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Bactérie GRAM +
Sporulante
Isolée du sol, des insectes, de la poussiere...

Phase stationnaire du cycle de croissance = formation d’une
inclusion cristalline- delta endotoxines ou toxines Cry

Eacillu=s thuringiensis «wu au microscope conktraskte de
phase.




L'inclusion cristalline

Responsable de la toxicité des insectes

Ce sont des protoxines actives contre un ordre et un groupe bien particulier

d’insectes: dipteres, |épidopteres, coléopteres et autres
Une inclusion cristalline d’'une souche quelconque: plusieurs protéines Cry

Codées par les genes cry localisés sur des plasmides conjugatifs

Le
cristal

La spore




Photos showing the protein inclusions of Bt viewed by electronic microscopy of the folling strains ;
a:HD1,b :Lip,c :B255,d :D6, e : D28, f: D33.

Microscopie électronique a transmission des cristaux des
souches de Bacillus thuringiensis isolées du sol libanais



Les
familles
des genes

cry

e

The largest

encoding 130-138 KDa

cry genes Crystalline Insecticidal Bt Reference
Classes inclusion Activity species
A (Aa, Ab,
Ac)
B
C
kurstaki
1 D Bi [ Lepi
cry : ipyramidal epidopteran Qizawa
F
G
I
A Lepidopteran
cry 2 B Cubique P . P kurstaki
c and dipteran
A L s .
cry 3 3 Irréguliere Coleopteran tenebrionis
A
B L s . : .
cry 4 C Irréguliere Dipteran israelensis
D
cry 5- . .
Nematode jordanica

cry 6




Mécanisme d’action des protéines de la famille des
Cry1 chez les Lépidopteres

Bacillus thuringiensis (Bt) 2 solubilisation

. 3 Activation
él- < &
- N Bt toxin
i B AN

Septicémie
des larves

6
Insertion
menbranaire

recepteur

)

Cellules de I'intestinde
I'insecte

pores induisant
une lyse osmotique

Mort cellulaire

Jurat-Fuentes Laboratory
de mort cellulaire




Structure des protéines Cryl

3 domaines:
* Domaine l:
» 6 hélices a + 1 hélice a centrale
» Responsable de la formation du pore membr
» résidus chargés négativement 33..... 253

* Domaine Il _
» i i = P
3 feuillets B antiparalleles Cry1Aa s
» résidus chargés positivement 265...461 -t
Craig R. Pigott and David J. Ellar Réle
. of Receptors in Bacillus thuringiensis
e Domaine lll: Crystal Toxin Activité:
. . N MICROBIOLOGY AND MOLECULAR
» 2 feuillets B antiparalleles BIOLOGY REVIEWS, June 2007, p.
» résidus chargés positivement 463 ... 609 255-281

— Régions exposées des domaines Il et ||l ==) fixation au récepteur et insertion dans la
membrane

Présence de boucles entre ces différents domaine




e B.t. a été enregistré aux Etats-Unis pour une utilisation

comme pesticide en 1961 et réenregistré en 1998*

Utilisation en agriculture biologique
+*»* Pesticides chimiques sont dangereux.
*» Bt est une alternative et est sélectif

120 souches différentes sont isolées du sol libanais

* Schnepf, E.; Crickmore, N.; Van Rie, J.; Lereclus, D.; Baum, J.; Feitelson, J.; Zeigler, D. R.;
Dean, D. H. Bacillus thuringiensis and Its Pesticidal Crystal Proteins. Microbiol. Molecular
Biol. 1998, 62, 775-806.



Global Biopesticide Market

$260MM estimated 2005 Sales
Projected to grow to $350-$400MM by 2015

A
V.

[0 Bt W Bacterial B Virus O Fungal @ Nematode

159

Source: CPL Business Consultants, July 2006



Toxicité de B. thuringiensis

* 1| est pratiquement non toxique pour les oiseaux et les poissons.
* Une toxicité tres minimale aux abeilles (Il faut suivre les consignes d’application)
* A été testé sur les animaux et les hommes (par ingestion et inhalation).

Que devient Bacillus thuringiensis dans |I'environnement?

* Sur les surfaces végétales les produits de B.t. se dégradent rapidement (1).
* B.t. est modérément persistant dans le sol et ses toxines se dégradent rapidement (2, 3).
* B.t. n'est pas originaire de I'eau et n'est pas susceptible de se multiplier dans I'eau (3).

1. Reregistration Eligibility Decision Document: Bacillus thuringiensis; EPA-738-R-98-004; U.S. Environmental Protection Agency, Office
of Pesticide Programs, U.S. Government Printing Office: Washington, DC, March 1998.

2. Kamrin, M. A. Pesticide Profiles: Toxicity, Environmental Impact, and Fate; CRC: Boca Raton, FL, 1997; pp 535-539.

3. World Health Organization. Bacillus thurinigiensis, Environmental Health Criteria, 217. Geneva, Switzerland, 1999.




Indépendamment des delta-endotoxines, B. thuringiensis
produit des metabolites extracellulaires :

* VIP (Vegetative Insectiticidal Proteins) =

4= Les bactériocines

eLes B-lactamases  IEEGEG—_—) ﬁ(
S
(T ]
500

4R :Les chitinases
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Historique
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2001 2008 2009 ? 2010  Juillet2011  Octobre 2011 Eté 2012
Elaboration Obtention d’un Spin off
M _ de différentes collaborations financement opérationnel
Début du projet 120 souches isolées Actuellement
Théses soutenues -2 théses en cours
~en 2008 - Début de la construction
_en 2009 Un concours de circonstances: des grands fermenteurs

- Création de la chaire d’innovation

- Soutien du conseil de la recherche

- Signature de I'accord cadre avec aec

- Politique de la faculté

- Politique de l'université

- Partenariat avec aec

- Collegues qui ont joué un role important



| _ Situation actuelle de la recherche sur les BIOPESTICIDES I

ETUDE DES ASPECTS DE LA
VIRULENCE BACTERIENNES ET
L'IMPLICATION DU SYSTEME
IMMUNITAIRE DE L'INSECT ISOLEMENT ET

IMAGERIE " ANALYSE
MOLECULAIRE

DES SOUCHES

SPIN OFF DE
PRODUCTION
DE
BIOPESTICIDES

ANALYSE DE
L'EFFET SUR LA
FERMENTATION

DU VIN

ACTIVITES FONGICIDES
SUR LES PROCEDES DE
CHAMPIGNONS FERMENTATION
MYCOTOXINOGENES




Situation actuelle des BIOPESTICIDES a l’échelle industrielle ‘

Cibles testées de la souche Lip

Helicoverpa armigera
Pyrale des choux

Thaumetopoea

pityocampa
Processionnaire du pin

Prays Olea
Teigne de l'olivier

Ephestia kuehniella
Teigne de la farine



http://www.google.com/imgres?imgurl=http://fotooizo.free.fr/images/1208683539_processionnaire.jpg&imgrefurl=http://fotooizo.free.fr/html/Thaumetopoea pityocampa.html&usg=__yqPfDHCceNMH6BkqaiDrr4myHpM=&h=600&w=800&sz=136&hl=en&start=4&zoom=1&tbnid=r7sC_FLAY5udHM:&tbnh=107&tbnw=143&ei=hcaSTv_8DIOD-wbfqZTcCg&prev=/search?q=processionnaire&hl=en&biw=1035&bih=823&gbv=2&tbm=isch&itbs=1
http://www.google.com/imgres?imgurl=http://www.mon-olivier-de-provence.com/medias/mouchedelolivier.jpg&imgrefurl=http://www.mon-olivier-de-provence.com/maladies-parasites-olivier.html&usg=__ntdiwsEpW1XWiIRL3GAiT_vNC8o=&h=158&w=210&sz=24&hl=en&start=11&zoom=1&tbnid=Reau0K6o_QC5nM:&tbnh=80&tbnw=106&ei=7MaSTtbEM86j-gb8hs3QCg&prev=/search?q=teigne+de+l'olivier&hl=en&biw=1035&bih=823&gbv=2&tbm=isch&itbs=1
http://www.google.com/imgres?imgurl=http://www.iavcha.ac.ma/benazoun/ravageurs-olivier/img/Po lv mineuse.jpg&imgrefurl=http://www.iavcha.ac.ma/benazoun/ravageurs-olivier/docs/P oleae.html&usg=__QFUAX2FsW7aGad4CKySqETetvNQ=&h=392&w=600&sz=77&hl=en&start=8&zoom=1&tbnid=pAvJmhQUl3Xv8M:&tbnh=88&tbnw=135&ei=7MaSTtbEM86j-gb8hs3QCg&prev=/search?q=teigne+de+l'olivier&hl=en&biw=1035&bih=823&gbv=2&tbm=isch&itbs=1

« Des biopesticides pour une alimentation plus saine au Liban »
(Juin 2011-décembre 2014)

Le projet comporte deux objectifs majeurs:

e |e développement d'une production libanaise de
biopesticides, en vue d'éviter |l'importation et de réduire
les colts de ces produits ;

* |a diffusion de ['utilisation des biopesticides dans les
communautés d'agriculteurs au Liban.

Couvent
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Culture de B. thuringiensis vers le scale up

LB: 3ml
T4:30°C
Une nuit

Fermenteur de 1000
Litres, 3 Jours, 30°C

LB: 200ul/200ml
T:37°C
5-6 h

Fermenteur de 100
Litres, 1 nuit, 30 °C

DO a 600nm

V = 0.05* V milieu simple/DO

Milieu complet:
3 litres
T: 30 °C, une nuit
Sous agitation

Fermenteur de 5 Litres



http://www.hiwtc.com/photo/products/20/00/13/1355.jpg

Photos du fermenteur de 5L




Photos des sessions de sensibilisation M
données par 442 aux agriculteurs
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