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Résumé 

Applications biotechnologiques de Bacillus thuringiensis en agroécologie 

 

L'utilisation abusive des produits chimiques, des pesticides et des fertilisants pour améliorer la 

productivité agricole, provoque de sérieux problèmes et des risques pour l’environnement et la 

santé humaine. La biotechnologie microbienne a orienté de nombreuses approches et techniques 

comme alternative potentielle pour réduire les méfaits de ces produits chimiques, L’une de ces 

stratégies est l’utilisation de souches bactérienne comme bioinsecticide pour le contrôle des 

insectes.  L’objectif de la présente étude est de mettre en évidence l’intérêt biotechnologique de 

Bacillus thuringiensis en agriculture, et analyser leurs gènes impliqués dans la virulence pour 

certains ravageurs de plantes. Dans ce mémoire, nous avons signalé le potentiel biotechnologique 

microbien dans le domaine agricole, les protéines bioinsecticides, telles que les crystallines (cry), 

cytolytiques (cyt) et les protéines végétatives insecticides (Vip) de différentes souches de Bacillus 

thuringiensis, ainsi que leurs mécanismes d’action et leurs cas d’applications. Nous avons 

également analysé in silico deux gènes de la famille des δ-endotoxines (cyt1Aa, cry4Ba) afin de 

déterminer leurs effets synergétiques fonctionnels. Les principaux résultats acquis confirment que 

le Bacillus thuringiensis est l’exemple le plus courant d’une bactérie pathogène aux insectes qui 

porte des métabolites secondaires impliquées dans la lutte biologique. 

Mots clés : biotechnologie, Bacillus thuringiensis, agroécologie, bioinsecticides, gènes (Vip, 

Cry, Cyt), in silico. 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

  Abstract 

Biotechnological applications of Bacillus thuringiensis in agroecology 

 

The misuse of chemicals, pesticides and fertilizers to improve agricultural productivity causes 

serious problems and risks for the environment and human health. Microbial biotechnology has 

guided many approaches and techniques as a potential alternative to reduce the harms of these 

chemicals. One of these strategies is the use of bacterial strains as a bioinsecticide for insect 

control. The objective of the present study is to demonstrate the biotechnological interest of 

Bacillus thuringiensis in agriculture, and to analyze their genes involved in virulence plant pests. 

In this thesis, we have reported the biotechnological microbial potential in the agricultural field, 

bioinsecticidal proteins, such as crystallins (cry), cytolytics (cyt) and vegetative insecticidal 

proteins (Vip) of different strains of Bacillus thuringiensis, as well as their mechanisms of action 

and their application cases. We also analyzed in silico two genes of the δ-endotoxin family 

(cyt1Aa, cry4Ba) in order to determine their functional synergistic effects. The main results 

obtained confirm that Bacillus thuringiensis is the most common example of a bacterium 

pathogenic to insects, which carries secondary metabolites involved in biological control. 

Key words: biotechnology, Bacillus thuringiensis, agroecology, bioinsecticides (Vip, Cry, 

Cyt), in silico. 

 

 

 

 

 



  

 

 

 ملخص

 في الزراعة الإيكولوجية    Bacillus thuringiensisللبكتيريا تطبيقات التكنولوجيا الحيوية 

 

         على البيئة    مشاكل خطيرةيتسبب في    الزراعية،مبيدات والأسمدة لتحسين الإنتاجية  الاستخدام المواد الكيميائية و         

العديد من الأساليب والتقنيات كبديل محتمل للحد من أضرار هذه المواد    الميكروبية  االبيو تكنولوجيوقد وجهت    ،الإنسانوصحة  

                         الحشرات.  وإحدى هذه الاستراتيجيات هي استخدام السلالات البكتيرية كمبيد حشري بيولوجي لمكافحة    الكيميائية،

مجال  في    ،Bacillus thuringiensis  للبكتيريا  ةهمية البيو تكنولوجيالأهو تسليط الضوء على   ة، الدراسالهدف من هذه  

  بعض الآفات النباتية.الخاصية الممرضة ل عن جيناتها المسؤولةوتحليل  الزراعة،

الحشرية    وأيضا المبيدات  الزراعي،في المجال    تكنولوجية الحيوية للبكتيرياات اليقمنا بالإبلاغ عن الإمكان  المذكرة،في هذه  

مثل الطبيعية  البروتينات  على  تحتوي  التي  مختلفة  Vip)  و (cry) ، (cyt)  الحيوية  لسلالات   Bacillus  للبكتيريا( 

thuringiensis، تطبيقها عملها وحالاتت بالإضافة إلى آليا.  

من أجل تحديد تأثيرهما   cry4Ba وcyt1Aa مثل   ،δ-endotoxineعائلة    من لجينات in silico   قمنا أيضًا بتحليل      

هو المثال الأكثر شيوعًا لبكتيريا    Bacillus thuringiensisالوظيفي. تؤكد النتائج الرئيسية التي تم الحصول عليها أن    المتحد

 السمية.  تكثفاتحادها والتي أثناء  البيولوجية،لحشرات التي تحمل مستقلبات ثانوية تشارك في المكافحة ا مسببة لأمراض

 

المفتاحية   تكنولوجي:  الكلمات  الحشرية   الزراعية،الإيكولوجيا    ،Bacillus thuringiensis  ،الميكروبية  االبيو  المبيدات 

 in silico ، الآفات النباتية ، Vip، Cry  ،Cyt الحيوية،
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 L’amélioration des productions végétales, et la protection des forêts et des cultures, a exigé 

l’utilisation abusive de pesticides chimiques et des fertilisants. Ces intrants chimiques, ont 

provoqué de sérieux problèmes sur la biodiversité agricole, la santé humaine, l’environnement 

ainsi que le développement de la résistance chez les agents pathogènes (insectes, nématodes, 

champignons, bactéries) (Bhardwaj et al., 2014).   

La lutte biologique à base d’organismes microbiens est donc considérée comme une 

alternative ou un moyen complémentaire pour diminuer l'utilisation des pesticides chimiques en 

agriculture (Singh et al., 2011).  En 2000, le marché global des biopesticides ne représentait que 

0.25 % du total des pesticides, ce marché doit attendre plus de 10%. La popularité croissante des 

agents de lutte biologique réside dans leur effet létal beaucoup plus sélectif comparé aux produits 

chimiques synthétiques et également en raison du développement rapide de la résistance des 

insectes ravageurs aux insecticides synthétiques (Stevens et al., 2011).  

Bacillus thuringiensis, peut constituer un traitement privilégié pour lutter contre un large 

éventail d'insectes ravageurs des forêts et des cultures appartenant aux ordres des coléoptères, 

diptères et lépidoptères et pour certaines espèces non-insectes tels que les nématodes et les 

pucerons , grâce à une inclusion cristalline composée de protéines insecticides (Schnepf et al., 

1998). Ces protéines sont synthétisées pendant la phase stationnaire, en même temps que la 

sporulation, elles s'accumulent dans la cellule mère pour former un cristal, également appelé corps 

parasporal. Ils sont aussi une importante source de gènes pour l'expression transgénique afin de 

transférer aux plantes la résistance aux ravageurs (Bravo et al., 2011). Grâce à des avancées 

biotechnologiques moléculaires et de génie génétique (Jouzani et al., 2017). Plus de 200 

biopesticides à base de B.thuringiensis représentent 53 % du marché mondial des biopesticides 

commercialisés, générant des revenus annuels de 120 à 140 millions de dollars (van Lenteren, 

2000). La plupart des produits commerciaux de B.thuringiensis sont basés sur des préparations de 

spores-cristaux obtenus à partir d'un petit nombre de souches de type sauvage tels que (Soberon et 

al., 2009) : 

− B.thuringiensis var. kurstaki (Btk) HD1 qui exprime les protéines Cry1Aa, Cry1Ab, 

Cry1Ac, Cry2Aa et Cry2Ab ou HD73 qui produit Cry1Ac et qui sont efficaces pour contrôler de 

nombreux lépidoptères, ennemis des cultures ou défoliants ravageurs forestiers. 
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− B.thuringiensis israelensis contenant Cry4A, Cry4B, Cry11A et Cyt1Aa, qui est utilisé 

pour le contrôle de larves des diptères qui se nourrissent de graines de blé et qui sont nuisibles 

à l’agriculture. 

L’objet de ce travail consiste à réaliser en premier lieu une recherche bibliographique sur 

l’importance des applications de Bacillus thuringiensis et ses métabolites en agroécologie, En 

seconde partie l’intérêt est focalisé sur une analyse in silico des gènes de virulence Cyt1Aa, Cry4Ba 

chez Bacillus thuringiensis ssp. Israelensis. Cette étude a été réalisée en ligne sur la base de 

données informatisée NCBI (National Center for Biotechnology Information,  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) , suivie d’une détermination des structures tridimensionnelle 3D 

de protéines à partir des banques de données : PDB (protein Data Bank,  https://www.rcsb.org/) et 

Uniprot  (Universal Protein Resource,   http://www.uniprot.org) .  
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1 Applications microbiennes en biotechnologies  

    1.1 Généralités sur les biotechnologies  

   Le terme « biotechnologie » remonte à 1919, date à laquelle il a été inventé pour la 

première fois par l'ingénieur hongrois Karl Erkey. D'où le nom consistant en une combinaison des 

mots grecs : bios – vie ; techno technique ; et logos – étude, Depuis lors, la définition la plus 

largement acceptée a été donnée par l'Organisation de coopération et de développement 

économiques (OCDE) en 1981 (Verma, 2011). 

 Le mot « biotechnologie » a acquis une importance et une signification énorme au cours 

des deux dernières décennies, ce qui est tout simplement sans précédent. La probabilité et les 

possibilités derrière ce type d'attention envers la biotechnologie peuvent être dues à son potentiel 

illimité de servir et de profiter à l'humanité. Jusqu'à présent, la biotechnologie a touché nos vies et 

notre environnement (Verma, 2011). 

L’OCDE définit la biotechnologie comme « l’application de principes scientifiques et 

techniques au traitement de matériaux par des agents biologiques pour fournir des biens et des 

services ; la nouvelle biotechnologie implique l'utilisation de processus cellulaires et moléculaires 

pour résoudre des problèmes ou fabriquer des produits » (Amarakoon et al., 2017).  

   L'utilisation de processus, d'organismes ou de systèmes biologiques pour produire des 

produits qui devraient améliorer la vie humaine est appelée biotechnologie. En gros, cela peut être 

défini comme l'ingénierie des organismes à des fins d'utilisation humaine. Il peut également être 

défini comme l'ensemble des compétences requises pour l'utilisation des systèmes vivants ou 

l'influence des processus naturels afin de produire des produits, des systèmes ou des 

environnements favorisant le développement humain (Bhatia, 2018). 

Certaines découvertes importantes liées à la biotechnologie ont été présentées à la 

(Figure1), il apparait que les biotechnologies ont influencé l’avancée et le développement de 

divers discipline scientifique, tel que la génétique, la biologie moléculaire et le génie génétique, 

ainsi il Ya une nette amélioration dans les techniques de biologie moléculaire tel que le clonage, 

la transgénèse, production des vaccins et antibiotiques, détermination des structures d’ADN. 
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Figure 1. Histoire du développement de la biotechnologie (Verma, 2011).  

    1.2 Biotechnologies agricoles  

La biotechnologie agricole, appelées également végétales, permettent d’ouvrir des pistes 

pour relever les défis posés à l’agriculture : assurer la production alimentaire et énergétique tout 

en préservant l’environnement. L’évolution de la réglementation et l’émergence de nouvelles 

attentes sociétales ont incité les agriculteurs à faire évoluer leurs pratiques vers une production 

toujours plus durable, au service des populations, de l’environnement et des territoires (Gerbore, 

2020). 

A l’aide des avancées en génomique, en protéomique, et en génie génétique, il est 

désormais possible de produire des plantes transgéniques avec des gènes souhaitables tels que la 

résistance aux herbicides, la résistance aux maladies, une durée de conservation accrue, etc. Des 

techniques telles que la sélection moléculaire a été utilisées pour accélérer le processus 

d'amélioration des cultures. Par exemple, les marqueurs moléculaires, tels que le polymorphisme 

de longueur des fragments de restriction (RFLP), et les répétitions de séquences simples (SSR) 

fournissent des outils potentiels pour la sélection indirecte des caractères qualitatifs et quantitatifs, 

ainsi que pour l'étude de la diversité génotypique (Bhatia, 2018). 

   L’introduction d'ADN étranger peut aussi améliorer la teneur en protéines de certains 

aliments, considération importante pour les pays en développement, non seulement pour 

l'alimentation humaine mais aussi pour l'alimentation animale. Les chercheurs s'attachent par 

ailleurs à améliorer les qualités nutritives d'amidons et d'huiles alimentaires, Ainsi que la lutte 
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contre les parasites par la voie biologique, technique utilisée en Asie depuis plusieurs millénaires. 

Cette lutte a accompli de grands progrès depuis l'importation, à la fin des années 70, de Bacillus 

thuringiensis de la Chine aux États-Unis. Bacillus thuringiensis est non seulement modifié pour 

être introduit dans de nombreuses plantes, y compris les céréales, mais est aussi fabriqué par des 

techniques de recombinaison aux fins d'utilisation comme produit à vaporiser (Sasson, 1988). 

   1.2.1 Microorganismes et biotechnologies agricoles  

     Les micro-organismes sont le groupe de minuscules organismes présents partout dans 

l’air, sol et dans l’eau. Les microbes sont exploités dans le processus de biotechnologie connu sous 

le nom de biotechnologie microbienne, qui est un domaine important qui favorise les progrès en 

matière de sécurité alimentaire, de produits à valeur ajoutée, de nutrition humaine et d'aliments 

fonctionnels, de protection des végétaux et d'animaux et de la recherche fondamentale en général 

(Kumari, 2018). 

   Le but de la biotechnologie est de développer des inoculant microbiens pour améliorer la 

croissance des plantes et supprimer leurs maladies avec un objectif clé de réduire la dépendance 

aux engrais chimiques et aux pesticides (Adesemoye et al., 2009).  

  La croissance et la productivité des plantes sont principalement influencées par les 

microbes et les interactions plantes-racines (Kumari, 2018). La rhizosphère de la plante héberge 

des micro-organismes qui peuvent avoir un effet positif, négatif ou aucun effet visible sur la 

croissance de la plante (Berg, 2009). Bien que la plupart des microbes rhizosphériques soient 

nocifs et inhibent la croissance des plantes et des racines (Pereg et McMillan, 2015), les microbes 

peuvent être utilisés pour l'agriculture durable sans nuire à l'environnement. Ces micro-organismes 

sont utilisés comme étant des biofertilisants, des biopesticides, des biostimulants, et autres effets 

phyto-bénéfiques. 

  1.2.1.1 Biofertilisants  

   Les biofertilisants sont définis comme des préparations contenant des cellules vivantes 

ou des cellules latentes, de souches de micro-organismes efficaces à la croissance végétale. Ils 

interagissent avec les systèmes racinaires des plantes en leur procurant une meilleure absorption 

des éléments minéraux dans la rhizosphère lorsqu'ils sont appliqués sur les semences ou dans le 

sol. Ils accélèrent certains processus microbiens dans le sol impliqués dans l'augmentation de la 

disponibilité des nutriments, en des formes facilement assimilables par les plantes (Vessey, 2003).  

Ainsi Ils jouent un rôle très important dans l'amélioration de la fertilité du sol, en fixant l'azote 

atmosphérique et produisent également des substances de croissance des plantes dans le sol. Ils 
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favorisent la croissance des racines en produisant des hormones et des antimétabolites. Ils aident 

à la minéralisation du sol et à la décomposition des nutriments (Agarwal et al., 2018). 

En outre, le biofertilisant peut remplacer partiellement l’utilisation des engrais chimiques, réduit 

leur quantité et leur coût, et empêche ainsi la pollution de l'environnement due à une application extensive 

des produits chimiques. En utilisant les engrais biologiques et organiques, un système à faible intrant peut 

être mis en œuvre, et il peut être aidé à atteindre la durabilité des exploitations (Mohammadi et al., 2012). 

Les biofertilisants peuvent être caractérisés en différentes catégories comme (Agarwal et al., 2018) :  

- Biofertilisants fixateurs d'azote. 

- Biofertilisants solubilisant au phosphate. 

- Biofertilisants mobilisateurs de phosphate. 

- Biofertilisants pour micro-nutriments. 

- La croissance des plantes favorisant les biofertilisants (PGPB). 

   1.2.1.2 Biopesticides  

Les biopesticides peuvent être définis comme le pesticide dérivé des ressources naturelles, 

qui contrôle le ravageur par des mécanismes non dangereux et de nature écologique. Selon 

l'Environnemental Protection Agency (EPA) des États-Unis, les biopesticides sont certains types 

de pesticides obtenus à partir de matériaux naturels (par exemple, des animaux, des plantes, des 

bactéries…etc) et de certains minéraux (Kachhawa, 2017). Ils peuvent être des organismes vivants 

(ravageurs naturels nuisibles), des composés phytochimiques, des produits microbiens ou des 

sous-produits, qui peuvent être utilisés pour la lutte antiparasitaire. Ils représentent moins de 

menaces pour l'environnement et la santé humaine (Singh, 2019). 

Les biopesticides microbiens comprennent principalement des bactéries, des champignons, 

des virus, des protozoaires ou des algues comme agents actifs. Ces microbes sont les biopesticides 

les plus couramment utilisés, notamment les bioinsecticides (Bacillus thuringiensis), les 

biofongicides (Trichoderma sps), les bioherbicides (Phytopthora)…etc. Ces biopesticides sont 

moins nocifs pour l'agriculture ainsi que pour les animaux et les êtres humains (Singh, 2019). 

Le micro-organisme le plus utilisé dans le développement des bioinsecticides est la bactérie 

pathogène des insectes Bacillus thuringiensis (Bt). Cette bactérie sert d'insecticide à la plupart des 

lépidoptères, coléoptères et diptères (Gill et al., 1992).  
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 1.2.1.2.1 Marché des biopesticides  

Ces dernières années, les biopesticides sont plus encouragés pour leur utilisation à travers 

le monde, pour lutter contre les insectes nuisibles et les maladies. Ils présentent un des secteurs en 

pleine croissance sur le marché international (Ghodake et al., 2018). 

En 2000, le marché des biopesticides était à l’état embryonnaire, la proportion des 

biopesticides vendus versus les pesticides chimiques n’atteignait que 0.25% (van Lenteren, 2000). 

Après cinq ans, le marché des biopesticides représentait 2.5% du marché global des pesticides qui 

était équivalent d’environ 26.7 milliard USD (Thakore, 2006). En 2006, Arysta life science (ALS) 

a estimé que le marché des biopesticides était de 541 millions dollars alors qu’en 2008 il a atteint 

750 millions USD (3% du marché global des pesticides). Selon Global Industry Analysts (GIA), 

le marché mondial des biopesticides est évalué à 1.3 milliards d’euro en 2011 et devrait passer à 

3.2 milliards USD en 2017 (Markets et Markets, 2016). Le marché américain des bio-pesticides (y 

compris les bio-insecticides, acaricides, fongicides, herbicides, bactéricides, algues et stimulants) 

est évalué à 1,1 milliard de dollars en 2016, et devrait croître à 17 % du TCAC entre 2016 et 2022. 

Ce taux de croissance dépasse de loin le TCAC de 3 % prévu pour les pesticides classiques. Le 

marché des biopesticide est estimé d’être évaluer à 4,3 billions en 2020, et devrait croitre à 14,7 

% de CAGR vers 2025 (Markets et Markets, 2016) (Figure 2). 

 

 

Figure 2. Les opportunités attractives sur le marché des biopesticides (Markets et Markets, 2016). 
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 1.2.1.2.2 Réglementation Des Biopesticides  

La réglementation joue clairement un rôle important dans la commercialisation des 

biopesticides et est souvent considérée comme un obstacle au développement. Bien que les 

exigences varient d'un pays à l'autre, le principal problème est que les réglementations ne 

reconnaissent pas la différence entre les organismes vivants et les molécules synthétiques. Des 

tests coûteux sont nécessaires quelle que soit la taille du marché cible, ce qui rend les marchés de 

niche des biopesticides non rentables, et le processus d'enregistrement peut être excessivement 

prolongé (Glare et al., 2012). 

Dans certains pays, comme les États-Unis et le Canada, les organismes de réglementation 

s’efforcent de modifier le processus d’homologation afin d’améliorer l’utilisation des produits à 

faible risque, y compris les biopesticides. Néanmoins, les restrictions à la circulation des produits 

contenant des organismes vivants à travers certaines frontières géopolitiques continuent de limiter 

l'accès au marché pour les biopesticides. Il s'agit notamment des procédures d'importation et de 

quarantaine, des restrictions sur les nouveaux organismes et de la Convention sur la diversité 

biologique (Glare et al., 2012). 

    L'Union européenne a adopté des règlements qui incitent à l'homologation des 

substances à faible risque pour la lutte antiparasitaire et la mise en œuvre obligatoire de pratiques 

de lutte intégrée contre les ravageurs d'ici 2014, ce qui limite explicitement l'utilisation de la 

plupart des pesticides synthétiques. Bien que l’industrie des biopesticides reconnaisse la nécessité 

d’une modification de la réglementation, l’incitation fournie (15 ans d’approbation initiale au lieu 

de 10 qui est la norme) est considérée comme une incitation minimale et les critères pour se 

qualifier comme substance à faible risque ne sont pas clairs (Glare et al., 2012). 

2 Bacillus thuringiensis en agroécologie   

2.1 Caractéristiques générales de Bacillus thuringiensis  

Bacillus thuringiensis a été isolée au Japon par Ishiwata (1901) dans des larves de vers à 

soie malades Bombyx mori. Dix ans plus tard, elle a été décrite par le biologiste allemand Ernest 

Berlineren 1911. Le travail classique d’identification de Bt a commencé au début des années 60 

en tant que membre des firmicutes, classe des Bacilli, ordre des Bacillales, et la famille des 

Bacillaceae (De-Barjac et al in Osman et al., 2015).  
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  L’espèce Bacillus thuringiensis fait partie du groupe des bactéries de type Bacillus cereus 

et se divise en 82 sous-espèces, déterminée à partir des antigènes de leur flagelle H, pour cela on 

peut individualiser actuellement 12 sérotypes et 17 variétés (De Barjac et al., 1973). 

Bacillus thuringiensis est une bactérie aérobie facultative, ubiquiste, Gram positive, qui 

peut tolérer la chaleur. De plus, le Bt a une forme et une morphologie similaires à celles des autres 

membres du genre, avec un corps de type tige. Dans le sens de la largeur, les cellules bactériennes 

en forme de bâtonnet varient de 0,5 à 1,0 μm lorsqu'elles sont cultivées sur des milieux de culture 

liquides, À l'état végétatif, Bacillus thuringiensis a une forme d'un bâtonnet de 5 µm de long sur 1 

µm de large, et est pourvu de flagelles, Les colonies Bt cultivées sur des milieux solides sont 

généralement blanches, arrondies, ondulées ou à bords fins, avec un aspect de type œuf frit et sont 

élevées (Hastowo et al., 1992). 

 Le placement de Bt en tant qu'espèce distincte au sein du genre Bacillus a été controversé 

depuis la publication de The Genus Bacillus en 1973 et du Bergey Manual of Determinative 

Bacteriology en 1974 (Buchanan et Gibbons in Osman et al., 2015). 

Sur la base de l'hétérogénéité phylogénétique, huit genres de la classe Bacilli ont été proposés 

: Bacillus, Alicyclobacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, Aneurinibacillus, Virgibacillus, 

Salibacillus et Gracilibacillus (Ash et al., 1991). 

   2.1.1 Paramètres de croissance 

   B. thuringiensis ssp peut convertir les nitrates en nitrites et utiliser le citrate lentement 

comme source de carbone. La bactérie peut croître dans des conditions anaérobies en présence de 

glucose (Heimpel et Angus, 1958). Toutefois, dans des conditions anaérobies, la croissance de B. 

thuringiensis est lente et la sporulation peut être inhibée, un apport en oxygène est donc essentiel 

pour assurer sa survie et sa persistance à long terme (Argôlo-Filho et al. 2013).  

    Il a été proposé que sa germination et sa croissance soient inhibées par d’autres 

microorganismes indigènes et une pénurie de nutriments (West et al., 1985). La germination et la 

croissance de B. thuringiensis s’effectuent dans une gamme de pH restreinte, dans le cas de B. 

thuringiensis ssp. kurstaki et de B. thuringiensis ssp. israelensis la croissance est optimale à un 

pH de 7,5 ± 1,0 (Seligy et al., 1997).   

   B. thuringiensis peut croître en étant exposé à une vaste gamme de températures. La 

température minimale permettant à la bactérie de croître est de 10 à 15 °C et la température 

maximale est de 40 à 45 °C, Il a été rapporté que la croissance est bonne entre 28 et 35 °C (Heimpel 

et Angus, 1958). 
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   2.1.2 Cycle De Vie  

    Le cycle de vie du B. thuringiensis est caractérisé par deux phases qui incluent la division 

cellulaire végétative et le développement des spores, autrement appelé cycle de sporulation 

(Bechtel et Bulla, 1982).  Ces deux étapes impliquent des changements à la fois dans la 

morphologie et dans la biochimie de la cellule. Lorsque les nutriments sont suffisants et les 

conditions environnementales convenables pour la croissance, la spore germe et produit une 

cellule végétative, cette dernière se divise en deux cellules filles uniformes, par la formation d'un 

septum de division initié à mi-chemin le long de la membrane plasmique. Durant cette phase de 

croissance végétative, les cellules de B.thuringiensis utilisent les sucres comme source de carbone 

et d'énergie pour la synthèse des protéines et autres métabolites. Les cellules continuent à se 

multiplier jusqu'à ce qu’un des nutriments (sucres, acides aminés ou phosphate) ou le dioxygène 

dissous deviennent insuffisants pour la croissance végétative Dans ces conditions, la bactérie 

sporule produisant une spore et une inclusion cristalline (Lui et Tzeng, 2000) (Figure 3).  

  La sporulation est une manifestation physiologique de la bactérie soumise à des conditions 

environnantes difficiles (Rivera, 1999), qui implique une division cellulaire asymétrique et est 

caractérisée par sept étapes (Figure 4) qui comprennent (Bulla et al in Ibrahim et al, 2010) :  

- Stade I : la formation de filaments axiaux. 

- Stade II : la formation du septum avant les spores. 

- Stade III : l'engloutissement, la première apparition de cristaux parasporaux et la formation 

d'un forespore. 

- Stades IV à VI : formation de l'exosporium, de la paroi cellulaire primordiale, du cortex et 

des couches de spores accompagnées de la transformation du nucléoïde de la spore et de la 

maturation des spores.  

- Stade VII : lyse sporangiale.  
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Figure 3. Micrographie électronique à transmission d'une cellule sporulée de Bacillus 

thuringiensis subsp. morrisoni souche C18 (x 44 000) (Bulla et al., 1980). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Schéma de la sporulation chez Bacillus thuringiensis (Bechtel et Bulla, 1982). 

   2.1.3- Milieux de vie   

 B. thuringiensis est considéré ubiquiste (de Been et al., 2006) , elle est présent un peu 

partout dans le monde et a été isolé dans tous les continents (Forsyth et Logan, 2000). B. 

thuringiensis ssp. thuringiensis est principalement présent dans des habitats terrestres, mais est 

également présent dans des milieux aquatiques (Martinez et Caballero, 2002). 

- Sol  

Sols agricoles cultivés, sols non cultivés, déserts, toundras forestières et forêts tropicales 

humides (Obeidat et al., 2004). 
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- Phyllosphère et rhizosphère  

• Feuilles, le phylloplane des plantes ligneuses et herbacées, dont des arbres à feuilles 

caduques, des conifères, de l’herbe et du chou, compost de champignonnière (Frederiksen 

et al., 2006). 

• Fruits et légumes frais, soit comme contaminants naturels, soit comme résidus 

d’insecticides à base de B. thuringiensis (Frederiksen et al., 2006). 

• Cadavres d’insectes, sol de séricultures (Xavier et al., 2007). 

• Produits céréaliers stockés, moulins, meules à maïs, divers aliments, comme les pâtes, le 

pain pita et le lait (Damgaard et al., 1996). 

- Milieux aquatiques  

  Plans d’eau stagnante, plans d’eau asséchés, eau, sédiments marins, sédiments de 

saumâtre dans des marais à mangrove (Maeda et al., 2001). 

    2.2 Caractéristiques génétiques  

    La taille du génome Bt varie de 2 à 6 millions de paires de bases. Pour certaines souches 

de Bt, des cartes physiques ont été construites. La comparaison de la carte chromosomique Bt avec 

celle de B. cereus indique qu'ils ont presque la même architecture dans la moitié centrale du 

chromosome autour de l'origine de réplication alors qu'ils varient les uns des autres à la moitié 

terminale (Carlson et al., 1996). 

    La plupart des souches de Bt possèdent également des plasmides circulaires et linéaires 

dont la taille varie de 2 à 200 kb. Les grands plasmides codent généralement pour les gènes des 

protéines cristallines parasporales. Des éléments transposables (TE) sont également rapportés dans 

Bt et on pense que leur rôle est dans la duplication des gènes Cry. Un autre rôle possible pour ces 

TE qui pourrait être envisagé dans la diffusion horizontale de l'information génétique en 

intervenant dans le processus de conjugaison au sein de Bt ou avec d'autres espèces bactériennes 

apparentées (Schnepf et al., 1998).  

   Selon (Mahillon et al., 1994), près de 18 génomes de Bt représentant plus que 13 serovars 

(sous-espèces) et correspondant souvent aux séquences du chromosome plus des éléments extra-

chromosomiques ont été séquencés, assemblés souvent en « contigs » et déposés dans la base de 

données « GenBank » disponible sur (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome)  tel que Bt ssp. 

Kurstaki (5 493 868 pb). 

   Le génome de pleine longueur (y compris un à plusieurs plasmides) des souches Bt 

étudiées s'étend de 5,3 à 6,87 Mb. Le nombre de gènes dans les souches Bt étudiées varie de 5343 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome
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à 7227,     et le nombre de plasmides varie entre 1 et 13. La teneur en guanine-cytosine (GC) des 

génomes Bt est comprise entre 31,4% et 35,48 % (Dong et al., 2016). 

     2.3 Métabolites d’intérêt biotechnologiques chez Bacillus thuringiensis  

   Les bactéries Bacillus thuringiensis produisent plusieurs types de toxines, parmi 

lesquelles des toxines larvicides, tel que les δ-endotoxines (ICP) produites sous forme de cristal 

durant la sporulation de la bactérie, et des toxines Vip (Végétative Insecticidal Proteins) produites 

durant la phase végétative mais qui ne semblent participer que faiblement à la toxicité du Bt en 

comparaison des δ-endotoxines (Crickmore et al., 2016). 

     Certains variants de Bt sont également connus pour développer peu d'autres protéines 

autres que les δ-endotoxines (Cry et Cyt) et les Vips telles que chitinases, protéases spécifiques, 

phospholipases et β-exotoxines. Cependant, seuls ICP et Vips ont été étudiés en tant que protéines 

insecticides majeures (Pohare et al., 2021). 

    235 δ-endotoxines produites par l’ensemble des sous-espèces de Bt décrites ont été 

recensées à ce jour. Chaque toxine est codée par un seul gène porté par un des plasmides de la 

bactérie, les gènes codant les toxines du Bti sont portés par le plasmide pBtoxis (Crickmore et al., 

2016). 

    Lors de la sporulation, Bt synthétise des inclusions de cristaux essentiellement composés 

d’une ou plusieurs protéines cristales (Cry) et cytolytiques (Cyt). Ces cristaux sont accumulés dans 

la cellule mère, ce qui représente jusqu'à 25% du poids sec des cellules sporulées.  Il a été démontré 

que la quantité de protéines cristallines produites par une culture de Bt en conditions de laboratoire, 

indique que chaque cellule doit synthétiser environ 0,5 mg de protéines par ml de δ-endotoxines 

lors de la phase stationnaire (Agaisse et Lereclus, 1995). 

     Contrairement aux pesticides chimiques, ces δ-endotoxines sont très spécifiques à 

l’insecte cible.  Elles nécessitent tout d’abord une solubilisation ainsi qu’une activation en toxine 

par les enzymes protéolytiques de l’insecte. Ensuite, elles se fixent spécifiquement sur des 

récepteurs membranaires situés au niveau des cellules intestinales. Enfin, cette toxine 

s’oligomérise et forme un pore membranaire, induisant une paralysie intestinale puis la mort de 

l’insecte (Bravo et al., 2007).   
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   2.3.1 Les protéines cristalline (Cry)   

    L'un des aspects les plus importants de la sporulation Bt est la formation de cristaux 

parasporaux. Les toxines insecticides (toxines Cry) du Bt, souvent appelées δ-endotoxines sont 

quelque peu spécifiques à certains insectes. La famille des gènes codant pour ces toxines est la 

famille des gènes Cry (Heimpel, 1967). Que l'on trouve principalement sur les grands plasmides, 

ces gènes peuvent être intégrés dans le chromosome (Schnepf et Whiteley, 1981). 

     Sur la base de son mode d'action, une toxine Cry est une toxine simple définie comme 

un monomère ou un oligomère d'une protéine simple toxique. Les cristaux parasporaux de Bt sont 

des oligomères composés de sous-unités polypeptidiques de protoxine (Heimpel, 1967). 

    La protoxine est le précurseur toxique immédiat d'une toxine Cry, lors de l'activation de 

la protoxine, une toxine Cry insecticide est générée (Bulla et al., 1981).   Il est intéressant de noter 

que la transformation de la protoxine en toxine est différente parmi les groupes de toxines 

respectifs, en fonction de la spécificité de l'hôte, c'est-à-dire des toxines qui tuent les mites, les 

coléoptères ou les moustiques. Par exemple, les toxines Cry1A et Cry4 (~ 65 kDa) qui tuent 

principalement les papillons de nuit et les moustiques, respectivement, sont des produits de 

protoxines, dont le poids moléculaire est compris entre 125 et 135 kDa, tandis que les toxines Cry3 

(~ 68 kDa) qui tuent les coléoptères sont des produits de conversion de protoxines de 72 kDa. 

Différents cristaux parasporaux sont constitués de protéines Cry uniques ou multiples, tel que, le 

cristal parasporal de Bt subsp. kurstaki HD-73 contient uniquement la protéine Cry1Ac, tandis que 

le cristal parasporal de la souche HD1, qui appartient à la même sous-espèce, est composé de cinq 

toxines Cry différentes  Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2Aa et Cry2Ab (Schnepf et Whiteley, 1981). 

   (Carlton et Gawron-Burke, 1993), ont proposé une nomenclature universelle et un 

schéma de classification des protéines Cry et de leurs gènes en fonction de la gamme d'hôtes. En 

conséquence, les gènes Cry ont été classés en quatre grandes classes en fonction de leur toxicité 

protéique envers les insectes et de leur réactivité primaire avec les gènes correspondants, à savoir 

Cry I (spécifique des lépidoptères), Cry II (spécifiques des lépidoptères et des diptères), Cry III 

(spécifiques des coléoptères) et Cry IV (spécifiques des diptères) (Tableau 1). 
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Plus tard, un autre format de nomenclature basé sur la similarité des séquences d'acides 

aminés a été proposé (Crickmore et al., 1998). 

  Dans la classification proposée par (Crickmore et al., 1998), les gènes cry sont divisés en 

51 groupes et sous-groupes. Les toxines Cry sont séparées en six classes principales en fonction 

de leurs spécificités d'hôte d'insectes qui incluent : Groupe 1 lépidoptère (Cry1, Cry9 et Cry15), 

Groupe 2 lépidoptère et diptère (Cry2), groupe 3 Coléoptère (Cry3, Cry7 et Cry8), Groupe 4 

diptère (Cry4, Cry10, Cry11, Cry16, Cry17, Cry19 et Cry20), groupe 5 lépidoptère et coléoptère 

(Cry1), et Groupe 6 nématodes (Cry6). Les structures tridimensionnelles d'un certain nombre de 

toxines Cry ont été publiées : Cry3Aa, Cry1Aa, Cry1Ac, Cry2Aa, Cry3Bb, Cry4Ba, Cry4Aa 

(Boonserm et al., 2006). 

  2.3.1.1 Structure Des Protéines (Cry)  

 Les cristaux protéiques sont initialement sous forme de protoxines avant leur activation en 

toxines par l’insecte cible. Ces protoxines peuvent être décomposés en deux fragments (Bietlot et 

al., 1990) :  

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

cristal, par la présence de ponts disulfures (fragment riche en cystéines). Cette première 

moitié C-terminale est très conservée pour les gènes Cry, suggérant qu’elle ne joue pas un 

rôle majeur dans la toxicité, mais plutôt dans le maintien et la solubilité des toxines (Bietlot 

et al., 1990). 

- Un fragment dit toxique (N-terminal), responsable de l’activité insecticide proprement dite. 

Ce fragment peut être à son tour décomposé en trois domaines distincts (Figure 5) (de 

Maagd et al., 2001). 

  

Tableau 1. Nomenclature et schéma de classification des gènes cry en fonction de la gamme d'hôtes (Höfte 

et Whiteley, 1989). 
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• Le domaine I (partie N-terminale) : contenant sept hélices-α organisées en trois paires 

d’hélices amphipathiques autour d’une hélice centrale hydrophobe, impliqué à l’insertion 

dans la membrane et donc dans la formation des pores dans l’épithélium intestinal de 

l’organisme cible (Höfte et Whiteley, 1989). 

• Le domaine II formé de trois feuillets-β et impliqué dans la reconnaissance et la fixation 

de la toxine sur le récepteur (Höfte et Whiteley, 1989). 

• Le domaine III (partie C-terminale) structuré en β-sandwichs impliqués à la fois dans la 

reconnaissance et la liaison de la protéine aux récepteurs membranaire des cellules 

épithéliales (Allured et al., 1986), et le fonctionnement du canal ionique. Cette partie C-

terminale contrôle la spécificité vis-à-vis de l’insecte cible, si bien qu’une mutation dans 

ce domaine permet de modifier le spectre d’hôtes (Helassa, 2008).  

Par ailleurs, à l’intérieur de ces trois domaines, cinq blocs d’acides aminés sont très 

conservés entre la majeure partie des différentes toxines Cry, suggérant une structure tertiaire assez 

conservée (Höfte et Whiteley, 1989) :  

o Le bloc 1, comprenant l’hélice α5 du domaine I, hélice impliquée dans la formation du 

pore membranaire, expliquant sa grande conservation. Sa situation centrale peut influer sur 

le maintien structural des autres hélices. 

o Le bloc 2, comprenant l’hélice α7 du domaine I, et le premier feuillet-β du domaine II, 

correspondant à la région de contact entre le domaine I et II.  

o Les blocs 3, 4 et 5, comprenant le dernier feuillet-β du domaine II, et les feuillets-β du 

domaine III. 
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Figure 5. Structure des protéines Cry à trois domaines (Sanahuja et al., 2011). 

  2.3.1.2 Mode d’action des protéines (Cry) 

Le mécanisme de mort induit par Bt, comprend un total de six étapes principales (Figure 

6) (Bravo et al., 2007). 

- Etape A : Ingestion de spores ou de protéines recombinantes par des larves 

phytophages 

    Les cristaux et spores de Bt sont épandus conjointement dans l’environnement. La 

suspension est soit aspergée sur les plantes à protéger des phytophages soit directement dans l’eau 

des gîtes à moustiques, cette suspension est ensuite ingérée par la larve d’insecte. Dans le contexte 

des plantes génétiquement modifiées, les toxines produites par les plantes sont généralement déjà 

solubilisées et activées. L’étape d’ingestion par la larve se fait donc en mangeant des parties de la 

plante contenant des toxines pré-activées (Becker, 2002). 

- Etapes B et C : solubilisation et activation   

    Une fois ingéré, le cristal se dissout dans l’intestin des larves à un pH variant entre 9,5 

(toxines Cry1, Lépidoptères), et 12 (toxines du Bti, Diptères), par cassure des ponts disulfures et 

des liaisons hydrogènes qui assurent sa stabilité (Gill et al., 1992).  
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   Les protoxines solubilisées sont inactives. Pour pouvoir acquérir leur pouvoir insecticide, 

les protoxines doivent être activées, principalement par des enzymes digestives intestinales de la 

larve, mais également par certaines enzymes de la bactérie Bt (Rukmini et al., 2000). L’activation 

des toxines est généralement réalisée par des protéases à sérine, telles que des trypsines et des 

chymotrypsines (Oppert, 1999). 

- Etapes D : fixation au(x) récepteur(s) membranaire(s)  

 Trois principales familles de récepteurs aux toxines Cry ont été décrites : les cadhérines, 

les N-aminopeptidases (APN) et les phosphatases alcalines (ALP). C’est à la spécificité de leurs 

récepteurs que l’on attribue la spécificité de chaque toxine pour leurs insectes cibles (Bravo et al., 

2011). 

  Une même toxine peut se fixer à plusieurs récepteurs différents et plusieurs toxines 

peuvent partager le même récepteur (Ferré et al., 1995). 

• Les cadhérines  

      Sont des glycoprotéines présentes à la surface des cellules, et impliquées dans les 

jonctions intercellulaires. Les cadhérines sont constituées d’un domaine cytoplasmique, 

permettant la régulation de leur fonction par les caténines, d’un domaine transmembranaire, 

permettant leur insertion dans la membrane plasmique et de plusieurs domaines répétés (entre 9 et 

12 chez les insectes), Ce sont les domaines les plus éloignés de la membrane, qui assurent la 

fonction de jonction entre les cellules, alors que les toxines Cry se fixent au niveau des domaines 

proximaux de la membrane (Ivanov et al., 2001). 

  Les cadhérines sont les premiers récepteurs aux toxines Cry à avoir été décrit Bt-R1 pour 

Cry1Ab chez Manduca sexta (Vadlamudi et al., 1993), ainsi ils jouant un rôle clé dans le mode 

d’action des toxines Cry1A chez au moins cinq autres espèces de Lépidoptères : Bombyx mori, 

Heliothis virescens, Helicoverpa armigera, Pectinophora gossypiella et Ostrinia nubilalis (Pigott 

et Ellar, 2007).  

• N-Aminopeptidases (APN)  

   Les aminopeptidases, sont des métalloprotéases qui clivent les acides aminés de la région 

N-terminale des protéines, ce qui leur confère un rôle important dans la digestion des aliments par 

la larve (Taylor, 1993).  
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   Chez les insectes, les N-aminopeptidases (APNs) sont des enzymes membranaires 

ancrées grâce à un motif GPI (glycosylphosphatidylinositol) (Pigott et Ellar, 2007). Elles sont 

localisées au niveau de radeaux lipidiques (Zhuang et al., 2002). 

  Les APNs ont été décrites comme des récepteurs pour les toxines Cry1 chez six espèces 

différentes de Lépidoptères : B. mori, H. armigera. H. virescens, Lymantria dispar, M. sexta et 

Plutella xylostella (Pigott et Ellar, 2007).  

• Phosphatases alcalines (ALP)  

   Tout comme les APNs, les phosphatases alcalines (ALP) sont ancrées dans les 

membranes lipidiques des cellules à l’aide d’ancres GPI, et se localisent principalement au niveau 

de radeaux lipidiques (Pigott et Ellar, 2007).   

   Leur implication en tant que récepteurs des toxines Cry est récente. Les ALPs ont été 

décrites comme de potentiels récepteurs chez M. sexta pour les toxines Cry1Ab et Cry1Ac et chez 

H. virescens pour Cry1Ac (Arenas et al., 2010).       

  Les toxines de Bacillus thuringiensis var. israelensis Cry4Ba et Cry11Aa ainsi que 

Cry11Ba Bacillus thuringiensis var. jegathesan sont également capables de se fixer à des ALPs 

chez Ae. aegypti et A. gambiae (Dechklar et al., 2011). 

- Etapes E à F : de l’oligomérisation à l’infection  

   L’oligomérisation est une étape indispensable pour la toxicité de nombreuses toxines Cry 

(Munoz-Garay et al., 2009).  

   Les toxines peuvent s’assembler sous différentes formes : en dimères, en trimères et plus 

généralement en tétramères (Ounjai et al., 2007).  

   Une fois l’oligomère inséré dans la membrane, il va y avoir mort de la cellule due au 

choc osmotique, provoquant une déstabilisation de la paroi intestinale. Cela permet aux spores de 

Bt de passer dans l’hémolymphe de l’insecte, milieu extrêmement riche dans lequel elles vont 

pouvoir germer et les bactéries proliférer (Lacey, 2007). 
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Figure 6. Mécanisme de la toxicité des protéines Cry (Bravo et al., 2011). 

   2.3.2 Protéines cytolytique (Cyt)  

   Les espèces de B. thuringiensis ne sont pas toutes connues pour produire des toxines Cyt 

(Crickmore et al. 1998), Les toxines Cyt sont des protéines d’environ 30 kDas constitués d’hélices 

alpha entourant des feuillets bêta (Figure 7) (Butko, 2003). 

  Ces toxines (Cyt) ont été rapportées chez des souches de B. thuringiensis spécifiques des 

diptères, comme la sous-espèce israelensis (Crickmore et al., 1998). La sous-espèce B. 

thuringiensis ssp. israelensis est connue pour son effet insecticide sur les moustiques, elle produit 

un mélange de toxines Cyt qui ont une activité cytolytique et hémolytique in vitro et sont toxiques 

pour les moustiques des genres Aedes, Culex et Anopheles (Crickmore et al., 1995).  

Les toxines Cyt de B. thuringiensis présentant un effet insecticide sur les moustiques 

exhibent un mécanisme d’interaction cellule-membrane différent de celui des toxines Cry. Les 

toxines Cyt ne se lient pas à des récepteurs protéiques, mais forment directement des pores dans la 

membrane (Bravo et al., 2007), ou détruisent la membrane grâce à une interaction de type 

détergent (Butko, 2003). 
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   Cyt1Aa et Cyt2Ba ont un seul domaine de protéines alpha – bêta à trois couches, tandis 

que Cyt1Ca le domaine présente une homologie avec le domaine de liaison aux glucides de la 

ricine mais n'a pas de larvicide ou hémolytique activité (Butko, 2003). 

 

Figure 7. Structure tridimensionnelle de la toxine Cyt1Aa complète (gauche), de la partie 

C-terminale (centre) et N-terminale (droite) (Butko, 2003). 

  2.3.2.1 Mode d’action des toxines cytolytique  

    Tout comme les toxines Cry, les toxines Cyt sont ingérées sous forme de cristal qui doit 

être solubilisé dans l’intestin des larves d’insectes. Les protoxines solubilisées sont également 

activées par les enzymes digestives de la larve (Li et al., 1996).   

     Contrairement aux toxines Cry, les toxines Cyt ne nécessitent aucun récepteur pour 

avoir une activité cytolytique, deux modèles s’opposent sur la manière dont les toxines Cyt 

activées, déstructurent les membranes des cellules épithéliales (Butko, 2003).  

   Le premier modèle est un modèle « pore-forming » où les toxines Cyt seraient capables 

de s’insérer spontanément dans les membranes des cellules, entrainant la formation de pores et la 

mort de la cellule (Butko, 2003). Ce modèle est soutenu par des travaux montrant la formation de 

canaux cation-sélectifs (Knowles et al., 1989). 

     Le deuxième modèle est un modèle détergent (Manceva et al., 2005), les toxines Cyt ne 

s’insèrent pas dans la membrane et ne subissent aucune modification de structure. Leur fixation 

non spécifique sur la membrane entraine une déstructuration des lipides provoquant l’éclatement 

de la cellule (Butko, 2003). 
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  2.3.3 Les protéines végétatives insecticides (Vips)  

   En plus des endotoxines (toxines Cry et Cyt), Bt produit une nouvelle famille de protéines 

insecticides, appelées protéines insecticides végétatives (Vip). Au cours de sa phase végétative, 

Deux classes de toxines Vip ont été décrites. Le premier consiste en un système binaire composé 

de deux protéines Vip1 et Vip2, qui mesurent respectivement 100 kDa et 52 kDa. Ces protéines 

sont hautement toxiques pour certaines espèces de coléoptères. La deuxième classe est une 

protéine de 88,5 kDa (Vip 3), et active contre un large éventail d'insectes lépidoptères. Ces deux 

classes de protéines ne présentent pas d'homologie de séquence avec les protéines Cry ou Cyt. Il 

existe, environ 82 gènes Vip identifiés. Les toxines Vip ne forment pas de cristaux (Wu et al., 

2007). 

  2.3.3.1 Les protéines Vip 1  

     Les protéines Vip1 sont de 60 à 100 kDa, et possèdent un peptide signal au niveau de la 

partie N-terminale responsable de sa sécrétion vers le milieu extracellulaire (Ramasamy et al., 

2008). 

    La protéine oligomérique Vip1Ac a été purifiée sous forme native, ce qui a permis de 

constater in vitro qu’elle forme un canal oligomérique, ionique et sélectif d’anions en présence 

d’une membrane de bicouche lipidique (Figure 8) (Jucovic et al., 2008). 

   Il a été démontré que des feuillets β se rassemblent pour former une structure en « β-turn 

» transmembranaire, où les résidus hydrophobes sont du côté de la bicouche lipidique, et les résidus 

hydrophiles sont du côté de la lumière du canal. L’oligomérisation de la protéine active Vip1A 

après l’interaction avec un récepteur donné serait une étape essentielle pour la formation des pores 

qui seront le chemin putatif du passage de Vip2 (Leuber et al., 2006).  

  2.3.3.2 Les protéines Vip2  

   La protéine Vip2 est une ADP-ribosyl transférase, possédant un peptide signal au niveau 

de la partie N-terminale responsable de sa sécrétion vers le milieu extracellulaire (Ramasamy et 

al., 2008). 

   Des alignements de séquences ont montré que, la protéine Vip2Ac de Bacillus cereus, 

présente des similarités avec d’autres composants enzymatiques de plusieurs toxines binaires, de 

95% avec Vip2Aa de Bacillus cereus, de 89% avec Vip2Ab de B. thuringiensis et de 36-38% 

d’identité avec les toxines C2 produites par Clostridium botulinum, (Aktories et al., 1986), "iota 

toxins" de C. perfringens, les toxines de C. spiroforme et de C. difficile (Popoff et al., 1988). 
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    La structure cristalline de Vip2A(c) de B. cereus, a montré qu’elle est formée d’un 

mélange de structures α/β formant deux domaines, N-terminal (résidus 60-265) et C-terminal 

(résidus 266-461), ayant une homologie structurale entre eux malgré qu’ils ne montrent que 24% 

d’identité de séquence. Chaque domaine est formé d’un noyau sous forme d’un « sandwich β » 

constitué de cinq feuillets β (β1, β4, β8, β7, β2) au niveau du domaine N-terminal  , et cinq feuillets 

β9, β12, β15, β16, β10 au niveau du domaine C-terminal et trois autres feuillets β antiparallèles 

(β3, β6, β5) au niveau du domaine N-terminal  , et trois feuillets β11, β14, β13 au niveau du 

domaine C-terminal. Autour de ce noyau sont arrangées cinq hélices α consécutives (α1, α2, α3, 

α4, α5) au niveau du domaine N-terminal, (α6, α7, α8, α9, α10) au niveau du domaine C-terminal 

(Tsuge et al., 1993). 

  La structure cristalline du complexe Vip2Ac-NAD a montré que la liaison de la molécule 

NAD se fait au niveau de la séquence C-terminale qui joue le rôle du domaine enzymatique (Han 

et al., 1999). 

  2.3.3.3 Mode d’action des Vip1-Vip2 

 (Leuber et al., 2006) , ont proposé une succession d’étapes résumant l’action des protéines 

Vip1 et Vip2. En effet, une fois ingérées par la larve cible, la protoxine Vip1, subit un clivage 

protéolytique grâce au pH alcalin (9-11) de l’intestin larvaire et à la présence des protéases de type 

trypsine-like. La protéine Vip1 ainsi activée va se lier sous forme d’oligomères à des récepteurs 

spécifiques se trouvant au niveau des microvillosités de l’intestin moyen des larves cibles sous la 

forme d’une structure en «β -turn » transmembranaire (Figure 9).  

A l’état naturel, la polymérisation de l’actine G au niveau du cytosquelette des cellules 

intestinales de l’insecte forme des polymères d’actine nommés actines fibrillaires (actine F). Ces 

derniers constituent des cellules normales et un intestin fonctionnel. La protéine Vip2 en tant que 

ADP ribosyltransférase catalyse le transfert d’un groupement ADP et d’un groupement ribose liés 

à une molécule appelée NAD+ (Nicotinamide Adénine Dinucléotide) vers les monomères d’actine 

G (Globulaire) au niveau de l’arginine en position 177, inhibant ainsi la polymérisation des 

microfilaments et la formation de l’actine polymérique, d’où la disruption de l’intégrité du 

cytosquelette cellulaire et de la membrane cytoplasmique causant ainsi la mort de l’insecte (Barth 

et al., 2004). 
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Figure 8. Modèle de l’oligomère de Vip1Ac de B. thuringiensis intégré dans la membrane 

cellulaire de l’insecte cible et formant un canal ionique qui permettrait la translocation de Vip2Ac 

(Leuber et al., 2006). 

 

 

Figure 9. Modèle proposé du mode d’action des protéines binaires Vip1, Vip2 (Leuber et al., 

2006). 
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  2.3.3.4 Les protéines Vip3  

      Le nombre total d’acides aminés de la plupart des protéines Vip3 est d’environ 790, codant 

pour une protéine de 89 kDa. La partie N-terminale des protéines Vip3 est hautement conservée, 

alors que la partie C-terminale est très variable suggérant qu’elle intervient dans la spécificité des 

insectes cibles (Wu et al., 2007). 

      La partie N-terminale des protéines Vip3, contient une séquence signal responsable de la 

translocation des protéines à travers la membrane. Cette séquence est constituée de quelques acides 

aminés chargés positivement suivi d’une région hydrophobe qui sera clivée après la sécrétion 

(Chen et al., 2003) (Figure 10). 

   Cependant, le mécanisme de sécrétion des protéines Vip3 est encore non élucidé, La 

conservation très importante de la partie N-terminale des protéines Vip3 peut suggérer qu’elle 

intervient dans le repliement de la protéine ou dans l’interaction aux récepteurs (Estruch et al., 

2001). 

    Des études sur la partie C-terminale ont montré que les derniers acides aminés de cette partie 

sont critiques pour L’activité et la stabilité de ces protéines puisque leurs suppressions, 

substitutions ou l’ajout d’autres acides aminés mènent à la perte de l’activité insecticide 

(Selvapandiyan et al., 2001). 

     La structure secondaire prédite de la protéine Vip3 a suggéré que la partie N-terminale est 

majoritairement construite d’hélices α, alors que la partie C-terminale est riche en hélices β et en 

coudes. Cependant, la structure tri-dimensionnelle des protéines Vip3 est encore non élucidée, 

seuls les derniers 200 acides aminés ont été modelés et découverts homologues au domaine II des 

protéines Cry (Wu et al., 2007).  

 

Figure 10. Schéma représentatif de la structure des protéines Vip3 (Doss et al., 2002). 
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  2.3.3.5 Mode d’action des Vip3  

   L'étude du mode d'action des protéines Vip3 a débuté peu après leur découverte en 1996 

par (Estruch et al), qui ont proposé que les protéines Vip3 exercent leur toxicité via un processus 

différent de celui des protéines Cry. Jusqu'à présent, toutes les études rapportées sur le mode 

d'action des protéines Vip3, ont été réalisées avec celles de la famille Vip3A, principalement celles 

de la sous-famille Vip3Aa (Chakroun et al., 2016). 

    Après l'ingestion d'insectes et la digestion de la protéase dans l'intestin moyen, la 

protoxine tétramère Vip3 sécrétée, interagit avec les récepteurs présents sur la membrane 

épithéliale. Une poche est formée entre le corps tétramère et le domaine III et le N-terminal de la 

protéine, se sépare à travers cette poche en raison de l'interaction entre le C-terminal de la protéine 

et les récepteurs. De plus, la digestion par la protéase déstabilise l'apex, ce qui conduit à la 

formation d'une longue spirale enroulée N-terminale qui pénètre dans la bicouche lipidique, un 

modèle représentatif de mécanisme d'action pour la protéine Vip3 a été proposé : (A) Les 

fragments 62-66 kDa ainsi que le fragment ∼19-22 kDa peuvent se lier à des récepteurs conduisant 

à la formation de pores et à la mort cellulaire. (B) Cela signifie que la protoxine Vip3A peut se lier 

aux trois récepteurs spécifiques de l'insecte cible. Par la suite, entrez dans la cellule par endocytose 

médiée par les récepteurs et activation induite, dommages à l'ADN et perturbation de la membrane 

mitochondriale induite par les lysosomes, ce qui conduit au processus d'apoptose dans les cellules 

et finalement à la mortalité des insectes (Figure 11) (Gupta et al., 2021). Des études en cours sur 

la protéine Vip3Ca indiquent que cette protéine a un mode d'action similaire à celui des protéines 

Vip3A (Chakroun et al., 2016). 
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Figure 11. Mécanisme insecticide des protéines Vip3A par la formation de pores et l'apoptose 

(Gupta et al., 2021). 

    2.4 - Applications biotechnologiques de Bacillus thuringiensis  

    Les agricultures alternatives s'appuient sur la bonne santé des sols et en font un facteur 

clé du système de production, à ce titre, elles doivent ou devront vérifier le fonctionnement du sol 

et ajuster leurs pratiques pour en maintenir l’équilibre. Tout comme la recherche peut aider au 

développement pratique d'une agriculture durable, en sens inverse, les praticiens d'une agriculture 

plus écologique peuvent faire bénéficier les chercheurs de leurs observations et orienter leurs 

recherches sur les pratiques culturales pour stimuler la fertilité du sol, la santé des plantes et du 

milieu (Adjanohoun et al., 2017). 

    Différentes espèces bactériennes de la famille des Bacillacées font depuis longtemps 

l'objet d'études portant sur leur relation pathogène avec les invertébrés, en particulier les insectes. 

Ce groupe d'entomopathogènes est bien représenté par Bacillus thuringiensis, l'espèce bactérienne 

la plus étudiée et la plus utilisée commercialement (Ruiu, 2018). 
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    Bacillus thuringiensis est connu comme l'insecticide microbien le plus efficace contre 

différents ordres d'insectes ravageurs en agriculture, De nombreuses stratégies d’exploitation des 

toxines insecticides de B thuringiensis sont actuellement mises en œuvre : construction de souches 

améliorées, introduction des gènes de toxines dans des batteries colonisant les plantes, ou 

directement dans les plantes. L’emploi croissant de ces nouvelles technologies soulève des 

problèmes écologiques, notamment le risque de sélectionner des populations d’insectes résistants 

à ces produits (Sanchis et al., 1996). 

   2.4.1 Les Plantes transgéniques expriment des gènes de Bacillus thuringiensis 

   Ces dernières années ont vu des progrès rapides dans l'application de la biotechnologie 

moderne, en particulier dans l'agriculture. La superficie mondiale des cultures GM à travers le 

monde a considérablement augmenté au cours des 20 dernières années en raison de leurs avantages 

socio-économiques et environnementaux et a atteint 179,7 millions d'hectares en 2015, Les 

caractères les plus largement utilisés dans le génie génétique des plantes sont la résistance aux 

herbicides et aux ravageurs. Les gènes de la toxine Bt ont été largement utilisés pour améliorer la 

résistance aux ravageurs dans les cultures (Lacey et al., 2015). 

    Ces plantes permettant d’atteindre une plus grande diversité d’insectes tels que les 

insectes suceurs piqueurs et les nématodes, qui n’étaient pas atteints lors d’un traitement 

biologique simple (Shelton et al., 2002). 

   Les cultures Bt ont amélioré la réduction de l'application de pesticides de plus de 583 

millions de kg tout au long de 1996 à 2014, Depuis 1996, 198 variétés GM et lignées de huit 

plantes Bt,  dont le maïs, le coton, la pomme de terre, le soja, la tomate, le peuplier, le riz et 

l'aubergine, ont été approuvées pour la commercialisation (Figure 12) (George et Crickmore, 

2012).  

   Le maïs, le coton et la pomme de terre avec 115, 42 et 30 variétés et lignées sont 

respectivement les cultures BtGM les plus approuvées (base de données d'approbation GM de 

l'ISAAA 2016). Sept gènes anti lépidoptère Cry et Vip, y compris Cry1Ab, Cry1A.105, Cry1Ac, 

Cry1F, Cry2Ab, Cry2Ae et Vip3A, ont été utilisés pour améliorer la résistance aux lépidoptères. 

Les gènes Cry1Ab, Cry1F et Cry1Ac sont les les plus utilisés pour produire des cultures résistantes 

aux lépidoptères, qui ont été utilisés respectivement dans 61, 51 et 32 variétés GM (Crickmore et 

al., 1998). 

   Certaines cultures Bt contiennent plus d'un gène Cry ou Vip (deux ou trois). Ces systèmes 

de pyramide génique ont été développés pour retarder la résistance potentielle des ravageurs aux 
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toxines Bt produites dans les plantes transgéniques. Cependant, au cours des 20 dernières années 

après la production commerciale de cultures Bt, aucun dommage significatif n'a été prouvé pour 

elles (Jouzani et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Liste des cultures Bt approuvées pour la libération (ISAAA’s GM Approval 

Database in Jouzani et al., 2017). 

  2.4.1.1 Le maïs Bt 

     Le maïs est la seule culture Bt produite commercialement et vendue dans cinq pays 

européens (Espagne, Portogal, Roumanie, République tchèque et Slovanie), et est utilisé pour 

l'alimentation du bétail et comme matériau de rang pour l'industrie de l’amidon, Ces pays 

produisent environ 173 millions de tonnes de maïs ensilage et 56 millions de tonnes de maïs grain. 

Une partie des graines de maïs Bt est utilisée pour fabriquer des produits alimentaires, comme 

l'amidon, les cornflakes, le pop-corn, le maïs sucré en conserve, le maïs en épi et l'huile de maïs, 

car la chaleur élevée utilisée pour produire ces aliments décompose les toxines (Koch et al., 2015). 

  Il existe des règles dans les pays européens selon lesquelles tous les produits alimentaires 

à base de maïs Bt doivent être étiquetés. Cependant, les États-Unis et le Canada n'ont pas de telles 

règles et près de 75% de leurs produits de maïs fabriqués sont fabriqués à partir de maïs Bt. La 

culture du maïs Bt a commencé aux États-Unis, au Canada et en Europe (Espagne) en 1997, et en 

2009, il a été planté commercialement dans 11 pays. Il représentait alors 85% de la superficie totale 

de maïs aux États-Unis, 84% au Canada, 83% en Argentine, 57% en Afrique du Sud, 36% au 

Brésil, 20% en Espagne et 19% aux Philippines (James, 2016 in, Abbas, 2018). 

   En 2016, le maïs GM dans le monde (dans 16 pays) a atteint 60,6 millions d'hectares, 

dont 6 millions (10%) étaient du maïs Bt, 7 millions (11,7%) étaient du maïs tolérant aux herbicides 

et 47,7 millions (78,7%). Ont été combinés avec du maïs Bt et tolérant aux herbicides. La culture 
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a été produite pour résister à l'infestation par la pyrale du maïs, Ostrinia nubilalis, mais plus tard 

dans les années 2000, elle a été produite contre le ver de l'épi du maïs, H.zea, et la chrysomèle des 

racines du maïs, Diabrotica virgifera en plus d’O. nubilalis (James, 2016 in, Abbas, 2018).   

  2.4.1.2 Le coton Bt 

     Pour les producteurs de coton, il y avait beaucoup de pression des ravageurs avant 

l'introduction du coton Bt, En raison de la résistance aux insecticides synthétiques, les agriculteurs 

perdaient une grande partie de leur coton à cause de H. virescens et du ver rose de la capsule, 

Pectinophora gossypiella. (James, 2016 in, Abbas, 2018). 

    Selon l'USDA, 94% du coton cultivé aux États-Unis est génétiquement modifié. Une 

étude de l'Université de Californie, a révélé que la réduction moyenne des coûts des pesticides 

appliqués dans les champs de coton Bt de 1996 à 1998 était comprise entre 25 et 65 dollars, le 

rendement estimé, sur la même période, était en moyenne de 5% supérieur à celui du coton 

traditionnel. De plus, le coton Bt a considérablement réduit le nombre de pulvérisations foliaires 

contre d'autres ravageurs du coton, et par conséquent le coût des insecticides (Stewart in Abbas, 

2018). 

  Le coton Bt a été largement adopté aux États-Unis par les agriculteurs de la ceinture 

cotonnière occidentale pour le ver rose de la capsule et par les agriculteurs du centre-sud et du sud-

est principalement pour la tordeuse du tabac et dans une moindre mesure pour la légionnaire 

d'automne, Spodoptera frugiperda et S. exigua (Stewart in Abbas, 2018). 

En 1996, le coton Bollgard (une marque déposée de Monsanto Company) a été le premier 

coton Bt à être commercialisé aux États-Unis, Il produisait la toxine Cry1Ac avec une forte activité 

sur la tordeuse du tabac et la tordeuse rose. Bollgard II a été introduit en 2003, représentant la 

prochaine génération de coton Bt. Il produisait la toxine Cry2Ab. Le coton Wide Strike (une 

marque déposée de Dow Agro-sciences) a été produit en 2004 contenant Cry1Ac et Cry1F. Le 

Bollgard II et le Wide Strike ont tous deux une meilleure activité sur un large éventail d'insectes 

chenilles que le Bollgard original (Stewart in Abbas, 2018). . La 3ème génération la plus récente 

de coton Bt contenait trois gènes : Bollgard 3 (Cry1Ac + Cry2Ab + Vip3A), Twin Link Plus 

(Cry1Ab + Cry2Ac + Vip3Aa19) et Wide Strike 3 (Cry1Ac + Cry1F + Vip3A) (Wang et al., 2002). 

Le coton Bt est la seule culture Bt cultivée dans les pays en développement. En Inde et en 

Chine, la superficie cultivée de coton Bt a fortement augmenté en 2006 et 2007 pour atteindre 2,5 

millions d'hectares.  En 2016, la superficie totale mondiale de coton était de 35 millions d'hectares 

(dans 18 pays), dont 22,3 millions (64%) étaient du coton GM. Aux États-Unis, cependant, la 
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superficie totale de coton était de 4 millions d'hectares et dont 3,2 millions d'hectares (80%) étaient 

du coton combiné Bt et tolérant aux herbicides, Les variétés de maïs Bt et de coton Bt enregistrées 

aux États-Unis produisaient dix-huit combinaisons différentes de onze toxines Bt. Chaque variété 

produit un à six toxines Bt qui tuent les chenilles, les coléoptères ou les deux (Tabashnik et al., 

2009). 

   2.4.2 Les Bio Insecticides A Base De Bacillus thuringiensis :  

   Bcillus thuringiensis est utilisés depuis plus de 50 ans pour produire des insecticides 

biologiques pour application foliaire, ces produits étaient et sont toujours produits par fermentation 

de souches Bt uniques dans des milieux bruts bon marché. Généralement, la première étape du 

processus de fabrication d'un bio-insecticide Bt consiste à concentrer les solides de fermentation 

(spores de cristaux de delta-endotoxine et composants de milieu particulaire inutilisés) par 

centrifugation. Parfois, la dialyse à flux tangentiel est également utilisée pour concentrer davantage 

les solides avant le séchage par atomisation. Le matériau séché est ensuite broyé à une taille 

uniforme pour produire une poudre technique qui peut ensuite être formulée de diverses manières.  

(Koziel et al., 1993). Les formulations de Bt peuvent être globalement classées en deux groupes : 

les formulations solides (poussières, granules, poudres, briquettes) et les formulations liquides 

(suspensions ou émulsions) (Rhodes, 1993). 

Les formulations solides, incluant les poussières et les poudres humides, comportent 

principalement des adhérents et des déshydratants et sont très utilisées pour le contrôle de la pyrale 

du maïs (McGaughey, 1985). Les granules sont faits à partir de la farine de blé, de la fécule de 

maïs, de la gélatine et de plusieurs autres matériaux (Maldonado et al., 2002). Les briquettes sont 

un type de formulation flottante faites avec des matériaux comme la farine de blé et sont 

couramment utilisées pour les formulations de Bti (Mittal, 2003). Les suspensions liquides 

comportent les concentrés liquides qui ne sédimentent pas à cause de l'agglomération réversible 

par les agents de dispersion. Elles comportent aussi des agents tensio-actifs qui agissent comme 

des agents mouillants favorisant la pulvérisation (Burges, 1998). Il y a également des émulsions 

huile/eau et eau/huile dont l’usage domestique ou agricole est restreint (Brar et al., 2006). 

• En forêts  

En 1971, en France, 670 hectares de mélèzes ont été traités à l'aide d'une seule pulvérisation 

de spores-cristaux de Bt pour lutter contre la tordeuse grise du mélèze Zeiraphera diniana. 

L'application a été faite alors que les insectes étaient au troisième stade larvaire et que les dégâts 

n'étaient pas encore apparents. L'efficacité immédiate du traitement a pu être chiffrée aux alentours 
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de 80 %, ce qui a eu pour effet de maintenir la population de tordeuse en dessous du seuil de 

nuisance. En Amérique du Nord, Bt est utilisé à une tout autre échelle : ainsi de 1985 à 1988, près 

de 2,9 millions d'hectares de forêt ont été traités avec différentes formulations de Bt contre 

Choristoneura pinus pinus, Choristoneura fumiferana, Lymantria dispar, et Lambdina fiscellaria, 

de bons résultats sont obtenus si l'application aérienne est faite au moment opportun au cours du 

cycle de l'insecte et si les conditions atmosphériques après la pulvérisation sont favorables. 

(Sanchis et al., 1995). 

• En vignoble et arboriculture  

En Suisse, des essais ont été réalisés en micro parcelles de vigne pour lutter contre les 

tordeuses. Plusieurs produits formulés ont été utilisés, en ajoutant ou non une solution sucrée aux 

suspensions bactériennes, en comparaison avec le parathion. L'efficacité (mortalité) sur Lobesia 

botrana (eudémis) et sur Eupoecilia ambiguella (cochylis) a été la suivante : BT Delfin : 97%, 

MVP : 94%, Turex : 89%, Bactecl : 85%, parathion : 96%. Les deux premiers produits ont montré 

une efficacité semblable à celle du parathion, la solution sucrée améliore les résultats. (Sanchis et 

al., 1995).  

• En grandes cultures  

Des traitements contre Heliothis armigera ont été réalisés sur cotonnier, en Palestine, lors 

d'une très forte infestation de ce lépidoptère en 1985. Bt s'est bien comporté par rapport à un 

insecticide chimique et, après 5 jours, la population du ravageur a été ramenée à quatre à huit 

larves par rangée de 2 mètres dans les deux cas, avec l'avantage pour le biopesticide de préserver 

les ennemis naturels du ravageur. (Sanchis et al., 1995).  

• En cultures maraîchères  

Une comparaison de l'efficacité, du prix de revient et des bénéfices entre un programme 

insecticide par lutte chimique classique et par Bt a été réalisée au Mexique, sur culture de tomates 

au cours des années 1992 et 1993. Les dommages dus à trois espèces de ravageurs principaux 

Keiferia lycopersicella (lépidoptère), Helicoverpa zea (lépidoptère) et Macrosiphum euphorbiae 

(hyménoptère) furent réduits dans les parcelles traitées avec Bt, mais les bénéfices bruts furent 

légèrement inférieurs à ceux des parcelles traitées avec le méthomyl et la perméthrine. Cependant, 

le nombre de traitements du programme Bt fut inférieur à celui du programme de lutte chimique. 

Le coût des traitements est donc beaucoup plus bas avec Bt, notamment en ce qui concerne la main 

d'œuvre et l'eau. Les bénéfices nets sont relativement proches pour les deux modes de traitement. 
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De plus, selon les auteurs, d'autres bénéfices sont attendus, à plus long terme, en utilisant le 

programme de lutte avec Bt (Sanchis et al., 1995) :  

o Réduction du tassement du sol par des passages moins fréquents d'engin de pulvérisation. 

o Réduction substantielle de la contamination de l’environnement.  

o Avantages potentiels dans la commercialisation des fruits produits. 

o  Utilisation de produits moins toxiques pour les mammifères. 

   2.4.3 Microorganismes recombinants expriment des gènes Bacillus thuringiensis 

     Des laboratoires de biotechnologies, ont développé différentes souches de bactéries 

transformées pour exprimer les gènes insecticides Cry. La première bactérie dans laquelle des 

gènes de protéines Bt ont été clonés est Escherichia coli, bactérie facilement manipulable 

génétiquement. Cependant, cette dernière présente de faibles rendements d’expression à cause de 

divers facteurs de régulation (Broadwell, 1994).   Alors, la société Mycogen aux Etats-Unis a 

développé à des fins agricoles, une souche de Pseudomonas dans laquelle un gène de Btk a été 

incorporé de façon stable. Lorsqu’elle meurt, cette souche conserve sa membrane cellulaire intacte 

ce qui protège les cristaux des rayonnements solaires. Ainsi, les performances sur le terrain sont 

accrues (Watkinson, 1994). 

     Une seconde stratégie, afin de mieux exploiter ou augmenter le potentiel 

entomopathogène de Bt, a consisté à diversifier ou à améliorer le mode d’administration de la 

toxine, en utilisant les outils fournis par le développement de la biotechnologie. Cette approche , 

a été suivie par de nombreux laboratoires, qui ont cherché à faire exprimer les gènes codant pour 

les delta-endotoxines dans des hautes divers, naturellement présents dans les mêmes niches 

écologiques que les insectes que l’on cherchait à atteindre, Des gènes de delta endotoxines ont été 

introduits chez Azospirillum , Pseudomonas cepacia  et Pseudomonas fluorescens  (trois bactéries 

qui colonisent naturellement les racines et le feuillage de nombreuses plantes) et dans Rhizobium 

Ieguminosarum , une bactérie symbiotique et fixatrice d’azote qui forme des nodules sur les racines 

de nombreuses Légumineuses (Sanchis et al., 1996). 

   Une autre approche, développée par Crop Genetics International, consiste à transformer 

par un gène de Bt une bactérie endophyte, Clavibacter xyli ssp. cynodontis. L’imprégnation des 

graines de maïs par cette bactérie permet la colonisation du système vasculaire de la plante adulte, 

la protégeant alors contre la pyrale du maïs Ostrinia nubilalis (Watkinson, 1994). 
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Cependant, les meilleurs hôtes pour ces gènes restent les Bacillus. Donc, en clonant ces 

gènes dans d’autres espèces de Bacillus comme Bacillus sphaericus, le spectre d’hôtes peut être 

augmenté avec des possibles actions synergiques entre les toxines et les spores (Broadwell, 1994).   
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1 Banques de données 

    1.1 National Center for Biotechnology Information (NCBI)  

The National Center for Biotechnology Information (NCBI), a été créé en 1988 à la 

National Library of Medicine (NLM) aux États-Unis, pour développer des systèmes d'information 

pour la biologie moléculaire (Sayers et al., 2012). Elle héberge plusieurs bases de données 

d'archives primaires qui stockent de nombreuses catégories de données biologiques produites par 

la communauté scientifique. Les types de données incluent, les génomes complets et partiels, les 

transcriptomes, les épigénomes, la variation génétique et les données phénotypiques. Les bases de 

données d'archives (NCBI) et International Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC) 

hébergeant ces données comprennent GenBank, SRA, GEO, Epigenomics, dbSNP, dbVar et 

dbGaP (Barrett et al., 2012). La mission du NCBI est de développer de nouvelles technologies de 

l'information pour aider à la compréhension des processus moléculaires et génétiques 

fondamentaux qui contrôlent la santé et les maladies. Il a été mis en place pour effectuer ces quatre 

tâches principales citées sur le site Web du NCBI ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) (Jenuth, 2000). 

    1.2 PDB (protein Data Bank)    

Le référentiel mondial unique des structures 3D, déterminées expérimentalement de 

macromolécules biologiques et de leurs complexes a été créée en 1971, devenant la première 

ressource numérique en libre accès en sciences biologiques. Les archives de la PDB contiennent 

environ 130000 entrées. La PDB archive les données expérimentales, les métadonnées associées 

et les modèles structurels au niveau atomique 3D dérivés de trois méthodes bien établies : la 

cristallographie, la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) et la microscopie 

électronique (3D) (Burley, 2017). 

    1.3 Universal Protein Resource (UniProt)  

Universal Protein Resource, Fournit une ressource centrale stable, complète et librement 

accessible sur les séquences protéiques et l'annotation fonctionnelle. Le Consortium UniProt est 

une collaboration entre l'Institut Européen de Bioinformatique (EBI), le Protein Information 

Resource (PIR) et le Swiss Institute of Bioinformatics (SIB). Les activités principales comprennent 

la curation manuelle des séquences de protéines assistée par l'analyse informatique, l'archivage 

des séquences, le développement d'un site Web UniProt convivial et la fourniture d'informations 

à valeur ajoutée supplémentaires par le biais de références croisées à d'autres bases de données. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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UniProt est composé de quatre composants principaux, chacun optimisé pour différentes 

utilisations : la base de connaissances UniProt, les clusters de référence UniProt, l'archive UniProt 

et la base de données UniProt Metagenomic and Environmental Sequences. UniProt est mis à jour 

et distribué toutes les trois semaines (UniProt Consortium, 2007).  

 2 Bacillus thuringiensis et les gènes de virulence aux insectes 

 2.1 Bacillus thuringiensis  

 En premier lieu nous avons consulté le portail NCBI, pour examiner l’actualité des travaux 

de recherches scientifiques sur Bacillus thuringiensis. Donc sur la barre de recherche nous avons 

introduit le mot clé Bacillus thuringiensis, qui nous a permet de cibler les gènes de la souche 

Bacillus thuringiensis.spp israelensis, objet de notre analyse.  

         2.2 Les gènes de virulence  

• Type-1AA cytolytic delta-endotoxin (Cyt1Aa) (Bukto, 2003), décrit sous le numéro 

d’accession NC_010076.1. 

• pesticidial crystal protein (Cry4Ba) (Boonserm et al., 2006 ), décrit sous le numéro 

d’accession  NC_010076.1. 

 Ces gène codent pour des protéines impliquées dans le mécanisme de virulences aux 

insectes de la famille des diptères (mouches noirs, moustiques) (Schnepf et Whiteley, 1981).  

  3 Analyse in silico  

     La recherche a été faite selon la nomenclature des gênes (Cry4Ba, Cyt1Aa) dans la base 

de données NCBI. Des Séquences génomiques ont été alignées sur FASTA et comparées sur 

BLASTn. 

    3.1 Exécution FASTA  

FASTA « Fast Adaptive Sharinkage Thresholding Algorithme », D’après (Charlebois et 

al., 2007), les fichiers FASTA sont très utilisés pour annoter les séquences en bio-informatique et 

sont requis par plusieurs programmes. Un fichier FASTA contient une ou plusieurs séquences, soit 

de nucléotides ou d'acides aminés. Chaque séquence est précédée d'une ligne débutant par le 

symbole suivi d’un entête contenant normalement le nom de la séquence et les informations 

complémentaires qu'on veut y ajouter. Ensuite la séquence est écrite en entier sans autre 

annotation.  
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    Nous avons introduit la nomenclature des gènes Cyt1Aa et Cry4Ba, et exécuter une 

recherche pour obtenir le format FASTA de la séquence génétique de ces gènes. 

    3.2 Exécution BLASTn   

BLAST « Basic Local Alignment Search Tool », Est un programme couramment utilisé 

pour trouver des régions d'homologie entre différentes séquences, La comparaison peut être 

effectuée sur de grandes banques de séquences disponibles sur internet comme NCBI, ou sur des 

banques de séquences locales, cet algorithme de recherche est à la fois rapide et sensible 

(Charlebois et al., 2007) : 

• Blastn est utilisé pour chercher des séquences nucléiques avec une requête Nucléique.  

• Blastp est utilisé pour les protéines. 

• Blastx sert à comparer une requête en acide aminée traduite en protéine à 

une base de données de protéines. 

• tBlastn sert à comparer une requête de protéine sur une banque nucléique traduite. 

• tBlastx sert à comparer une requête nucléique traduite à une banque nucléique traduite.   

Après avoir obtenu le format FASTA des deux gènes, BLAST a été exécuté et nous a 

permis d’avoir une liste de séquences nucléotidiques réarrangées par ressemblance décroissante 

avec un ensemble d’autres séquences similaires. 

En plus d'effectuer des alignements, BLAST fournit des informations statistiques sur un 

alignement ; il s'agit de la valeur « attendue » ou du taux de faux positifs. La comparaison de 

séquences repose sur des calculs matriciels ou des algorithmes complexes qui rendent des résultats 

sous forme de données statistiques (% match, E-value…) (Altschul et al., 1990). 

a) E- value   

Logiciel BLAST caractérise chaque alignement par une e-valeur, qui est calculée en 

fonction du score brut, de la longueur des séquences alignées, et de la taille de la base de données 

(Rasko et al., 2005). La E-valeur est destinée à fournir un « moyen pratique de créer un seuil de 

signification pour la communication des résultats ». En effet, cette option a été largement utilisée 

dans de nombreuses études depuis près de trois décennies, maintenant pour limiter la recherche de 

similarité de séquence à un seuil significatif, et pour identifier une similarité significative partagée 

entre deux séquences. De nombreux utilisateurs supposent que les résultats d'alignement BLAST 

avec des e-valeur inférieures ou égales au seuil prédéfini sont identifiés une fois la recherche 

terminée, dans une étape finale pour classer tous les alignements par e-valeur, de la plus petite (en 
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haut de la liste des résultats) à la plus grande e-valeur (en bas de la liste) (González-Pech et al., 

2019), la e-valeur la plus faible qui tende vers le zéro et la plus intéressante.  

b) Alignement  

L'opération d'alignement consiste à faire apparaître le possible cheminement d'une 

évolution d'une séquence par rapport à une autre ou des deux séquences par rapport à un 

hypothétique ancêtre commun. L'opération d'alignement consistera donc à mettre en regard les 

caractères de deux séquences S1 et S2 de manière à ce que les séquences se correspondent le mieux 

possible. Les séquences n'étant de manière générale pas strictement identiques on autorise le 

décalage des caractères en insérant des espaces (ou gap) dans les séquences. Un alignement peut 

être construit grâce à quatre opérations de base (Pearson, 2013) : 

• L’appariement (match) : un caractère de la première séquence est mis en regard d'un 

caractère identique dans la deuxième séquence. 

• La substitution (miss match) : un caractère de la première séquence est mis en regard 

d'un caractère différent dans la deuxième séquence. 

• Espace (Gap) : L’insertion d'un gap dans S1 L’insertion d'un gap dans S2. 

c) Similarité  

Deux séquences sont dites similaires si elles sont relativement proches sans toutefois être 

identiques, elle permet d'avoir une idée sur la fonction d'une protéine codée par un gène si la 

fonction d'une séquence similaire est connue (Altschul et al., 1990).  

d) Homologie/ analogie  

L'homologie est la relation de deux caractères ; inclure génique (moléculaire), structurel 

(morphologique), des caractères fonctionnels (métaboliques, régulateurs et comportementaux) qui 

sont issus, généralement avec divergence, d'un caractère ancestral commun. L'analogie se 

distingue d'homologie, c’est une relation de deux caractères qui descendent de manière 

convergente d'ancêtres non apparentés (Fitch, 2000). 

    3.3 Construction de l’arbre phylogénétique  

L’outil BLAST nous offre la possibilité de construire un arbre phylogénétique, selon deux 

méthodes (Neighbor joining, Minimum Evolution) dans notre analyse on a travaillé avec la 

méthode (NJ).  

 



                                                                         Partie II   Matériels et méthodes 

39 

 

   3.3.1 Arbre phylogénétique  

Un arbre phylogénétique (phylogénie) est une forme de classification des espèces. Cette 

classification traduit les relations de descendance des espèces avec modification de leurs 

caractères. Les caractères sont transmis d’une génération à l’autre à travers les mécanismes 

d’hérédité. Un arbre est composé de quatre éléments principaux (Stuessy, 1983) :  

• La racine, désignant l’ancêtre commun des espèces représentées dans l’arbre. 

• Les nœuds externes ou feuilles qui représentent les unités taxonomiques (les espèces) dont 

les informations ont été utilisées lors de la construction de l’arbre. 

• Les nœuds internes, représentant des ancêtres hypothétiques. 

• Les branches qui montrent les relations de descendances entre les nœuds de l’arbre. 

   3.3.2 La méthode de Neighbor-joining (NJ)  

La méthode Neighbor-joining, est proposée pour reconstruire des arbres phylogénétiques 

à partir de données de distance évolutive. Le principe de cette méthode est de trouver des paires 

d'unités taxonomiques opérationnelles (OTU) qui minimisent la longueur totale des branches à 

chaque étape de regroupement des OTU en commençant par un arbre en forme d'étoile. Les 

longueurs de branches ainsi que la topologie d'un arbre parcimonieux peuvent être obtenues 

rapidement en utilisant cette méthode (Saitou et al., 1987), qui a été inspirée à partir de la méthode 

UPGMA ( sockal et sneath, 1963).  

   3.3.3 La méthode minimum évolution  

 La méthode à évolution minimale (ME), est basée sur l'hypothèse que l'arbre avec la plus 

petite somme d'estimations de longueur de branche est le plus susceptible d'être le vrai (Rzhetsky 

et Nei, 1992). 

    3.4 Déterminations de la structure 3D  

Nous avons consulté la base de données PDB. La recherche des structures protéiques 3D a 

été faite selon la nomenclature des protéines Type-1AA cytolytic delta-endotoxin (Cyt1Aa), et 

pesticidial crystal protein (Cry4Ba).  

La Structure 3D est l’organisation d’éléments de structure secondaire, qui forment des 

arrangements géométriques spécifiques, c’est la forme que prend la protéine dans l’espace. Le 

repliement en structure tertiaire a pour effet de rapprocher spatialement des acides aminés 

fortement éloignés au niveau de la séquence, ce rapprochement rend possible le positionnement 
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très précis des chaînes latérales pour assurer une activité optimale de la protéine (fixation plus 

aisée de substrats ou de coenzymes (de Bolle et al., 1995). 
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   1 Résultats   

    1.1 Travaux de recherche sur Bacillus thuringiensis  

Bacillus thuringiensis, est une espèce très étudiée sur les plans scientifique et académique 

de recherche ce qui a fait d’elle un modèle dans les applications de lutte biologique, ses travaux 

sont publiés sur la base de données NCBI.  

En plus de maintenir la base de données de séquences d'acides nucléiques « GenBank », le 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) fournit des ressources d'analyse et de 

récupération pour les données de GenBank et d'autres données biologiques mises à disposition sur 

le site Web du NCBI. Les ressources NCBI incluent PubMed, PubMed Central (PMC), Gene, le 

navigateur de taxonomie NCBI, BLAST, BLAST Link (BLink), RefSeq, UniGene, HomoloGene, 

ProtEST, dbSNP, Epigenomics, Genome and related tools, the Map Viewe, Sequence Read 

Archive, BioProject, BioSample…etc (Tableau 2). 

    1.2 Gène Cyt1Aa   

 D’après les résultats obtenus à partir de la base de données NCBI, nous avons choisi le 

gène Cyt1Aa (Figure 13), le gène plasmidique Type-1AA cytolytic delta-endotoxin (cyt1Aa) 

décrit selon la séquence génomique NC_010076.1, qui est localisé de 17,372 à 18,121 k et de 

longueur de 750 nt (127,923 bp) (Figure 14).  

 A partir de la représentation graphique du gène, le fichier FASTA, a permis d’obtenir une 

suite de lettres stockées sous forme texte (Figure 15). 

Apres l’exécution BLASTn nous avons obtenu un tableau de séquences d’alignement 

significatif qui présente la ressemblance entre la séquence génétique (Cyt1Aa) de Bacillus 

thuringiensis ssp. Israelensis et d’autres séquences similaires par des valeurs dites des E-value 

(Tableau 3). 

La construction des arbres phylogénétiques dépend principalement des E-value obtenues 

d’après les alignements, sachant que la E-value la plus faible est considères comme la plus 

intéressantes, cela nous a permet de construire deux arbres phylogénétiques : un premier arbre 

global (Figure 16) et un autre arbre des E-value ~ 0 (Figure 17).  
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Tableau 2. Enregistrement de travaux de Bacillus thuringiensis aux différentes bases de données. 

Data base Enregistrements Data source 

          Littérature  

     217 

 

9 339 

12 023 

 

collaboration/agreement, internal NCBI /NLM 

curation. 

collaboration/agreement. 

collaboration/agreement. 

− Livres          

•  

− Pub Med 

− Pub Med central 

           Gènes  

 

15 169 

 

138 

 

collaboration/agreement, internal NCBI /NLM 

curation. 

 

Internal NCBI /NLM curation. 

− Génes 

 

− GEO data sets 

        Protéines  

 

3 749 720 

60 

 

137 

 

 

 

collaboration/agreement, internal NCBI 

/NLM curation. 

 

− Proteine  

− Modèles de 

familles de 

proteins 

− structure  

         Génome  

664 

350 

1 381 

1 

1 

272 342 

 

Gen Bank 

Gen Bank 

Internal NCBI /NLM curation. 

collaboration/agreement, internal NCBI 

/NLM curation. 

collaboration/agreement, internal NCBI 

/NLM curation. 

Gen Bank  

− Assemblée  

− Bioprojet 

− Echantillon 

biologique  

− Génome 

− Taxonomie 

 

− Nucléotide 

       Pubchem  

141 

3 

33 

 

Gen Bank 

internal NCBI /NLM curation 

Gen Bank 

− Essais 

biologiques 

− Composés  

− Substances  



                                                                      Partie III   Résultats et discussion 

 

43 

 

Figure 13. Résultat de la recherche du gène Cyt1Aa. 

  

Figure 14. Représentation graphique de la séquence du gène Cyt1Aa. 

Figure 15. Format FASTA du gène Cyt1Aa chez Bacillus thuringiensis serovar israelensis. 
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Tableau 3. Liste des séquences d'alignement significatif (Cyt1Aa). 
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Figure 16. Arbre phylogénétique global du gène (Cyt1Aa) qui code pour la virulence chez 

Bacillus thuringiensis serovar israelensis, l'arbre a été construit à l'aide de la plate-forme NCBI 

avec logiciel BLASTn en utilisant la méthode neighbor joining. 

 

 

Figure 17. Arbre phylogénétique (E-value ~ 0) du gène (Cyt1Aa) qui code pour la virulence 

chez Bacillus thuringiensis serovar israelensis, l'arbre a été construit à l'aide de la plate-forme 

NCBI avec logiciel BLASTn en utilisant la méthode neighbor joining. 
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D’après les informations collectées à partir de la base de données PDB et Uniprot, la 

structure de la protéine cytolytique a été déterminée (Figure 18).  

     

Figure 18. Résultats de recherche de la structure protéiques 3D (Cyt1Aa) sur le portail PDB. 

La protéine cytolytique codé par le gène plasmidique Cyt1Aa, et de longueur 249 acide 

aminé et de masse 27341 Da. Cette protéine présente une structure manométrique globale à un 

seul domaine d'architecture α/β avec des feuillets β au centre entouré de deux couches α-

hélicoïdales. La feuille β centrale se compose de six brins β antiparallèles, flanqués d'une couche 

d'hélice α composée de α 1 et α 2 d'un côté et de α3-α5 de l'autre côté. L’alignement des séquences 

révèle qu'il y a quatre blocs : (I) Bloc 1, hélice α1 ; (II) bloc 2, région α5 à β5 ; (III) Bloc 3, région 

β6-β7; (IV) Bloc 4, région α6-β8 . Dans Cyt1Aa, l’ensemble structurel β2-β3 entre les hélices α1 

et α2 est commune à tous les membres de la famille Cyt1. La structure β6-β8 de Cyt1Aa se compose 

d'une topologie modifiée de « Greek-key » suivie du brin β4 (Xu et al., 2014). Les liaisons qui 

maintiennent cette structure stable sont représentées par différentes couleurs. ( H1-S2 bleu nuit, 

H2-S4 bleu ciel, H3-H4 bleu turquoise, H4-S7 vert, H5-S12 orange, N-terminal –S1 violet, S1-H1 

mauve, S13- C-terminal rouge-brique, S2-S3 bleu, S6-H3 bleu-vert, S9-S10 vert menthe (Figure 

19). 
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Figure 19. Structure 3D de la protéine cristalline Cyt1Aa de Bacillus thuringiensis ssp 

Israelensis. 

    1.3 Gene Cry4Ba  

   D’après les résultats obtenus à partir de la base de données NCBI nous avons choisi le 

gène Cry4Ba (Figure 20), Le gène plasmidique pesticidial crystal protein (Cry4BA) décrit selon 

la séquence génomique NC_010076.1, qui est localisée de 32597 à 36007 K et de longueur de 

3,411 nt (127,923 bp) (Figure 20). 

A partir de la représentation graphique du gène (Figure 21), le fichier FASTA, a permis 

d’obtenir une suite de lettres stockées sous forme texte (Figure 22). 

Apres l’exécution BLAST on a obtenu un tableau de séquences d’alignement significatif 

qui présente la ressemblance entre la séquence génétique (Cry4Ba) de Bacillus thuringiensis ssp. 

Israelensis et d’autres séquences similaires par des valeurs dites des E-value (Tableau 4). 
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Figure 20. Résultat de la recherche du gène Cry4Ba. 

 

 

Figure 21. Représentation graphique de la séquence du gène Cry4Ba. 
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Figure 22. Format FASTA du gène Cry4BA chez Bacillus thuringiensis serovar israelensis. 
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Tableau 4. Liste des séquences d'alignement significatif (Cry4Ba). 
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La construction des arbres phylogénétiques dépend principalement des E-value obtenu 

d’après les alignements, séchant que la E-value la plus faible est considères comme la plus 

intéressantes, cela nous a permet de construire deux arbres phylogénétiques, un premier arbre 

global (Figure 23) et un autre arbre des E-value ~ 0 (Figure 24). 

 

 

Figure 23. Arbre phylogénétique global du gène (Cry4Ba) qui code pour la virulence chez 

Bacillus thuringiensis serovar israelensis, l'arbre a été construit à l'aide de la plate-forme NCBI 

avec logiciel BLASTn en utilisant la méthode neighbor joining. 

 

  

Figure 24. Arbre phylogénétique (E-value ~ 0) du gène (Cry4Ba) qui code pour la virulence 

chez Bacillus thuringiensis serovar israelensis, l'arbre a été construit à l'aide de la plate-forme 

NCBI avec logiciel BLASTn en utilisant la méthode neighbor joining. 
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   D’après les informations collectées à partir de la base de données PDB et Uniprot, la 

structure de la protéine cytolytique a été déterminée (Figure 25). 

  

Figure 25. Résultats de recherche de la structure protéiques 3D (Cry4Ba) sur le portail PDB. 

     La protéine cristalline codé par le gène plasmidique Cry4Ba, et de longueur 1136 acide 

aminé et de masse 127,764 Da. Cette protéine présente la topologie à trois domaines, Le domaine 

I est un faisceau α-hélicoïdale de cinq hélices de α3– α7. Les cinq hélices sont toutes plus longues 

que 30 A˚ Les hélices α3, α4, α6 et α7 sont disposées en arc autour de l'hélice α5, dans le sens 

inverse des aiguilles d'une montre. Le domaine II, est un prisme β de trois feuillets β antiparallèles 

la Feuille 1, composée des brins β5, β2, β3 et β4, et la feuille 2 , composé des brins β8, β7, β6 et 

β9, montrent le motif « Greek-key », tandis que dans la feuille 3, trois brins β, β1, β11 et β10, ainsi 

que l'hélice α8 forment un motif de type « Greek-key » Entre les feuilles 1 et 2, la boucle β5- β6 

contient un virage ɣ . Les boucles qui relient les brins intérieurs de chaque feuille ou motif de, 

« Greek-key » sont formées au bas (apex) du domaine II. Le domaine III, est un β-sandwich de 

deux feuillets β antiparallèles, ce domaine s'empile au-dessus du domaine II et contre le côté du 

domaine I. Les résidus C-terminaux 634-640 forment une petite hélice amphipathique α 9, qui suit 

le dernier brin β 23, l'hélice α9 se trouve au-dessus du bord de la feuille interne vers le domaine I. 

(Boonserm et al., 2005).  

Les liaisons qui maintiennent cette structure stable sont représentées par différentes 

couleurs. (H1-H2 violet, H2-H3 bleu nuit, H3-H4 bleu, H4-H5 et H5-S1 bleu Turquoise, H6-S2 
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bleu vert, N-terminal – H1 mauve, S1-H6 bleu Turquoise, S7-S8 / S8-S9 / S10-S11 / S11-S12 vert, 

S13-S14 / S14-S15 / S15-S16 vert pistache, S16-S17 / S17-S18 / S18-S19 vert-jaune, S19-S20 

jaune, S20-S21 jeune-orange, S25-S26 / S26-S27 orange, S28-S29 / S30- C-terminal rouge, S3-

S4 / S4-S5 / S6-S7 vert pistache (Figure 26).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26. Structure 3D de la protéine cristalline Cry4Ba de Bacillus thuringiensis ssp 

Israelensis. 
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2 Discussion    

 D’après nos résultats, l’arbre phylogénétique global du gène Cyt1Aa représente 13 

ancêtres communs, le premier (ancêtre le plus anciens) présente une homologie donc une évolution 

divergente, qui a généré un évènement de spéciation due probablement à une pression évolutive 

(mutation ou transfère de gène).   

Le deuxième ancêtre (UTH) présente une homologie (évolution divergente) qui a son tour 

générés un événement de duplication explique l’existence d’un point commun qui a un moment 

donné subit une pression évolutive qui conduit à l’apparition du gène Cyt1Aa chez d’autres espèces 

(Figure 16).   

L’arbre phylogénétique à une e-value ≈ 0 du gène cty1Aa représente trois ancêtres 

communs, le premier (le plus ancien) représente une homologie (évolution divergente) qui a généré 

un événement de spéciation, tandis que le deuxième ancêtre (UTH) représente un évènement de 

duplication qui fait apparaitre le gène Cyt1Aa chez Bacillus thuringiensis subsp israelensis avec 

un autre ancêtre récent (UTH) ou les distances génétiques entre les UTO semblent lointaines. 

L’ancêtre récent représente une évolution homologue due à un événement de spéciation.   

Les espèces Bacillus thuringiensis serovar israelensis plasmide pBtoxis, et Bacillus 

thuringiensis strain SY1-1 Cyt protéine gène, et Bacillus thuringiensis strain Y-5 Cyt1 protéine 

gène, contenants le gène (cty1Aa) présente un groupe paraphylétique qui regroupe une espèce 

ancestrale et une partie seulement de ses descendants, dont les membres ne partagent que des 

caractères plésiomorphes (Tassy, 1996) (Figure 17).    

L’arbre phylogénétique global du gène Cry4BA représente dix ancêtres communs, le 

premier (ancêtre le plus anciens) présente une évolution homologue (une divergence) qui a généré 

un évènement de spéciation due probablement à une pression évolutive (mutation ou transfère de 

gène).   

Le deuxième ancêtre (UTH) présente une homologie qui a son tour générer un événement 

de duplication explique l’existence d’un point commun qui a un moment donné subit une pression 

évolutive qui conduit à l’apparition du gène Cry4Ba chez d’autres espèces (Figure 23).   

L’arbre phylogénétique à une e-value ≈ 0 du gène Cry4Ba représente 11 ancêtres 

communs : le premier (le plus ancien) représente une évolution homologue (une divergence). qui 

a généré un événement de spéciation, Tandis que le deuxième ancêtre (UTH) représente un 

évènement de duplication, le troisième ancêtre représente un événement de spéciation où les sous 
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espèce  Bacillus thuringiensis serovar israelensis plasmide pBtoxis, et  Bacillus thuringiensis 

strain FGW2 dipterans toxic crystal protein_like protein (Cry4) gene,  partial cds, et Bacillus 

thuringiensis strain BYW2 dipterans toxic crystal protein_like protein (Cry4) gene,  partial cds,  

contenants le gène Cry4Ba présentent un groupe paraphylétique (Figure 24).  

Selon nos résultats et les travaux de (Cantón et al., 2011), le Bti produit au moins quatre 

protéines cristallines différents qui appartiennent à la famille des toxines non apparentées, Cyt et 

Cry qui présentent des structures 3D (Figure 19, 26), a des mécanismes d’action différents. Les 

régions de boucle exposées dans le domaine II sont impliquées dans la liaison au récepteur.  

Pour exercer leur effet toxique, les toxines Cry4Ba reposent sur la liaison séquentielle avec 

au moins deux molécules réceptrices de protéines de l'intestin moyen qui, chez les insectes 

lépidoptères, ont été identifiées comme étant une cadhérine transmembranaire et des protéines 

ancrées au glicosyl-phosphatidil-inositol (GPI) comme aminopeptidase -N (APN) et phosphatase 

alcaline (ALP). La liaison à la cadhérine facilite le clivage protéolytique de l'hélice α-1 et la 

formation d'une structure oligomère qui acquiert une affinité pour les récepteurs ancrés GPI 

conduisant à l'insertion membranaire et à la formation de pores. Des molécules de cadhérine, 

d'APN et d'ALP ont été identifiées comme des molécules de liaison Cry4Ba, suggérant un mode 

d'action conservé des toxines Cry chez les insectes diptères. En revanche, les Cyt1Aa activées ne 

dépendent pas des protéines de l'intestin moyen pour se lier à l'épithélium de l'intestin, elles 

interagissent directement avec les lipides membranaires, entraînant la formation de pores. Des 

essais biologiques de protéines insecticides de Bacillus thuringiensis. spp israelensis avec des 

larves d’insectes a montré que la protéine cytolytique Cyt1Aa n'était pas toxique seule, mais qu'elle 

augmentait la toxicité des protéines cristallines Cry4Ba. Une synergie s'est également produite 

entre les toxines Cry4Ba et Cry11Aa (FernándezLuna et al., 2010).  

Comprendre le mécanisme moléculaire de ce phénomène synergétique des toxines Cry4Ba 

permet d’avoir des implications importantes pour développer des stratégies de gestion de l’effet 

des toxines Cry en agriculture et dans la lutte biologique (Cantón et al., 2011).  

Dans de nombreuses études antérieures sur la synergie entre les toxines de B. thuringiensis, 

l'analyse statistique des données d'essais biologiques a été basée sur des comparaisons entre les 

valeurs attendues et observées pour la concentration tuant 50 % des insectes testés, Afin d'analyser 

si la liaison de Cry4Ba à Cyt1Aa était impliquée dans leur synergie, les mutants Cyt1Aa qui 

affectaient auparavant la liaison à Cry11Aa ont été analysés. En ce qui concerne la liaison de 

Cry4Ba et leur effet sur la synergie contre les larves a également été analysé. De plus, les régions 
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de boucle du domaine II de Cry4Ba ont été soumises à une mutagenèse et les mutants de Cry4Ba 

ont été analysés en ce qui concerne leur liaison et leur synergie avec Cyt1Aa (Cantón et al., 2011).  

Selon (Fernández-Luna et al., 2010), l’utilisation de différentes concentrations de la toxine 

Cry4Ba montrent un effet très réduit sur les insectes, et la même chose pour Cyt1Aa Alor que lors 

de la combinaison des deux toxines (Cry4Ba et Cyt1Aa) l’effet a augmenté presque trois fois plus, 

Concernant les régions Cry4Ba impliquées dans l'interaction Cyt1Aa, nous montrons qu'une 

mutation du domaine II boucle α-8 affectait la liaison Cyt1Aa et la synergie entre ces toxines. Les 

boucles exposées au domaine II se sont avérées importantes pour l'interaction avec les récepteurs 

dans différentes toxines Cry. Dans le cas de Cry4Ba, il a été montré que les boucles exposées au 

domaine II 1, 2 et 3 sont impliquées dans la liaison à l’insecte et dans la toxicité. Le fait que les 

boucles du domaine II soient impliquées à la fois dans la liaison au récepteur et à Cyt1Aa est une 

indication claire que Cyt1Aa fonctionne comme une protéine de liaison spécifique de Cry4Ba 

médian sa toxicité.  

Sur la base du mécanisme moléculaire proposé pour l'effet synergique de Cyt1Aa sur 

Cry4Ba, il a été proposé que Bti soit le premier exemple d'une bactérie pathogène des insectes qui 

porte une toxine ainsi que son récepteur fonctionnel, favorisant la liaison de la toxine aux 

membranes cibles, et la toxicité (Cantón et al., 2011).  
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En conclusion, notre travail a permis de réaliser une recherche bibliographique sur 

l’importance de l’application biotechnologique en agroécologie de Bacillus thuringiensis et ses 

toxines codées par plusieurs gènes (Cyt, Cry…etc), ainsi qu’une analyse in silico de ces gènes. 

     Les résultats ont montré qu’il existait différents évènements évolutifs (spéciation ou 

duplication) qui font apparaitre les gènes Cyt1Aa et Cry4Ba chez d’autres espèces. Pour exercer 

l’effet toxique, les δ-endotoxines présentent des structures bien définies qui permettent la liaison 

avec les récepteurs sur la membrane intestinale de l’insecte. Chez la protéine Cry4Ba la liaison à 

la cadhérine facilite le clivage protéolytique de l'hélice α-1 et la formation d'une structure 

oligomère qui acquiert une affinité pour les récepteurs conduisant à l'insertion membranaire et à 

la formation de pores, alors que les Cyt1Aa ne dépendent pas de protéines d’insertion mais elles 

interagissent directement avec les lipides membranaire et forme des pores.  

    Des expérimentations ont trouvé que la combinaison entre ces deux protéines 

insecticides montrent un effet toxique plus élevé et très satisfaisant. Le domaine II, boucle α-8 est 

la région responsable de cette interaction entre Cyt1Aa et Cry4Ba. Le fait que les boucles du 

domaine II soient impliquées à la fois dans la liaison au récepteur et à Cyt1Aa est une indication 

claire que Cyt1Aa fonctionne comme une protéine de liaison spécifique de Cry4Ba médian sa 

toxicité. 

    Les retombés de cette étude in silico, ainsi que les connaissances moléculaire et 

phylogénétique peuvent mieux concevoir nos idées dans la formulation des biopesticides à base 

de Bacillus thuringiensis pour garantir la stabilité, et pour mieux comprendre leur activité vis-à-

vis des insectes cibles. Nous avons aussi acquis que les protéines ne peuvent être stable et mieux 

valoriser s’il n’Ya pas une compréhension approfondie des caractéristiques génétiques. 

    Les perspectives qui résultent de ce travail sont nombreuses. Pour une meilleure 

adoption de cette technologie, la formation sur la production et le contrôle de la qualité aux 

fabricants, et la formation organisationnelle aux agents de vulgarisation et aux agriculteurs pour 

vulgariser les biopesticides, peuvent être essentielles. 

     Pour améliorer l'efficacité des pesticides, des enquêtes approfondies sont essentielles 

sur les possessions, la pathogénicité et le mode d'action des ravageurs, car le facteur écologique 

joue un rôle majeur dans la gestion et le contrôle de la population d'insectes nuisibles. 

       L’effet des biopesticides microbiens sur les communautés microbiennes doit être 

soigneusement surveillé, pour estimer d’éventuels risque en dangers dans la nature.
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