btk (right panel). 20X objective.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007279.g003
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our data showed that the production of ROS by the DUOX is responsible for visceral spasms

upon ingestion of Btk, and that both ROS production and spasms are necessary to efficiently

eliminate ingested bacteria.

TRPA1 is involved in visceral spasms and controls DH31 release

We investigated the signaling events that occur between ROS secretion in the lumen and the

spasms of visceral muscle. It has recently been shown that the TRPA1 channel at the surface of

a subset of anteriorly localized EECs was implicated in increased defecation upon ROS pro-

duction [14]. Therefore we examined the role of TRPA1 in the visceral contractions of the lon-

gitudinal muscle fibers that we had previously observed. We took advantage of the

homozygous viable TrpA11 allele [29] to assess the TRPA1 requirement for visceral muscle

spasms. Interestingly, in homozygous TrpA11 midguts, Btk persisted for a longer time, the

length was not shortened and the visceral muscle was not contracted (Fig 4A–4C).

Therefore, we wanted to identify the EEC signal that was affecting the visceral muscle.

Given that EECs secrete peptides in response to many luminal inputs [30], we searched for

putative enteroendocrine peptides that could regulate visceral contractions. We specifically

searched for a peptide that was expressed in the EECs located in the anterior midgut because

both immune ROS production [13] and HOCl-induced TRPA1 activation take place in the

anterior part of the midgut [14]. We chose to focus on the DH31 peptide for several reasons.

First, it has been shown that TRPA1 is implicated in the release of both DH31 in Drosophila

[31] and CGRP in mammals [32]. Second, DH31 has been implicated in the control of visceral

muscle peristalsis and motility in Drosophila larvae [33, 34]. Third, although DH31 is

expressed in many EECs located in the posterior adult midgut, the expression of DH31 has

been detected in few anterior EECs in the adult midgut [35, 36]. Fourth, two transcriptomic

analyses in the Drosophila midgut revealed that the DH31 receptor-encoding gene (DH31-R)

[37] is expressed in the anterior region of visceral muscle [38, 39] (http://flygut.epfl.ch; http://

flygutseq.buchonlab.com).

We confirmed the expression of DH31 in anterior EECs using different sources of antibod-

ies directed against DH31 [31, 40]. We observed a weak immuno-labelling in the anterior mid-

gut, in contrast to the strong immuno-labelling in the posterior midgut (Fig 4D). Moreover,

although we were able to detect DH31-expressing EECs in the R1 region (see http://flygut.epfl.

ch/histology for the description of the midgut regions [39]), most of DH31-expressing EECs

were scattered in the R2 region, with grouped cells in the R2b region (Fig 4D). We also noticed

that among the R2b DH31-positve EECs there were two populations: one displaying a weak

DH31 labeling (dark green arrow in Fig 4E) and one displaying a strongest labelling (bright

green arrow in Fig 4E; compare Fig 4H to 4L).

We then considered whether TRPA1 might control DH31 release in response to ROS bind-

ing. Interestingly, we did observe more anterior EECs accumulating DH31 in TrpA11 mutant

intestines (Fig 4E, 4F and 4H). We did not observe any change in DH31 labelling in the poste-

rior midgut (S5A–S5D Fig). Feeding TrpA11 homozygous flies with Btk did not affect the accu-

mulation of DH31 in anterior EECs (Fig 4G and 4H). In contrast, in a WT context, feeding

flies with Btk or Ecc15 promoted DH31 clearance from EECs, as DH31 became barely detect-

able in the anterior part of the midgut 1h PI (Fig 4I–4L and S1D and S1E Fig). Accurate obser-

vation of anterior DH31-positive EECs revealed that in absence of a stimulus (e.g. bacteria),

EECs were fulfilled of DH31-containing vesicles (Fig 4M). Interestingly, we observed that the

basal side of EECs were tightly intermingled with the underlying visceral muscle (Fig 4M) sug-

gesting that DH31 could signal to the visceral muscle in a juxtacrine manner. Upon feeding

with Btk, EECs were emptied of DH31-containing vesicles (Fig 4N). Unfortunately, we were
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Fig 4. TRPA1 is involved in visceral spasms. (A) CFU counting in the midgut of WT (grey bars) or TrpA11 homozygote (blue bars) flies
fed with 108 CFU of Btk. (B) Measure of midgut length of TrpA11 homozygote flies 2 h post-intoxication with sucrose (Ctrl) or 108 CFU of

DH31/CGRP enteropeptide and visceral muscle contractions
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unable to detect DH31 in neighboring cells or tissues. We assume that we reached the limit of

the sensitivity of the anti-DH31 antibodies. Thus, altogether our data suggest that TRPA1 con-

trols DH31 released from anterior EECs upon opportunistic bacterial ingestion.

DH31 peptide is required to promote visceral spasms

After activation, TRPA1 mediates a Ca2+ flux in EECs resulting in the release of neuro- and

entero- peptides [20, 30]. To show that DH31-expressing EECs were indeed responding to the

presence of bacteria, we monitored their activity by imaging calcium release. We used the

DH31-Gal4ts transgenic line to specifically drive the expression of the GCaMP6s calcium sen-

sor [41, 42] in DH31-expressing EECs. We first established the expression pattern of DH31-

Gal4ts with GFP. GFP-positive EECs were mainly present in the R2b region of the midgut but

we found in half of the midguts observed an EEC positive for DH31 immunolabelling that did

not express the GFP (S6A and S6A’ Fig), meaning that DH31-Gal4ts did not perfectly mimic

DH31 endogenous expression in the anterior midgut. In the posterior midgut, DH31-Gal4ts

perfectly reproduced DH31 endogenous expression (S6B and S6B’ Fig). Next, we monitored

Ca2+ release in DH31-Gal4ts UAS-GCaMP6s flies between 15 and 60 min post Btk ingestion by

counting GFP-positive EECs in the R2b region. We assumed that the downstream Ca2+ release

that induces DH31 secretion, should occur before the onset of visceral spasms, i.e. less than 1 h

after ingestion. In control flies fed with 5% sucrose, we only detected anterior GFP-positive

EECs in 2/22 midgut samples at 15 min and 1/24 midgut samples at 45 min. We never detected

anterior GFP-positive EECs at 30 min and 60 min (Fig 5A). Furthermore, posterior DH31-ex-

pressing EECs always displayed Ca2+ release (S7A Fig). On the contrary, upon ingestion of

Btk, we frequently detected anterior GFP-positive EECs, but no obvious change was observed

in the posterior compartment in comparison to control flies (Fig 5A and S7A Fig). Interest-

ingly, the Ca2+ peak was rapidly induced post-Btk ingestion. Anterior GFP-positive DH31-ex-

pressing EECs were readily detected 15 min PI and the Ca2+ release progressively ceased after

30min (Fig 5A). Thus, our data suggest that anterior DH31-positive EECs are sensitive to the

presence of opportunistic bacteria and trigger an intercellular release of Ca2+. On the contrary,

posterior DH31-positive EECs do not seem to modify their activity in the presence of opportu-

nistic bacteria.

To demonstrate that the release of DH31 was involved in strong visceral muscle contrac-

tions and bacteria eviction, we used homozygote-viable adult flies for the strong hypomorphic

mutant allele Dh31KG09001 [31, 33]. Interestingly in Dh31KG09001 homozygote adults, we

observed a longer persistence of Btk in the gut (Fig 5B), which was associated with the disap-

pearance of both midgut shortening and visceral spasms (Fig 5C and 5D). We confirmed these

results by silencingDH31 expression in all EECs using the voilà-Gal4ts driver [43]. We first ver-

ified that DH31RNAi effectively down regulated DH31 production by quantifying both the

DH31mRNA level by RT-qPCR and the DH31 protein level using anti-DH31 antibodies (S7B

Btk. (C) Phalloidin staining of posterior midgut of TrpA11 homozygote flies 2 h after feeding with 5% sucrose (Ctrl) or 108 CFU of Btk. 20X
objective. (D) Upper picture: reconstructed image of a WTmidgut (10X objective). The midgut was stained for DH31 (Green) and
Prospero (Red, Pros) that marks all the EECs. DAPI (blue) marks the nuclei. Anterior is to the left and posterior to the right. Lower insets:
magnifications (40X objective) of the R2a (left), R2b (middle) and R4c (right) regions (http://flygut.epfl.ch/). (E-G and I-K) R2b anterior
midgut region of WT flies (E and I-K) and TrpA11 homozygote flies (F and G) fed either with sucrose (E and F) or with 108 CFU of Btk (G
and I-K). (G and I-K) midguts were dissected and fixed 15 min, 30 min and 1 h PI as indicated on the pictures. Bright green arrows point
EECs with a strong DH31 labelling and dark green arrows point EECs with a lower labelling. (H) Counting of high intensity
DH31-positive EECs in the anterior R2b domain in conditions described in (E-G). (L) Counting of all DH31-positive EECs in the anterior
R2b domain in conditions described in (I-K). (M andN) Fast AiryScan imaging of one representative EEC in the anterior R2b midgut
domain of WT flies 1h PI of sucrose (M) or 108 CFU of Btk (N).

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007279.g004
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Fig 5. DH31 peptide is required to promote visceral contractions. (A) DH31ts>GCaMP6smidguts were scored for GFP-positive EECs in the
R2b region in control flies (light blue) or in flies fed with 108 CFU of Btk (dark blue). Error bars correspond to the SEM. (B and E) CFU
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and S7C Fig). As expected, down regulation of DH31 in EECs impaired bacterial eviction and

prevented midgut shortening and visceral spasms (S7D–S7F Fig).

In addition, we down regulated the expression of the DH31 receptor (DH31-R) in visceral

muscle using the specificmef2-Gal4ts promoter to drive DH31-RRNAi in the visceral muscle.

Although the silencing was not total (S7B Fig; 64%), this was sufficient to impair Btk eviction,

midgut shortening and muscle spasms (Fig 5E–5G). Therefore, our results show that the enter-

oendocrine peptide DH31 expressed in anterior EECs is involved in the transmission of the

HOCl-dependent signal from the lumen to the visceral muscle.

DH31 peptide is sufficient to promote strong visceral contractions

To confirm that DH31 was sufficient to promote strong visceral contractions, we forced

DH31-expressing EECs to secrete their contents by over expressing Reggie/Flotillin, a major

protein component of membrane microdomains that has been shown to promote morphogen

secretion [44]. We specifically expressed Reggie in DH31-expressing EECs using the DH31-

Gal4ts driver [36, 45]. We observed shortening of the midgut length and strong visceral con-

tractions scattered along the entire midgut (Fig 6A and 6B), confirming that at least one factor

secreted by DH31-expressing EECs was involved. We were unable to promote any strong vis-

ceral contractions by expressing Reggie in all EECs using the voila-Gal4ts driver, despite testing

numerous conditions. This result suggests that one or several factors secreted by different

EECs could be involved in the inhibition of strong visceral contractions to counteract DH31

activity.

Then, we overexpressed DH31 in DH31-expressing EECs. We noticed that 48 h of induc-

tion at 29˚C was required before we could detect a substantial increase in DH31 immuno-

labelling in anterior EECs (S6C–S6D’ Fig). Under these conditions, we observed strong vis-

ceral contractions and a strong midgut shortening (Fig 6C and 6D). To further demonstrate

that DH31 acts on its receptor at the level of the visceral mesoderm, we expressed a membrane

anchored form of DH31 (t-DH31) in the visceral mesoderm using themef2-Gal4ts driver; t-

DH31 has been shown to autonomously activate its receptor DH31-R [31, 46]. Again, we

observed both strong visceral contractions and a midgut shortening (Fig 6E and 6F). Finally,

we wondered whether loperamide could block visceral spasms through an inhibition of DH31

secretion. To investigate this possibility, we looked at DH31 accumulation in anterior EECs 1

h PI in midguts of flies fed with both loperamide and Btk. We did not observe any DH31 accu-

mulation. Instead, we obtained a clearance of DH31 from anterior EECs similar to what we

got by feeding flies with Btk alone (Fig 4K and 4L and S5E and S5F Fig). Altogether our data

demonstrate that EECs-secreted DH31 is sufficient to trigger strong visceral contractions by

directly acting on the longitudinal muscles through its DH31-R receptor.

The human DH31 homologue, CGRP, promotes strong visceral
contractions

While DH31 and CGRP have only weak amino-acid sequence homology [21], DH31-R and its

mammalian orthologue, CALCRL [47–49], display about 34% identity and 48% similarity

(S8A and S8B Fig). Therefore, we wondered whether CGRP, the mammalian DH31 homolog,

might also have an effect on visceral muscle contractions. Based on previous findings in

counting in the midguts of WT (grey bars) or DH31KG09001 homozygote flies (B, blue bars) ormef2ts>DH31-RRNAi flies (E, blue bars) fed with
108 CFU of Btk. (C and F) Measure of midgut length ofDH31KG09001 homozygote flies (C) ormef2ts>DH31-RRNAi flies (F) 2 h post-intoxication
with sucrose (Ctrl) or 108 CFU of Btk. (D andG) Phalloidin staining of posterior midgut of DH31KG09001 homozygote flies (D) and
mef2ts>DH31-RRNAi flies (G) 2 h after feeding with 5% sucrose (left) or 108 CFU of Btk (right). 20X objective.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007279.g005
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mammals [50], we fed flies with 40 μg/ml of the human αCGRP peptide. Interestingly, we

observed gut shortening (Fig 7A) and strong visceral muscle contractions (Fig 7B) in a range

comparable to what we observed upon ingestion of opportunistic bacteria (Fig 1) and upon

overexpression of DH31 (Fig 6). To confirm that CGRP induced strong visceral contractions

through binding to DH31-R, we fedmef2ts>DH31-RRNAi knock-down flies with CGRP. In this

case, the αCGRP peptide was unable to promote midgut shortening and visceral contractions

when the DH31-R was downregulated in visceral muscle (Fig 7C and 7D). Finally, to

Fig 6. DH31 peptide is sufficient to promote visceral contractions. (A) Phalloidin labelling of posterior midgut of DH31ts>reggie flies
maintained at 18˚C (control, left) or raised for 24 h at 29˚C (right). 20X objective. (B) Measurement of midgut length in conditions described in
(A). (C) DH31ts>DH31#9 posterior midguts maintained at 18˚C for control (left) or shifted for 48 h at 29˚C (right) and stained with phalloidin.
20X objective. Overexpression of DH31 in all EECs induced strong visceral contractions. (D) Measurement of midgut length in the conditions
described in (C). (E)mef2ts>t-DH31P2-B9 posterior midguts maintained at 18˚C for control (left) or shifted for 24H at 29˚C (right) and stained
with phalloidin. 20X objective. Ectopic expression of the membrane-tethered form of DH31 in the visceral muscle induced autonomous visceral
contractions. (F) Measurement of midgut length in the conditions described in (E).

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007279.g006
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Fig 7. The human DH31 homolog CGRP promotes visceral contractions. (A) Midgut length of WT flies fed continuously either with sucrose
(Ctrl) or with CGRP. (B) Phalloidin labelling of posterior midgut of WT flies fed continuously either with sucrose (Ctrl) or with CGRP. In (A
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demonstrate that CGRP-induced spasms could accelerate the eviction of ingested opportunis-

tic bacteria we designed an epistasis test by blocking ROS production with DTT and feeding

flies with CGRP in presence of Btk. As expected, the ingestion of CGRP overcame ROS inhibi-

tion and promoted an accelerated bacterial eviction (Fig 7E). Altogether, our data demonstrate

that the physiological function of DH31/CGRP is conserved across orders.

Discussion

In this study, we identified a new physiological circuit that is implicated in the local gut defense

and participates in the elimination of ingested allochthonous bacteria (Fig 7F). We demon-

strated that the production of immune ROS in response to the presence of allochthonous bac-

teria in the gut lumen leads to rapid and strong visceral contractions scattered along the

midgut, which are involved in the elimination of the ingested bacteria. Most importantly, this

quick and efficient response is enabled by a subset of anterior EECs that transmit the signal

from the lumen to the visceral mesoderm by releasing DH31, a neuropeptide that presents a

conserved function with CGRP in mammals (Fig 7F). This work reinforces the importance of

EECs in the defense mechanisms of the gut, beyond the recent discovery of their involvement

in innate immune response [38, 45, 51, 52] and in addition to their well-known functions in

regulating feeding behavior and digestive physiology [30].

The control of DH31/CGRP secretion appears to be conserved not only in different tissues,

but also across the animal kingdom. Indeed, in Drosophila brain, DH31 secretion is controlled

by TRPA1 to promote awakening [31], and in mammals CGRP release is induced by TRPA1,

for example, to control blood flow and blood pressure, and induces migraines [32, 49]. More-

over, TRPA1 belongs to the large family of pain-associated TRP receptors that act in sensitive

neurons through the secretion of neuropeptides, including CGRP [19, 53]. In our study, we

found that TRPA1 activation by immune ROS in a subset of anterior EECs is necessary to

induce DH31 release. Surprisingly, while both immune ROS production and TRPA1 expres-

sion specifically occur in the anterior midgut (TRPA1 expression being absent from the poste-

rior EECs [14]), the visceral spasms encompasses the whole midgut. Posterior DH31-positive

EECs could contribute to the generation or propagation of spasms, although DH31-R is only

weakly expressed in the posterior visceral mesoderm (http://flygutseq.buchonlab.com/). How-

ever, we did not observed any change in DH31 labelling in the posterior midgut upon inges-

tion of opportunistic bacteria. Similarly, Ca2+ release was differentially activated in the

presence of opportunistic bacteria along the anterior-posterior axis, and was only fluctuating

in anterior DH31-positive EECs. A source of DH31 from the central nervous system (CNS) is

also unlikely since the Drosophila adult midgut is only innervated at its two extremities [39,

54]. Another possibility would be that the release of DH31 by anterior EECs (or the CNS)

could enter the hemolymph and induce posterior midgut visceral contractions. Indeed, in

mammals, enteroendocrine peptides can act at a very long distance after penetration in the

and B) flies were dissected 1h30 after the onset of feeding. (C) Midgut length ofmef2ts>DH31-RRNAi flies raised at 18˚C (the two left bars,
Gal80ts on/RNAi off) or shifted for 7 days at 29˚C (the two right bars, Gal80ts off/RNAi on) and fed with sucrose (first and third bars) only or
with CGRP for 1h30 (second and fourth bars). The length is expressed in % to the control (Ctrl) (D) Phalloidin labelling ofmef2ts>DH31-RRNAi

midguts from flies fed with sucrose (left) or CGRP (middle and right) and maintained at 18˚C (left and middle) or shifted for 7 days at 29˚C
(right). (E) CFU counting in the midgut of WT flies fed with 108 CFU of Btk (grey bars) or 108 CFU of Btk + DTT (blue bars) or 108 CFU of Btk
+ DTT + CGRP (turquoise bars). Note that the ingestion of CGRP can rescue the absence bacterial eviction caused by the inhibition of ROS
production. (F) Model summarizing the sequence of events following the ingestion of opportunistic bacteria. Left: In unchallenged flies, only a

little DH31 is secreted by EECs, probably involved in peristalsis. Middle: Upon ingestion of opportunistic bacteria, enterocytes (EC) release

immune ROS (HOCl) in a DUOX-dependent manner to damage the bacteria. EECs sense the presence of luminal HOCl thanks to the TRPA1
receptor. Right: large amounts of DH31 are secreted by EECs. DH31 reaches the visceral muscle where it binds its receptor DH-31R, promoting

spasms of the visceral muscles (VM) to expel bacteria.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007279.g007
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bloodstream, and consequent activity in many organs, including the brain [55]. However, here

again, the low level of DH31-R expression in the posterior visceral muscle does not favor this

hypothesis. Thus, the simplest explanation would be that binding of DH31 to its receptor in

the anterior part of the midgut triggers a myogenic propagation of the signal (as seen with

peristalsis in mammals [56]), generating spasms along the midgut.

The increased gut motility in response to the presence of pathogens appears to be a con-

served response. Indeed, it has been shown in rodents that, upon ingestion of the parasitic

nematode Trichinella spiralis, the main mode of elimination is an enhanced propulsive activity

of the intestine. Moreover, this physiological response is organ-autonomous since ex-vivo

denervated intestine still responds to the presence T. spiralis [9, 57, 58]. This increased gut pro-

pulsive activity is linked to the thickening of both longitudinal and circular smooth muscle

fibers [57, 59]. Recently, in Drosophila, it has also been shown that the opportunistic bacteria

Ecc15 induce accelerated defecation between 2 h and 8 h post-ingestion, although this was only

observed in males [14]. Interestingly, this study also identified the requirement for both the

immune ROS and the TRPA1 receptor to increase defecation. Blocking this accelerated defeca-

tion (i.e. in a TrpA1 mutant) prolonged the persistence of the bacteria in the gut. Moreover,

TRPA1 (isoform C in particular), expressed in a subset of anterior EECs was tissue-autono-

mously required [14]. These data, in rodents and in Drosophila, suggest a conserved function:

increased gut motility that is autonomously controlled, as a means to evict pathogens from the

gut. This increased gut motility occurs a long time after the ingestion of bacteria, is linked to

accelerated gut peristalsis, and lasts from a few hours to a few days [14, 57]. Conversely, in our

study, the visceral response occurs rapidly after bacteria ingestion, induces strong contractions

of the longitudinal visceral muscle fibres and only lasts for a short period (about 1 h). There-

fore, we can assume that these strong visceral contractions are the primary event evolving then

towards accelerated intestinal motility/defecation until the pathogen is completely eliminated.

Indeed, Du and colleagues (2016) fed flies for 2 h while we fed flies for only 30 min. When

using their mode of oral intoxication (i.e. for 2 h), we also observed strong visceral contrac-

tions between 1 h and 2 h post ingestion, but we could still detect bacteria in the gut at 4 h. We

believe that this likely due to the refill of the gut by newly ingested bacteria. Therefore, while

the early massive visceral contractions are necessary to rapidly evict bacteria in response to a

short period of intoxication, increased gut motility/defecation might be essential to expel path-

ogens upon prolonged ingestion or persistence in the gut. Interestingly the necessary elements

are the same (i.e. ROS, EECs, TRPA1 and visceral muscles), but the switch from brief and vio-

lent visceral contractions to accelerated peristalsis may depend on the amount of DH31 that is

secreted. Indeed, enteroendocrine peptides are stored in intracellular vesicles within EECs and

are released as necessary [30]. We observed that upon the ingestion of bacteria, anterior EECs

are almost cleared of DH31 in less than two hours, suggesting that large amounts of DH31

must initially be released to promote strong visceral contractions. Once secreted, the EECs

have to refill their stock of DH31 through transcriptional activity, which takes time, therefore

leaving little DH31 available for secretion. This low level of DH31 is probably insufficient to

maintain strong visceral contractions, but might be sufficient to generate an accelerated, less

deleterious peristalsis and consequently an increase in defecation. It is noteworthy that

increased CGRP release in mammals has been associated with pain [49].

Similarly, the DH31 peptide and its CGRP orthologues in mammals have largely been

implicated in gut motility/peristalsis in many different species, ranging from Drosophila larvae,

to fish and mammals, and are always expressed in EECs [33, 34, 60–64]. Interestingly, in paral-

lel to our observations, it has been shown that CGRP promotes a transient contraction of lon-

gitudinal muscle fibers followed by a longer phase of relaxation in the guinea pig ileum. In

addition, increasing the doses of CGRP enhanced contraction at the expense of relaxation
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[65]. Furthermore, intraperitoneal injection of CGRP in mice can induce diarrhea, which is in

agreement with our Drosophila data [60]. Very interestingly Yoshikawa and colleagues showed

that in mice that are deficient in RAMP1 (a subunit of the CGRP receptor), there is a suppres-

sion of anaphylactic diarrhea owing to a decrease in intestinal peristalsis. There is no difference

in peristalsis in WT and RAMP1-deficient mice under normal conditions [62], suggesting that

CGRP is dispensable for normal peristalsis. This observation is supported by data in Drosoph-

ila where the DH31KG09001 mutant (as used in this study) is homozygote viable [31, 33]. There-

fore, all these data strongly suggest that the main function of the controlled release of DH31/

CGRP from EECs is to induce increased gut contractility under pathogenic conditions, in

order to evict the source of the trouble. This increased gut contractility has two phases: the first

phase depends on high amounts of DH31/CGRP to trigger visceral spasms, followed by accel-

erated peristalsis that requires lower amounts of DH31/CGRP. Our results pave the way for a

functional study of the very first molecular stages of food poisoning in vertebrates.

Finally, medical diagnosis empirically links intestinal pain to visceral spasms upon food

poisoning and/or diarrhea. Consequently, most of time medical professionals prescribe drugs

that inhibit the visceral spasms, to treat both diarrhea and pain. However, this practice should

perhaps be reconsidered since our work suggests that blocking visceral spasms probably slows

down the elimination of the pathogens that are responsible for the discomfort. Therefore, our

work sheds light on, and deciphers, a physiological mechanism that will be helpful to design

novel drugs and adapt medical practices to treat the visceral pain and diarrhea associated with

bacteria.

Materials andmethods

Fly strains

We used the following stocks: WT canton S (Bloomington #64349); w; DH31-Gal4 (Blooming-

ton #46389; gift from Jae Young Kwon); w; tub-Gal80ts; TM2/TM6b (Bloomington #7019); w;

myo1A-Gal4; tubGal80ts UAS-GFP (gift from Nicolas Tapon); y w; tubGal80ts; voilà-Gal4/

TM6b (gift fromMarcos Vidal, [43]); UAS-dicer2, w; tub-Gal80ts; mef2-Gal4 (Bloomington

#25756); y v; UAS-DUOXRNAi (Bloomington #38907 corresponding to the data presented in

this article); y v; UAS-DH31RNAi/TM3 (Bloomington #41957); y v; UAS-DH31-RRNAi (Bloom-

ington #259257); w; TrpA11 (Bloomington #26504); y; DH31KG09001 (Bloomington #16474);

UAS-DH31 and UAS-t-DH31 lines were gift from Fukima Hamada and were created by Paul

Taghert and Mike Nitabach respectively [46, 66]; w; 20XUAS-GCaMP6s (Bloomington #42746,

gift from N. Arquier and L. Kurz); w; UAS-reggie-1 was obtained from Konrad Basler [44].

Bacterial strains

The Btk strain (identified under the code 4D22) was provided by the Bacillus Genetic Stock

Center (www.gbsc.org) and described by [67]. Ecc15was provided by Bruno Lemaitre’s labora-

tory (Ecole Polytechnique Fédérale, Lausanne, Switzerland). L. plantarum was kindly provided

by Bernard Charroux (IDBM, Marseille, France). Btk and Ecc15were grown as described in

Loudhaief et al. (2017). To concentrate bacteria and reach the requested OD at 600 nm, 300

mL overnight cultures were centrifuged for 10 min at 2500 rcf. The pellet of centrifuged bacte-

ria was diluted in 5% sucrose in water to reach the desired concentrations.

Drosophila rearing and intoxication

Drosophila were reared on standard medium at 25˚C. For the Gal80ts experiments, F1 flies

were reared at 18˚C and then shifted to 29˚C to alleviate Gal80ts repression on Gal4. For oral
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intoxication, after 2 h of starvation, 5- to 7-day-old females (at 25˚C) were flipped onto fly

medium covered with filter disks soaked in a mix of bacteria and 0.5% bromophenol blue for

30 min only. Concentrations of bacteria used: 1.104 CFU/5 cm2/fly, 1.106 CFU/5 cm2/fly and

1.108 CFU/5 cm2/fly.

RNAi experiments

For RNAi experiments newly hatched F1 females were reared at 18˚C until they reached 10

days old. Thenmyo1Ats
>DUOXRNAi females were shifted to 29˚ for 4 days before bacterial

feeding, violàts>DH31RNAi females were shifted to 29˚ for 4 days before bacterial feeding and

mef2ts>DH31-RRNAi females were shifted to 29˚ for 7 days before bacterial feeding.

Overexpression experiments

DH31ts>DH31,DH31ts>reggie, voilàts>reggie andmef2ts>t-DH31 F1 females were reared at

18˚C and 10 day-old F1 females were shifted to 29˚ C for 24 h or 48 h before dissection. The

UAS-DH31 #9 and #18 were used. The data presented are those from line #9. The UAS-t-DH31

#P2-B4 and #P2-B5 were used and the data presented are those from line #P2-B5.

Colony-forming unit (CFU) counting

Flies of different genotypes fed with Btk, L. plantarum or Ecc15were washed in 70% ethanol

and PBS before dissection of guts in PBS. Guts were crushed in 200 μL of LB or MRS medium

at various times after intoxication using a micropestle, and the homogenate was serially diluted

in LB or MRS medium and incubated overnight at 30˚C (Btk) or 37˚C (L.plantarum) on LB

(Btk and Ecc15) or MRS (L. plantarum) agar plates. Colony counting were performed the day

after.

Loperamide, DTT and CGRP feeding

Loperamide (Sigma #L4762) was resuspended in distilled water and then diluted extemporane-

ously in 5% sucrose. We tested two different doses: 40 μg/ml and 0.4 μg/ml. We noticed that at

40 μg/ml, food intake was reduced. Therefore, we used the lower dose (0.4 μg/ml) that did not

impair food intake. For intoxication, loperamide were added to the bacterial mixture in 5%

sucrose. DTT was resuspended in distilled water. We used a dose of 10 mM in 5% sucrose.

After 30 min of feeding with the mixture containing bacteria and DTT, flies were flipped onto

media still containing 10 mMDTT, to allow a continuous neutralization of ROS. CGRP

(Sigma #C0167) was resuspended in distilled water. 3 doses were tested: 400 μg/ml, 40 μg/ml

and 0.4 μg/ml. We did not observe any effect with the lower dose. The two other doses

(400 μg/ml and 40 μg/ml) displayed similar results. After 2 h of starvation, flies were continu-

ously fed with 40 μg/ml of CGRP mixed in 5% sucrose. Dissections were performed 1.5h post-

ingestion. Co-feeding with DTT and CGRP: Flies were first fed for 30 min with a mixture of

5% sucrose containing 108 CFU of Btk, 10 mMDTT and 40 μg/ml of CGRP. After 30min, flies

were flipped onto media still containing 10 mMDTT and 40 μg/ml of CGRP in 5% sucrose

but without Btk.

Measurement of gut length

Guts were dissected and fixed with 4% formaldehyde in PBS for 15 min and immediately

mounted in 80% glycerol/PBS. Guts were observed with a numeric Keyence VHX 2000 micro-

scope. Images were analyzed using the VHX-2000 software. The intestine length is shown as a

percentage relative to the control (at 100%).
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HOCl staining with R19-S

R19-S was purchased from Futurechem (FC-8001, Seoul, South Korea). For microscope scan-

ning of the R19-S fluorescence signal, 50 μM of R19-S was added to the 5% sucrose solution

(with or without bacteria) deposited on the filter disk. Flies were allowed to feed for 30 min on

the mix (5% sucrose + bacteria + R19-S). Then flies were transferred to a new vial with a filter

disk only soaked with R19-S in 5% sucrose. Flies were then dissected at the desired time points.

The guts were fixed in 4% formaldehyde in PBS for 50 min. Guts were mounted in 80% Glyc-

erol/PBS and immediately observed on a Zeiss Axioplan Z1 with Apotome 2 microscope.

Dissection, immunostaining and image capture

Dissection, fixation and immunostaining were performed as described by [68]. The following

antibodies were used: mouse anti-Prospero (MR1A-c, Developmental Studies Hybridoma

Bank (DSHB)) at 1:200; mouse anti-Arm (N2 7A1-s, DSHB) at 1:50; rabbit anti-Caspase3 (Cell

Signaling, #9661) at 1:300; rabbit anti-DH31 (gift from Jan Veenstra [40]) and Michael Nita-

bach [31]) at 1:500. The secondary antibodies used were anti-mouse Alexa647, anti-rabbit

Alexa488, anti-rabbit Alexa546 (Invitrogen). All secondary antibodies were used at 1:1000.

Phalloidin-Alexa555 (Molecular Probes, A34055) were used at 1:500 2h at room temperature

or 1:2000 overnight at 4˚C. Guts were mounted in Fluoroshield-DAPI medium (Sigma) and

observed with a Zeiss Axioplan Z1 with Apotome 2 microscope. Pictures in Fig 4M and 4N

were acquired using a Zeiss LSM 880 confocal equipped with a Fast AiryScan. Images were

analyzed using ZEN (Zeiss) and Photoshop software. Image acquisition was performed at the

Microscopy platform of the Institut Sophia Agrobiotech (INRA 1355-UNS-CNRS 7254-Sophia

Antipolis).

Measurement of muscle fiber thickness

After dissection of the midgut, Phalloidin labelling and image capture, three independent lon-

gitudinal fibers were measured per intestine using Zen software. Fibers were chosen in the pos-

terior midgut and in a domain displaying contractions.

Calcium release analysis

20XUAS-GCaMP6s/tub-Gal80ts, Dh31-Gal4/+ (GCaMP6s) F1 females were reared at 18˚C for

10 days after hatching. Then GCaMP6s females were shifted to 29˚C for 5 days before oral

intoxication. After 2h of starvation GCaMP6s females were flipped onto fly medium covered

with filter disks soaked in sucrose 5% + Btk at 1.108 CFU/5 cm2/fly. Control flies were depos-

ited on a filter disk soaked in 5% sucrose. No bromophenol blue was added to avoid fluores-

cence attenuation. Flies were left in contact with the filter disks for 30 min, with the exception

of the 15 min time point. Midguts were then quickly dissected in PBS 1X and fixed in 4% form-

aldehyde/PBS for 5 min (not more because a longer time of fixation induces GCaMP6s fading).

The guts were rapidly mounted in 50% glycerol/PBS and immediately observed with a Zeiss

Axioplan Z1 with Apotome 2. The R2b and the R4c regions were examined for green fluores-

cence emission.

RT-qPCR

Total RNA was extracted from 10 midguts of D.melanogaster strains using TRIzol Reagent

(Invitrogen Co.,USA) according to the manufacturer’s instructions. First strand cDNA was

synthesized from total RNA (500 ng) using the qScriptTM cDNA SuperMix Kit (Quanta Bio-

Sciences, Inc., USA) following the manufacturer’s instructions. Quantitative real time PCR
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was performed using specific primers for DH31 (DH31forward tcctcctcttctgcctcttg, DH31re-

verse gcacctcctccagttcgtt) and DH31-R (DH31-Rforward gatggctggctttgttgg, DH31-Rreverse

cgagaccgcattccttgt) genes. The amplification efficiency of each gene was estimated by using the

equation E = 10-1/slope, where the slope was derived from the plot of amplification critical

time (Ct value) versus serially diluted template cDNA. The PCR master mix (20 μl) contained

cDNA (5 μl) that had been diluted 10 fold, 5x HOT Pol EvaGreen qPCRMix Plus (Euromedex,

France) (5 μl) and each gene specific primer (3.6 mM). The amplification conditions were 15

min at 95˚C to activate the polymerase and denature the sample followed by 40 cycles at 95˚C

for 15 sec, 60˚C for 20 sec and 72˚C for 20 sec. Quantitative PCR was performed using a con-

tinuous fluorescence detector, Aria Mx Real Time PCR system (Agilent Technologies, USA).

After each quantitative PCR reaction, a melting curve was performed in order to verify that

the amplicon was at the correct Tm and therefore confirming the correct length of the pre-

dicted transcript. Results were normalized to the mRNA level of two housekeeping genes,

RP49 ribosomal protein L32 gene (GenBank accession nos. NM_079843: RP49forward cgcac-

caagcacttcatc, RP49reverse cactctgttgtcgatacccttg), dp1 dodeca-satellite binding protein 1 gene

(GenBank accession nos. NM_079057: dp1forward acgggcagaattgagaagtg, dp1reverse ggtac-

gatggaggtcgaaag), and calculated according to the delta-delta Ct method [69]. Each experiment

was repeated with three independent mRNA samples (biological replicates) and each reaction

was repeated three times to minimize intra-experiment variation (technical replicates).

Frozen sections

The protocol is described in Loudhaief et al. (2017)[22].

DH31-positive EEC counting

EECs were double labelled with Pros and DH31. Counting was performed in the R2b region

(http://flygut.epfl.ch/histology). As the surface of the R2b region differs from one gut to

another, we normalized the counts relative to a defined surface (e.g. 30 000 μm2).

Statistical analysis

For gut length, muscle fiber thickness and DH31-positive cell counting, statistical analysis

were performed using a parametric T test (for pairwise comparison) or parametric Tukey Test

(for multiple pairwise comparison) using Kyplot. For CFU counting analyses, we used the

non-parametric pairwise comparisons of the Wilcoxon-Mann-Whitney test. ��� (P< = 0.001);
�� (P< = 0.01), � (P< = 0.05). For calcium release analysis, the p value (p = 0.0003625) was cal-

culated with the Exact Two-Sample Fisher-Pitman Permutation Test for two independent

samples (control and Btk-treated, stratified by time) performed with the R software.

Supporting information

S1 Fig. Ecc15 induces similar physiological responses as Btk. (A) Measure of midgut length

upon intoxication by 108 CFU of Ecc15. The length is expressed in function of the control

(Ctrl, 100%). Flies were fed for 30min and the measures were taken 1h30 after the beginning of

feeding. We chose 1h30 because this correspond to the middle of the meantime of spasms. (B)

Visceral muscle fibers were labelled by Phalloidin 1h30 after feeding with 5% sucrose (Ctrl) or

Ecc15 (108 CFU/fly were provided). The posterior midgut are shown here. (C) Monitoring of

Ecc15 persistence in the midgut of flies provided with 104 CFU of Ecc15 and complemented

(blue bars) or not (grey bars) with loperamide. Note that the loperamide increased the persis-

tence of Ecc15 (4h instead of 2h in absence of loperamide). For CFU estimation in the midgut,
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we chose to provide only 104 CFU of Ecc15 to flies because we noticed that providing higher

amounts of Ecc15 increased the variability of the number of CFU recovered in the gut at any

time. We attributed this variability to the food repellent impact that increasing doses of Ecc15

have onDrosophila feeding ([70]). (D) R2b anterior midgut region of WT flies fed either with

sucrose (left panels) or with 108 CFU of Ecc15 (right panels). Midguts were dissected and fixed

30min and 1h PI as indicated on the pictures. (E) Counting of DH31-positive EECs in the ante-

rior R2b domain in conditions described in (D). Control experiments were pooled together.

(TIF)

S2 Fig. Ingestion of opportunistic bacteria rapidly induces huge visceral muscle spasms.

(A) Monitoring of L. plantarum persistence in the midgut of flies fed with 108 CFU of L. plan-

tarum. Flies were left in contact with L. plantarum for only 30min. Unlike Btk and Ecc15, L.

plantarum persists at least 24h in the midgut. (B) Measure of midgut length upon continuous

intoxication by 108 CFU of Btk (light grey bars) compared to the length of unchallenged con-

trol midguts (dark grey bars). (C) Phalloidin labelling of visceral muscle fibers of midguts

from control unchallenged flies or from flies continuously fed with 108 CFU of Btk. (D and E)

Measure of lumen (D) and midgut (E) widths 2h after intoxication by 108 CFU of Btk. The

widths are expressed in function to the control (Ctrl, 100%). Flies were fed for 30min and the

measures were taken 2h after the beginning of feeding.

(TIF)

S3 Fig. Ingestion of opportunistic bacteria induces changes in epithelial cell shape. (A)

Transversal cross-section of 3 independent posterior midguts 2h post ingestion of 5% sucrose

(Ctrl) or Btk. DAPI labels the nuclei (Blue), Arm marks the basolateral compartment (Red)

and Dlg::GFP marks the apical compartment. Objective is 40X. Note the elongated shapes of

enterocytes in Btk-fed conditions. (B) Reconstructed image of midguts (10X objective) labelled

with Phalloidin. 2h after ingestion of Btk some longitudinal muscle fibers are contracted.

These contractions are scattered all along the midgut (white arrowheads in right panel). Note

also that the midgut is bent in the zones of strong visceral contractions (red arrows).

(TIF)

S4 Fig. HOCl signaling is required to promote visceral contractions. (A and B) Labelling of

HOCl in anterior midgut by the R19S fluorescent probe (Orange) 1h after ingestion of sucrose

5% (Ctrl) or Btk (108 CFU were provided). Btk ingestion induces a production of ROS in the

anterior part of the midgut (compared middle panels to left panels). Co-ingestion of DTT (A)

or silencing DUOX expression in enterocytes (myo1Ats>DUOXRNAI) (B) neutralizes the pro-

duction of ROS normally induced by Btk (right panels). Graphs on the right represent the pro-

portion of R19S-positive midguts (orange). (C) Petri dishes plated with midgut lysates coming

from flies co-fed with Btk (108 CFU) and DTT (left panel) or loperamide (middle and right

panels). Note that the production ROS (loperamide condition) impairs bacterial growth as

illustrated by the presence of small Btk colonies (red arrows).

(TIF)

S5 Fig. Posterior DH31 accumulation is not affected by the ingestion of Btk. (A-F) Immu-

nolabelling against DH31 (green) and Pros (red). DAPI (blue) marks the nuclei. (A and B)

Posterior midguts of WT flies 1h post ingestion of sucrose (A) or 108 CFU of Btk (B). (C and

D) Posterior midguts of TrpA11homozygote flies 1h post ingestion of sucrose (C) or 108 CFU

of Btk (D). (E and F) Anterior midguts of WT flies 1h post ingestion of loperamide (E) or 108

CFU of Btk in presence of loperamide (F).

(TIF)
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S6 Fig. DH31 peptide is sufficient to promote visceral contractions. (A-D’) Anti-Pros (tur-

quoise) and anti-DH31 (red) immunostaining inDH31ts>GFP (A-B) orDH31ts>DH31 (C-D)

midguts. Nuclei are marked with DAPI (blue). 40X objective. (A-A’) R2b region in the anterior

midgut. Note that in some GFP-expressing EECs, DH31 is below the threshold of detection

(green arrow). There are also few EECs where DH31 is detectable without being marked by the

GFP (red arrow) suggesting that theDH31-Gal4 driver (Bloomington stock #46389) does not per-

fectly recapitulate endogenous DH31 expression in the anterior midgut. (B-B’) R4 region in the

posterior midgut. GFP expression perfectly overlaps DH31-positive EECs. (C-C’) Notable DH31

overexpression in the R2b region relative to the level of endogenous expression (compare C’ to

A’). (D-D’) Overexpression of DH31 in the R4 region compared with (B-B’).

(TIF)

S7 Fig. DH31 peptide is required to promote visceral contractions. (A) Ca2+ release imag-

ing (GFP) in DH31Gal4ts>GCaMP6smidguts. R2b and R4c regions were captured 15 min.

and 1h post ingestion of Btk. Ctrl corresponds to flies fed with sucrose. (B) RT-qPCR on voi-

lats>DH31RNAi ormef2ts>DH31-RRNAi whole midguts compared to RT-qPCR on their

RNAi bearing parents. Normalized expression of DH31 (left) and DH31-R (right) are shown.

(C) DH31 (green) and Pros (red) double immuno-labelling inWT (left) or voilats>DH31RNAi

(right) posterior midgut. After 4 days of silencing, DH31 peptide is barely detectable in poste-

rior EECs. Blue (DAPI) marks the nuclei. 40X objective. (D) CFU counting in the midgut of

control (grey bars) or voilats>DH31RNAi flies (blue bars) fed with 108 CFU of Btk. (E) Mea-

sure of midgut length 2h post-intoxication of voilats>DH31RNAi flies fed or not with 108

CFU of Btk and compared to midgut length of control flies fed with 5% sucrose. (F) Phalloidin

staining of posterior midgut of voilats>DH31RNAi flies 2h after feeding with 5% sucrose (left)

or 108 CFU of Btk (right). 20X objective.

(TIF)

S8 Fig. Sequence alignments between DH31-R and human CALRL. (A) The DH31-R isoform

A amino acids sequence was aligned with human CALCRL amino acids sequence using needle

program (http://emboss.toulouse.inra.fr/) with the following parameters: Matrix: EBLOSUM62;

Gap penalty: 15.0; Extend penalty: 0.5. The two coding sequences present 34.5% of identity and

48.4% of similarity. (B) Alignment of the three DH31-R isoforms with human CALCRL (http://

multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). In red are shown the conserved amino acids.

(TIF)
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Chapitre 2 : Impact des bioinsecticides Btk sur 

l’homéostasie cellulaire intestinale 
 

2.1 Résumé 

De nombreuses incitations institutionnelles promeuvent l’utilisation des bioinsecticides comme 

alternative aux pesticides chimiques, parmi lesquels les bioinsecticides à base de spores et de 

toxines cristallines (Cry) de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) sont largement utilisés 

en agriculture biologique et en agriculture conventionnelle(Fiuza & Crickmore.,2017). Btk est 

la souche la plus utilisée dans le domaine de la lutte contre les larves de lépidoptères ravageuses 

des cultures. Il faut donc considérer que les toxines Btk vont être de plus en plus présentes dans 

notre alimentation (par le biais des aliments issus de l'agriculture ou d’OGM) et dans 

l’environnement. Ces modes de contamination peuvent affecter la physiologie de notre tube 

digestif qui est la première barrière contre les agresseurs ingérés avec la nourriture. Il est donc 

nécessaire de cerner au mieux les effets non intentionnels associés à l'utilisation des 

bioinsecticides Btk sur le long terme.  

L’intestin est constamment soumis à de nombreuses attaques par le biais des aliments, des 

agents pathogènes (virus, bactéries, champignons), des toxines ou des produits chimiques 

comme les médicaments et les pesticides. Le remplacement rapide des cellules endommagées 

est la façon la plus efficace pour rétablir l’équilibre cellulaire et physiologique (homéostasie) 

de l'épithélium intestinal tout en limitant le risque de développement d’un cancer. Les cellules 

souches intestinales (ISC) sont nécessaires pour maintenir la composition cellulaire appropriée 

dans l'intestin adulte. Pour assurer le recrutement permanent de cellules nouvellement 

différenciées, les ISC subissent une division cellulaire asymétrique qui génère un ISC et une 

cellule progénitrice. Les cellules progénitrices vont elles-mêmes se différentier soit en 

entéroblastes (EB) qui deviennent à leur tour des entérocytes (EC), soit en cellules précurseurs 

(EEP) qui donneront les cellules entéroendocrines (EEC). Le taux de prolifération des ISC et 

les besoins du tissu à un moment donné sont fortement liés. Par exemple, leur prolifération est 

stimulée lors d’infections bactériennes ou d'agressions physiques afin de renouveler les EC 

abimés ou morts. 

En partant du modèle de laboratoire Drosophila melanogaster (diptère non ciblée par Btk et 

dont les principaux processus morphogénétiques et physiologiques sont bien conservés chez les 

vertébrés), j'ai donc effectué une étude de l’impact potentiel des spores et des toxines de Btk 

ingérées avec la nourriture sur l'homéostasie des cellules intestinales. Je vous résume ci-dessous 
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les résultats obtenus au cours de ma thèse. Ces travaux ont été réalisés en utilisant le mélange 

spores de Btk et cristaux de toxines Cry (correspondant à la forme utilisée dans les produits 

bioinsecticides Btk) et en utilisant les cristaux purifiés (isolés) de toxines Cry. Toutes mes 

expérimentations ont été effectuées en utilisant la dose agricole de Btk, c’est-à-dire équivalente 

à la quantité de spores retrouvées sur les légumes après un unique traitement. 

Mes résultats montrent une apoptose modérée des EC 24 heures après l'ingestion de 

bioinsecticides Btk par des drosophiles adultes. L’ingestion des cristaux purifiés de toxines Cry 

est suffisante pour induire la mort des EC. Cette mort cellulaire est associées à une diminution 

du nombre d’EC dans les premiers jours, suggérant que le processus de régénération cellulaire 

n’est pas assez efficace pour remplacer rapidement les cellules mourantes. Il est clairement 

établi que l’apoptose des EC induit la mise en route du processus de remplacement cellulaire 

via la production de cytokines qui stimule la prolifération cellulaire et la différenciation des 

progéniteurs afin de remplacer les cellules mourante (Vriz et al., 2014). J’ai donc estimé le taux 

de prolifération des ISC en utilisant un marqueur de mitose (un anticorps anti-Phospho-Histone 

3). Comme attendu, le bioinsecticide Btk ou les cristaux purifiés induise une forte prolifération 

des ISC. Je me suis ensuite attaché à suivre la variation du nombre des différents types de 

cellules progénitrices (ISC, EB, EEP) afin de comprendre ce déficit en EC suite à l’ingestion 

de bioinsecticides Btk ou de cristaux purifiés. Mes analyses montrent une augmentation 

significative du nombre des ISC (par division symétrique) et des EB suite au traitement par le 

bioinsecticide Btk ou les cristaux par rapport au contrôle. De manière plus surprenante, j’ai 

aussi constaté une forte augmentation (d’au moins 50%) du nombre d’EEP et d’EEC après 

ingestion de bioinsecticide Btk ou de cristaux purifiés. En effectuant un lignage cellulaire j’ai 

pu démontrer que ces EEP et ces EEC provenaient bien de la prolifération des ISC induite par 

l’ingestion des cristaux. J’ai aussi pu observer l’apparition timide de nouveaux EC mais leur 

nombre restant insuffisant pour assurer le remplacement de ceux mourants. 

La souche Btk composant les produits commerciaux produit 5 toxines Cry différentes (Cry1Aa, 

Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa, et Cry2Ab) ciblant les larves de lépidoptères. J’ai ensuite voulu 

identifier quelle(s) toxine(s) parmi les toxines produites par Btk est/sont responsable(s) de 

l’augmentation du nombre des EEP/EEC. Pour cela, nous avons profité de la souche de Btk 

(4D4 ou BtkCry1Ac), qui produit uniquement des cristaux de toxines Cry1Ac. J’ai observé une 

augmentation significative du nombre des EEP et EEC suite à l’ingestion de spores de BtkCry1Ac, 

suggérant que la toxine Cry1Ac pouvaient être responsables de cette augmentation. Comme 

attendu, l’ingestion de cristaux purifiés de Cry1Ac aboutissait à une augmentation du nombre 
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des EEP et EEC confirmant l’implication de cette toxine dans le phénotype observé. Les toxines 

de la famille Cry1A présentant 85% de similitudes, mes résultats suggèrent que les trois toxines, 

Cry1Aa, Cry1Ab et Cry1Ac produites par le bioinsecticide Btk puissent être responsables de 

l'augmentation du nombre d'EEP et d'EEC.  

Nos résultats suggèrent que cet effet est associé à une diminution de l'adhésion intercellulaire 

entre les ISC et les progéniteurs car, par analyse de l'intensité des jonctions adhérentes entre 

ISC et progéniteur, nous avons observé que celles-ci étaient fortement diminuées en présence 

de bioinsecticides Btk. Il a été montré qu'une interaction prolongée entre ISC et progéniteur 

permet une forte activation de la voie de signalisation Notch dans le progéniteur (Pasco et al., 

2015 ; Joly &Rousset.,2020) ce qui induit sa différentiation en EB puis en EC. Une interaction 

de courte durée, plus faible, entre ISC et progéniteur induit faiblement la voie Notch, poussant 

le progéniteur vers le destin EEP puis EEC. Notre hypothèse est que l'interaction ISC-

progéniteur est réduite via une interférence des toxines Cry avec les cadhérines, modifiant le 

devenir cellulaire des progéniteurs. Cette hypothèse est appuyée (1) par le fait que les récepteurs 

principaux aux toxines Cry chez les organismes cibles (les larves de lépidoptères) sont des 

cadhérines (Adang & Crickmore, 2014) et (2) l'adhésion intercellulaire entre ISC et progéniteur 

est dépendante de la E-Cadhérine (Maeda et al., 2008; Zhai et al., 2017). Mais pour confirmer 

ces résultats, il est nécessaire de vérifier si les E-cadhérines de la drosophile sont affectés par 

les toxines Cry produites par le bioinsecticide Btk. Pour tester cette hypothèse j’ai augmenté le 

niveau de l'adhésion cellulaire entre ISC et progéniteur en sur-exprimant la Cadhérine-E dans 

ces cellules. Comme espéré, j’ai pu contrecarrer l’augmentation du nombre des EEP et EEC en 

compensant le déficit d'adhésion causé par les toxines de Btk.  

Jusqu’à présence, je vous ai résumé l’étude des effets des toxines Cry sur le comportement des 

progéniteurs grâce à l’utilisation des cristaux, constitués de protoxines Cry (Mendoza-Almanza 

et al., 2020). Pour découvrir si l'entité cristal est responsable des effets détectés ou bien si ce 

sont les différentes toxines contenues dans le cristal qui en sont responsables après dissolution 

du cristal et libération des protoxines, j'ai tout d’abord suivi par Western Blot la possible 

apparition des formes activées des toxines de la famille Cry1A (nous ne possédons pas 

d'anticorps contre les Cry2A) dans l'intestin moyen de mouches nourries avec les 

bioinsecticides Btk. J'ai donc utilisé un anticorps "maison" anti-Cry1A dirigé contre la forme 

activée des toxines (Babin et al, 2020). Dans la préparation de bioinsecticide Btk (un mélange 

de spores et de cristaux dans l'eau) incubé indépendamment à 25°C sur la même durée 

d'expérience qu'avec les mouches, comme attendu, ce sont les protoxines de Cry1A à 130 kD 

qui sont détectées. Lorsque le bioinsecticide Btk est donné à manger au drosophiles, puis leurs 
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intestins disséqués à différent post-ingestion, les Western-blot anti-Cry1A révèle l'apparition 

des formes activées à 67 kD dès 4h. Plus aucune protoxines ou toxines n'est détectées 6 jours 

post-ingestion. Nous avons ensuite observé que les protoxines étaient déjà activées dans la 

partie antérieure de l'intestin moyen (apparition des formes à 65 kD) mais n'étaient associées 

qu'à la membrane. Dans l'intestin moyen postérieur, nous avons détecté la forme à 45kD des 

toxines Cry1A entièrement activées. Cette forme était aussi associée aux membranes. De plus, 

la forme 67kD était également présente dans le cytoplasme suggérant une internalisation par 

les cellules épithéliales. Ainsi, nos données suggèrent que les cristaux contenant des protoxines 

Cry1A sont effectivement dissouts le long de l'intestin moyen pour générer des toxines Cry1A 

entièrement activées dans l'intestin moyen postérieur, région où l'on observe le phénotype 

d'augmentation du nombre d'EEC. 

Le modèle qui se dégage de mes travaux est que les toxines Cry insecticides produites par la 

souche Btk utilisées dans le commerce perturbe l’homéostasie cellulaire intestinal de la 

drosophile, un organisme non cible, en interférant avec l’adhésion cellulaire entre cellules 

souches et progéniteurs. Ceci détourne une partie des progéniteurs de leur destin initial, former 

des nouveaux entérocytes pour remplacer ceux tués par les toxines Cry. Ainsi, des cellules 

entéroendocrines apparaissent en lieu et place des entérocytes.  

En conclusion, nos travaux montrent que la souche bioinsecticide Btk (produisant cinq toxines 

Cry et vendue sous les appellations commerciales Dipel et Delfin) a des effets non intentionnels 

sur la mouche (espèce non cible) en affectant l'homéostasie cellulaire intestinale. Les 

mécanismes contrôlant l’homéostasie cellulaire intestinale étant fortement conservés dans le 

règne animal, on peut supposer qu’une utilisation accrue des spores de Btk comme 

bioinsecticides puissent affecter de nombreuses espèces non-cibles. 
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Abstract 

Microbes, toxins and chemicals such as pesticides are harmful agents that could attack the 
gastrointestinal tract epithelium throughout organismal life. This triggers a rapid renewing of 
damaged intestinal cells to sustain a functional barrier to limit the risk of developing 
pathologies. The repair process involves a transient proliferation of intestinal stem cells (ISCs) 
and the differentiation of their progeny into enterocytes to replace the damaged ones. Among 
pesticides, the broadly used bioinsecticides composed of spores and crystalline (Cry) toxins of 
Bacillus thuringiensis subsp kurstaki (Btk) are expected to supplant synthetic chemical 
pesticides to specifically fight lepidopteran pests. We have investigated here the effects of 
spores and toxins of Btk ingested along with the food on intestinal cellular homeostasis of the 
non-target dipteran Drosophila melanogaster. We showed that Btk Cry toxins induce enterocyte 
death and ISC proliferation. Surprisingly, a high proportion of ISC's daughter cells differentiate 
into enteroendocrine cells instead of their initial enterocyte destiny. This imbalanced intestinal 
cell composition is due to Cry toxins which weakened cell adhesion between the ISC mother 
cell and its immediate daughter progenitor leading the latter to adopt an enteroendocrine cell 
fate. Our results further showed that Cry1A family of toxins is implicated in this intestinal cell 
fate diversion, suggesting that Btk bioinsecticides induce non-negligible deleterious effects on 
gut physiology. 
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Introduction 

The gut lining is undergoing constant damages caused by environmental aggressors (pesticides, 

drugs, virus, bacteria and toxins) ingested along with the food. The gut quickly responds to 

these aggressions by accelerating its epithelium renewal to replace damaged cells. Resident 

intestinal stem cells (ISCs) are the guarantors of this cell renewing. Upon division, ISCs give 

rise to new daughter progenitor cells that will commit to two different paths of differentiation. 

The enteroblasts (EBs) and enteroendocrine precursors (EEPs) are respectively the progenitors 

of enterocytes (ECs) and enteroendocrine cells (EECs). ECs are the main intestinal epithelial 

bricks constituting an efficient barrier against aggressors but unfortunately, they are their first 

victims. The damaged or dying ECs emit cytokines which stimulate the proliferation of ISCs. 

ISCs divide asymmetrically to give one ISC and an adjacent EB that will differentiate into an 

EC to replace the damaged one (Buchon et al., 2009). Two mechanisms underlying intestinal 

regeneration have been described. The first one is the "cell renewal" model which occurs under 

weak aggression conditions that does not induce EC apoptosis. In this case, ISC proliferation is 

low and the neo-EBs differentiate into ECs. However, this provokes a transient excess of ECs 

due to the absence of prior EC death. The cellular homeostasis is further reestablished by 

removing old ECs (Loudhaief et al., 2017). The second mechanisms, called "cell 

replenishment" or "regenerative cell death", occurs after a strong aggression inducing massive 

EC apoptosis. Thus, an acute ISC proliferation is followed by the differentiation of EBs into 

ECs to replace dying ones (Vriz et al., 2014; Loudhaief et al., 2017) without producing 

supernumerary ECs. 

 Bacillus thuringiensis (Bt) bacteria are used worldwide as bioinsecticides to fight crop 

pests. Bt are spread in organic farming but also in conventional agriculture (Fiuza et al., 2017). 

Bt is a Gram-positive sporulating bacterium belonging to the Bacillus cereus (Bc) group 

(Ehling-Schulz et al., 2019). It was first identified and characterized for its specific 

entomopathogenic properties due to the presence of a crystal containing specific Cry protoxins, 

which are produced during the bacteria sporulation (Rabinovitch et al., 2017). Among all the 

subspecies of Bt inventoried (http://www.bgsc.org/), spores of Bt subsp. Kurstaki (Btk) are used 

to specifically kill lepidopteran larvae that threat crops. Indeed, the cocktail of Cry toxins 

produced by Btk (Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa and Cry2Ab (Caballero et al., 2020) binds 

to different receptors present in the midgut. Importantly, among those receptors, the ones that 

belong to the Cadherin transmembrane cell adhesion molecules are primordial for many 

families of Cry toxins allowing them to bind to enterocyte brush borders. The other receptors 

http://www.bgsc.org/
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such as the Alkaline phosphatases, the Aminopeptidases N, and the ABC transporters appear to 

account for the specific cytotoxicity the Cry exert toward target organisms (Mendoza-Almanza 

et al., 2020). In target insects, upon ingestion of spores and crystals, the basic midgut pH 

dissolves the crystals, releasing the Cry protoxins. Then, digestive enzymes cleave Cry 

protoxins into active Cry toxins than can bind their midgut receptors. Thereby, Cry toxins form 

pores in the ECs plasma membrane, ultimately leading to their death. An alternative mode of 

action of Cry toxins suggested that Cry binding to Cadherin induced an intracellular flux of 

Mg2+ resulting in EC apoptosis. In both models, toxins-induced breaches within the gut lining 

allow the bacteria (spores and vegetative cells) to reach the internal body cavity generating a 

septicemia and then lepidopteran larvae death within 2 or 3 days post toxins ingestion 

(Mendoza-Almanza et al., 2020). Noteworthy, Cry toxins produced by Btk are also used in 

genetically modified crops (GMC) (ISAA, 2017). It is assumed that Btk bioinsecticides (made 

of spores and Cry protoxin-containing Crystals) do not harm non-target organisms because first, 

the midgut pH is not adapted for the solubilization of the crystal and second, the Cry receptors 

are absent from their gut epithelium (Rubio-Infante & Moreno-Fierros, 2016). 

 Nevertheless, recent studies suggest that Btk bioinsecticides may have adverse effects 

on non-target organisms. First, we have shown that Btk spores and toxins at concentrations close 

to those recovered on vegetables after spraying induce growth defects and developmental delay 

in Drosophila larvae (Nawrot-Esposito et al., 2020). Increasing spore and toxin doses ultimately 

lead to larval lethality (Babin et al., 2020). In Human, Bt has been implicated in foodborne 

outbreaks events and the strain identified was indistinguishable from the commercial one 

(Johler et al., 2018). Regarding Btk Cry toxin adverse effects, studies have reported that the 

Cry1Ab toxin produced by GMC is found in agricultural water stream networks at abnormally 

high doses, and may affect the survival rate of non-target insects (Rosi-Marshall et al., 2007). 

In addition, laboratory studies have demonstrated a genotoxicity of Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac 

and Cry2A in zebrafish rearing water (Grisolia et al., 2009). Considering the 180 millions of 

hectares of GMC, the 32 000 tons of Bt bioinsecticides sold per years (Casida & Bryant, 2017) 

and the agricultural changes that promote the use of biopesticides instead of conventional 

pesticides, Btk spores and toxins will be increasingly present in the food, the feed and in the 

environment. Consequently, Btk spores and toxins can affect the physiology of the digestive 

tract of many non-target organisms. 

 In this study, we have characterized the impacts of the ingestion of Btk bioinsecticides 

(spores and crystals) on the maintenance of intestinal cell homeostasis of the non-target 
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organism Drosophila melanogaster using environmental doses (i.e. the amount of spores 

recovered on the vegetables after one treatment). First, we have shown that crystal of Btk Cry 

protoxins induced moderate enterocyte death that triggers a quick cell replenishment by 

favoring symmetric ISC division. We have then demonstrated that the crystals diverted a higher 

number of progenitor cells from their initial EC fate toward an EEC, generating an excess of 

EECs. We further showed that this effect was due to a weakening of cell-cell interaction 

between ISC mother cells and progenitor daughter cells. Importantly, we were able to rescue 

the Btk-dependent excess of EECs by increasing the strength of adherens junction between ISCs 

and progenitors. Moreover, we showed that the Cry1Ac toxin alone was sufficient to induce 

this excess of EECs. Unexpectedly, we observed that Btk crystals are processed in the midgut 

of adult Drosophila as they do in that of target-organisms, releasing activated Cry1A toxins. 

Results 

Btk bioinsecticides induce EC death and stimulate proliferation of intestinal stem cells 

Btk bioinsecticides are composed of spores and crystals containing five different protoxins 

(Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa, Cry2Ab). We used the commercial preparation named 

Delfin to study the impacts of Btk bioinsecticides on the cellular homeostasis of the adult D. 

melanogaster midgut. To unravel the impact on the gut of the spores alone, we used a Btk strain 

devoid of crystal (BtkCry) obtained from BGSC (Bacillus Genetic stock center, 

http://www.bgsc.org). A suspension of spores/crystals/water was deposited on the fly medium 

corresponding to 106 CFU of spores per 5 cm² and per individual Drosophila. This dose of 

bioinsecticide is equivalent to the amount of spores preconized by the manufacturers for one 

spraying (Nawrot-Esposito et al., 2020; Loudhaief et al., 2017). 

 We first monitored EC apoptosis by expressing the Caspase 3 sensor (Casp::GFP; Schott 

et al., 2017)using the myo1A-Gal4 EC driver (myo1A>Casp::GFP). With this transgenic 

combination, the GFP is detectable only when the Caspase 3 is activated in ECs. As a negative 

control, we fed other flies with water instead of the spores/crystals/water suspension. In all our 

experiments, we focused our observations on the posterior midgut (R4, 

https://flygut.epfl.ch/overview) because this is the region where we observed the strongest 

phenotypes. One day post ingestion, Btk bioinsecticides induced moderate apoptosis of the ECs 

compared to the control (Figure 1A). However, the treatment with the spores alone that do not 

produce Cry toxins (BtkCry) did not induce EC death. This result suggests that Btk crystal 

ingestion triggers EC death. 

http://www.bgsc.org/
https://flygut.epfl.ch/overview
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 It has been previously shown that at a low dose (106 CFU per Drosophila) of Btk 

vegetative cells (that do not produce and contain crystals of Cry protoxins) weakly activates 

ISC proliferation without inducing EC apoptosis (Loudhaief et al., 2017). On the contrary, 

higher doses of Btk vegetative cells (108 CFU per Drosophila) or the pathogenic bacterium 

Pseudomonas entomophila induced EC apoptosis and strongly stimulated ISC proliferation to 

replace dying cells. This gut response is called "regenerative cell death" (Vriz et al., 2014) to 

promote cell replenishment. In both cases, damaged or dying ECs activated JNK signaling 

pathway which induce the production and secretion of Unpaired (Upd) cytokines that in turn 

activate the JAK/STAT pathway in ISCs leading to their proliferation (Loudhaief et al., 2017). 

We therefore hypothesized that BtkCry spores weakly damage the ECs that moderately activate 

the JNK signaling pathway. Thus, the production of Upd cytokines would be mild as well as 

the proliferation of ISCs. We also hypothesized that EC apoptosis caused by the Btk 

bioinsecticide strongly stimulates the JNK signaling pathway, the production of Upd and in fine 

the ISC proliferation. As expected, Btk bioinsecticides strongly stimulated JNK signaling in 

ECs and JAK/STAT signaling in ISCs with as consequence a strong proliferation of ISCs 

compared to BtkCry spores (SupFigure 1 and Figure 1B). We confirmed this increase in ISC 

proliferation by counting the number of ISC in the posterior midgut (R4 region). To specifically 

marked ISCs, we expressed the GFP under the control of the Dl-Gal4 driver that is expressed 

in ISCs and EEPs (Joly & Rousset, 2020) and we co-stained with an anti-Prospero (Pros), an 

EEP and EEC marker (ISCs were therefore GFP+, Pros-). While we observed and increase in 

ISC number with the bioinsecticide, the BtkCry spores did not increase their number (Figure 

1C). This could be that the weak stimulation of ISC proliferation by BtkCry spores is not 

sufficient to promote a detectable increase in ISC number. Another possibility could be that 

BtkCry spores favor ISC asymmetric division giving rise to one ISC and one EB (or EEP) while 

Btk bioinsecticide promotes ISC symmetric division giving rise to two ISCs. Indeed, numerous 

observations show that in the Drosophila midgut during intestinal homeostasis, the main mode 

of ISC division is asymmetric representing about 80% of the mitosis. On the contrary following 

an urgent need such as bacterial infection, ISCs divide symmetrically to allow faster 

regeneration of the tissue (Joly & Rousset, 2020). To assess the mode of ISC division, we used 

the ReDDM Drosophila genetic tools (Antonello et al., 2015) under the control of the Dl-Gal4 

driver (Dl-ReDDM). This tool allows to follow the progeny of the ISCs because they express a 

stable RFP (H2B::RFP) while the mother cells (the ISCs) express a labile GFP that disappears 

in less than 24 hours. The Dl-ReDDM tool is off at 25°C but active at 29°C. After shifting the 
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flies at 29°C, the GFP was only stably expressed in Dl+ cells (i.e. the ISCs and EEPs) while the 

H2B::RFP was expressed in Dl+ cells but also stably transmitted in the progeny. When two 

cells in direct close contact were GFP+ and H2B::RFP+ (ISC/ISC) or GFP+, H2B::RFP+ and 

Pros+ (EEP/EEP) or only RFP+ (EB/EB), we considered they were coming from a symmetric 

division. When two neighboring cells displayed different combination of immunolabelling, we 

considered the division as asymmetric. Interestingly while we observed a 33%/67% distribution 

of symmetric/asymmetric division in the control conditions, the mode of division trended in 

favor to the symmetric one with BtkCry spores and was completely reversed with the Btk 

bioinsecticide (Figure 1D and E). Therefore, the mode of ISC division appeared to reflect the 

degree of intestinal damages, the symmetric mode being preferentiality adopted when the 

damages are greater (e.g. with Btk bioinsecticides). 

 To complete our understanding of what is happening upon ingestion of BtkCry spores 

and Btk bioinsecticides, we monitored the number of ECs using the fly strain myo1A>GFP 

(w/w; myo1A-Gal4, UAS-GFP/+) allowing the expression of the GFP in all ECs. Ingestion of 

BtkCry spores induced an excess of ECs at days 1 and 3 post-ingestion. The right number of 

ECs was recovered 5 days after ingestion (Figure 1F and SupFigure 1). Along with the absence 

of EC apoptosis (Figure 1A) and the moderate induction of ISC proliferation (Figure 1B), our 

data strongly suggest that BtkCry spores weakly damage the intestinal epithelium, reminiscent 

of the process of "cell renewal" previously identified for poorly virulent bacteria (Loudhaief et 

al., 2017). On the contrary, ingestion of the Btk bioinsecticide provoked a decrease in EC 

number 3 days post-ingestion (Figure 1F and SupFigure 1) that we attributed to EC apoptosis 

(Figure 1A). The right number of ECs was restored 5 days post-ingestion (Figure 1F and 

SupFigure 1). Hence, it seems that Btk bioinsecticides launch a process of regenerative cell 

death, inducing a strong proliferation of ISCs to quickly replenish the gut lining as previously 

described for strong pathogens (Vriz et al., 2014). However, this mechanism apparently 

displays limited efficiency since the apparition of new ECs is slower than the disappearance of 

old ones (likely due to the Btk bioinsecticide-dependent apoptosis) as illustrated by the decrease 

of the whole EC number 3 days post-ingestion (Figure 1F).  

Purified crystals recapitulate all Btk bioinsecticide -induced phenotypes in the midgut 

 BtkCry spores and Btk bioinsecticide (made of Btk spores and Cry protoxin-containing 

crystals) exhibited differential effects on gut homeostasis, suggesting that Btk crystals is 

involved in this process. To test this hypothesis, we fed flies with an amount of crystals 
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corresponding to 30% of the dry weight of 106 CFU spores (Agaisse & Lereclus, 1995; 

MONRO, 1961; Murty et al., 1994) those crystals were purified from the commercial Delfin 

bioinsecticide (see Nawrot-Esposito et al., 2020) for detailed protocol of purification). Although 

the crystals were sufficient to induce moderate EC apoptosis, the level of EC apoptosis did not 

reach that observed with the bioinsecticide (Figure 1A). These data suggest that both spores 

and crystals synergized to induce high EC death. It would be necessary to monitor EC death at 

a later time to exclude whether apoptosis is not delayed after crystal administration alone. 

However, we did observe that crystals strongly stimulated ISC proliferation (Figure 1B) and 

was responsible for an increase in ISC number in a range similar to that with the Btk 

bioinsecticide (Figure 1C). The number of ECs was reduced 3 days post-ingestion as for the 

Btk bioinsecticide (Figure 1F and SupFigure 1). 

 Altogether, our data demonstrate that ingestion of Btk bioinsecticide at doses close to 

what it can be recovered on vegetable after one treatment transiently affects the cellular 

homeostasis of the midgut of the non-target organisms Drosophila melanogaster. Interestingly, 

the ingestion of purified crystals containing the Cry-protoxins recapitulates the midgut 

phenotypes caused by the bioinsecticide. 

Delfin induced an increase in EB, EEP, and EEC numbers 

 Surprisingly, during the course of our experiments, we observed that when flies ingested 

the Btk bioinsecticide, many EECs were apparently present (Figure 1E, pink cells in the Delfin 

condition). As ECs derive from EBs and EECs from EEPs, we assessed the amounts and 

identity of the precursors in the different conditions of infection (H2O; BtkCry spores, Btk 

bioinsecticide and purified crystals). To count the EBs we used a strain of Drosophila 

expressing GFP specifically in EBs (w/w; Su(H)-Gal4, UAS-CD8::GFP/+). As expected, a 

significant increase in the number of EBs was observed between the first and the fifth day after 

ingestion of BtkCry, Btk bioinsecticide or crystals (Figure 2A). The EEP number was assessed 

using two markers: the GFP expressed in ISCs and progenitors (EBs and EEPs) and the anti-

Pros antibody expressed in EEPs and EECs (genotype w/w+; esg-Gal4, UAS-GFP/+). In fact, 

cells expressing both GFP and Pros corresponded to EEPs. We noticed that while BtkCry spores 

did not modify the number of EEPs, ingestion of either the Btk bioinsecticide or the purified 

crystals resulted in an increase in EEPs from day one onwards (Figure 2B and D). Since EEPs 

must differentiate into EECs, we then counted the differentiated EECs that were GFP- Pros+. 

No difference in EEC number were obtained with BtkCry spores comparing to control, whereas 
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there was a net increase with either the Btk bioinsecticide or purified crystals (Figure 2C, D and 

SupFigure 2). Interestingly, though this event was rare, we also observed that EEPs could 

undergo a cycle of mitosis that could participate to the increase in EEPs and EECs (Figure 2E) 

(Zeng & Hou, 2015; Li et al., 2014). Altogether, our results showed that the crystals of Btk 

bioinsecticide were responsible for the excess of EECs. 

EEC excess arises from newborn EEPs after ingestion of Btk bioinsecticide 

 To demonstrate that the excess of EEPs and EECs arose from proliferating ISCs caused 

by the ingestion of Btk bioinsecticide, we used the ReDDM cell lineage tracing system 

(Antonello et al., 2015) (genotype: w/w+; esg-Gal4 UAS-GFP/+; UAS-H2B::RFP, tub-

Gal80ts/+). The scheme of the experimental design is shown in (Figure 3A). We have chosen 

to analyze the progeny at day 3 post-ingestion because the increase in EECs reached its peak 

(Figure 2C). Noteworthy, because crystal purification was time consuming and technically 

difficult to carry out, we chose to use the Btk bioinsecticide (the mix of spores and crystals) that 

displayed similar phenotypes to that of purified crystals and that was easier to prepare. 

 According to the expression of specific cell marker and nucleus size, we could identify 

different cell type either which existed before the ingestion or that appeared after the ingestion 

of BtkCry spores or Btk bioinsecticide. ISCs were GFP+ RFP+ DAPI+ with small nuclei; EBs 

were GFP+ RFP+ DAPI+ with bigger nuclei; EEPs were GFP+ RFP+ Pros+ DAPI+; new EECs 

were RFP+, Pros+ DAPI+; old EECs were Pros+ DAPI+, new ECs were RFP+ DAPI+ with 

polyploid big nuclei and old ECs were DAPI+ with very big nuclei (Figure 3 B-D"). In the 

control experiments (water ingestion), few newborn ECs (red arrow in Figure 3B and B') and 

rare newborn EEPs (Figure 3B-B" and E) appeared 3 days post-ingestion, reflecting the relative 

steady state of the cellular homeostasis. As expected for poorly virulent bacteria, BtkCry spores 

ingestion induced the apparition of few newborn ECs (red arrows in Figure 3C and C') and only 

rare newborn EECs came out (pink arrows in Figure 3C-C"). Interestingly, Btk bioinsecticide 

ingestion promoted first the appearance of many newborn ECs (red arrows in Figure 3D and 

D') as well as newborn EECs (pink arrows in Figure 3D-D" and E). However, we could not rule 

out the possibility that the Btk bioinsecticide altered EB behavior, pushing them toward and 

EEC fate. To verify this possibility, we carried out a lineage tracing using the Su(H)-Gal 4 

driver that is specifically expressed in EBs (genotype: . w/w; Su(H)-Gal4/+; tub-Gal80ts UAS-

GFP/UAS-H2B:RFP). In this case, no newborn EECs were detectable upon ingestion of the Btk 

bioinsecticide while many newborn ECs were present (Figure 3F and G, red arrows). 
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 Altogether, our data demonstrate that the ingestion of Btk bioinsecticides damages the 

intestinal epithelium, strongly stimulating symmetric ISC proliferation. However, part of the 

precursors make the choice to engage toward an EEP/EEC fate and not toward an EB/EC fate. 

Consequently, there is a lack of new ECs to replace the dying ones while there is an excess of 

EECs. Interestingly, the crystals containing the Cry protoxins can recapitulate all the Btk 

bioinsecticide effects. On the contrary, BtkCry spores are poorly aggressive for the gut 

epithelium. ISC proliferation is hence only weakly stimulated and the precursor make the choice 

to engage toward the EB/EC fate to replace the damages ones. 

Btk bioinsecticide decreases ISC-Progenitor cell-cell adhesion 

It is well established that Notch signaling pathway govern progenitor differentiation and cell 

lineage choice in the adult Drosophila midgut (Micchelli & Perrimon, 2006; Ohlstein & 

Spradling, 2006, 2007; Pasco et al., 2015). Indeed, the transmembrane ligand Delta (Dl) 

expressed in ISCs binds to its Notch (N) receptor present on the surface of progenitors. This 

induces the cleavage of the intracellular domain of N and its relocation into the nucleus to 

activate its target genes (Perdigoto & Bardin, 2013). Depending on the level of N activation, 

progenitors differentiate either into EBs and then ECs (in response to a strong activation of N 

signaling) or into EEPs and then EECs (in response to a weak activation of N signaling) (Beebe 

et al., 2010; Micchelli & Perrimon, 2006; Ohlstein & Spradling, 2006, 2007; Perdigoto & 

Bardin, 2013). A prolonged interaction between the ISC and its progenitor allows a strong 

activation of the N signaling pathway in the progenitor (Pasco et al., 2015; Joly & Rousset, 

2020). A shorter and/or weaker interaction between ISC and its progenitor weakly induces the 

N pathway, pushing the progenitor towards the EEC fate. The adherens junctions between ISCs 

and progenitors formed by E-Cadherins and Connectins intervene to prolong the contact 

between Dl and N, favoring EB/EC fate (Choi et al., 2011; Maeda et al., 2008; Micchelli & 

Perrimon, 2006; Ohlstein & Spradling, 2006, 2007; Zhai et al., 2017). By the fact that the 

conserved receptors for Cry toxins in the target organisms are members of the Cadherin family 

(Adang & Crickmore, 2014), we wondered whether the Btk bioinsecticide could interfere with 

adherens junctions. Our hypothesis were that the ISC-progenitor interaction was reduced via 

interference of Cry toxins with Cadherins, modifying the cell fate of progenitors which could 

explain the excess in EEC number seen after Btk bioinsecticide ingestion. To verify this 

hypothesis, we marked the intestines of Drosophila fed with BtkCry spores or Btk bioinsecticide 

by the anti-Armadillo (Arm)/β-catenin antibody that strongly marks the adherens junctions. We 

observed an intense labeling at the level of the ISC-progenitor junctions in the control (Figure 
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4A and A') or following intoxication by BtkCry spores (Figure 4B and B'). Strikingly, this 

labeling became less intense following ingestion of the Btk bioinsecticide or Crystals (Figure 

4C-D''). Our results, therefore, suggested that the Crystals of Cry protoxins present in the Btk 

bioinsecticide were responsible for the increase in the number of EEPs/EECs, this effect being 

associated with a decrease in intercellular adhesion between ISCs and EB progenitors. 

Increasing adherens junction strength rescues Btk bioinsecticide-dependent cell fate 

diversion. 

To confirm that the Btk bioinsecticide interfered with progenitor fate by disturbing adherens 

junctions, we increased the level of cell adhesion between ISCs and progenitors by 

overexpressing the DE-Cadherin in these cells (genotype: w/w; esg-Gal4 UAS-

CD8::GFP/UAS-E-Cad; UAS-H2B::RFP, tubGal80ts/+). We analyzed the identity of newborn 

cells 3 days after the ingestion of water (control) or the Btk bioinsecticide. Interestingly, in flies 

overexpressing the DE-Cadherin in ISCs and progenitors fed with the Btk bioinsecticide, we no 

longer observed an increase in the number of EECs (Figure 5A-C, blue arrows point old EECs). 

Furthermore, as expected we observed the appearance of newborn ECs (red arrows in Figure 

5B and B'), strongly suggesting that increasing the cell adhesion between ISCs and progenitors 

rescued the progenitor fate disturbance generated by the Btk bioinsecticide. Because Cry toxins 

bind to Cadherins in target insects, our data support the idea that in non-target organisms such 

as Drosophila, Cry toxins also interact with Cadherins, interfering with cell-cell adhesion. ISCs 

and progenitors would be the first affected because the levels of DE-Cadherin are higher 

between those cells compared to EC (Maeda et al., 2008; Choi et al., 2011; Zhai et al., 2017). 

It would be interesting to overexpress another cell adhesion molecule such as the Connectin, 

which is also present in adherens junction between the ISCs and the progenitors (Zhai et al., 

2017), to test the affinity of Cry toxins toward Cadherins of non-target animals. 

Cry1Ac Crystals mimic Btk bioinsecticide effects 

The Btk strains used as bioinsecticide produce 5 different Cry toxins (Cry1Aa, Cry1Ab, 

Cry1Ac, Cry2Aa, and Cry2Ab) targeting lepidopteran larvae, a major crop pest. Our aim was 

to identify which family(ies) of toxins produced by Btk was/were responsible of the increased 

number of EEPs/EECs. To achieve this, we took advantage of the Btk strain called BtkCry1Ac 

(referred as 4D4 in http://www.bgsc.org/) which produces only crystals of the Cry1Ac protoxin. 

We fed flies (genotype: w/w+: esg-Gal4 UASGFP/+) either with spores of BtkCry1Ac or with 

purified crystals containing only the Cry1Ac protoxin. We then looked at 3 days post-ingestion 

http://www.bgsc.org/
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the number of EEPs (GFP+ Pros+) and EECs (GFP- Pros+). Interestingly, we observed a 

significant increase in the number of EEPs and EECs following ingestion of either BtkCry1Ac 

spores or Cry1Ac protoxin-containing crystals compared to controls (Figure 6A-D). We plan 

to perform similar experiments using the Cry2A toxins. However, the Btk strain producing only 

Cry2A toxins have not been yet generated. Our team is currently making such a strain. 

Nonetheless, because the three different Cry1A toxins produced by the Btk bioinsecticide share 

85% of identity and 93% of similarity (https://camtech-bpp.ifas.ufl.edu/), the same target 

organisms and the same host receptors (Mendoza-Almanza et al., 2020), we can assume that at 

least the family of Cry1A toxins are involved in the excess of EEPs/EECs we observed. 

Cry1A Protoxins are activated in the posterior midgut 

So far, we used crystals to study the impacts of Cry toxins on progenitor behaviors, however, 

crystals are made of Cry protoxins (Mendoza-Almanza et al., 2020). We therefore wondered 

whether the effects we observed were due to the crystal on its own or to its processing in the 

Drosophila midgut leading to the release of activated Cry toxins. We first monitored by 

Western Blot the processing of Cry1A toxin family in the midgut of flies fed with the Btk 

bioinsecticide. We used an anti-Cry1A antibody raised against the activated form of the toxins 

(Babin et al., 2020). In the Btk bioinsecticide preparation (a mix of spores and crystals in water) 

that we incubated at 25°C for the period of the experiment, we mainly detected the protoxin 

forms of Cry1A at 130kD. Protoxins were stable at least 3 days but then disappeared (control 

in Figure 7A, right part of the blot). Our observation were in agreement with the fact that the 

half-life of Cry1A crystals has been estimated at about 1 week in the soil (Hung et al., 2016). 

We used the same initial Btk bioinsecticide preparation (0h) to fed flies. We further dissected 

intestines and extracted total proteins at different time post-ingestion. Interestingly as soon as 

4h post-ingestion we observed the 67kD activated form of the Cry1A toxins (Figure 7A left 

part). Later on, a 45kD form was present highlighting the full processing of the protoxins. Six 

days after ingestion, no more protoxins or toxins were detectable (Figure 7A). 

 We then aimed to detect in vivo in the midgut the localization of the Cry toxins. 

Unfortunately, despite many attempts using plenty of different protocols for immuno-

histolabeling, we failed to detect in vivo the protoxins and/or the toxins. To overcome this 

difficulty, we again chose an approach using Western Blot. We fed flies with purified Btk 

crystals, dissected the intestines by separating the anterior from the posterior midgut (indeed 

the excess of EEPs/EECs we observed was in the posterior R4 region). Furthermore, we 

performed subcellular fractioning by separating the cytoplasm (Cyto) and the membranes (Mb). 
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Interestingly, we observed that protoxins were already activated in the anterior part of the 

midgut (the 65kD form) but were only associated with the membrane (Figure 7B). In the 

posterior midgut, we detected the 45kD form of the fully activated Cry1A toxins. This form 

was associated with the membranes. Moreover, the 67kD form of the activated Cry1A toxins 

were also present in the cytoplasm suggesting an internalization by epithelial cells. Thus, our 

data suggest that Crystals containing Cry protoxins are processed along the intestinal midgut to 

generate fully activated Cry1A toxins in the posterior midgut, the midgut site where progenitor 

fate behavior is affected. 

Conclusion 

Through our experiments, we wanted to emphasize the putative unanticipated effects of the use 

of Btk bioinsecticides on non-target insects. No one denies the importance of the Btk 

bioinsecticide strain producing five Cry toxins and that it is found in the market under two 

names Dipel or Delfin, but unfortunately, its ingestion has unintentional impacts on the fly (a 

non-target species). Our results show that the Btk bioinsecticide disrupts the physiological 

balance of the intestine by affecting its cellular homeostasis. We have seen during the 24 hours 

following ingestion of environmental doses of the Btk bioinsecticide by adult fruit flies that ECs 

undergo moderate apoptosis. We clearly showed that this effect due to the Cry toxins of Btk. 

Consequently to the ECs death, an accelerated cell replenishment program is launched 

involving symmetrical ISC division. 

We then demonstrated that the crystals diverted the progenitors from their initial EC fate toward 

EEC fate, which generate abnormal excess of EECs. Among the five Cry toxins contained in 

Btk crystals, the Cry1Ac toxin is at least sufficient to promote this EEC excess. This effect is 

associated with a decrease in intercellular adhesion between ISCs and daughter cells. We were 

able to rescue excess Btk-dependent EECs by increasing the strength of the adherent junction 

between ISCs and progenitors. Finally, we observed that the processing of the Cry1A toxins in 

the midgut of Drosophila occurs in the same way as in the midgut of target organisms (i.e. 

lepidopteran larvae), resulting in the release of activated Cry1A toxins. Our model is 

summarized in Figure 7C. 

The opportunistic virulence of Btk should never be overlooked for many organisms and 

especially those suffering from nutritional stress, dysbiosis or whose innate immunity is 

compromised. The use and efficacy of Btk spores and toxins should not be hampered by 

unintended effects. For their use to become as safe as possible for handlers, consumers and the 
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environment, is then a necessity to characterize as best we can all the impacts. Through this 

work and many others that will follow up, one should be able to accurately assess the 

consequent risks due to exposure to Btk bioinsecticides and preventive and curative measures 

should be obtained for users and consumers alike. 
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Figure 1: Btk bioinsecticides induce EC death and stimulate proliferation of intestinal 
stem cells 

(A) Quantification of dead ECs 24h post ingestion (PI) in the posterior midgut (R4 region) of 
flies fed with water (blue, control-ctrl), BtkCry spores (Green), Delfin (mauve) or Crystal (pink). 
The initial dose provided with the food to flies was 106 CFU fly/5 cm² (this dose is used in all 
the following experiments presented in this article). We monitored EC apoptosis by expressing 
the Caspase 3 sensor (Casp::GFP) using the myo1A-Gal4 EC driver (myo1A-Gal4;UAS-

Casp::GFP). With this transgenic combination, the GFP is detectable only when the Caspase 3 
is activated in ECs. (B) Quantification of mitoses (using the Phospho-Histone 3 antibody-PH3) 
in the whole midgut 24h and 48h PI of water (blue), BtkCry spores (green), Delfin (mauve) or 
Crystal (pink). (C) ISC Number in the R4 region of esgGal4 UAS-GFP/+ flies 24, 48, and 72h 
PI of water (blue), BtkCry spores (green), Delfin (mauve) or Crystal (pink). (D and E) 
Evaluation of the division mode of ISCs in tub-Gal80ts/UAS-GFP::CD8; Dl-Gal4, UAS-

GFP/UAS-H2B::RFP flies (Dl-ReDDM) Drosophila fed with water, BtkCry spores or Delfin. 
The experimental design is shown below the panels in (E). In (D) red bars correspond to 
asymmetric divisions and green bars to symmetric divisions. In (E) anti-Pros (blue) marks the 
EEP and EEC. Red arrows point asymmetric divisions and green arrows point symmetric 
divisions. (F) Number of ECs in the R4 region 24, 48, and 72h PI of flies whose ECs express 
GFP (myo1A-Gal4, UAS-GFP/+) and fed with water (blue), BtkCry spores (green), Delfin 

(mauve) or Crystal (pink). n=number of samples; ns=not significant; * (P ≤ 0.05); ** (P ≤ 0.01), 
*** (P ≤ 0.001). 
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Figure 2: Delfin induced an increase in EB, EEP, and EEC numbers 

(A) Number of EBs in the R4 region 24, 48, and 72h PI of water (blue), BtkCry spores (green), 
Delfin (mauve) or Crystal (pink) in Drosophila expressing the GFP specifically in EBs (w/w+; 
Su(H)-Gal4, UAS-CD8::GFP/+). (B, C, D and E-E") R4 region of w/w+; esg-Gal4, UAS-

GFP/+ flies labeled with anti-Pros antibody (Red in D, 3 days PI). GFP is expressed in ISCs, 
EBs and EEPs and Pros is expressed in EEPs and EECs. Flies were fed with water (blue), BtkCry 
spores (green), Delfin (mauve) or Crystal (pink). (B and C). Number of EEPs and EECs were 
assessed 24, 48, and 72h PI. (E-E’’) PH3 staining (blue) to mark mitosis. Pink arrows point 
dividing EEPs and blue arrow point dividing ISC. n=number of samples; * (P ≤ 0.05); ** (P ≤ 
0.01), *** (P ≤ 0.001). 
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Figure 3: EEC excess arises from newborn EEPs after ingestion of Btk bioinsecticide 

(A) Schema of the experimental design used in all this figure for the ReDDM cell lineage 
tracing system. (B-E) R4 region of w/w+; esg-Gal4, UAS- GFP/+; UAS-H2B::RFP, tub-

Gal80ts/+ flies (esg-ReDDM). Midgut were stained for Pros (blue) and DAPI, which marks 
nuclei (white in B, C and D). (B-D’’) show the different cell types which either existed before 
the ingestion or appeared after the ingestion of water (B-B" Ctrl), BtkCry spores (C-C") or Btk 
bioinsecticide (D-D", Delfin). ISCs were GFP+ RFP+ DAPI+ with small nuclei; EBs were 
GFP+ RFP+ DAPI+ with bigger nuclei; EEPs were GFP+ RFP+ Pros+ DAPI+; new EECs were 
RFP+, Pros+ DAPI+; old EECs were Pros+ DAPI+, new ECs were RFP+ DAPI+ with 
polyploid big nuclei and old ECs were DAPI+ with very big nuclei. (E) Counting old EECs 
(Pros+ RFP-) and new EECs (Pros+ RFP+) in the conditions described in (A, B and D). (F and 
G) w/w; Su(H)-Gal4/UAS-GFP::CD8; tub-Gal80ts, UAS-GFP/UAS-H2B:RFP (Su(H)-
ReDDM). The driver Su(H)-Gal4 is specifically expressed in EBs. Flies were fed with either 
water (F, Ctrl) or Delfin (G) and misgut were labelled for Pros (blue). Midgut R4 region is 
shown. *** (P ≤ 0.001). 
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Figure 4: Btk bioinsecticide decreases ISC-Progenitor cell-cell adhesion 

(A-D') w/w+; esg-Gal4 UAS-GFP/+ Drosophila midgut R4 region 24h PI of water (A and A', 
Ctrl), BtkCry spores (B and B'), Delfin (C and C') or crystals (D and labeled with anti-Armadillo 
(Arm) β-catenin (red) which strongly marks the adherent junctions between ISC and 
progenitors (green). In blue Dapi marks the nuclei. Red arrows point the intense staining of 
adherens junctions between ISC and progenitors. Yellow arrows point the weak intensity of 
adherens junction staining. 
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Figure5: Increasing adherens junction strength rescues Btk bioinsecticide-dependent cell 
fate diversion. 

(A-C) w/w; esg-Gal4, UAS-CD8:: GFP/UAS-DE-Cad; UAS-H2B::RFP, tubGal80ts/+ 
Drosophila midgut R4 region. Those flies specifically overexpress DE-Cad in ISCs and 
progenitors. Flies were fed with water (A-A', and blue in C, Ctrl) of with Delfin (B-B' and violet 
in C) and observed 72h PI. In (A-B') blue arrows point old EECs and red arrows newborn ECs. 
(C) Number of old EECs (Pros+ RFP-) and new EECs (Pros+ RFP+). n=number of samples. 
ns=not significant. 
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Figure 6: Cry1Ac Crystals mimic Btk bioinsecticide effects 
(A-D) w/w+; esg-Gal4 UAS-GFP/+ Drosophila midgut R4 region 72h PI of water (A and blue 
bars in D, Ctrl), BtkCry1Ac spores (B and pink bars in D), or Cry1Ac crystals (C and beige bars 
in D). (A-C) Pros labeling in red. Orange arrows point EEPs and red arrows points the EECs. 
(D) Number of EEPs and EECs in the different experimental conditions described above. 
n=number of samples. *** (P ≤ 0.001). 

 

  



 
 

113 
 

 

 

 

 

 



 
 

114 
 

Figure 7: Cry1A Protoxins are activated in the posterior midgut 
(A and B) Western Blot using a polyclonal Anti-Cry1A antibody raised against the protoxins 
form of the Cry1A family of toxins. (A right part of the blot) Btk bioinsecticide preparation in 
water incubated at 25°C for the period of the experiment. We mainly detect the protoxin forms 
of Cry1A at 130kDa (arrowhead). (A left part of the blot) Proteins extract from midgut of flies 
intoxicated by the same Btk bioinsecticide preparation used for the Left panel at 4h and 1, 3 and 
6 days PI. The 130kDa protoxins are still visible. The 67kDa activated forms appear as soon as 
4h (thick arrow) and are the then processed into the fully activated 44kDa forms (thin arrow). 
6 days PI no more toxins are detected in the midgut. (B) Western blot Anti-Cry1A antibody of 
protein extracts from midgut. Control (Ctrl, left part) corresponds to intestine of flies fed with 
water. Btk crystals (right part) corresponds to intestine of flies fed with purified crystals. 
Protoxins (130kDa) are present in the membrane fraction (Mb) in both the anterior (ant) and 
the posterior (post) midgut. The 67kDa activated forms are present the membrane fraction of 
both the anterior and posterior midgut (thick arrow) and in the cytoplasm (Cyto) of the posterior 
midgut. The fully activated 44kDa forms are only associated with the membrane fraction of the 
posterior midgut (thin arrow). (C) Model. Upper panel: in Drosophila, the ingestion of 
opportunistic bacteria induces apoptosis of ECs. This apoptosis stimulates the proliferation of 
ISCs that stimulate a strong activation of the Notch pathway in the progenitors, the latter will 
differentiate into EBs, which will then give ECs. Lower panel: ingestion of Btk bioinsecticides 
also triggers EC apoptosis and ISC proliferation but the binding of Cry toxins to the adherent 
junctions (DE-Cad) causes a weak activation of the Notch pathway in the progenitors and 
pushing the progenitor toward an EEP/EEC fate. 
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Supfigure 1: 

A- puc-lacZ expression using an anti-Gal antibody in the posterior midgut of Drosophila, fed 
with water (control), BtkCry spores or by Delfin at 1 and 3 days PI. puc-lacZ expression reflects 
the JNK signaling activation. 

B- STAT-GFP reporter gene expression in the posterior midgut of Drosophila fed with water 
(control), BtkCry spores or by Delfin at 1 and 3 days PI. STAT-GFP expression reflects the 
JAK/STAT/Upd signaling activation. 

C- w/w; myo1A, UAS-GFP/+ posterior midgut of Drosophila fed with water (control), BtkCry 
spores, Delfin or crystals of Delfin at 1, 3 and 5 days PI. GFP marks the ECs. 
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Supfigure 2: 

(A-D)- w/w+; esg-Gal4, UAS-GFP/+ midgut R4 region 72h PI of water (A), BtkCry1Ac spores 
(B), Delfin (C) or crystals (D). An anti-Pros was used to mark the EECs. 
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Chapitre 1 : Discussion 
 

3.1 Mécanismes de défenses intestinales  

Dans le règne animal le tube digestif est un organe vital requis pour l’absorption des nutriments. 

Il est soumis à de nombreuses agressions tout au long de la vie. Il constitue également la 

première barrière contre les agents pathogènes (virus, bactéries, toxines) ou les produits 

chimiques (médicaments, pesticides) ingérés avec de la nourriture. Chez les vertébrés et les 

invertébrés la muqueuse intestinale est dotée de plusieurs systèmes de défense pour se protéger 

des agents nocifs (1) une barrière physique recouvrant la muqueuse intestinale soit le mucus 

chez les vertèbres ou la membrane péritrophique chez les invertébrés qui la protègent des 

agresseurs (Kuraishi et al.,2011 ; Shibata et al.,2015); (2) suite à l’intoxication par les bactéries 

opportunistes ou virulentes, le système immunitaire inné local est induit dans l'épithélium 

intestinal, principalement dans la partie antérieure de l'intestin moyen (dans la région R1 et 

R2) et se traduit par la production rapide d’espèces réactives à l’oxygène (ROS) et qui ont un 

effet bactériostatique (Du et al.,2016). La production de ROS est activée par la libération 

d’uracile par les bactéries allochtones et qui agit comme un facteur de croissance bactérien. 

L'enzyme responsable de la production de ROS de type HOCl est la Dual oxidase (DUOX); (3) 

la production de ROS semble aussi être nécessaire pour l’expulsion de l’intestin des bactéries 

ingérées en augmentant la défécation (Du et al., 2016); (4) en plus de la production des ROS, 

la réponse immunitaire locale est renforcée par la production des peptides antimicrobiens 

(PAMs) pour combattre les bactéries ingérées (Buchon, Broderick, Chakrabarti, et al., 2009; 

K. A. Lee et al., 2013; Capo et al.,2016 ); (5) l’intestin accélère son renouvellement cellulaire 

pour assurer le remplacement efficace des cellules abimées (endommagées). 

Récemment les travaux de mon équipe, en utilisant le modèle de laboratoire Drosophila 

melangaster, et la forme végétative de Btk, afin d'éviter l'effet additif/ synergique des toxines 

Cry qui sont produites uniquement pendant la sporulation, ont montré que Btk est éliminé au 

bout de 4 heures (Loudhaeif et al., 2017). Ces données suggèrent que les mécanismes de défense 

de l’intestin ont été mis en place peu après l’ingestion de Btk. Nous avons donc étudié les 

premières étapes des mécanismes de signalisation induits par la présence de bactéries 

opportunistes. Nous avons mis en évidence un nouveau mécanisme de défense indépendant du 

système immunitaire, caractérisé par l'apparition de spasmes viscéraux pour éliminer plus 

rapidement les bactéries opportunistes. Par ailleurs il est connu que, chez la drosophile comme 

chez les mammifères, l’épithélium intestinal est entouré de muscles lisses qui permettent sa 
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contraction de façon végétative lors de la prise alimentaire. Ces contractions autonomes et 

involontaires, appelées péristaltisme, poussent la nourriture ingérée à travers l’intestin pour 

permettre la digestion et l’absorption des nutriments puis l'excrétion des fèces (Farré & Tack, 

2013). Dans notre étude, nous avons observé une forte contraction des fibres musculaires 

longitudinales au cours des 2 premiers heures après l’ingestion de bactéries. Nous avons montré 

que cette contraction est induite par l’accumulation de ROS dans la lumière intestinale qui 

stimule le récepteur TrpA1 dans les EEC. Une autre étude menée chez la souris a montré une 

induction d’une contraction intestinale différente de la contraction péristaltique après ingestion 

de nématodes pathogènes. Cette contraction pathologique a été aussi observée chez la 

drosophile après ingestion de fortes doses d’Ecc (Buchon et al., 2010). 

Il a été démontré que l'uracile produit par les bactéries allochtones agit comme un ligand 

indirect activant la DUOX dans l'immunité intestinale de la drosophile (K. A. Lee et al., 2013 ; 

E. K. Kim et al., 2020) Lee et al ont montré que les bactéries produisant beaucoup d'uracile 

induisaient un niveau élevé de ROS intestinaux, tandis que les bactéries avec des capacités 

réduites de production d'uracile présentaient un faible niveau basal de ROS. Dans nos 

expériences, nous n'avons jamais réussi à reproduire l'induction de la production de ROS par 

l’uracile malgré la multitude d'essais tentés. Plusieurs raisons pourraient expliquer cette 

incohérence entre nos équipes. (1) Nos conditions d’alimentation et/ou d'élevage de nos 

drosophiles influenceraient ou modifieraient la détection de l'uracile par l'intestin. (2) Le fond 

génétique de notre souche de drosophile sauvage (Canton S) avec laquelle nous avons fait nos 

expériences est différent de celui des lignées de drosophiles utilisées dans les expériences de 

Lee et al (2013). Cette différence rendrait nos drosophiles "insensibles" à l'uracile. (3) Lee et al 

(2013) ont utilisé des femelles âgées de 5-6 jours pour leurs expériences comme nous l'avons 

fait. Cependant Du et al. (2016) ont uniquement pu détecter un effet de l'uracile chez les mâles. 

Il y donc peut-être une différence de perception de l'uracile entre les sexes. (4) C'est peut-être 

un ensemble de ces différences. 

Chez la drosophile comme chez les mammifères, TRPA1 est impliqué dans la sécrétion de 

DH31/CGRP au niveau du système nerveux central (Benemei et al., 2014). En ce qui concerne 

la drosophile, TRPA1, dans le but d’assurer le réveil, contrôle la sécrétion de DH31. Chez les 

mammifères, il est responsable de la libération de CGRP afin de favoriser le contrôle du flux 

sanguin et de la pression artérielle et est impliqué dans l’induction des migraines (Benemei et 

al., 2014). Au cours de nos expériences nous avons montré que, dans l'intestin, les ROS 

immunitaires se fixent sur TRPA1 aboutissant à son activation et in fine à la libération du 
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neuropeptide DH31. Et on sait auparavant que les ROS sont produits seulement dans la partie 

antérieure de l’intestin (K. A. Lee et al., 2013) et TRPA1 est aussi uniquement exprimé dans 

cette région (Du et al.,2016). Cependant, ce qui attire l’attention c’est que les spasmes 

apparaissent dans tout l’intestin moyen. Comment ce phénomène s’explique-t-il ? Les spasmes 

se propagent-ils de l'antérieur vers le postérieur grâce aux EEC postérieures exprimant DH31 ? 

Sans doute pas. En effet, après ingestion de Btk, ce qui se passe dans la partie antérieure est 

différent de ce qui se passe dans la partie postérieure. Alors que les EECs postérieures DH31+ 

présentent un flux de calcium constitutif indépendant de la présence de bactéries, les EEC 

antérieures deviennent positives au flux de calcium uniquement après ingestion de Btk. Cela 

s’explique par le fait que les EEC DH31+ antérieures possèdent une sensibilité à la présence 

des bactéries opportunistes sans doute due à l'expression de TrpA1. Une explication pour la 

propagation de spasmes de l'antérieur vers le postérieur pourrait être la libération de DH31 dans 

l'hémolymphe qui agirait à distance sur la partie postérieure. En effet, chez les mammifères, les 

peptides entéroendocrines peuvent agir à très longue distance après pénétration dans la 

circulation sanguine et avoir une activité consécutive dans de nombreux organes, y compris le 

cerveau (Furness et al.,2013). 

Des données obtenues chez le rat et la drosophile montrent que la présence d’agents pathogènes 

augmente la motilité intestinale se traduisant par une diarrhée. Effectivement, chez les rongeurs 

infectés par le nématode parasite Trichinella spiralis, un accroissement de la contractilité de 

l’intestin survient, évoquant un signal intrinsèque, et est indispensable pour l'élimination du 

parasite (Alizadeh et al.,1987). Cette augmentation de l'activité propulsive intestinale est liée à 

l'épaississement des fibres musculaires lisses longitudinales et circulaires. Plus récemment, les 

scientifiques ont montré que l’ingestion de la bactérie opportuniste Ecc15 par la drosophile 

cause une défécation accélérée entre 2 h et 8 h après l'ingestion (Du et al.,2016). Une fois cette 

défécation accélérée bloquée (c'est-à-dire chez le mutant perte de fonction TrpA1), la durée de 

persistance des bactéries au sein de l’intestin devient plus longue. Les résultats obtenus 

suggèrent que chez les rongeurs et chez la drosophile l’expulsion des facteurs infectieux de 

l’intestin a recours à la motilité intestinale accrue contrôlée de manière autonome. Plusieurs 

informations concernant la motilité intestinale accrue sont à retenir : d’abord elle ne débute pas 

immédiatement après l'ingestion du pathogènes mais quelques heures après ; ensuite sa durée 

est estimée entre quelques heures et quelques jours (Du et al.,2016). A l'inverse, dans notre 

étude, la réponse viscérale que nous avons identifiés, les caractéristiques physiologiques sont 

un peu différentes (1) la réponse se produit rapidement suite à l'ingestion de bactéries (en 1h 
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environ); (2) seules les fibres musculaires viscérales longitudinales se contractent fortement 

(dans l'accroissement de la motilité intestinale, les fibres longitudinales et circulaires 

interviennent de façon similaire au péristaltisme); et (3) les spasmes disparaissent rapidement 

(en moins de 4h). Tout cela nous mène à une supposition que les spasmes viscéraux pourraient 

évoluer alors vers une motilité/défécation intestinale accélérée afin de pouvoir éliminer 

complètement le pathogène. Ce sont donc les mêmes acteurs qui interviennent dans les deux 

phénomènes physiologiques : les ROS et TrpA1. Ainsi, la réponse à une courte période 

d'intoxication (ou une faible intoxication) se fait à travers les spasmes viscéraux qui éliminent 

rapidement les bactéries, alors qu'une motilité/défécation intestinale accélérée pourrait être 

nécessaire pour expulsion des agents infectieux en cas d'ingestion prolongée ou de persistance 

du pathogène dans l'intestin. 

Les résultats de nos expériences constituent le début de nouvelles investigations sur les 

fonctions des toutes premières étapes cellulaires et moléculaires de l'intoxication alimentaire 

chez les vertébrés. Lors d’intoxications alimentaires et/ou de diarrhées, le diagnostic médical 

assure qu’il existe un lien fort entre douleur intestinale et spasmes viscéraux. Ce qui pousse les 

professionnels de la santé aux recours aux médicaments qui inhibent les spasmes viscéraux afin 

de limiter la diarrhée et la douleur en même temps. Cependant, d’après nos recherches, le 

blocage des spasmes induit un ralentissement de l'élimination des pathogènes responsables de 

l'inconfort. Par conséquent nos travaux mettent en évidence l'utilité de ce mécanisme 

physiologique dans l'élimination des pathogènes ingérés. Il sera à l'avenir important de 

développer de nouveaux médicaments soignant les douleurs viscérales et la déshydratation liées 

aux diarrhées mais ne bloquant pas les spasmes nécessaires à l'élimination des bactéries 

pathogènes. 

Nos travaux révèlent aussi l'importance des EECs dans de nouveaux mécanismes 

physiologiques. Elles ne s’impliquent pas seulement dans la réponse immunitaire innée (Park 

et al., 2016 ; Beebe et al.,2015), le comportement alimentaire ou le métabolisme (Mace et al., 

2015), les EEC jouent aussi un rôle important dans les mécanismes de défense de l'intestin. 

 

3.2 Homéostasie cellulaire intestinale et Bt 

Afin de mieux comprendre les effets non intentionnels associés à l'utilisation des bioinsecticides 

Bt sur le long terme, dans la deuxième partie de ma thèse, j'ai étudié les impacts de l'ingestion 

de bioinsecticides Btk (faits d'un mélange de spores et cristaux de toxines Cry) sur l'homéostasie 
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cellulaire intestinale de l'organisme non cible Drosophila melanogaster à l'aide de doses 

environnementales. J'ai tout d’abord montré que l'ingestion de faibles doses de bioinsecticides 

Btk induisait d'une part une apoptose modérée des entérocytes (EC) et, d'autre part de 

manière frappante une forte augmentation du nombre de cellules entéroendocrines (EEC). 

Ce résultat est inattendu car dans un contexte normal, le phénomène largement décrit est que, 

suite à une intoxication alimentaire bactérienne qui cause des lésions intestinales, les EC lésés 

sont immédiatement remplacés. Ceci grâce à la stimulation de la division des ISC qui donnent 

naissance à des progéniteurs (les EB) qui vont ensuite se différentier en EC pour remplacer les 

cellules endommagées. Prenons comme exemple les travaux précédents de mon équipe: ils ont 

montré que lors de l'ingestion de faibles quantités de bactéries (106 bactéries par drosophile à 

disposition, entre 102 et 103 effectivement ingérées), les cellules végétatives Btk (qui ne 

produisent pas et ne contiennent pas de cristaux de toxines Cry) stimulent le programme de 

renouvellement cellulaire intestinal malgré le fait que les bactéries ingérées sont rapidement 

éliminées de l'intestin sans induire la mort cellulaire (sans apoptose EC) (Loudhaief et al., 

2017). En absence de mort cellulaire, la division des ISC est stimulée mais dans une moindre 

mesure (prolifération faible de ISC) comparé au programme de « mort cellulaire régénérative 

» déclenché par des doses plus élevées de cellules végétatives Btk ou de pathogène puissant (tel 

que Pseudomonas entomophila). Dans ce cas-là, la mort des EC stimule fortement la 

prolifération des ISC pour remplacer les EC mourants et favoriser la reconstitution cellulaire 

(Loudhaief et al., 2017 ; Vriz et al., 2014). Dans nos conditions d’alimentation avec le 

bioinsecticides Btk, nous avons montré par lignage cellulaire, que seulement très peu de 

nouveaux EC apparaissaient, en tous cas pas suffisamment pour remplacer tous ceux mourant. 

De fait, le nombre total d'EC dans l'intestin diminue alors qu'étonnamment le nombre d'EEC 

augmente fortement. Ce phénomène aboutit à l’impossibilité du remplacement efficace les EC 

mourants auquel vient potentiellement s'ajouter des perturbations physiologiques découlant de 

l'augmentation des EEC. 

Comment expliquer que l'intestin produise plus d'EEC après intoxication par le bioinsecticides 

Btk alors qu'ils devraient produire plus d'EC pour remplacer tous ceux mourant ? Dans l'intestin 

moyen de la drosophile adulte, les ISC sont nécessaires pour maintenir la composition cellulaire 

appropriée. Pour assurer le recrutement permanent de cellules nouvellement différenciées, les 

ISC subissent une division cellulaire asymétrique qui génère une ISC elle-même et une cellule 

progénitrice. Ensuite, une interaction prolongée entre ISC et progéniteur permet une forte 

activation de la voie de signalisation Notch dans le progéniteur, ce qui promeut sa 

différentiation en EC. Une interaction de courte durée entre ISC et progéniteur induit faiblement 
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la voie Notch, poussant le progéniteur vers le destin EEC (Micchelli & Perrimon, 2006 ; 

Ohlstein & Spradling, 2006, 2007 ; Pasco et al., 2015). Ainsi il est connu que le renforcement 

du contact ISC-EB par les molécules d’adhésions est nécessaire pour activer fortement la voie 

Notch et finalement favoriser une différenciation des EB en EC (Maeda et al., 2008). Fait 

intéressant, les jonctions adhérentes dans l'interface liant les ISC et les progénitures sont 

enrichies en E-cadhérines et en Connectines. Ces molécules d’adhésions interviennent pour 

prolonger le contact entre les cellules souches intestinales et les progéniteurs. Ensuite une forte 

activation de la voie Notch en favorise le devenir EB/EC (Choi et al., 2011 ; Maeda et al., 2008 

; Micchelli & Perrimon, 2006 ; Ohlstein & Spradling, 2006, 2007 ; Zhai et al., 2017). 

Quelle hypothèse pour expliquer ce phénomène ? Il a été démontré que (1) la toxicité des 

toxines Cry1 et Cry2 chez les larves de ravageurs ciblées (les larves de lépidoptères) passe par 

leur fixation sur des récepteurs de la familles des cadhérines (molécules d'adhésion universelle 

des épithélia) (Adang & Crickmore, 2014) ; (2) l'adhésion intercellulaire entre ISC et 

progéniteur est dépendante de la E-cadhérine (Maeda et al., 2008; Zhai et al., 2017); (3) une 

analyse de l’alignement des séquences des sites de fixation de la toxine Cry1Ab sur le récepteur 

cadhérine BT-R1 chez deux lépidoptères cibles, Manduca sexta et Chrysomela tremula, montre 

une identité de 20.2% entre les domaines des deux espèces cibles alors qu'ils présentent plus de 

25% d'identité avec les cadhérines FAT de la drosophile ou de l'homme (deux espèces non 

cibles) et plus de 30% avec la Cad88C de drosophile. Mon hypothèse est donc que les toxines 

Cry1 a minima chez les organismes non-cibles (la drosophile, les mammifères) interagissent 

aussi avec des cadhérines intestinales. De fait, cette interaction Cry/Cadhérines pourrait être 

responsable de la diminution de l'adhésion intercellulaire ISC-progéniteur et finalement la 

différentiation des progéniteurs en EEC. Cette diminution modifierait le temps de contact entre 

cellule souche et progéniteur, donc la force d'activation de la voie Notch et in fine, le devenir 

cellulaire des progéniteurs. 

Plusieurs données viennent étayer mon hypothèse. (1) Tout d'abord les jonctions adhérentes 

entre les ISC et les progéniteurs formés par les E-cadhérines et les connectines interviennent 

pour prolonger le contact entre ces cellules en favorisant le devenir EB/EC (Choi et al., 2011; 

Maeda et al., 2008; Micchelli & Perrimon, 2006 ; Ohlstein & Spradling, 2006, 2007 ; Zhai et 

al., 2017); (2) la régulation négative des molécules d’adhésions (cadhérine et connectine) dans 

les ISC et les progéniteurs supprime la différenciation rapide des EB et que la surexpression de 

la connectine dans les ISC et les progéniteurs est suffisante pour favoriser la différenciation des 

EB (Zhai et al., 2017). (3) Par exemple, la réduction de l'adhésion entre les ISC et les EB par 

ARNi contre le gene de la E-cad induit soit une accumulation de cellules non différenciées soit 
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une différenciation vers des EEC (Maeda et al., 2008). (3) Inversement, la surexpression de la 

cadhérine induit une diminution du nombre des EEC (Maeda et al., 2008). (4) Lors de 

l’inhibition de la E-cadhérine par ARNi dans l’intestin moyen postérieur chez les drosophiles 

adultes, le nombre d'ISC et progéniteurs en contacte est très rare, ce qui renforce l’idée que la 

cadhérine est nécessaire pour un long contact entre les ISC et les progéniteurs (Maeda et al., 

2008), et ce qui suggère qu’une diminution de la E-cad est essentielle pour la séparation des 

cellules. (5) Le niveau d’Armadillo est plus faible dans toutes les cellules (ISC, EB, EC) lors 

de l’inhibition de la cadhérine et le nombre d'EC est aussi plus faible suggérant que le niveau 

de Notch est insuffisant pour favoriser une différentions des EB en EC (Maeda et al., 2008) (6) 

Mes travaux montrent que nous avons pu sauver l'excès d'EEC dépendant des toxines Cry en 

augmentant la force des jonctions adhérentes entre les ISC et les progéniteurs en surexprimant 

la DE-cadhérine dans ces cellules pour renforcer leur interaction en présence de toxines Cry. 

(7) Par Western Blot à partir d'intestin de mouches nourries avec des cristaux de Delfin, nous 

avons observé que les toxines Cry1A se lient à la membrane cellulaire (partie antérieure et 

postérieure de l'intestin), cela renforce notre hypothèse car les cadhérines sont des protéines 

transmembranaires. Cry1A se trouve aussi dans le cytosol des cellules de la partie postérieure 

de l'intestin moyen, ce qui indique une probable internalisation des toxines Cry1A par les EC. 

(8) Par la technique de ligand blot, nous avons déterminé que Cry1A interagit avec des protéines 

intestinales de 40 kD, 100 kD, 130 kD et 200 KD (donnés préliminaires non présentées) et 

comme la E-cadhérine fait environ 130 kDa, alors il se pourrait qu'elle soit l'une d'entre elle. 

(9) Pour identifier les protéines intestinales cibles des toxines, par une approche de co-

immunoprécipitation des toxines Cry1A à partir de l'intestin de mouches empoisonnées par le 

bioinsecticide Btk, nous avons isolé des protéines intestinales interagissant avec Cry1A. Nos 

données d'analyses par spectrométrie de masse confirment que les interactants isolés 

appartiennent aux complexes membranaires d'adhésion intercellulaire (données 

préliminaires qui restent à être reproduites). Donc, l'ensemble de ses données suggèrent que les 

toxines Cry contenues dans le bioinsecticide Btk pourraient effectivement être responsables de 

l'augmentation du nombre EEC, cet effet étant associé à une diminution de l'adhésion 

intercellulaire entre ISC et progéniteurs. 

Les connectines entrent aussi dans la composition des jonctions adhérentes entre les ISC et les 

progéniteurs (Zhai et al., 2017). Il serait intéressant de surexprimer la connectine dans les ISC 

et progéniteurs et de vérifier si dans ces conditions un nombre normal de EEC est restauré en 

présence des cristaux de toxines Cry. Ceci nous permettrait de vérifier la spécificité des toxines 

Cry vis-à-vis de la E-cadhérine ou si les Cry ont une action plus général sur les jonctions 
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adhérentes. Il faut aussi réaliser une immunolocalisation in vivo des toxines Cry1A suite à 

l'ingestion d'aliments contaminés par Btk. Malheureusement, malgré de nombreuses tentatives 

utilisant de nombreux protocoles différents pour une immunolocalisation in vivo, je n'ai pas 

réussi à détecter les protoxines et/ou les toxines. D’abord peut être (1) parce que l’anticorps 

utilisé ne marche pas in vivo; (2) la liaison qui a lieu entre la toxine Cry et la cadhérine se 

déroule pendant une durée brève et nous avons réalisé les expériences après 6h et 24h post 

intoxications ne correspondant pas à la cinétique d'interaction Cry1A/E-cadhérine. En effet, 

nous avons observé que les nutriments atteignent la partie postérieure de l’intestin en 2 heures 

et demi, favorisant l’idée que l’expérience d'immunolocalisation doit avoir lieu très tôt, 3 heures 

ou maximum 4 heures post-intoxication ; (3) il est probable qu’il faille augmenter la dose de 

bioinsecticides Btk utilisé pour augmenter le seuil de détection par l'anticorps anti-Cry1A. Quoi 

qu'il en soit, nous allons poursuivre nos études pour localiser in vivo les toxines Cry et identifier 

avec quels composants des jonctions adhérentes les toxines Cry1A interagissent pour perturber 

l’adhésion.  

La question qui se pose maintenant est comment les toxines Cry qui se trouvent dans le lumen 

après ingestion de bioinsecticides Btk, agissent-elles pour perturber les jonctions adhérentes 

entre les ISC et les progéniteurs localisés dans la partie basale de l’épithélium intestinal ? Les 

EC sont les premières cellules attaquées par n’importe quel agresseur ingéré avec la nourriture 

mais ce sont aussi des cellules absorbantes. 

Je propose trois hypothèses qui peuvent expliquer l’effet de ces toxines Cry sur les jonctions 

entre ISC et progéniteurs. (1) D’abord, les EC se trouvent partout dans l’épithélium intestinale. 

C’est probable que suite à l’intoxication des mouches par les toxines Cry, ces dernières se fixent 

directement sur les jonctions adhérentes localisées entre les EC, les premières en contact avec 

les toxines. Le résultat de cette fixation, c’est la diminution d’interaction entre les EC 

(séparation intercellulaire), ce qui a comme conséquences la mort des EC à cause des pores 

provoquées par les toxines ou bien l’activation de la voie Hippo (qui perçoit les changements 

d'adhésion intercellulaire (Gaspar & Tapon, 2014) dans les EC qui aboutit à son tour à leur 

apoptose. De cette manière, les toxines traversent l'épithélium et interagissent avec les jonctions 

adhérentes qui se trouvent entre les ISC et les progéniteurs sur la face basale de l’épithélium 

intestinale (Fig.18). (2) Dans la deuxième hypothèse, suite à l'absorption des toxines Cry à 

l'instar des autres nutriments par les EC, le processus de transcytose permet aux toxines de 

passer dans l’hémolymphe et de se fixer ensuite sur les jonctions adhérentes entre ISC et 

progéniteurs (Fig.19). (3) La troisième hypothèse c’est que la fixation des toxines Cry sur des 
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cadhérines (pas obligatoirement la DE-cadhérine) localisées sur les EC, soit internalisées par 

endocytose par les EC, ensuite passent dans l’hémolymphe, et agissent ensuite sur les jonctions 

adhérentes entre les ISC et progéniteurs (Fig.20). 

 

Figure 18: Toxine Cry et jonction adhérentes (Hypothèse 1). 
La fixation de la toxine Cry sur les jonctions adhérentes (EC-EC), provoquent une séparation 
intercellulaire, l'apoptose des EC et une diminution du contact ISC-progéniteur(P). 
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Figure 19: Toxine Cry et jonction adhérentes (Hypothèse2). 
L’absorption de la toxine Cry par les EC, elle subit une transcytose, une libération de Cry dans 
l'hémolymphe qui agirait ensuite directement sur les jonctions adhérentes (ISC-P). 
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Figure 20: Toxine Cry et jonction adhérentes (Hypothèse3). 
La fixation de la toxine Cry sur les jonctions adhérentes (EC-EC), une endocytose de la 
(cadhérine et Cry) par les EC, une libération de Cry dans l'hémolymphe qui agirait ensuite 
directement sur les jonctions adhérentes (ISC-P). 
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Enfin, Rihab a montré en 2017 (Loudhaief et al.,2017), au sein de mon équipe, que l’ingestion 

de faible quantité de Btk végétative, induisait une diminution de l'activité digestive. Il apparaît 

nécessaire d’étudier l’impact des spores de Btk et des toxines Cry sur les grandes fonctions 

métaboliques ou comportementales des mouches. Nous pourrions par exemple faire des 

dosages métaboliques des lipides et des sucres circulants et stockés, des mesures de prise/perte 

de poids des drosophiles et des mesures de longévité/survie. En effet, il a été déjà montré par 

Rihab que l’ingestion répétée de Btk végétatif réduisait la longévité des drosophiles (Loudhaief 

et al.,2017). En plus de ses effets sur les drosophiles adultes, les résultats récents de mon équipe 

montrent que les larves de drosophile élevées en continu sur un milieu traité par des 

bioinsecticides Btk présentent une réduction significative de taille et un retard de 

développement. Fait intéressant, aucune mortalité, ni retard de développement et ni réduction 

de taille est observé post-ingestion de Btk Cry- ou de cristaux de toxines Cry. L'ensemble de 

ces données montrent donc que les effets constatés sur le développement et la croissance 

dépendent d'une synergie entre la bactérie Btk et les toxines Cry (Nawrot-Esposito et al., 2020). 

En plus ils ont aussi montré toujours chez la larve que les produits Btk induisaient la mort 

d’entérocytes et un défaut du métabolisme protéique et lipidique (le métabolisme glucidique 

n'est pas affecté) (Nawrot-Esposito et al., 2020). Ils ont aussi montré que ces impacts de Dipel 

ne concernent pas que l'espèce Drosophila melanogaster mais sont conservés parmi de 

nombreuses espèces de drosophiles (par exemple D. hydei, D. yakuba, D suzukii) (Babin et al., 

2020). Il est important de noter que nous avons utilisé un bioinsecticide Btk vendu pour cibler 

spécifiquement les larves de lépidoptères. La surprise est que ce bioinsecticide n’affecte pas 

seulement les larves ciblées mais il a un effet marquant sur les larves et les adultes d'organismes 

non cibles appartenant à l'ordre des Diptères. Nos données remettent donc en cause la notion 

de "spécificité" d'action des bioinsecticides Btk contre les ravageurs. Bien que la dose létale 

pour les larves de drosophile est supérieure à la dose létale pour tuer les larves de lépidoptères 

(Babin et al., 2020), nos travaux montrent que des doses tuant les larves de lépidoptères 

affectent la physiologie d'autres insectes. De plus, cela n'exclue pas la possibilité d'atteindre des 

doses bien supérieures lors de traitements multiples/répétés ou d'erreurs commises par les 

utilisateurs. De plus il faut considérer que les spores de Btk, la forme utilisée en bioinsecticide 

pour ses capacités de résistance et de persistance (Setlow, 2014), persistent plus d'un an dans le 

sol, et qu'elles vont donc s'accumuler au fils des années de traitement. 

Mes résultats montrent que la souche bioinsecticide Btk (produisant cinq toxines Cry et vendue 

sous les appellations commerciales Dipel et Delfin) a des effets non intentionnels sur la mouche 
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(espèce non cible) en affectant l'homéostasie cellulaire intestinale. Les EEC sécrètent de 

nombreuses hormones, neuropeptides et facteurs de croissances essentiels pour réguler la 

physiologie intestinale dont certains sont impliqués dans le maintien de l'homéostasie cellulaire 

intestinales en régulant la prolifération des ISC (Amcheslavsky et al., 2014 ; Scopelliti et al., 

2014). Pour cela il faut étudier les effets physiologiques liés à l'augmentation du nombre d'EEC 

induite par les toxines Cry. On pourrait identifier par RT-qPCR le niveau d'expression des gènes 

codant pour les 10 peptides entéroendocrines (Ast-A, Ast-B (MIP), Ast-C, Bursicon alpha, 

CCHamide1, CCHamide2, DH31, NPF, Orcokinine B et Tachykinine) (Scopelliti et al.,2014) 

et les facteurs de croissances (des ligands EGF, des Insuline Growth Factor, Hedgehog, des 

ligands BMP…) exprimés par les EEC chez la drosophile en absence et en présence de 

bioinsecticide Btk. Ensuite pour valider les candidats identifiés par RT-qPCR, on pourra 

surexprimer spécifiquement dans les EEC les gènes candidats (génotype : voilà-Gal4, tub-

Gal80ts, UAS-gène.candidat). Cette approche nous permettra de savoir quels sont les grandes 

fonctions physiologiques, métaboliques ou comportementales potentiellement dérégulées par 

Btk. L'augmentation du nombre d'EEC peut aussi avoir des conséquences délétères (1) sur la 

prolifération des ISC et la différentiation des progéniteurs sur le long terme et (2) sur le maintien 

de l'homéostasie cellulaire intestinale surtout chez des individus prédisposés à développer des 

tumeurs ou ayant déjà des tumeurs. La production d'une quantité plus importante de facteurs de 

croissance pourrait accélérer le développement ou l'aggravation de la maladie car elle va se 

surimposer au processus de renouvellement cellulaire induit par la présence de Btk (bactéries 

opportunistes) et qui déclenche déjà une accélération de la division des ISC (induisant 

inflammation et prolifération des cellules souches). Il est en effet maintenant reconnu chez les 

mammifères, mais aussi chez les invertébrés, que la présence de bactéries non commensales 

(dites allochtones) dans l'intestin peut être à l'origine d'un état pro-inflammatoire, pouvant 

aboutir au développement de maladies inflammatoires intestinales chroniques de type Crohn ou 

colite ulcéreuse, et pouvant même dans certains cas dégénérer en cancers. Il faut aussi 

considérer le fait que les toxines Cry interfèrent avec l'adhésion intercellulaire, potentiel facteur 

aggravant des processus métastatiques. Cette présence accrue de Btk dans l'alimentation sous-

entend que les consommateurs vont ingérer de manière régulière (chronique) cette bactérie et 

ses toxines, bien que sans doute à faibles doses 

Puisque les mécanismes physiologiques et génétiques régissant les grandes fonctions 

intestinales sont bien conservés chez la drosophile, les invertébrés en général et les vertébrés 

(dont l'homme), on a choisi la drosophile comme système model pour comprendre où, quand et 

comment les toxines agissent au niveau du tube digestif. Les résultats obtenus chez la 
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drosophile permettront d'aborder plus rapidement et plus efficacement les effets des 

bioinsecticides Btk chez d'autres organismes comme la souris par exemple. A terme, ceci 

permettra d’anticiper les problèmes putatifs environnementaux et de santé liés à l'utilisation 

accrue des bioinsecticides Btk en agriculture et en sylviculture. 

 

3.3 Pourquoi les bioinsecticides Btk tuent-ils les insectes 

cibles sans effets létaux sur les organismes non-cible ?? 

Les Cristaux produits par Bt sont les insecticides biologiques les plus utilisés dans l’agriculture 

pour tuer les ravageurs de cultures. Cependant, les cristaux sont constitués de protoxines Cry 

(Mendoza-Almanza et al., 2020). Une fois ingérés par les larves d’insectes cibles, les cristaux 

de Bt vont subir plusieurs étapes indispensables à leur activité toxique. En effet, pour devenir 

biologiquement actifs, ces cristaux doivent être solubilisés par le pH alcalin de l’intestin de 

l’insecte, ce qui provoque la destruction des ponts disulfures intermoléculaires et la libération 

des protoxines dans la lumière intestinale (Schnepf et al.,1998). Une fois solubilisées, les 

protoxines seront clivées grâce aux protéases intestinales qui sont généralement de type trypsine 

ou chymotrypsine, pour donner naissance à la toxine active résistante de taille 60-70 kDa. 

Ensuite les toxines Cry actives peuvent se lier à leurs récepteurs présents uniquement dans 

l'intestin moyen des larves de lépidoptères (Mendoza-Almanza et al., 2020). Ainsi, la spécificité 

d'action des Cry en termes de toxicité aigüe semble à la fois liée au pH, à la présence de 

protéases digestives et à des récepteurs spécifiques à la surface de l'épithélium intestinal. 

La question qui se pose est : les éléments nécessaires pour l’activité létale de ce 

bioinsecticide chez les insectes cibles sont-ils présents chez les organismes non cibles ? 

3.3.1 Dissolution des Cristaux et activation des protoxines 

les scientifiques ont demontré que le pH de l'intestin moyen des larves de drosophile couvre 

une large gamme, commençant par un segment antérieur relativement neutre (pH>7 et <8), puis 

un segment médian acide (pH<3), suivi d'un deuxième région neutre et enfin très alcaline dans 

la partie postérieure (pH>10) (Shanbhag & Tripathi, 2009). Cet environnement d'intestin moyen 

semble donc convenir pour dissoudre les cristaux et activer les protoxines en toxines. Dans nos 

expériences, nous avons montré que dès 4h après l'ingestion de bioinsecticides Btk par les 

mouches adultes, la forme activée à 67 kDa des toxines Cry1A est présente (Jneid et al en 

préparation). Plus tard, une forme de 45 kDa est présente mettant en évidence le traitement 

complet des protoxines en toxines activées. Six jours après l'ingestion, plus de protoxines ou de 
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toxines ne sont détectables (Jneid et al en préparation). Nous avons ensuite nourri des mouches 

avec des cristaux purifiés de Btk, puis disséqué les intestins en séparant les parties antérieure et 

postérieure (lieu de l'excès d'EEP/EEC). Nous avons également effectué un fractionnement 

subcellulaire en séparant le cytoplasme et les membranes. Nous avons observé que les 

protoxines étaient déjà activées dans la partie antérieure de l'intestin moyen (forme à 67 kDa) 

mais n'étaient associées qu'à la membrane (Jneid et al en préparation). Dans l'intestin moyen 

postérieur, nous avons détecté la forme à 45kDa des toxines Cry1A entièrement activées. Cette 

forme est associée aux membranes. De plus, la forme à 67kDa des toxines Cry1A activées est 

également présente dans le cytoplasme suggérant une internalisation par les cellules 

épithéliales. Nos données suggèrent donc que les cristaux contenant des protoxines Cry sont 

maturées le long de l'intestin moyen pour générer des toxines Cry1A entièrement activées dans 

l'intestin moyen postérieur. D’après ces résultats nous pouvons conclure que l’intestin des 

organismes non cibles est aussi un milieu favorable à l’activation des toxines Cry1A qui seront 

capables par la suite d'avoir des effets non-intentionnels. Cependant, pour tuer les insectes par 

septicémie la fixation des toxines Cry sur les récepteurs spécifiques est indispensable. Ceux-ci 

sont-ils présents chez les organismes non cibles ? 

3.3.2 Notion de récepteurs spécifiques  
Les spores de Bt subsp. Kurstaki (Btk) sont utilisés pour tuer spécifiquement les larves de 

lépidoptères qui menacent les cultures. En effet, le cocktail de toxines Cry produit par Btk 

(Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa et Cry2Ab (Caballero et al., 2020) se lie à différents 

récepteurs présents dans l'intestin moyen. Pour les toxines Cry1A, au moins 4 types de 

récepteurs ont été décrits dans l’intestin des larves cibles : (1) la protéine de type cadhérine 

(appelée CaLP chez Manduca sexta et BT-R1 en général chez les lépidoptères). Ce fut le 

premier récepteur de Cry1Ac identifié chez les lépidoptères (Stevens et al., 2017) (2) la 

phosphatase alcaline (ALP) (Stevens et al., 2017), (3) l’aminopeptidase (APN) (Stevens et al., 

2017) (4) le transporteur ABCC2. Chez les insectes cibles quel que soit le mode d’action 

(modèle de « Bravo » ou de « signalisation »), l’interaction toxine – cadhérine est considérée 

comme une étape essentielle pour exercer l’activité insecticide, les autres récepteurs semblent 

expliquer la cytotoxicité spécifique exercée par les Cry envers les organismes cibles (Mendoza-

Almanza et al., 2020). 

Il est à noter que les cadhérines sont très conservées chez les métazoaires. Par exemple chez la 

drosophile il existe 17 protéines de la famille des cadhérines (Hill et al., 2001). Une analyse de 

l’alignement des séquences des sites de fixation de la toxine Cry1Ab sur le récepteur cadhérine 
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BT-R1 chez deux lépidoptères cibles, Manduca sexta et Chrysomela tremula, montre une 

identité de 20.2% entre les domaines des deux espèces cibles alors qu'ils présentent plus de 25% 

d'identité avec les cadhérines FAT de la drosophile ou de l'homme (deux espèces non cibles) et 

plus de 30% avec la Cad88C de drosophile. Ces résultats renforcent l’hypothèse de la fixation 

possible des toxines Cry sur des cadhérines intestinales de la drosophile. 

Nous pouvons donc imaginer que les bioinsecticides Btk (constitués de spores et de cristaux 

contenant des protoxines Cry1 et Cry2) n’induisent pas de létalité des organismes non cibles 

après ingestion aux doses agricoles car premièrement, dans mes expériences nous avons 

remarqué que la quantité d’EC morts est faible et que de nouveaux EC apparaissaient et 

semblent suffisant pour maintenir la fonction de barrière de l’intestin. Deuxièmement, il semble 

que les récepteurs responsables de la toxicité chez les organismes cibles soient absent de 

l’intestin de drosophile (Gill & Ellar, 2002 ; Stevens et al., 2017). Ces bioinsecticides tueraient 

seulement les organismes cibles car les toxines Cry induisent la mort d’un grand nombre d’EC 

(grâce ou à cause de la présence de récepteurs spécifiques) et la régénération de l’intestin n’est 

pas suffisante pour remplacer toutes les cellules mortes. Ainsi, la barrière intestinale est rompue 

et les bactéries et/ou spores passent dans la cavité interne et provoque une septicémie. J’ai 

observé chez la drosophile que les cristaux de toxine Cry induise une modification du devenir 

cellulaire des progéniteurs (EEC à la place de EC). Chez les organismes cibles le même 

phénomène pourrait se dérouler s’ajoutant au déficit de production de nouveaux EC pour 

remplacer les dégâts causés par les toxines Cry. Cependant, l'augmentation de la quantité de 

bioinsecticides Btk fournie aux larves de drosophile conduit finalement à leur mort (Babin et 

al., 2020), suggérant que la nocivité des bioinsecticides Btk repose à la fois sur les quantités de 

Btk ingérées et sur l'affinité des toxines Cry pour des récepteurs plus ou moins spécifiques. (Fig. 

21). 
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Figure 21: Schéma résumant les conséquences d'une intoxication par des toxines Cry sur 
l'homéostasie cellulaire intestinale. 
A-  L'intoxication des lépidoptères par le bioinsecticides Btk (Cry) induisent une forte apoptose 
des entérocytes. L'accélération de la prolifération des ISC n’est pas suffisante pour assurer un 
remplacement des EC mourants. Ceci provoque un échec du rétablissement de l'homéostasie 
intestinale (régénération faible). B- L’intoxication des drosophiles (organismes non cibles) 
induit une faible apoptose des EC. La régénération cellulaire est suffisante pour maintenir 
l’intégrité de la barrière intestinale. 
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Chapitre 2 : Conclusion 
 

A l’heure actuelle, nous n'avons pas d'informations certaines sur les effets indésirables de 

l’utilisation des produits Bt en agriculture sur l’environnement et la santé. Il est vrai que les 

doses actuelles retrouvées dans l'environnement sont encore faibles mais l'utilisation des 

biopesticides va croitre suite aux changements de pratiques agricoles qui sont en cours. De plus, 

la résistance des spores de Btk aux conditions environnementales extrêmes fait qu'elles vont 

s'accumuler au fils des années de traitement dans l'environnement. 

Il est donc indispensable de prévenir leurs effets indésirables éventuels sur le long terme pour 

éviter de revivre les déboires dus aux pesticides chimiques. Nombreux sont les individus qui 

seront exposés à ces bioinsecticides, parmi eux les professionnels (en agriculture et 

sylviculture) et les jardiniers amateurs utilisant les produits concernés, ainsi que toutes les 

espèces présentes dans les zones d'épandage. Ne négligeons pas non plus l'ingestion par 

l'homme d'aliments traités par les bioinsecticides Bt. Bien que la consommation d'aliments 

traités par Bt soit en augmentation continuelle, l’implication de ces produits dans la survenue 

d’intoxications alimentaires reste sporadique jusqu’à l’heure actuelle. 

Cependant, si l'on a une vision à moyen terme, évaluer les risques liés à l’exposition aux 

produits Bt pour la santé et l'environnement est une nécessité majeure. Le but essentiel réside 

dans la hiérarchisation des mesures de gestion et de protection des utilisateurs et l’amélioration 

des conditions d'utilisation des produits Bt afin de pouvoir limiter leur ingestion, leur 

accumulation dans l'environnement et leurs effets indésirables sur la biodiversité. Les 

informations obtenues auront aussi un grand intérêt pour la mise en place de systèmes de 

surveillance dans les chaînes alimentaires. 

En se basant sur tous les résultats résumés ci-dessus, prenant en considération que 

développement, immunité, homéostasie tissulaire et pathologies (tels les malformations 

développementales, les neuropathologies, les cancers...) sont fonctionnellement liés, et sachant 

que les mécanismes physiologiques fondamentaux sont conservés entre la drosophile, les 

invertébrés et les vertébrés (dont l'homme), comprendre dans quel lieu, à quel moment et de 

quelle manière les toxines Cry agissent au niveau du tube digestif est primordial. Toutes ces 

données fondamentales nous aideront à mieux prévenir les problèmes sanitaires et 

environnementaux putatifs liés à l'utilisation accrue des bioinsecticides Bt. Les études 

effectuées sur d’autres espèces d'intérêt agronomique, écosystémique ou clinique comme, 
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l'abeille (un auxiliaire de cultures), la coccinelle (un prédateur), la souris (un modèle 

mammifère), le porc (physiologiquement proche de l'homme...), garantissent la définition des 

espèces et populations à risques pouvant être touchés par l'ingestion de tels bioinsecticides et 

toxines. L’adaptation des traitements phytosanitaires en amont pour réduire tant que possible 

les risques et éviter les effets dommageables éventuels sur les deux niveaux écologique et 

sanitaire est une grande responsabilité. Finalement il est important de souligner que les toxines 

Cry de Btk sont aussi utilisés dans les OGM. Les effets que j'ai observé avec les toxines Cry 

issues de bioinsecticides peuvent être similaire avec les toxines Cry provenant des OGM. Il est 

donc très important de faire attention aux aliments que nous consommons !!  

Notre santé est sacrée et qui jouit d’une bonne sante possède un trésor. Respectons notre 

environnement et toutes les règles de sécurité afin de diminuer les risques. 
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