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RESUME

Le doryphore de la pomme de terre, Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera:

Chrysomelidae), est considéré comme un insecte nuisible important pour les plants de
pomme de terre. Il est un ravageur causant la défoliation du plant surtout en entrainant des
pertes de rendement trés importantes en tubercules dans la culture de pomme de terre. Il
peut aussi effectuer son cycle de développement sur la morelle douce-amere, les tomates
et les aubergines. Ses apparitions sont plus évidentes dans certaines régions de plantation
en grandes surfaces et sans rotation des cultures, il en résulte des pertes économiques tres
importantes. En Europe et au Québec, il y a beaucoup d’études qui sont menées sur le
doryphore de la pomme de terre. Pour ce travail, nos objectifs €taient: 1) €laborer et
caractériser une ou plusieures lignées cellulaires de doryphore pouvant servir de substitut
a I’insecte pour mesurer la toxicité d’insecticides biologiques et de pathogenes a 1’aide de
bioessais, 2) remplacer des tests normalement effectués sur 1’insecte "in vivo" par des

épreuves "in vitro" sur culture cellulaire du doryphore.

Les oeufs, larves et adultes de doryphore ont été recoltés directement en champs de
pommes de terre dans la région de Trois-Rivieres et ramenés au laboratoire pour la culture
de cellules de doryphore et le démarrage d’un élevage en laboratoire. A la température de

22 224°C, avec 60 2 70% d’humidité et une photopériode de 16:8 heures (jour:nuit), nous



avons réussi 1’élevage des quatre formes du doryphore. De 1’automne 1992 2 avril 1994,
nous avons obtenu 10 générations d’adultes du doryphore. Cela nous a fourni beaucoup de
doryphores pour nos tests, notamment en hiver. Le travail sur les lingnées de doryphore
comporte les trois €tapes suivantes; 1) obtention des lignées, 2) caractérisation des lignées,

3) mesure de la cytotoxicité des toxines du B.t..

1). Le choix des meilleurs milieux de culture cellulaire a été effectué sur 15
préparations de différents milieux. Nous avons trouvé les bons pH des milieux soit 7,0 pour
la lignée DAI1, 6,8 pour les lignées DA2, DLI et DOLl. On a décidé de préparer des
milieux avec 5%, 10% et 20% de sérum de veau feotal. 1% d’un mélange de lipides a été
ajouté dans le milieu contenant 20% de sérum de veau feotal. Pour la culture de cellules
a partir de 1’hémolymphe d’adultes du doryphore, on a obtenu une croissance de cellules
plus rapide dans ce milieu que dans le milieu sans lipide. Aussi, nous avons résolu
principalement deux probleémes pour la culture de cellules de doryphore soit la phénomene
de mélanisation et la contamination qui nous ont donné beaucoup de difficulté au début de
nos travaux. Enfin, nous avons trouvé les meilleurs milieux de culture cellulaire soit le
milieu EX-CELL 400 et le milieu M3 pour les cultures de cellules du doryphore de la
pomme de terre et, nous avons réussi a obtenir quatre lignées cellulaires de doryphore soit

DA1, DA2, DL1 et DOI.

2). Au sujet de la caractérisation de la morphologie cellulaire en microscopie optique
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et en microscopie €électronique, nous avons trouvé les types de cellules dans les quatre
lignées du doryphore soit de nature épithéliale, hémocyte, nerveuse et fibroblastique en
microscopie optique. En microscopie électronique, la lignée DA1, présente de nombreuses
vacuoles, mitochondries et globules de lipides vraisemblablement; aussi plusieurs cellules
présentent de nombreuses digitations, le reticulum endoplasmique et 1’appareil de Golgi.
Le caryotype des cellules du doryphore présente des types haploide, diploide, triploide
et tétraploide chez les quatre lignées. Le temps de doublement de trois lignées (DA1, DA2
et DL1) du doryphore a montré que la lignée DL1 se multiplie le plus vite et la lignée DAI

le plus lentement.

3). Nous avons pu trouver des protéines toxiques du B.t. dans le surnageant de
solubilisation des toxines du B.t. commercial. Ce que nous a démontré le dosage des

protéines a 1’aide de la technique Bio-Rad.

Les résultats du test de cytotoxicité sur les lignées DA1 et DL1 obtenus par les
méthodes de cytotoxicité classique et d’évaluation de la cytotoxicité par marquage des
cellules viables au BrdU; il nous montrent que le "Blank®" est de 2,2 a 17 fois moins
toxique que les souches testées et constitue notre témoin. Les diverses souches de B.t.
commerciaux sont toxiques pour les trois lignées cellulaires de doryphore et sont
respectivement le Teknar H.P.D®., le M-one® et le Trident®, le MYXI1806%® et le

Thuricide®. C’est parce que le Teknar H.P.D®. contient de la toxine CytA qui agit méme
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sur les cellules de mammiferes, seulement présente dans cette souche, qu’il est le plus actif
sur nos lignées. Le M-one® et le Trident® sont les deux B.t. qui fonctionnent le mieux car
ils sont spécifiques au doryphore. Le MYX1806® et le Thuricide® sont moins toxiques que
les autres souches de B.t. car les toxines de MYX1806® sont produites par la bactérie
Pseudomonas (manipulée génétiquement) qui est par la suite fixée donc encapsulée. La
toxine y est difficilement solubilisable. Les toxines de Thuricide® proviennent d’une souche
spécifique normalement pour lépidoptere ce qui explique qu’elle est moins toxique pour les
cellules de doryphore. Le test de la comparaison de la toxicité avec trypsine et sans
trypsine, nous montre des résultats qui indiquent aucune différence entre les DTCT50 sans
et avec traitement par la trypsine sauf pour le Thuricide®. Donc, les expériences de
cytotoxicité démontrent que les deux méthodes peuvent étre utilisées pour évaluer la
cytotoxicité "in vitro" & 1’aide de cellules qui peuvent €étre considérées comme un substitut

de 'insecte.
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INTRODUCTION

1.1. LE DORYPHORE DE LA POMME DE TERRE

1.1.1. LA PROBLEMATIQUE DU DORYPHORE

Le doryphore de la pomme de terre, Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera:

Chrysomelidae), est considéré comme un insecte nuisible important pour les plants de
pomme de terre. Le doryphore est un insecte phytophage principalement inféodé au plant

de pomme de terre (Solanum tuberosum) mais il peut également effectuer son cycle de

développement sur la morelle douce-amere, les tomates, les aubergines et le tabac
ornemental (Bonnemaison, 1962). Il est un ravageur causant la défoliation du plant surtout
en entrainant des pertes de rendement trés importantes en tubercules dans la culture de
pomme de terre. Ses apparitions sont plus évidentes dans certaines régions de plantation en
grandes surfaces et sans rotation des cultures. Evidemment, il en a résulté des pertes
économiques tres importantes. Beirne (1971) a rapporté que les pertes de rendement dues

a ces attaques peuvent atteindre de 30 a 50%.

Coléoptere de la famille des Chrysomelidae, le doryphore est le principal ravageur

de la culture de pomme de terre parmi les insectes nuisibles a cette culture: altise, cicadelle,



puceron et punaise terne (CPVQ, 1991). L’adulte du doryphore est brun jaunitre, orné de
5 bandes longitudinales paralleles de couleur noire sur les €lytres et de petites taches noires
sur le pronotum. Des leur sortie de terre au printemps, les adultes mangent le feuillage,
s’accouplent et déposent des masses d’oeufs jaunes orangés sous les feuilles (voir figure 1.).
La larve du doryphore est de coloration jaune a orangée et la téte noire brunitre. Aussi,
elle a une tiche brune sur le pronotum et une double rangée de taches noires sur les cOtés
de I’abdomen. A 1’éclosion, les larves dévorent rapidement les feuilles. 11 existe quatre
stades larvaires. A maturité, les larves du quatrieme stade s’enfoncent dans le sol, se
transforment en nymphes et émergent sous forme adulte environ 10 a 15 jours plus tard.
11 y a de deux a trois générations de doryphore par saison. En aofit et septembre, les adultes
s’enfouissent dans le sol pour passer I’hiver a des profondeurs variables. A la fin de I’hiver,
ils remontent peu a peu a la surface du sol. La sortie des doryphores débute apres une
période pluvieuse suivie d’une élévation de la température. Les insectes peuvent reprendre
leur activité plusieurs jours avant I’apparition des feuilles des plants de pomme de terre. A
ce moment la, les pertes de rendement de pomme de terre seront treés grandes suite a
I’attaque des jeunes plants. Lorsqu’il y a des dommages les plus graves, toutes les feuilles
du plant de pomme de terre sont détruites par le doryphore entrainant une baisse de

rendement (figure 2.) (Bonnemaison, 1962; CPVQ, 1991).

Avec les surfaces cultivées de pomme de terre qui graduellement augmentent, les

problemes des pertes de rendement seront plus grands. Il est donc nécessaire de controler
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le doryphore.

1.1.2. L’HISTORIQUE DES INFESTATIONS A DORYPHORE

Le doryphore de la pomme de terre, est considéré comme le plus important

défoliateur des plants de pomme de terre en Europe. Il est pourtant originaire du Mexique

ou ses plantes hOtes primaires sont Solanum angustifolium Mill. et Solanum rostratum

Dunal (Walen, 1979). Dans ce pays, le doryphore est rarement trouvé sur le plant de

pomme de terre cultivée. Le Solanum tuberosum L. est une culture introduite seulement

vers 1940 au Mexique (Casagrande, 1987). Cette solanacée, cultivée a ’origine par les
amérindiens des Andes, ne fut connue des Européens qu’apres la découverte du Nouveau
Monde. Les Espagnols I’ont introduite en Espagne au 16ie¢me siecle (Hawkes, 1978).
Depuis sa dispersion s’est effectuée. Vers 1600, elle était cultivée aux Indes, ou elle fut
introduite par les portugais (Horton, 1987). Aux Etats-Unis, en Virginie, elle a été
introduite en 1621 (Harris, 1981). Graduellement, elle a été introduite vers 1’ouest par
I’action des colonisateurs. Ainsi, le contact entre le doryphore et cette nouvelle culture
devenait possible (de Oliveira, 1993). Les premiers colons qui traversent les montagnes
rocheuses transporterent les graines épineuses des Solanacées sauvages qui s’accrochaient
a leurs vétements et qui furent disséminées le long des pistes. Cela permit au doryphore de
se disperser et finalement d’atteindre les régions ol la pomme de terre est cultivée

(Bonnemaison, 1962), plus particulierement dans le nord-est de I’Amérique.



Bien que ce ravageur ait été en présence de la pomme de terre cultivée avant 1820
(Casagrande, 1987), la premiere mention écrite faisant état des dommages causés dans cette
culture ne datent que de 1859 et concerne le Nebraska (Walsh, 1865). A cette époque, la
culture de la pomme de terre occupait de grandes surfaces tant au Nebraska que dans les
états de D’est des Etats-Unis (Anonyme, 1864). Le doryphore, adapté a cette culture, a
augmenté sa population et s’est répandu vers 1’est. Il atteignait les cotes de 1’océan
Atlantique ainsi que le Québec et 1’Ontario en 1874 (Riley, 1876). La dispersion de ce
phytophage A travers les Etats-Unis et le Canada a été bien décrite par Tower (1906), Riley

(1876) et Walsh (1865, 1866)(de Oliveira, 1993).

En Europe, le doryphore fut signalé pour la premiere fois en Allemagne 3 Miilheim
en 1877. Deux autres foyers furent relevés en 1887 et 1914. Aussi, il a été observé en 1901

en Angletterre, et en 1922 en France aux environs de Bordeaux (Bonnemaison, 1962).

Depuis, le doryphore a été reconnu comme un insecte nuisible pour la pomme de
terre (Edgerton 1861, Walsh 1865) et il a eu des impacts importants sur cette culture ainsi

que sur les producteurs.

En raison de ces pertes de rendement de la pomme de terre causées par le
doryphore, on a utilisé et recherché des moyens physiques, chimiques, biologiques et

culturaux de contréle.



1.2. LE CONTROLE DU DORYPHORE

1.2.1. LES METHODES CULTURALES

Les méthodes culturales, moyens physiques qui regroupent de nombreuses stratégies,
peuvent étre utilisées afin de diminuer la défoliation par le doryphore, et elles peuvent plus

ou moins réduire les populations de doryphores.

A cause du comportement du doryphore lors de sa sortie et son déplacement au
printemps, on a intérét dans les régions ou le printemps est doux 2 planter des variétés de
pommes de terre précoces dont le feuillage sera bien développé au moment de la sortie des

doryphores (Bonnemaison, 1962).

Aussi, on a adopté des méthodes de rotation des cultures et des cultures mixtes.
L’importance de la rotation des cultures a été¢ démontrée par des travaux de recherche sur
le retardement ou la réduction de la croissance des populations de doryphore lors du
passage des barrieres physiques et envionnementales d’un champ a I’autre (Hamel, 1990).
Le buttage a la levée des plants retarde aussi leur cycle vital (Hamel, 1991). Les cultures
mélangés avec la culture de mais, de blé, ... etc, peuvent aussi avoir un potentiel pour
réduire ou supprimer les populations de doryphores en masquant les odeurs attractives des

plants de pomme de terre (de Oliveira, 1992).



D’ailleurs, les conditions naturelles sont trés importantes pour le développement de
population du doryphore. Un climat humide ne convient pas au développement du
doryphore et les attaques sont moins graves dans les contrées humides ou a climat maritime
que celles a climats continentaux ou semi-continentaux (Bonnemaison, 1962). C’est
pourquoi notamment la culture de la pomme de terre est tellement développée dans les
provinces maritimes au Canada. La mortalité est trés importante lorsque les larves de la
premiere génération pénetrent dans le sol pour se nymphoser; si le sol est desséché en
surface, les larves n’ont pas la capacité de perforer la croiite superficille (Bonnemaison,

1962). 11 faut éviter 2 ce momment la les arrosages trop abondants.

1.2.2. LES RESISTANCES DES PLANTES AUX INSECTES

La résistance des plantes est la capacité qui est due a la composition de la feuille qui
déplait ou est toxique a I’insecte, ou au port de la plante ou 2 la disposition des feuilles
ou des tiges de la plante, pour différentes variétés de plantes. Elle est due aussi au fait que
certaines d’entre elles sont capables apres avoir été fortement attaquées de produire
rapidement de nouvelles feuilles apres la défoliation et d’assurer un rendement satisfaisant
en tubercules malgré la présence de ravageurs (Trouvelot et al., 1937; Trouvelot, 1939;

Chin, 1950; Mckinley, 1988).

Quelques Solanum tubériferes sauvages (S. demissum, S. chacoense) peuvent



diminuer fortement la ponte du doryphore et occasionner la mort des larves (Trouvelot et
Grison, 1935). Kuehn a isolé un alcaloide toxique, la démissine, de S. demissum

(Bonnemaison, 1962).

La résistance présente chez la pomme de terre contre les insectes ravageurs est

cependant peu utilisée en pratique (Radcliffe, 1982).

On s’est efforcé de créer des hybrides de la pomme de terre cultivée (Solanum

tuberosum) et des solanacées sauvages, notamment de Solanum demissum. Cependant, ces

recherches n’ont pas donné de résultats satisfaisant (Bonnemaison, 1962).

Récemment, la recherche de systemes de transgénese pour lutter contre le doryphore

a eu lieu. Les genes de toxines de Bacillus thuringiensis peuvent €tre introduit_s dans la

plante pour lutter contre les insectes nuisibles (Adang et al., 1993; Barton et Miller, 1993).
Le plant transgénétique pourrait, d’ici cinq ans, devenir un moyen de lutte tres répandu.
Par des procédés de la biotechnologie, on incorpore le géne d’une toxine de Bacillus
thuringiensis dans le code génétique d’un plant de pomme de terre. Ce gene commande la

production d’une toxine responsable de la mort des jeunes larves (Perlak et al., 1993).



1.2.3. LES MOYENS PHYSIQUES

Depuis quelques années, des producteurs de Californie luttent contre certains
insectes au moyen d’aspirateurs mécaniques. Le RDACQ (Réseau de Dépistage Agricole
du Centre du Québec) a fait I’essai en champ d’un aspirateur fabriqué au Wisconsin: le
"Bug-buster”. Ce bio-collecteur (aspirateur mécanique) est une invention allemande et est
coliteux. Il peut étre utilisé sur quatre ou six rangs a la fois et peut aspirer 90% des grosses
larves et 50 a 70% des adultes. Cependant, 1’aspirateur posséde certains inconvénients tels
que moins de compactage du sol, le bris des rangs et des plants, et il est utilisé sur quatre
rangs a la fois seulement (Hamel, 1991). Il ne peut pas éliminer tous les insectes. Certaines
especes d’insectes, comme le puceron, collent aux plantes et ne sont pas aspirées (Sauriol,

1991).

Le briileur au propane est un autre moyen mécanique de lutte qui a été a I’essai au
Québec en 1991. Des producteurs utilisent des brileurs au propane pour détruire les
mauvaises herbes et défaner les plants en fin de saison. Cette technique a premiérement été
utilisée pour lutter contre le doryphore a Long Island, New York. Le briileur est passé sur
le champ de pommes de terre. Le passage rapide brile les pattes des doryphores qui
tombent et meurent de faim. L’efficacité a ét€ de 70 a2 80% contre les adultes hivenants,
alors qu’elle est de 25 a 50% pour les insecticides chimiques. On a observé aussi une

mortalité des oeufs de 35% (Hamel, 1991). L’appareil sert par la méme occasion au

10



défanage des plants a la fin de la saison.

1.2.4. LES MOYENS CHIMIQUES

L’insecticide chimique représente encore le moyen de lutte le plus utilisé. Pendant
plus de quatre vingt ans, le doryphore a été contrdlé avec plus ou moins de succes par des

insecticides chimiques.

L’insecticide inorganique, cryolite (fluoaluminate de sodium) a été utilisé€ pour la
premiere fois en 1929. Son action est de libérer des ions fluorures inhibant certains
processus enzymatiques chez ’insecte. Pour le contrdle du doryphore, il fut considéré
comme un insecticide stomacal. De plus, il a causé seulement une faible mortalité du

prédateur Perillus bioculatus (Hough-Goldstein et Keil, 1991).

Les autres insecticides appliqués pour lutter contre le doryphore comprennent des
organochlorés (DDT), des organophosphorés (azinphosmethyle), des carbamates
(carbofuran) et des pyréthroides (perméthrine). Ce sont des pesticides chimiques biens
connus en agriculture et ils exercent diverses actions sur le métabolisme des insectes (Heim

et al., 1990; Tisler et Zehnder, 1990; Ioannidis et al., 1991).

Au fur et 2 mesure que les industries d’insecticides se sont développées et que les
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insecticides synthétiques sont employés sur de grandes superficies, le résultat final a été
I’apparition d’une résistance importante des insectes. Le doryphore qui, comme d’autres
insectes, est doté d’un systeme de défense efficace et d’une résistance considérable aux
insecticides chimiques. Le doryphore a acquis une résistance au DDT vers le milieu des
années cinquante (Gauthier et al., 1981). Aux Etats-Unis, en Italie, en Russie, au
Japon...etc, on a rapporté la résistance du doryphore (loannidis et al., 1991; Tisler et
Zehnder, 1990; Heim et al., 1990; Roush et al., 1990) et la présence des résidus et des

pollutions des insecticides chimiques dans 1’environnement (Pucci, 1992).

Au Canada, la premiere mention d’une résistance de population de doryphores au
DDT a été en Alberta en 1962 (McClanahan et Founk, 1981). Au Québec, les premieres
populations ayant montré une résistance au carbofuran ont été signalées en 1979 (Harris et
Svec, 1981). En laboratoire, on a démontré que ces populations manifestaient aussi une
résistance au DDT et a plusieurs autres insecticides (de Oliveira, 1992). Roush et al. (1990)
ont indiqué que le doryphore a montré une résistance significative a tous les insecticides

synthétiques modernes au moins dans le nord-est de 1I’Amérique.

Donc, les populations de doryphores ont développé divers niveaux de résistance pour
toutes les classes d’insecticides (Hoffmaster, 1979; Gauthier et al., 1981; Forgash, 1985;
Goh et al., 1988; Tisler et Zehnder, 1990). On cherche et détecte constamment de

nouveaux niveaux de résistance aux insecticides dans différentes régions de l’aire de
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distribution du doryphore (Heim et al., 1990; Tisler et al., 1990; Follett, 1993).
L’apparition de résistances peut étre retardée et mieux gérée par une étude des niveaux de
résistance et la connaissance des résistances croisées possibles entre les diverses classes

d’insecticides chez les insectes (French et al., 1992).

Une partie des recherches sur le terrain tiennent compte de 1’ utilisation d’insecticides
et également de I’efficacité de chacun des insecticides. Par exemple, le Réseau de dépistage
agricole du centre du Québec (RDACQ) a continué de déterminer la sensibilité ou la
résistance du doryphore aux insecticides chimiques en 1991. Il est indiqué que les petites
larves sont souvent plus sensibles aux insecticides chimiques que les grosses larves et les
adultes. Les facteurs de température, pH, !’utilisation de buses adaptées... etc, peuvent

affecter 1’efficacité d’un insecticide (Hamel, 1991).

Lors de 1’application des insecticides chimiques, il est inévitable de causer une
contamination environnementale et il peut s’accumuler dans I’écosysteme, dans la chaine

alimentaire et former des résidus dans 1’environnement et les organismes non-cibles.

Finalement, plusieurs populations de doryphores ont montré des résistances et la
présence des résidus d’organochlorés, d’organophosphorés, de carbamates et certaines
pyréthroides a été notée dans 1’environnement. De plus, cette résistance aux insecticides

est probablement présente dans tout I’Est du Canada, 1a ou I’on pratique la culture de la
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pomme de terre.

L’extraction des composés du Neem (Kernel) qui proviennent des graines de I’arbre

du Neem (Azadirachta indica) ont attirés récemment d’intérét des entomologistes et des

phytochimistes. Une expérience avec des doryphores adultes qui ont été traités par le NSKE
aqueux et le AZT-VR-K, deux extraits des graines du Neem, a montré une réduction
significativement importante de la fécondité du doryphore (Schmutterer, 1990). Aussi cet
insecticide botanique peut causer une mortalité des larves significative (Hough-Goldstein

et al., 1991). Il faudra surveiller le développement de cet insecticide dans 1’avenir.

1.2.5. LES MOYENS BIOLOGIQUES

A cause de la limitation des méthodes physiques et des méthodes chimiques, les
recherches se sont orientées vers la lutte biologique. C’est une des stratégies les moins
comprises et les moins étudiées aux Etats-Unis. Au Canada, ce n’est que récemment que

des études ont vraiment débuté sur les méthodes de lutte biologique contre le doryphore.

En 1923, 1952 et 1961, on a rapporté la présence de prédateurs du doryphore
comme Perillus bioculatus (Burgerjon et Biache, 1966) qui peut se nourrir des oeufs, des

larves et des adultes de doryphore. Par exemple, un pathogeéne du doryphore (Knight 1923

et 1952) Nosema leptinotarsae sp.n. (protozoaire, microsporidie) peut infecter les cellules
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de I’'hémolymphe de 20% d’adultes de doryphore (Lipa, 1968).

Depuis plusieurs années, on est en train de détecter et rechercher des méthodes

biologiques pour lutter contre les populations de doryphores.

Dans une partie des recherches pour la lutte biologique, on a voulu tenir compte des
prédateurs du doryphore, comme des ennemis naturels. Par exemple, Coleomegilla
maculata un coccinellidé est un prédateur causant une mortalité importante pour les oeufs
du doryphore (Cappaert et al., 1991; Giroux et al., 1994). Cependant, au cours des
traitements avec des insecticides chimiques en champ, le nombre d’ennemis naturels a
diminu€ depuis quarante ans. Il y a parmi ceux-ci entre autres Harpalus sp., Agonum sp.,

Pterostichus sp., Carabus sp. et Lebia grandis qui sont tous des Carabidae (Coléoptere),

ainsi que les coccinelles, Coleomegilla maculata et Hippodamia convergens, et des

pantatomidae, Perillus bioculatus et Podisus maculiventris.

Le prédateur Perillus bioculatus se nourrit seulement de doryphores. Le P.

bioculatus peut contrdler le doryphore lorsque la population de celui-ci est faible et il peut
étre efficace dans le champ (Biever et Chauvin, 1992). Malgré le fait que P. bioculatus
présente un bon potentiel de lutte contre le doryphore, ce prédateur ne semble pas éviter
des pertes significatives a la récolte de pomme de terre dans des conditions naturelles. On

a tenté d’établir une série de contrdle avec le prédateur P. bioculatus dans plusieurs pays
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dont les Etats-Unis (Tamaki et Butt, 1978). Le prédateur P. bioculatus y a été introduit,

mais les efforts d’acclimatation de ce prédateur n’ont pas eu de succes (de Oliveira, 1993).

Podisus maculiventris est un polyphage reconnu comme un agent de lutte efficace
dans certaines cultures comme celles de la luzerne et du pommier. 1l est prédateur du
doryphore 2 partir du deuxi¢me stade jusqu’au cinquieme stade. Les deuxieéme et troisieéme
stades larvaires de P. maculiventris consomment environ 1.5 petite larve par jour, tandis
que les quatrieme et cinqui¢me stades consomment une grosse larve par jour (de Oliveira,

1992).

Plusieurs especes de parasitoides peuvent parasiter 1’oeuf et la larve de doryphore.

Le parasitoide tachinidé, Myiopharus americanus, cause 80% de mortalité chez les larves

aux Etats-Unis (Cappaert et al., 1991). La parasitoide tachinidé, Hyalomyodes triangulifera

est largement distribué aux Etats-Unis (Cappaert et al., 1991). Le parasitoide

Doryphorophaga doryphorae parasite les larves du doryphore du deuxi¢me au quatrieme

stade (Sears, 1987). Le parasitoide Edovum puttleri, un Eulophidae, est un parasitoide des

oeufs de Coléopteres Chrysomelides (Pucci, 1992). Les tachinides sont des parasitoides
d’adultes du doryphore (Cappaert et al., 1991). Ces études indiquent que les parasitoides

sont aussi des prédateurs du doryphore et peuvent servir dans la lutte biologique.

En ce qui concerne les entomopathogenes, ce groupe comprend plusieurs organismes
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isolés de populations naturelles de doryphores ou d’autres insectes et montre une
pathogénicité variable. Il comprend des bactéries, des micro-champignons, des protozoaires,

des virus et des nématodes.

Les microsporidies (Nosema leptinotarsae) sont considérés comme un protozoaire

qui peut infecter I’hémolymphe et provoquer une atrophie du corps gras. Il a été utilisé

dans le contrdle du doryphore ou il a provoqué 20% de mortalité (Lipa, 1968).

Paecilomyces farinosus et Beauveria bassiana sont des champignons isolés du

doryphore sur le terrain (Kamionek et al., 1974). Les champignons ont été employés pour

lutter contre le doryphore, surtout les deux champignons Beauveria bassiana (Bals) et

Paecilomyces farinosus (Dicks) qui sont les plus importants (Bagan et al., 1982), et

Paecilomyces fumosus-roseus (Wize) et Metarhizium anisopliae (Metsch) sont aussi

efficaces.

Dans la littérature, nous n’avons pas retrouvé de mention d’utilisation des virus et

des nématodes pour la lutte contre le doryphore dans les champs de pomme de terre.

1.3. LES BIOINSECTICIDES A BASE DE BACTERIES (Bacillus thuringiensis)

A présent, beaucoup des recherches pour le contréle biologique ont été orientées
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vers les bactéries.

La plupart des bactéries qui sont des pathogenes des insectes, sont comprises dans
les Pseudomonadaceace, les Enterobactériaceae, les Lactobacilliaceae, les Micrococcaceae,

et les Bacilliaceae (Bulla et Yousten, 1979).

Bacillus popilliae est une bactérie pathogene de certains coléopteres scarabéidés
(Dutky, 1940; Rhodes, 1965; St. Julian et Bulla, 1973). Il peut étre ingéré par les insectes
causant leur mort par multiplication dans 1’haemocoele. Le site de 1’infection est dans
I’hémolymphe qui contient les spores de B. popilliae et B. lentimorbus. Les conditions
physiques et chimiques du sol, les conditions climatiques, les pratiques agricoles et
horticoles, et la densité des populations de larves peuvent influencer ’efficacité de ces
bactéries dans la nature (Bulla et Yousten, 1979). Ces insecticides microbiens peuvent
persister et étre considérés comme des insecticides presque permanents apres un premier

épandage.

Les recherches s’orientent surtout vers le Bacillus thuringiensis qui est une bactérie

du sol de Gram-positif. Elle produit des inclusions cristallines protéiques lors de la
sporulation. Les cristaux sont composés d’une protéine d’une toxicité élevée pour les

insectes sensibles (Gill et al., 1992; Aronson, 1993).
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I1'y a plusieurs souches de Bacillus thuringiensis qui ont été rapportées étre toxiques
pour lépidopteres, dipteres et coléopteres. Argauer et al. (1991) a indiqué que B.t. var.

morrisoni a une exotoxine extracellulaire qui peut lutter contre les larves du doryphore.

Les autres sérotypes, le B. t. var. Berliner, et le B. t. var. thuringiensis contiennent

aussi une delta-exotoxine et 1’on peut obtenir un contrdle efficace du doryphore 2 partir

d’elles (Cantwell et Cantelo, 1981, 1984; Cantwell et al., 1983).

Ainsi, apres que le marché d’insecticides chimiques fut a la baisse, le B.t. a été
introduit comme produit commercial. Plusieurs compagnies travaillent 2 la fabrication et

la vente de ’insecticide biologique du B.t..

L’application du B.t. sur le terrain a beaucoup d’avantages: 1) la facilité
d’application, 2) I’'intégration possible avec des insecticides chimiques conventionnels dans
un programme de traitement, 3) la facilité de stockage, 4) le coiit qui est abordable, 5) ces
insecticides bactériens se fabriquent facilement, 6) la virulence pour I’insecte cible est élevé

et 7) la sécurité pour I’utilisateur et la faune et la flore non-cible (Bulla et al., 1979).

1.3.1. LES CRISTAUX CRYIIIC DU BACILLUS THURINGIENSIS

Deux sérotypes de Bacillus thuringiensis qui produisent des cristaux ayant une delta
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endotoxine de type cryIlIC semblent trés efficaces contre le doryphore de la pomme de

terre, soit Bacillus thuringiensis var. tenebrionis et Bacillus thuringiensis var. San Diego.

Les souches EG2185, BTS137J, BT256-82 (Krieg et al., 1987), EG4961 (Johnson et al.,

1993), NCIMB40152 (Cidaria et al., 1991), NOVOBTT (Schmidt et kirfman, 1992) et
EG2838 et EG4961 (Rupar et al., 1991) de B. t. qui aussi proviennt de B.t. var.
tenebrionis et var. San Diego ont été rapportées plus récemment, et sont aussi efficaces
pour contrdler les populations de doryphores de la pomme de terre. Les recherches sur les
deux premiers sérotypes de B. t. se sont développées plus rapidement et on en a fabriqué

commercialement pour I’application dans les champs de pomme de terre.

Les formulations M-one (B.t. var. San Diego) de Mycogen Corporation, MYX-1806
(M-one plus) de Mycogen Corporation et Trident (B.t. var. tenébrionis) de Sandoz Agro
Canada Inc. sont utilisées pour remplacer les insecticides chimiques et lutter contre le

doryphore. Ells peuvent aussi étre insérées dans un programme de lutte intégrée.

En 1989, des essais en champs ont été réalisés au Québec avec les B.t.(San Diego
et tenébrionis). Les résultats indiquent qu’il n'y a pas de différence significative entre le
M-one et le Trident. Le moment d’application du B.t. est encore plus important que pour
les insecticides chimiques, car le B.t. n’est vraiment efficace que pour les jeunes larves
(stades 1 et 2). A court terme, le B.t. semble défavorisé, car il est dispendieux (15 a 203

I’acre). 11 n’est pas polyvalent et n’est pas meilleur que les insecticides chimiques
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actuellement utilisés. Mais cet insecticide pourrait éventuellement étre un atout important
pour limiter la résistance aux insecticides chimiques du doryphore et pour améliorer la
qualité écologique de la pomme de terre (Hamel, 1990). En 1991, le RDACQ a essayé dans
deux champs le MYX-1806 (M-one plus). Les résultats démontrent qu’il est beaucoup plus
efficaces que le M-one classique a cause de sa plus grande rémanence sur le feuillage

(Hamel, 1991).

Duchesne (1990) a rapporté que depuis 1987 a Saint-Augustin (Québec), on a réalisé
des épandages avec trois sérotypes du B.t.(tenebrionis, San Diego et 3a3b kurstaki) contre
le doryphore. On a obtenu des résultats satisfaisants. Ces sérotypes sont principalement
toxiques pour les jeunes larves (1 a 2 stades). Cependant la rémanence et la persistance sont

faibles.

L’insecticide biologique, le B.t., pourra donc avoir un grand développement en ce

qui concerne la lutte contre le doryphore.

1.4. L’OBJECTIF DES TRAVAUX

L’objectif principal de ce projet est d’élaborer et caractériser une ou plusieurs
lignées cellulaires de doryphore pouvant servir de substitut a 1’insecte pour mesurer la

toxicité d’insecticides biologiques et de pathogenes a 1’aide de bioessais.
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Les tests normalement effectués sur I'insecte "in vivo" seront remplacés par des
épreuves "in vitro” sur cultures cellulaires du doryphore tel qu’appliquées par I’industrie
dans le cas d’autres insectes. Ces cultures cellulaires auront aussi leur importance lors de

la caractérisation de nouvelles souches de B. t. ou de virus.

1.4.1. L’ETABLISSEMENT DE LIGNEES CELLULAIRES DE DORYPHORE

Une premiere tentative de culture de cellules "in vitro" a été réalisée par Ross et
Harrison en 1907 avec un petit morceau de tissu embryonnaire d’une grenouille (Butler,
1988). Goldschmidt en 1915 est le premier a tenter une culture cellulaire d’insecte "in

vitro" (Grace, 1982).

En 1935 et 1938, Grace et Trager ont commencé a faire une série d’études
concernant la multiplication de virus dans des cellules sans spécificement travailler sur la

croissance des cellules elles-mémes.

Trager a axé ses travaux sur la culture de fragments d’ovaires de vers-a-soie. Le
milieu primaire est tres simple; par exemple, des solutions de sels et des sucres qui sont

considérées comme une source d’énergie sont additionnées dans le milieu.

Trager a fait d’abord I’étude des caractéristiques physiques et chimiques de
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’hémolymphe du vers-a-soie, et il a obtenu un milieu a partir de ces données qui pouvait
maintenir la croissance de cellules et qui pouvait assurer la multiplication de virus dans ces

cellules (Grace, 1982).

Pour les cultures de cellules d’insecte, I’hémolymphe est souvent utilisée comme
supplément contenant des facteurs de croissance (de multiplication cellulaire).
L’hémolymphe a seulement besoin de traitement a la chaleur. On peut I’employer pour
cultiver différents stades de ’insecte. Mais, I’extraction de I’hémolymphe de I’insecte est
I’étape la plus difficile. L’hémolymphe est souvent remplacée par un substitut soit un s€rum
animal qui est habituellement du sérum de veau foétal de 5% a 20% dans le milieu pour

diverses cellules d’insectes (Vaughn, 1973).

L’autre probleme en culture de cellules outre la confection du milieu de culture est
la contamination des cellules pendant la culture cellulaire par des microorganismes (surtout
les bactéries, les champignons et les mycoplasmes). Ce probleme a été résolu par
I’apparition des antibiotiques (telles les penicillines et la streptomycine en 1940) et des
antifongiques. Finalement, le choix du bon pH et de la pression osmotique du milieu
compatible avec les cellules d’insectes que 1’on veut cultiver sont importants (Grace, 1982;

Wyatt et Wyatt, 1976).

Au fur et 2 mesure du développement de culture de cellules, beaucoup plus de
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milieux ont €té confectionnés. Par exemple: le milieu de Grace (1962) qui est utilisé
largement pour les cellules de Lépidopteres; le milieu de Mitsuhashi et Maramorosch

(1964, 1967) pour cultiver des cellules de moustiques (Dipteres) ...etc.

Maitenant, les techniques de cultures de cellules et de tissus d’insectes sont établies
depuis environ 30 ans, comme une approche de succes et de valeur, qui sera développée

et améliorée pour servir a 1I’étude et A I’isolement des pathogenes d’insectes.

En ce qui concerne 1’établissement de cultures de cellules de doryphore, il y a eu
récemment, la description d’une lignée cellulaire établie a partir des tissus embryonnaires
(oeufs) de doryphore (Diibendorfer et Liebig, 1992). Le but principal de ce travail a ét€ une
étude de I’embryologie et de I’endocrinologie du doryphore a 1’aide des cellules
embryonnaires et des cellules différenciées qui sont produites a partir de cellules
embryonnaires avec ou sans addition d’ecdysone. Son deuxieme but était d’étudier I’activité

de toxines du Bacillus thuringiensis a 1’aide des cellules embryonnaires de doryphore. Mais

rien n’a encore été publié€ par ces auteurs a ce sujet.

Aucune culture de cellules de doryphore a partir de tissus de larves, de nymphes et

d’adultes, n’a été rapporté jusqu’a ce jour dans la littérature.
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1.4.2. L’EVALUTION DE LA TOXICITE DE DIVERSES SOUCHES DU B. T. A

L’AIDE DE TESTS DE CYTOTOXICITE EN CULTURE CELLULAIRES

La culture de cellules d’insectes a été employée pour I’isolation et I’identification
de virus d’insectes ou transmis par les insectes et pour leur étude (Whitaker et Whitaker,
1972; Paul, 1970). On espere que des cellules d’animaux ou d’insectes cultivées qui sont

utilisées pour les tests "in vitro” remplaceront les essais sur animaux (Butler, 1988).

Mclintosh et al. (1985) se sont servis de 5 lignées cellulaires de 1épidopteres pour
multiplier et étudier des virus (A.c. MNPV, T.n.MNPV, G.m.MNPV) et ils ont obtenu de
bons résultats. Avec les bactéries ou leurs toxines pathogenes d’insectes, on a aussi fait des
bioessais basés sur la cytotoxicité au niveau de culture de cellules, surtout avec Bacillus
thuringiensis depuis 20 ans, avec des résultats intéressants (Yoshida et al., 1993; McCarthy

et al., 1988; Dai et Gill, 1993; Angsuthanasombat et al., 1991).

Par rapport aux toxines des diverses souches de Bacillus thuringiensis, on a utilisé

les cultures de cellules d’insectes pour étudier leurs modes d’action tant au point de vue
cytolytique, qu’ultrastructurale, que biochimique, pour isoler les récepteurs membranaires
de ces toxines et comme outil pour leur dosage (Knowles et Ellar, 1987; Murphy et al.,

1976; Knowles, 1989; Johnson, 1987).
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La plupart des études ont été faites sur des cellules de moustique (Aedes aegypti)
et les cellules de tordeuse des bourgeons de 1’épinette (Choristoneura fumiferana), et ayant

rapport avec les toxines de Bacillus thuringiensis var. israelensis et Bacillus thuringiensis

var. kurstaki (Ingle et al., 1993; Nishiitsutsuji-Uwo et al., 1980; Johnson, 1983; Himeno

et al., 1985).

Pour I’étude des cellules de doryphore avec les toxines de Bacillus thuringiensis var.

tenebrionis, Bacillus thuringiensis var. San Diego jusqu’a présent, il n’y en a pas de

rapporté. Nos objectifs: 1) mesurer les activités cytolytiques des divers toxines de plusieures

souches de B.t. sur cellules de doryphore; 2) et éventuellement étudier leur mode d’action.
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CHAPITRE II



MATERIELS ET METHODES

2.1. COLLECTE DE DORYPHORES

Dans le but d’effectuer nos travaux concernant 1’établissement de lignées cellulaires
permanentes de doryphore et I’évaluation de la toxicité pour celui-ci de diverses souches

de Bacillus thuringiensis, il a été nécessaire d’effectuer des collectes de 1’insecte en champ.

Au Québec, a la fin du mois de mai, quand la température est de plus en plus
élevée, les doryphores adultes hivernants montent vers la surface du sol. Au début du mois
de juin, les pommes de terre sont cultivées dans le champ. Les tiges des plants de pomme
de terre ont grandi au-dessus du sol un peu plus tard et avec la température et I’humidité
qui sont aussi des conditions importantes pour la sortie de doryphore, les adultes sortent

progressivement du sol vers les plants de pomme de terre.

A cette période, on collectait soit les adultes de doryphore, ou dans les 15 2 20 jours
suivants, on collectait des oeufs de doryphore, ou dans les 25 a 30 jours suivants, on
pouvait collecter les larves de doryphore. En I’espace de 30 a 45 jours, le doryphore peut

finir une génération de sa croissance. Si le climat est bon, il se multiplie plus vite dans le
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FIGURE 3

PHOTOGRAPHIE D’UNE COLLECTE DE DORYPHORES
DANS UN CHAMP CULTIVE DE POMMES DE TERRE

DE LA REGION DE TROIS-RIVIERES






champ de pomme de terre. On peut récolter 2 a 3 générations de doryphore avec les trois
stades; oeuf, larve et adulte, du mois de juin & septembre. Ainsi, nous avons pu obtenir

beaucoup d’échantillons de doryphore pour notre travail.

Toutes les collectes sont effectuées dans des champs ol sont cultivées des pommes

de terre dans la région de Trois-Rivieres (Figure 3).

Certaines proviennent des collectes de Monsieur Fradette (Réseau de dépistage
agricole du centre du Québec), mais aussi directement de champs de pommes de terre dans

la région de Trois-Rivieres par Melle. Maryse Béland.

2.2. L’ELEVAGE DU DORYPHORE

Ayant besoin de beaucoup de doryphores pour les essais de mise en culture de
cellules méme en hiver, on a collecté beaucoup de larves, d’adultes, d’oeufs du doryphore

en automne, a la fin des cultures en champs, pour démarrer un élevage en laboratoire.

En laboratoire, tout d’abord, les plants de pomme de terre sont cultivés en pots dans
une chambre de croissance avec éclairage et température adéquates a leur croissance. Les
pots de plants de pomme de terre sont placés dans une cage dont les parois latérales sont

en plexiglass et le sommet fermé par un cadre en mousseline afin d’éviter la fuite des
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FIGURE 4

PHOTOGRAPHIE ILLUSTRANT
L’ELEVAGE D’ADULTES ET DE LARVES

DE DORYPHORE EN LABORATOIRE






FIGURE 5

PHOTOGRAPHIE ILLUSTRANT L’ELEVAGE A PARTIR

D’OEUFS DE DORYPHORE EN LABORATOIRE






doryphores (Figure 4). Ceux-ci (grosses larves et adultes) sont déposés sur la plante et se
nourrissent de ses feuilles dans des conditions de température, d’éclairage et d’humidité
controlées: 22 a 24°C, 16:8 heures, 60 2 70%. Les oeufs, ont été mis dans un recipient en
plastique qui était aussi fermé au sommet par un cadre en mousseline afin d’éviter la sortie
de jeunes larves de doryphore; elles se sont nourries des feuilles du plant de pomme de
terre (Figure 5). Les conditions climatiques d’élevage sont les mémes qu’avec 1’élevage
d’adultes du doryphore. Quant les larves sont suffisamment grosses, elles sont transférées
sur les plants de pomme de terre avec les adultes pour la fin de leur croissance et leur vie

adulte.

2.3. LA CULTURE CELLULAIRE DE DORYPHORE

En ce qui concerne la culture de cellules d’insectes, outre I’emploi de culture de
cellules d’insectes courant en arbovirologie (Payment et Trudel, 1989), les lignées
cellulaires d’insectes ont permis 1’évolution de la pathologie des insectes, comme
I’isolement et I’étude au niveau cellulaire de germes entomopathogenes, de virus, de toxines
bactériennes et fongiques. Surtout, les cultures cellulaires d’insecte ont ét€ démontrées étre
un substitut valable de I’insecte pour évaluer des pathogenes tel que les virus (Belloncik et

al., 1989; McIntosh et al., 1985), les bactéries (Bacillus thuringiensis) (Masson et al.,

1989; Johnson, 1981 et 1987; Nishiitsutsujiuwo et al., 1980; Gringorten et al., 1990).
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2.3.1. LE CHOIX DES MILIEUX DE CULTURE CELLULAIRE

Les milieux de culture cellulaire comprennent des composantes organiques et
inorganiques tels des sels, des sucres et des acides aminés etc... Chaque composante de
ceux-cl est contenue en une quantité spécifique pour la culture cellulaire de chacune des
differents especes d’insectes (Kruse et Patterson, 1973). De plus le pH du milieu obtenu
apres I’ajout des diverses composantes doit étre ajusté 2 un pH optimum pour la croissance
des cellules de I’insecte en question. Aussi, les milieux ont besoin de 1’ajout d’une solution
a 1% d’antibiotique (mélange pénicilline et streptomycine) pour éviter la contamination du
milieu de culture cellulaire par des bactéries (Wyatt et Wyatt, 1980; Grace, 1982; Payment

et Trudel, 1989).

Les milieux qui sont utilisés pour la croissance de cellules d’animaux et d’insectes

sont sous forme liquide ou en poudre et sont disponibles commercialement (Butler, 1988).

Pour le choix des milieux de culture de cellules de doryphore, nous nous sommes
référés aux catalogues de compagnies de produits de cultures cellulaires et nous avons
utilisé plusieurs milieux qui nous apparaissaient propices les meilleurs pour les cultures
cellulaires d’insecte (Tableau 1): #1. milieu EX-CELL 400 (JRH BIOSCIENCES)
additionné de 20% de sérum de veau foetal (GIBCO), 1% de mélanges des lipides

(SIGMA) et 1% d’antibiotiques (6,13 mg/ml de penicilline et 13,5 mg/ml de
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TABLEAU 1: MILIEUX DE CULTURE DE CELLULES UTILISES

POUR L’OBTENTION DE PRIMO-CULTURES

MILIEUX SERUM DE VEAU AUTRES pH
FOETAL
EX-CELL 400 20% 1% mélange de 7.0
lipides
1% antibiotiques

EX-CELL 400 5% 1% antibiotiques 6.8
GRACE 20% 1% antibiotiques 6.3
TCI10 20% 1% antibiotiques 6.5
M3 10% 1% antibiotiques 6.4
M3 20% 1% antibiotiques 6.8
RPMI 1640 10% 1% antibiotiques 6.8
RPMI 1640 20% 1% antibiotiques 7.0
IPL-41 10% 1% antibiotiques 6.3
‘IPL-41 20% 1% antibiotiques 6.5
MOUSTIQUE 10% 1% antibiotiques 6.4
MOUSTIQUE 20% 1% antibiotiques 6.8
SCHNEIDER’S 10% 1% antibiotiques 6.7
SCHNEIDER’S 20% 1% antibiotiques 7.0
MITSUHASHI- 10% 1% antibiotiques 6.5
MARAMOROSCH
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streptomycine); #2. milieu EX-CELL 400 additionné de 5% de sérum de veau foetal et 1%
d’antibiotiques; #3. milieu GRACE (SIGMA) additionné de 20% de sérum de veau foetal
et 1% d’antibiotiques; #4. milieu TC 10 (GIBCO) additionné de 20% de sérum de veau
foetal et 1% d’antibiotiques; #5. milieu M3 (SIGMA, SHIELDS AND SANG M3)
additionné de 10% ou 20% sérum de veau foetal et 1% d’antibiotiques; #6. milieu RPMI
1640 (GIBCO) additionné de 10% ou 20% sérum de veau foetal et 1 % d’antibiotiques; #7.
milieu de MOUSTIQUE (GIBCO) additionné de 10% et 20% sérum de veau foetal et 1%
d’antibiotiques; #8. milieu IPL-41 (GIBCO) additionné de 10% ou 20% de sérum de veau
foetal et 1% d’antibiotiques; #9. milieu de DROSOPHILE DE SCHNEIDER (GIBCO)
additionné de 10% ou 20% de sérum de veau foetal et 1% d’antibiotiques; #10. milieu de
MITSUHASHI-MARAMOROSCH (GIBCO) additionné de 10% de sérum de veau foetal
et 1% d’antibiotiques. Tous ces milieux étaient nécessaires puisque nous ne connaissions
pas au départ le milieu optimum pour démarrer les lignées cellulaires des divers stades du

doryphore.

2.3.2. PRIMO-CULTURE

La méthode de culture de cellules se divise habituellement en deux étapes, soit la

période de la primo-culture et la période de passages subséquents de la culture cellulaire.

L’étape de primo-culture est établie par une inoculation dans un milieu de fragments
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de tissus vivants qui sont pris directement de 1’animal ou de I'insecte (Butler, 1988).

En ce qui concerne la culture de cellules de 1'oeuf, on utilise une technique
comparable a celles de Lynn (1989) et Diibendorfer et Liehig (1992). Afin d’éviter toute
contamination, avant d’employer les oeufs embryonnés de doryphore pour les cultures de
cellules, la surface des oeufs a besoin d’étre stérilisée avec une solution d’eau de Javel (6%
d’hypochlorite de sodium) pendant 2 minutes et une solution d’antibiotiques (6,13 mg/mi

de penicilline et 13,5 mg/ml de streptomycine) pendant 3 minutes.

Pour chaque boite ou Pétri de culture cellulaire, on a employé 10 a 20 oeufs. Lors
de la stérilisation pendant une minute avec la solution d’eau de Javel, on ajoute également
une goutte de Tween 80, agent mouillant qui réduit la tension de surface et permet un
meilleur contact avec 1’agent stérilisant tout en détachant les oeufs les uns des autres. Apres
la stérilisation, les oeufs sont lavés une fois avec du milieu de culture de cellules, puis les
oeufs sont immergés dans la solution d’antibiotiques (6,13 mg/ml de penicilline et 13,5
mg/ml de streptomycine) pendant une minute et sont lavés avec du milieu de culture de
cellules encore; enfin, ils sont coupés et triturés en morceaux avec un mini-scalpel

(fragments de lame de rasoir montés sur un porte-aiguille) sous le microscope binoculaire.

En ce qui concerne la culture de cellules d’adultes et de larves, on préleve de

I’hémolymphe d’adultes ou de larves. Les surfaces ont aussi besoin d’étre stérilisées avec
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une solution de 70% d’alcool éthylique dans laquelle on immerge 1’insecte pendant 2
minutes. Par la suite, on utilise une aiguille pour piquer le c6té de 1’abdomen ou le coté
du thorax de I’adulte ou de la larve et on préleve avec une pipette Pasteur stérile moins

d’un millilitre d’hémolymphe par larve ou adulte.

L’ensemble de ces opérations sont effectuées dans une hotte stérile et le

manipulateur porte des gants stériles et un masque de chirurgie.

Les morceaux d’oeufs triturés ou d’hémolymphe prélevés d’adultes ou de larves,
sont cultivés dans des Pétris (35mm x 10mm) ou des boites (25cm?) Falcon de culture de
cellules avec 1 ml ou 2 ml du milieu frais de culture de cellules. Les Pétris contenants les
cultures primaires seront scellés avec du papier de paraffine et transférés ensemble avec les
boites de culture cellulaire dans un incubateur a 28°C. On observe régulierement 1’aspect

des primo-cultures au microscope inversé.

Apres environ sept jours, les fragments de tissus vont commencer a se developper
par multiplication cellulaire (Ducros et al., 1991). Dans les heures ou la journée qui suit
la mise en culture, des fragments de tissus ou des cellules se fixent a la surface de plastique

du Pétri ou de la boite Falcon.

A ce stade se termine la procédure de la primo-culture de culture cellulaire.
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2.3.3. SOUS-CULTURE

Les cultures secondaires ou sous-cultures sont établi a partir de la primo-culture ou

culture primaire (Bulter, 1988).

Pour la sous-culture de suspension cellulaire, il faut changer le milieu de culture
environ une fois tous les sept jours et il faut effectuer une dilution de la densité cellulaire
avec du milieu frais, jusqu’a la concentration voulue de cellules (Bulter, 1988). La moitié
des cellules vont successivement étre partagées dans d’autres boites auxquelles on ajoute
du milieu neuf, ce qui constitue un passage en culture de cellule. C’est la sous-culture

(Ducros et al., 1992).

Pour les primo-cultures des cellules de doryphore, apres le démarrage de la
primo-culture, on a ajouté du milieu neuf (1.5 ml) une fois a toutes les semaines et lorsque
le volume du milieu a atteint 3 m/ (dans un pétri) ou 5 ml (dans une boite), 2 ml sont
remplacés par du nouveau milieu complet. On enleve donc 2 ml du vieux milieu de culture
que I’on centrifuge, puis on reprend le culot de cellules ou fragments avec du milieu neuf,
et on rajoute le tout dans la bouteille (boite) de primo-culture. Quand le tapis de cellules
devient confluent il faut que les cellules soient divisées en deux lots avec du milieu frais.
On détache delicatement les cellules par pipettage , puis on partage les moitiés dans deux

boites, et I’on ajoute une moiti€ de milieu frais soit environ 2 ml. Ce qui constitue un
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passage ou une sous-culture. Plus il y a de passages de cultures de cellules, plus la culture

se stabilise.

Toutes les manipulations pour les cultures des cellules sont effectuées sous la hotte

a flux laminaire et en utilisant des instruments stériles.

2.4. LA CARACTERISATION DE LA LIGNEE CELLULAIRE PERMANENTE

OBTENUE

Pour bien caractériser les lignées cellulaires permanentes obtenues sur ses aspects
morphologiques et physiologiques avant 1’étude des effets des entomopathogenes qui sera
effectuée, on a caractérisé la morphologie cellulaire en microscopie optique et électronique,

puis déterminé le caryotype et le temps de doublement.

2.4.1. MORPHOLOGIE CELLULAIRE EN MICROSCOPIE OPTIQUE

La morphologie cellulaire d’un insecte se divise normalement en cinq types
caractérisés soit par des cellules épithéliales, des cellules fibroblastiques, des cellules
musculaires, des cellules nerveuses et des cellules de 1’hémolymphe (Balter, 1988). On peut
observer la morphologie cellulaire avec le microscope optique invers€. On a pris les photos

de morphologie cellulaire en microscopie optique inversée (Figure: 7.).
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2.4.2. MORPHOLOGIE CELLULAIRE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

L’ultrastructure des lignées cellulaires a été étudiée également en microscopie
électronique. Une boite de cellules de la lignée demarrée d’hémolymphe d’adultes de
doryphore (DAT1) au 30i¢me passage et presque confluente est vidée délicatement du milieu
de culture. Le tapis cellulaire est fixé avec une solution de 4% de glutaraldéhyde dans une
solution tampon cacodylate (0,1 M, pH 7,4) 30 minutes a la température de la piece. La
solution de fixateur est remplacée par une solution fraiche et le tout incubé une demi-heure
a la température de la piece puis placé a 4°C pour 24 heures. On lave par la suite le tapis
cellulaire trois fois avec du tampon cacodylate sans fixateur. Chaque bain de lavage dure
une demi-heure. Le tout est suivi d’une post-fixation au tétroxyde d’osmium a 2% dans la
méme solution tampon pendant une heure a la température de la piece. On lave rapidement
le tapis a ’eau distillée. Le tapis cellulaire est gratté du support de plastique de la boite
de culture a I’aide d’un policeman et le liquide restant contenant les fragments du tapis

cellulaire transféré dans des tubes Eppendorf. On centrifuge a 1000 r.p.m. 5 minutes.

Les processus de déshydratation et d’enrobage sont effectués de la maniere suivante:
premier bain d’acétone 2 50% pendant 10 minutes; deuxieéme bain d’acétone a 70% pendant
10 minutes; préinclusion des cellules dans l'agar a 1%; le culot de cellules apres
centrifugation dans ’agar liquide est récupéré et refroidi puis coupé en morceaux d’environ

1 mm®; troisi¢me bain d’acétone 2 90% pendant 10 minutes; quatrime bain d’acétone 2
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100% pendant 10 minutes. Les deux bains suivants sont dans de I’oxyde de propylene
pendant 10 minutes chacun. Un bain de 50% d’oxyde de propylene et de 50% d’Epon suit.
Un bain d’Epon pur par la suite pendant une nuit, et on fait la polymérisation des blocs 24
heures a 60°C. Des coupes de ces blocs sont effectuées a 1’ultramicrotome et récuperées
sur grille puis colorées par une double imprégnation a 1’acétate d’uranyle et au citrate de
plomb (Reynolds, 1963). L’observation et la prise de microphotographies ont été faites sur

un microscope électronique EM Zeiss 10 CR sous 80 Kvolts.

Toute cette procédure de microscopie électronique a été réalisée pour nous par le
service de microscopie électronique de la Station de Pathologie Comparée de 1'Institut
National de la Recherche Agronomique (INRA) & Saint-Christol-les-Ales, France (Figure:

8).

2.4.3. ANALYSE DU CARYOTYPE

Le nombre des chromosomes est déterminé pour chaque lignée cellulaire par un
protocole similaire a celui de Schneider (1973). Les cellules sont incubées de 18 a 24
heures a 28°C dans du milieu de culture qui contient 50 ug/ml de colchicine (SIGMA). Les
cellules sont détachées de la surface de la boite par pipettage puis centrifugées dans un tube
a essai stérile a 3,000 r.p.m. pour 10 minutes dans une centrifugeuse de table. Le culot de

cellules est repris dans de ’eau distillée pour un premier lavage et laissé€ a la température
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de la piece 10 minutes pour permettre également le gonflement des cellules. Une deuxieme
centrifugation est suivie d’une deuxi¢me période de lavage de 10 minutes a la fin de
laquelle on recentrifuge les cellules en suspension. La fixation des cellules est effectuée
avec 2,5 ml d’une solution d’acide acétique glacial additionné de 95% de méthanol (alcool
méthylique) (1:3) dans laquelle on resuspend le culot de cellules et on incube 15 minutes.
Apres la période de fixation, on procede a une derniére centrifugation, et on resuspend le
culot de cellules dans la solution de coloration des chromosomes soit la solution d’orcéine
(Annexe: 1). On incube de 15 minutes a 24 heures. Une goutte du culot coloré est mise sur
une lame de microscope et couverte avec une lamelle. On enleve le liquide résiduaire avec
du papier. Pour étaler les chromosomes, on fait éclater les cellules en tapant avec la gomme

d’un crayon sur la lamelle et on observe au microscope.

2.4.4. TEMPS DE DOUBLEMENT

Nous démarrons avec une concentration de 35,000 cellules par millilitre de milieu
de culture cellulaire dans des Pétris (35mm x 10mm) et chaque Pétri regoit 1 millilitre de
suspension de cellules. Les Pétris sont incubés a 28°C. Les cellules sont détachées des
Pétris par pipettage successifs puis les cellules de cette suspensoin sont colorées au violet
cristal (Annexe: 2) soit une partie de suspension de cellules avec une partie de colorant, le
violet cristal qui peut colorer les cellules vivantes (Payment et Trudel, 1989), pendant 2 a

3 minutes. On a dénombré les cellules dans 3 Pétris a chaque jour a 1’aide de ’hématimetre
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(Annexe: 3). A la fin I’expérience, a 1’aide d’une courbe de la croissance de cellules, on
peut déterminer le temps de doublement par un calcul voir Annexe: 4. Ce temps de

doublement a été mesuré pour chaque lignée et apres divers nombres de passages.

2.5. DOSAGE DE L’EFFET CYTOLYTIQUE DE TOXINES DE SOUCHES DE

BACILLUS THURINGIENSIS SUR LES CELLULES DE LA LIGNEE

PERMANENTE OBTENUE D’ADULTES ET DE LARVES DE DORYPHORE

On a utilisé pour ces tests trois préparations commerciales de Bacillus thuringiensis

spécifiques pour le doryphore; le M-ONE® 2 base de la variété San Diego de Mycogen
Corporation, le MYX 1806® 2 base de la méme variété mais manipulée génétiquement, et
le TRIDENT® i base de la variété tenebrionis de Sandoz Agro Canada, Inc. On a
également utilisé 3 titre de comparaison une formulation commerciale de la variété
israelensis spécifique pour dipteres, le TEKNAR-HPD® de Zoecon Canada Inc.; la méme
compagnie a fourni un "Blank®" formulé avec les ingrédients inertes du TEKNAR-HPD®;
et finalement une formulation commerciale le THURICIDE® (marque déposée de Sandoz
inc.) a base de la variété kurstaki spécifique pour lépidopteres, qui provient de C.I.L.

(Tableau 2).
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TABLEAU 2: DIVERSES SOUCHES DE BACILLUS THURINGIENSIS

ET BLANK UTILISEES

NOM COMMERCIAL

SOUCHE DU B.T.

COMPAGNIE

M-ONE®
MYX1806®
TRIDENT®
TEKNAR-HPD®
THURICIDE®

BLANK®

San Diego
San Diego
tenebrionis
israelensis
kurstaki

aucune

Mycogen Corporation
Mycogen Corporation
Sandoz Agro Canada Inc.
Zoecon Canada Inc.
C.IL.

Zoecon Canada Inc.




2.5.1. LA SOLUBILISATION DES TOXINES

Pour avoir un effet toxique en culture cellulaire les cristaux toxiques pour les
insectes doivent étre dissous en fragments toxiques. On a utilisé la technique de Thomas
et Ellar (1983) modifiée. Les cristaux sont dissous par 1’addition d’un volume égal de 0.5
M Na,CO,; (pH 10.5) a 100 mg/ml de préparations commerciales ou de "Blank" et
incubation a 37°C pour 24 heures. La solution est alors neutralisée par du HCI (5 M) et
centrifugée pour éliminer le matériel insoluble a 1’aide d’une centrifugeuse Sorvall RC 5
(téte ss-34) a une vitesse de 12,000 R.P.M./minute pendant 30 minutes a 4°C. Le

surnageant est filtré sur filtre de porosité 0,45 um (Millipore).

2.5.2. DOSAGE DES PROTEINES DES SURNAGEANTS DE SOLUBILISATIONS

Afin de quantifier les tests, un dosage de protéines est effectué par la méthode
Bio-Rad qui consiste en une technique de quantification des protéines par
spectrophotométrie. L’albumine bovine servira de témoin pour établir une courbe standard
(D.O. vs ug de protéine) au préalable. On a utilisé la procédure du microessai de Bio-Rad

(Anonyme, 1979) (Annexe 5). Elle est faite sur chacune des solutions dissoutes.
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2.5.3. LE TEST DE CYTOTOXICITE EN CULTURE DE CELLULES

DE DORYPHORE

Les cellules qui sont des substitut de I’insecte ont été souvent utilisées pour effectuer

des essais biologiques avec Bacillus thuringiensis depuis les années 70. L’étude par cette

technique du mode d’action de la toxine du B.t. peut représentée 1’activité de la toxine "in

vitro" (Himeno et al., 1985; Johnson, 1981 et 1987).

2.5.3.1. LA METHODE D’ESSAI CYTOTOXIQUE CLASSIQUE

Les cellules d’une boite de culture d’une lignée cellulaire permanente obtenue du
doryphore sont détachées du plastique par pipettage et 150 u/ de la suspension cellulaire a
une concentration de 35,000 cellules / m/ sont ensemencés dans chacun des puits d’une
microplaque de culture de cellules a 96 puits (Falcon, Corning). Les microplaques sont
incubées 24 heures a 28°C avant 1’ajout de 50 u/ des différentes dilutions des solutions de
toxines dissoutes avec du milieu de culture frais. La concentration de protéine a une
dilution donnant 50% de puits avec de la lyse de cellules est calculée apres 24 heures en
utilisant la méthode de calcul de la DTCT50 (Dose toxique en culture de tissu pour 50%
des puits avec la lyse) (Annexe 6) (Payement et Trudel, 1989). On peut alors trouver la

dose toxique a 50% de toxines de chacun des B.t. et les comparer entre elles.
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2.5.3.2. LA METHODE D’EVALUATION DE LA CYTOTOXICITE PAR
MESURE DE LA VIABILITE CELLULAIRE PAR MARQUAGE ET

DETECTION DU 5-Bromo-2’-Deoxy-Uridine (BrdU)

La méthode de mesure de la viabilité cellulaire par incorporation du BrdU a I’ADN
cellulaire en cours de synthese et détection par la suite a I’aide du KitlII, est une nouvelle
méthode remplagant la technique de dénombrement et d’observation visuelle peu sensible
et les techniques utilisant des marqueurs de viabilité radioactifs a savoir la thymidine tritiée
ou le chrome 51. La BrdU est incorporée a I’ADN dans les cellules en division active a la
place de la thymidine. Suite a la fixation des cellules, la BrdU peut étre détectée par un
anticorps spécifique couplé a un marqueur, la péroxydase, puis une réaction avec le substrat

de cet enzyme.

Des cellules en croissance ayant une concentration a 200,000 cellules par millilitre
sont ajoutées a raison de 75 ul/ dans chacune des cupules d’une microplaque et incubées a
28°C pendant 3 jours. On a remplacé le vieux milieu avec 75 ul/ de milieu neuf de culture
cellulaire et également on a ajouté 25 ul par cupule de différentes dilutions des solutions
de toxines dissoutes avec du milieu de culture cellulaire et puis incubées pendant 24 heures.
On a calculé la DTCT50 du B.t. et on a ajouté 10 u/ de 1a solution du BrdU. Le BrdU est
un analoque de nucléotide qui est incoporé dans les ADN a la place de thymidine lors de

la synthese de I’ADN. Le test de mesure de la croissance de cellules est effectué a 4 jours
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apres la incoroporation du BrdU. La méthode est la suivante:

1. FIXATION DE CELLULES: Pour préserver les synthéses initiales d’ADN, les

cellules sont arrétées par 1’addition d’un fixateur (1:3 d’acide citrique et d’éthanol a 70%)
apres un certain temps de croissance. On enléve les solutions dans les puits, on ajoute 200
ul par puits de fixateur prérefroidit et on laisse la microplaque au réfrigérateur a -20°C

pendant 30 minutes.

2. NETTOYAGE DE CELLULES: Apres avoir enlevé la solution de fixation, on

lave les cellules 3 fois avec 250 ul par puits de milieu ou de P.B.S. (Annexe 7) qui contient

10% de sérum.

3. ADDITION DES NUCLEASES: L’ADN des cellules est partiellement digéré par

des nucléases (ADNase et ARNase) pour une meilleure détection. Les cellules sont incubées

avec 100 pl par puits de la solution de travail de nucléase A 28°C pendant 30 minutes.

4, LAVAGE DE CELLULES: Apres avoir enlever la solution de nucléase, on lave

les cellules 3 fois avec 250 pl par puits de milieu ou de P.B.S. qui contient 10% de sérum.

5. ADDITION D’ANTI-BrdU-POD: Un anticorps anti-BrdU couplé a la péroxydase

réagit avec le BrdU present dans I’ADN. On ajoute 100 pl par puits de la solution de
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travail d’Anti-BrdU-Pod (fragments fab) et les cellules sont incubées a 28°C pendant 30

minutes.

6. NETTOYAGE DE CELLULES: Les cellules sont lavées 3 fois avec 250 !l par

puits de tampon apres avoir enlevé les solutions de 1’ Anti-BrdU-Pod.

7. ADDITION DU SUBSTRAT ABTS DE LA PEROXIDASE®: Le péroxidase
réagit avec son substrat I’ABTS® et forme un complexe enzyme-substrat. D’autre part, la
péroxidase catalyse le substrat ABTS® pour donner un produit de réaction coloré. On
additionne donc 100 u/ par puits de la solution du substrat de la péroxidase mélangée avec
I’amplificateur du substrat au préalable. On incube a la température de la piece jusqu’a

I’apparition de couleur verte de cette solution environ 2 a 30 minutes.

8. LECTURE AU SPECTROPHOTOMETRE DE LA REACTION AVEC LE

SUBSTRAT: On peut utiliser un lecteur d’ELISA pour mesurer I’absorbance. On peut
mesurer donc la quantité du substrat ABTS® utilisée par la péroxidase. On peut donc
quantifier la proportion de cellules viables qui ont synthétisé de I’ADN dans nos cultures.
La microplaque est mise dans le lecteur d’ELISA et lue 2 la longueur d’onde 405 nm et a
celle de référence a 490 nm; on peut également obtenir les résultats des DL.50 des toxines

du B.t..
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2.5.4. LA COMPARAISON DE LA CYTOTOXICITE DE TOXINES DE DIVERSES
SOUCHES DU B.T. SUR LES CELLULES DAl AVEC TRAITEMENT A

LA TRYPSINE ET SANS TRAITEMENT

Lors du test de la solubilisation des toxines du B.t., nous avons fait le traitement
avec la trypsine pour essayer d’augmenter la cytotoxicité de toxines de B.t. afin de faciliter
la détection de faibles quantités de toxines. Les cristaux sont dissous par 1’addition d’un
volume égal de 0,5 M Na,CO, (pH 10,5) a 100 mg/ml de préparations commerciales ou
de "Blank" et incubation & 37°C pour 24 heures. La solution est neutralisée par du HCI
(SM). A ce momment, une moiti¢ de la solution neutralisée est mélangée avec 40 ug de
trypsine par millilitre de la solution de solubilisation des toxines du B.t. ou "Blank" pendant
2 heures. Puis la solution traitée est centrifugée pendant 30 minutes 2 4°C 4 12,000 R.P.M.
par minute. A la fin, le surnageant est filtré sur filtre de 0,45 um de millipore. L’autre
moitié de solution non-traitée avec la trypsine a été centrifugée et filtrée apres la

neutralisation.
Pour le test de 1’évaluation de cytotoxicité de toxines de B.t. en culture de cellules

de doryphore DA1, nous avons utilis¢ la méme technique soit la méthode d’essai de

cytotoxicité classique.
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CHAPITRE III



RESULTATS ET ANALYSES

3.1. COLLECTE ET ELEVAGE DE DORYPHORES

3.1.1. LA COLLECTE D’INSECTES SUR LE TERRAIN

Nous avons collecté des échantillons de doryphores plusieurs fois a partir du mois
d’aoiit a septembre 1992 et a I'ét€ 1993. Beaucoup d’oeufs, de larves et des adultes de
doryphores ont été récoltés directement sur les champs de pommes de terre dans la région
de Trois-Rivieres et ramenés au laboratoire pour les essais de culture de cellules et le

démarrage d’un élevage en laboratoire (Figure: 2 et 3).

3.1.2. LA CONSERVATION EN LABORATOIRE DES INSECTES RECOLTES

Apres la récolte des doryphores, nous avons commencé les essais de culture de
cellules a partir des trois formes du doryphore (oeuf, larve et insecte adulte) et démarré
I’élevage en laboratoire. Mais, souvent on ramenait trop de doryphores. Il fallait donc
ralentir leur développement et les conserver avant utilisation. Nous les avons donc
conservés au réfrigérateur a 4°C, 40 a 50% d’humidité, et sans lumiere avec comme

nourriture du feuillage de pomme de terre dans un pot de plastique (20cm x 14cm x 12¢m)
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FIGURE 6

Photographie illustant la conservation du doryphore au réfrigérateur. Les
adultes sont conservés a 4°C dans un récipient en plastique qui était aussi
fermé au sommet par un cadre en mousseline avec un peu de feuillage de

plant de pomme de terre.






avec un couvert ayant une fenétre de mousseline. Les doryphores peuvent étre conservés

au moins un mois de cette maniere. (Figure: 6)

3.1.3. LE DEMARRAGE D’UN ELEVAGE EN LABORATOIRE

A P’automne 1992, nous avons commencé a démarrer 1’élevage de doryphores en
laboratoire afin d’avoir beaucoup de doryphores a utiliser, notamment en hiver. Les adultes
de doryphores ramenés du champ, s’élévent sur les plants de pomme de terre en
laboratoire. Ils s’accouplent par la suite. Une semaine plus tard, les femelles adultes
pondent des masses d’oeufs sous les feuilles. Le nombre d’oeufs d’une masse est variable.
Elle peut comprendre 30 a 50 oeufs. Les oeufs proviennent soit de récoltes en champs ou
sont déposés par les femelles adultes sur les plants de I’élevage. Les oeufs éclosent apres
une semaine donnant le premier stade larvaire sur la masse d’oeufs. Ces larves se
nourrissent du feuillage du plant de pomme de terre. Les larves provenant du champ et de
1I’éclosion sont mises sur les plants de pomme de terre. Lorsqu’elles sont plus grosses au
4iéme stade larvaire, elles tombent et s’enfoncent dans le sol, se transformant en nymphes
et émergent sous forme adulte environ 10 a 15 jours plus tard. Donc nous avons pu
reproduire en laboratoire le cycle de vie complet du doryphore. Ceci peut nous fournir des
doryphores en tout temps. De septembre 1992 & mai 1993, nous avons obtenu quatre
générations d’adultes de doryphore, trois générations d’adultes de juin a septembre 1993

et trois générations d’adultes d’octobre 1993 a avril 1994.
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C’est grice a cet élevage en laboratoire que nous avons pu obtenir suffisamment
d’oeufs de doryphore pour démarrer une culture cellulaire a partir d’oeufs embryonnés de
I’insecte puisque nous n’en avions pas une quantité suffisante provenant des récoltes sur le

terrain pour procéder a cette mise en culture. (Figure: 4 et 5)

3.2. ETABLISSEMENT DES LIGNEES DE CELLULES DE DORYPHORE

3.2.1. CHOIX DU MEILLEUR MILIEU

Pour choisir les milieux de culture de cellules, nous avons, au préalable, utilisé les
milieux (Tableau: 1) qui sont habituellement employés pour les cultures de cellules

d’insectes.

En ce qui concerne les facteurs favorisant la croissance des cellules de doryphore,
en plus des suppléments nutritifs pour la croissance tels que le sérum foetal de veau et les
lipides, on a aussi envisagé ’influence d’un facteur comme le pH. Nous avons donc mesuré
le pH des milieux de culture cellulaire (voir tableau 1) pour savoir si le pH des divers
milieux était compatible avec le pH du milieu corporel du doryphore. Nous les avons
comparés avec les données de Pelletier et Clark (1992). Ils donnent un pH de
I’hémolymphe d’adulte de 6,53 + 0,01 pour le mile, de 6,6 + 0,03 pour la femelle, et

pour I’hémolymphe de la larve de 6,58 + 0,02. Ces valeurs de pH des divers stades de
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I’insecte sont compatibles avec les pH de nos divers milieux de cultures.

Nous avons testé tous ces milieux de cultures (voir tableau 1) lors des essais de mise
en culture de cellules de doryphore pour I’obtention de primo-cultures. Une premiere série
d’essais a ét€ effectuée avec les oeufs, les larves et les adultes de doryphore d’abord de
juillet 2 décembre 1992, puis une autre série avec les larves et les oeufs a I'été et a
I’automne 1993. Nous avons obtenu des résultats intéressants avec deux de ces milieux.
Nous avons réussi a établir des lignées cellulaires de doryphore dans les milieux Ex-CELL

400 et M3.

Les milieux des lignées de cellules établies sont:(voir tableau: 3)

#1. La culture de cellules a partir d’hémolymphe d’adultes (DA1 et DA2) est

maintenue dans le milieu EX-CELL 400.

#2. La culture de cellules a partir d’hémolymphe de larves (DL1) est aussi

maintenue dans le milieu EX-CELL 400.

#3. La culture de cellules a partir de fragments d’oeufs embryonnés (DO1) est

maintenue dans le milieu M3 (SHIELDS et SANG M3).
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3.2.2. OBTENTION DES LIGNEES CELLULAIRES PERMANENTES

Lors de la primo-culture des fragments oeufs embryonnés, les fragments d’oeufs
sont cultivés dans une boite avec du milieu de culture et ils se sont attachés a la surface
de boite plastique. On a pu voir par la suite que des vésicules sont apparues au bout des
fragments, ou que des cellules se sont étalées autour du fragment et se sont divisées par la

suite,

Pour la culture de I’hémolymphe, au début, il y a eu apparition dans certaines
boites d’une couleur brunétre dans le milieu qui devient trés foncé (presque noire) qui est
constituée des produits de la mélanisation et divers intermédiaires toxiques qui sont produits
par les cellules elles-mémes. Ils sont toxiques pour les cellules et peuvent les inhiber dans
leur croissance. Donc, lorsque 1’on a vu la couleur foncée du milieu de culture, on a
changé le milieu de culture tout de suite ou jeté cette boite de culture cellulaire, si la lyse
était trop avancée. Cette réaction de mélanisation est vraisemblablement causée par une

hyperactivation de la phénol oxydase (Wyatt et Wyatt, 1976).

La primo-culture s’effectue dans la hotte stérile sous un microscope avec les milieux
de culture 2 tester. Pour la culture de cellules a partir de 1'hémolymphe de larve et d’adulte
du doryphore, apres la primo-culture, les cellules ont poussé lentement. On a changé 1 m/

e
du milieu pour 1 mg’milieu neuf chaque semaine et cette période pouvait durer environ 2
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TABLEAU 3: LIGNEES DE CELLULES DE DORYPHORE

OBTENUES

LIGNEE

SOURCE

MILIEU

PASSAGE

STABLE

DALl

adulte

Ex-cell 400
20% sérum de veau
foetal
1% de mélange de
lipides
1% antibiotiques

70

stable

DA2

adulte

Ex-cell 400

5% sérum de

veau foetal
1% antibiotiques

47

stable

DL1

larve

Ex-cell 400
5% sérum de
veau foetal
1% antibiotiques

34

stable

DO1

oeuf

M3
10% sérum de
veau foetal
1% antibiotiques

20

presque
stable
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mois. Lorsque les cellules sont confluentes a la surface de la boite plastique, on a fait un
passage de culture de cellules en divisant la boite-mere en deux boites-filles. Au début,
1°" et 2ieme mois de sous-cultures, on a fait le passage a tous les 10 a 15 jours. Lorsque
I’on dépasse le 40ieme passage, on fait un passage a chaque semaine ou aux 10 jours.
Maintenant au 75i&éme passage de la lignée DA1, on fait un passage apres seulement 5 a
6 jours. Au 47i¢me passage de la lignée DA?2 le passage est fait aux 8 jours. Pour la lignée
DL1 au 38i¢me passage, le passage est fait aux 7 a 10 jours. Pour la culture de cellules a
partir d’oeufs embryonnés apres la primo-culture, les cellules ont poussé plus lentement que
celles a partir de I’hémolymphe de larve et d’adulte. Le premier passage est effectué apres
2 a3 mois. Puis les cellules ont encore poussé lentement soit environ 15 jours nécessaires
par passage. A ce mom -ent-ci, les cellules d’oeufs au 20ieme passage, qui sont

cultivées dans le milieu M3, poussent  lentement soit environ 10 a 15 jours par passage.

Finalement, nous avons obtenu jusqu’a présent 4 lignées de cellules (Tableau: 3).

La premiere lignée, la lignée DA, a été premierement établie le 29 septembre 1992
a partir de I’hémolymphe d’adulte. Cette lignée en est maitenant au 70i¢me passage, et est
maintenue dans le milieu EX-CELL 400 avec 20% de sérum de veau foetal plus 1% d’un

mélange de lipides et 1% d’une solution d’antibiotiques. Elle est la plus stable.

La deuxieme lignée, la lignée DA2, qui aussi vient de ’hémolymphe d’adulte a été
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démarrée le 4 aolit 1992, et est maintenue dans le mileu EX-CELL 400 additionné de 5%
de sérum de veau foetal et de 1% d’une solution d’antibiotiques. Nous en sommes au

47ieme passage. Elle est aussi stable.

La troisieme lignée, la lignée DLI1, qui est A partir de I"'hémolymphe des larves a
été démarrée le 22 juillet 1993, et est maintenue dans le milieu EX-CELL 400 additionné
de 5% ou 20% de sérum de veau foetal et 1% d’une solution d’antibiotiques. Nous en

sommes au 34ieéme passage. Elle est stable.

La quatrieme lignée, la lignée DOI1, qui vient des fragments d’oeufs embryonnés
a été démarrée le S septembre 1993, et est maintenue dans le milieu M3 additionné de 10%
de sérum de veau foetal et 1 % d’une solution d’antibiotiques. Cette lignée en est maintenant

au 20ieme passage. Elle sera bient6t considérée comme établie.

Lors du l4ieme passage de la lignée DOI, on a changé le milieu de culture du
milieu M3 additionné 10% de sérum de veau foetal et 1% d’une solution d’antibiotiques
au milieu EX-CELL 400 plus 20% de sérum de veau foetal et 1% de mélange de lipides
et 1% d’une solution d’antibiotiques. Par conséqugnt, les cellules de la lignée DOI ont
poussé plus vite dans le milieu EX-CELL 400 que dans le M3 soit 7 a 10 jours par passage
au lieu de 10 a 15 dans le M3. En ce momment, on en est au 23ieéme passage de cette

lignée dans le milieu Ex-CELL 400. Elle sera aussi bientt stable dans ce milieu.
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3.3. RESULTATS DE LA CARACTERISATION DES LIGNEES CELLULAIRES

PERMANENTES OBTENUES

Apres que les cellules se sont stabilisées, nous avons fait la caractérisation des
lignées cellulaires permanentes obtenues. Cela est pour bien connaitre les caractéristiques
des lignées des cellules obtenues et par la suite de mieux évaluer les effets des

entomopathogenes sur elles.

3.3.1. OBSERVATION DE LA MORPHOLOGIE DES LIGNEES CELLULAIRES

3.3.1.1. EN MICROSCOPIE OPTIQUE

Au départ de la primo-culture, beaucoup de vacuoles et de débris existaient dans les
boites Falcon ou les Pétris notamment pour la culture cellulaire des fragments d’oeufs
embryonnés. Apres quelques semaines, plusieurs types des cellules se sont étalés sur la
surface des boites. La culture cellulaire pour les quatre lignées cellulaires présente au début
quatre types de morphologie cellulaire en proportions a peu pres égales, sauf pour les
cellules nerveuses qui proviennent d’oeufs embryonnés. On retrouve donc des cellules de
type épithéliales, des cellules de type hémocytes, des cellules de type nerveuse et des

cellules de type fibroblastique.
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TABLEAU 4: L'OBSERVATION DE LA MORPHOLOGIE DE LIGNEES

CELLULAIRES EN MICROSCOPIE OPTIQUE

LIGNEE PASSAGE TYPE DE MORPHOLOGIE
DAl 70 épithéliale, hémocytaire
DA2 47 épithéliale, fibroblastique
DL1 38 épithéliale, hémocytaire
DOl 20 épithéliale, hémocytaire




FIGURE 7

Photographies (900x) illustrant les types cellulaires de quatre lignées de

cellules obtenues en microscopie optique.

a) Cellules de la lignée DA1 de doryphore au 73iéme passage.
On note des cellules épithéliales (») et des hémocytes (» ).

b) Cellules de la lignée DA2 de doryphore au 43ieme passage avec
des cellules fibroblastiques (») et épithéliales (> ).

¢) Cellules de la lignée DL1 de doryphore au 34iéme passage.
On note des cellues épithéliales (») et des hémocytes (> ).

d) Cellules de la lignée DO1 de doryphrore au 18i¢me passage avec
les mémes types cellulaires.

e) Cellules de la lignée DA1 soumises a I’action des toxines
solubilisées de la formulation Trident® (B.t. var. tenebrionis).

On note la lyse des cellules et la perte de leur morphologie

typique.












Au fur et 3 mesure que les cellules de culture sont de plus en plus stables, la
morphologie des cellules est aussi plus constante. A ce mo_ ment, la lignée DA1 au 70ieme
passage présente seulement deux types de morphologie cellulaire en proportions a peu pres
égales. On retrouve des cellules de type épithélial et des cellules de type hémocytaire. La
culture cellulaire de la lignée DA2 au 47i¢me passage montre deux types de morphologie
cellulaire soit des cellules de type fibroblastique et des cellules de type épithélial. La culture
de cellules de la lignée DL1 au 38ieme passage illustre deux types de morphologie
cellulaire qui sont des cellules de type hémocytaire et des cellules de type épithélial. Pour
la lignée DOLI au 20ieme passage, la cﬁlture de cellules présente deux types de morphologie
cellulaire. On retrouve la plupart des cellules de type épithélial qui sont dans le milieu M3
et des cellules de type hémocytaire qui sont dans le milieu EX-CELL 400. C’est parce que
probablement le milieu EX-CELL 400 favorise la croissance de cellules de type
hémocytaire d’oeufs du doryphore et le milieu M3 est efficace pour la croissance de cellules

de type épithélial (Figure 7) (Tableau 4).
3.3.1.2. EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

La technique de microscopie électronique a été faite en France par Docteur

Charpentier lors de son année sabbatique.

L’ultrastucture de la lignée cellulaire DA, a ét€ observée en microscopie
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FIGURE 8

Photographies illustrant la morphologie des cellules de la lignée DA1 en

microscopie €lectronique.

a) Vue générale de la culture DA1 de cellules d’adultes de doryphore
au 30ieme passage. On note la présence de vacuoles(») et
vraisemblablement, de globules de lipides (> ). (3250 x)

b) Grossissement montrant une cellule avec le réticulum
endoplasmique (»), des vacuoles et de nombreuses
mitochondries (»). (8190 x)

¢) Détail d’une cellule montrant les globules vraisemblablement
de lipides(») et des mitochondries (> ). (13000 x)

d) Coupe de la périphérie d’une cellule montrant de nombreuses

digitations (»). (13000 x)









€lectronique (Figure: 8). On observe la présence de nombreuses vacuoles, de nombreuses
mitochondries et des globules de lipides vraisemblablement d’apres I’aspect en microscopie
€lectronique (Figure: 8a et ¢). Il y a également de nombreuses digitations (pseudopodes)
en périphérie de certaines cellules (Figure: 8d). Cela montre leur nature de phagocytes. On
note finalement chez plusieurs la présence du réticulum endoplasmique (Figure: 8b) et chez

certaines un appareil de Golgi.

3.3.2. DETERMINATION DU CARYOTYPE

Pour trouver les nombres des chromosomes, nous avons compté pour chaque lignée
une centaine de cellules traitées par la colchicine colorées a 1’orcéine (voir figure 8). Nous
donnons les résultats de ces décomptes de chromosomes sur les figures 10, 11, 12, 13
(Figure 10, 11, 12, 13). Ce qui nous fournit une information initiale sur le nombre de

chromosomes de chacune des 4 lignées cellulaires de doryphore.

Nous avons trouvé les pourcentages de cellules de 4 types; soit haploide, diploide,
triploide et tétraploide pour chaque lignée obtenue. 73% des cellules de la lignée DA1 au
62iéme passage sont de type haploide avec 17 chromosomes, 23% de type diploide avec
35 chromosomes, 3.8% de type triploide, 41.5% des cellules de la lignée DA2 au 41ieme
passage sont de type diploide, 34% de type haploide, 16% de type triploide et 8.5% de

type tétraploide. 55.7% des cellules de la lignée cellulaire DL1 au 32i¢me passage sont de
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FIGURE 9

Photographies illustrant la coloration des chromosomes des cellules de
doryphore arrétées en métaphase. Notez la présence de paires de
chromosomes (»).

a) (7700 x)

b) (8000 x)






FIGURE 10

LE POURCENTAGE DES CELLULES PRESENTANT
n, 2n, 3n et 4n CHROMOSOMES

DE LA LIGNEE DA1 DU DORYPHORE



chromosome DA1

DA1 (PASSAGE 62)

haploide diploide triploide tétraploide
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FIGRUE 11

LE POURCENTAGE DES CELLULES PRESENTANT
n, 2n, 3n et 4n CHROMOSOMES

DE LA LIGNEE DA2 DU DORYPHORE



chromosome DA2

DA2 (PASSAGE 41)

haploide diploide triploide tétraploide
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FIGURE 12

LE POURCENTAGE DES CELLULES PRESENTANT
n, 2n, 3n et 4n CHROMOSOMES

DE LA LIGNEE DL1 DU DORYPHORE



chromosome DL 1

DL1 (PASSAGE 32)

haploide diploide triploide tétraploide
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FIGURE 13.

LE POURCENTAGE DES CELLULES PRESENTANT
n, 2n, 3n et 4n CHROMOSOMES

DE LA LIGNEE DO1 DU DORYPHORE



chromosome DO1

DO1 (PASSAGE 14)

haploide diploide triploide

tétraploide
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type diploide, 24.5% de type haploide, 16% de type triploide et 3.8% de type
tétraploide. 40% des cellules de la lignée DOI au 14iéme passage sont de type haploide,
38.2% de type diploide, 17.3% de type triploide et 3.6% de type tétraploide.

3.3.3. MESURE DU TEMPS DE DOUBLEMENT

Pour les temps de doublement (Annexe 4) de chaque lignée a divers passages voir

le tableau 5 (Tableau: 5).

Lignée DA1, au 28 ieme passage a un temps de doublement du nombre de cellules

d’environ 81.1 heures et au 67i¢me passage de 78.1 heures.

Lignée DA?2, au 42i¢me passage a 64 heures de temps de doublement, et au 45i¢me

passage a 47.6 heures de temps de doublement.

Lignée DL1, au 29i¢me passage a 31 heures de temps de doublement, et au 3li¢me

passage a 40.2 heures de temps de doublement.

Pour la lignée DOI qui n’est pas encore stable, on n’a pas fait de mesure de son

temps de doublement.
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TABLEAU 5: TEMPS DE DOUBLEMENT DE CHAQUE LIGNEE OBTENUE

TEMPS DE TEMPS DE
LIGNEE PASSAGE | DOUBLEMENT | PASSAGE | DOUBLEMENT
(HEURES) (HEURES)
DAI 28 81,1 67 78,1
DA2 42 64 45 47,6
DLI 29 3] 31 40,2




3.4. MISE AU POINT DE TEST DE CYTOTOXICITE EN CULTURE DE CELLULES

DE MOUSTIQUE A L’AIDE DE METHODES CYTOTOXIQUES CLASSIQUES

Dans notre laboratoire, nous avons des lignées de cellules de moustique déja

établies. Il s’agit des lignées 4, B et C d’Aedes triseriatus, et de la lignée d’ Aedes aegpyti.

Nous avons choisi donc les cellules de moustique comme modele pour évaluer la
cytotoxicité des toxines de B.t.i.(Teknar H.P.D®.) pour la mise au point du test de
cytotoxicité et par la suite appliquer le méme protocole expérimental sur les lignées de

cellules de doryphore.

B.t.i.(Bacillus thuringiensis var. israelensis) produit des cristaux toxiques contenant

des delta-endotoxines. Ce produit s’avere fortement toxique pour les dipteres et est
disponible sous forme d’une solution commerciale le Teknar H.P.D®, Tous les tests de
cytotoxicité en culture de cellules de moustique sont faits a 1’aide de la méthode cytotoxique
classique. Les résultats des techniques appliquées sont compris dans les deux parties
suivantes. Nous avons ainsi obtenu la mise au point du test de cytotoxicité classique en

culture de cellules de moustique.

3.4.1. DOSAGE DES PROTEINES TOTALES DES SURNAGEANTS DE

SOLUBILISATIONS
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TABLEAU 6: RESULTATS DE LA CYTOTOXICITE DES B.T.I. ET DU BLANK

TESTES SUR QUATRE LIGNEES CELLULAIRES DE MOUSTIQUE

Test B.t. (1) B.t. (2) B.t. 3) Blank Blank
(1) (2) (3)
[ ] DTCTso [ ] DTCTso [ ] DTCTso [ ] DTCTso
lignée mg/ml ug mg/ml ug mg/ml ug mg/ml ug
Ae.aeg. 3,6 0,05 6,24 0,05 3,92 0,06 4,48 2,0
B 3,6 0,03 6,24 0,04 3,92 0,03 4,48 1,0
C 3,6 0,014 6,24 0,04 3,92 0,03 4,48 0,92
4 2,96 0,01 4,32 0,008 3,04 0,008 2,56 1,06




Avant d’effectuer les tests de cytotoxicité sur les cultures de cellules, nous avons
effectué un dosage des protéines obtenues dans le surnageant des solutions de solubilisation
centrifugées (voir matériel et méthodes page 48). Nous avons comparé les densités optiques
obtenues par la méthode Bio-Rad pour nos diverses solutions solubilisées 2 celles obtenues
sur une courbe d’étalonnage a partir de solutions a diverses concentrations connues

d’albumine sérique de boeuf (voir annexe 35).

On peut donc trouver la concentration de protéines de toxines du B.t.i. et de la
formulation Blank en milligrammes de protéines par millilitre en reportant les valeurs de
densité optique pour chaque surnageant de solubilisation de I’albumine. (voir tableau 6)
(Annexe: 5) Lors des premiers tests, on a trouvé 3.6 mg/ml et 2.96 mg/ml en protéines
dans les solutions solubilisées de B.t.i.; et lors des deuxieémes tests, elles sont de 6.24
mg/ml et 4.32 mg/ml pour le B.t.i.; et lors des troisieémes tests, sont de 3.92 mg/ml et 3.04

mg/ml les concentrations en protéines du Blank sont de 4.48 mg/ml et de 2,56 mg/mi.

3.4.2. EVALUATION DE LA CYTOTOXICITE EN CULTURE CELLULAIRES

DE MOUSTIQUE

Apres 24 heures de contact avec les toxines solubilisées du B.t.i. et avec les
protéines du Blank sur les cellules, nous avons observé de la lyse cellulaire totale ou

partielle ou de 1’absence de lyse selon les dilutions (Figure: 14). Les protéines de la
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solution du Blank donnaient de la lyse cellulaire qu’aux dilutions 1/2 A 1/4. Apres cette
derniere dilution aucun effet n’était observé . Les valeurs des DTCT50 du Blank sur les
diverses lignées de cellules étaient toujours de 10?2 fois supérieures aux valeurs de
DTCT50 des toxines de B.t.i. sur les mémes lignées. Avec les résultats du test et a 1’aide
de la méthode de Kirber (Annexe: 6), nous avons calculé les DTCT50 (Dose toxique en
culture de tissu 2 5S0% des cupules ou puits avec des cellules lysées pour une dilution) du
B.t.i. et du Blank chaque fois. Les DTCT50 calculés sont montrées dans le tableau 6 qui
donnent les résultats du test de la DTCT50 pour trois réplicats. Ainsi nous avons comparé
en cytotoxicologie quatre lignées de cellules de moustique soit les lignées B, C, 4 d’Aedes
triseriatus et la lignée d’Aedes aegypti et toutes ces lignées cellulaires sont sensibles pour

les toxines du B.t.i..

Dans le tableau 6: les lignées cellulaires de moustique qui sont sensibles pour le
B.t.i. sont sensibles pour les toxines du B.t.i. dans ’ordre de sensibilité décroissante

suivante; la lignée 4, la lignée C, la lignée B d’ Aedes triseriatus et la lignée d’ Ae.aegypti,

les DTCT50 sont respectivement pour le premier essai de 0.01 ug, 0.014 ug, 0.03 ug et
0.05 ug; pour le deuxieme essai les valeurs sont pour les DTCT50 de chaque lignée, pour
la lignée 4 de 0.008 ug, pour la lignée C de 0.04 ug, pour la lignée B de 0.04 ug et pour
la lignée d’Ae. aegypti de 0.05 ug; et pour le troisieéme essai, elles sont pour la lignée 4
de 0.008 ugA, la lignée C de 0.03 ug, pour la lignée B de 0.03 ug et pour la lignée d’Ae.

aegypti de 0.06 ug. La lignée 4 est la plus sensible et la lignée d’Ae. aegypti est la moins
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FIGURE 14

Photographies des lignées cellulaires d’Aedes triseriatus.

a) Lignée IV au passage 155 montrant des amas de cellules

("clumps") (»), des cellules fibroblastiques (») et

épithéliales ( >) (820 x).
b) Lignée B au passage 122 montrant les mémes types de cellules

et de plus petits amas (») (820 x).
¢) Lingée C au passage 153 montrant les mémes types de

cellules (820 x).
d) Cellules de la lignée B au passage 153 apreés quatre heures

de traitement avec les toxines du B. t. i. solubilisées a la

dilution 1/500.

Notez les cellules dégénérées (») et quelques cellules réfringentes

encore vivantes ( » ). Toutes les cellules perdent leur morphologie

fibroblastique ou épithéliale (700 x).









sensible pour le B.t.i. dans ces quatre lignées de moustique. La lignée C et la lignée B ont
presque la méme sensibilit¢ pour le B.t.i.. Les expériences ont donné des effets
cytotoxiques a des concentrations de 40 a 100 fois supérieures pour les toxines du B.t.i. que

pour les protéines du Blank (voir tableau 6).

3.5. RESULTAT DU DOSAGE DE L’EFFET CYTOLYTIQUE DE TOXINES

DE SOUCHES DE BACILLUS THURINGIENSIS SUR LES CELLULES

DES LIGNEES PERMANENTES Oé-ENUES DE DORYPHORE

Avec la méthode mise au point grace aux tests de cytotoxicité en culture de cellules
de moustique, nous avons effectué des expériences sur les lignées de cellules de doryphore
pour évaluer la cytotoxicité de plusieures souches du B.t. soit la formulation Trident®
(B.t.var.tenebrionis), M-one® (B.t.var.San Diego), MYX-1806® (M-one® plus), Teknar
H.P.D®, (B.t. var. israelensis.), Thuricide® (B.t. var. kurstaki.) et Blank (sans toxines de

Teknar H.P.D.®) (voir tableau 2).
3.5.1. L’OBTENTION DE LA PROTEINE TOXIQUE

Gréice a la méthode Bio-Rad et la courbe standard de 1’albumine, la concentration
en protéines toxiques de plusieures solutions de solubilisation de diverses souches du B.t.

a été trouvée par la mesure de densité optique a 1’aide du spectrophotometre et comparaison
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a la courbe standard (voir annexe 5). Nous avons fait des tests de cytotoxicité avec cing
souches de B.t. (soit M-one®, Trident®, MYX-1806®, Teknar H.P.D®., Thuricide®.) et un
témoin le Blank. Les résultats en concentration de protéines toxiques des diverses souches

de B.t. sont donnés dans les tableaux 7, 8, 9, 10 et 11.

En ce qui concerne la concentration de protéines dans les surnageants de
- solubilisation des B.t. et du Blank pour le test de cytotoxicité classique sur les lignées DA
et DL1, les tableaux 7 pour la lignée DA1, 8 pour la lignée DL1 et 9 pour la lignée DOI,
indiquent une plus haute concentrations de protéines pour le MYX-1806® (19.52 a 36
mg/ml), et une plus basse pour le Thruricide® (2.8 a 4.16 mg/ml) ou le Teknar® (2.96 a
4.32 mg/ml). Pour le M-ONE® et le Trident®, les concentrationsde protéines sont
respectivement 3,16 a 5,44 mg/ml et 3,28 2 6,08 mg/ml. Et finalement, pour le Blank elles

variaient de 2,4 a 6,08 mg/ml.

Le dosage des protéines dans les surnageants de solubilisation des B.t. et du Blank
pour le test du marquage au BrdU des cellules viables sur les lignées DAl et DLI1,
indiquent que les concentrations de la plus base a la plus haute sont respectivement de 2,56
a 4,24 mg/ml pour le Blank, de 2,8 a 3,52 mg/ml pour le Thuricide®, de 3,16 a 4,08 mg/ml
pour le M-one®, 3,6 a 3,28 mg/ml pour le Trident®, de 3,4 a 4,24 mg/mi pour le Teknar®
et de 19,52 a 33,6 mg/ml pour le MYX-18068. Il n’y a pas beaucoup de différences entre

le M-one®, Trident®, Blank, Thuricide® et Teknar® sauf pour le MY X-1806% (voir tableaux
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10 et 11).

3.5.2. LE POTENTIEL DE CYTOTOXICITE SUR LES CELLULES DES LIGNEES

PERMANENTES OBTENUES

Pour évaluer le potentiel de cytotoxicité sur les cellules des lignées permanentes
obtenues, nous avons utilisé la méthode cytotoxique classique et la méthode d’évaluation

de viabilité cellulaire par marquage au BrdU.

3.5.2.1. RESULTATS DE LA METHODE CYTOTOXIQUE CLASSIQUE

Les tests sont effectués sur les trois lignées cellulaires soit DA1, DL1 et DO1, en
reciplicat et triplicat avec les cinq souches du B.t. et le Blank. Par la méthode de Kirber,
nous avons pu trouver les DTCT50 des B.t. et du Blank. Les résultats finaux des DTCT50
des B.t. et Blank sur deux lignées cellulaires de doryphore sont montrés dans les tableaux
7 pour la lignée DA1, 8 pour la lignée DL1 et 9 pour la lignée DO1 qui indiquent que les
DTCT50 pour la lignée DA1 du Teknar® (0,006 a2 0,12 ug) sont plus faibles que pour les
autres souches du B.t. et celles du MYX-1806® (0,06 a 5,63 ug) sont beaucoup plus
grandes que pour les autres souches. Le Blank (1,07 a 2,7 ug) donne les plus faibles
DTCT50 sur les trois lignées DA1, DL1 et DOlL. Le M-one® (0,05 a 0,83 ug) et le

Trident® (0,05 a4 0,98 ug) ont des DTCT50 pas tres différentes dans ces trois lignées. Le
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TABLEAU 7: RESULTATS DE LA CYTOTOXICITE DES B.T. ET DU BLANK TESTES

SUR LA LIGNEE CELLULAIRE D'ADULTES DE DORYPHORE (DA1)

Test 1 1 2 2 3 3

B.t. et [ ] DTCTso [ ] DTCTso [ ] DTCTso

blank mg/ml ug mg/ml ug mg/ml ug
M-ONE 5,44 0,72 4,8 0,096 5,2 0,16
TRIDENT 6,08 0,88 4,6 0,05 5,52 0,16
MY X1806 32,64 5,63 28,8 0,06 36 2,02
TEKNAR 3,6 0,099 4,16 0,023 4,32 0,06
THURICIDE 4,16 0,93 3,04 1,35 33 1,47
BLANK 4,48 2,0 2,4 1,07 6,08 2,7
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TABLEAU 8: RESULTATS DE LA CYTOTOXICITE DES B.T. ET DU BLANK TESTES

SUR LA LIGNEE DE LARVES DE DORYPHORE (DL1)

Test 1 1 2 2 3 3

B.t. et [ ] DTCTso [ ] DTCTso [ ] DTCTso

blank mg/ml g mg/ml g mg/ml ug
M-ONE 5,2 0,49 5,12 0,34 4,48 0,83
TRIDENT 5,52 0,085 3,84 0,43 4.4 0,98
MY X1806 36 0,85 22 1,47 35,6 2,8
TEKNAR 4,32 0,12 2,96 0,016 3,04 0,006
THURICIDE 3,04 0,34 3,76 1,68 33 0,37
BLANK 5,68 1,27 4,48 2,0 4,48 2,0




L8

TABLEAU 9: RESULTATS DE LA CYTOTOXICITE DES TOXINES DU B.T.ET DU

BLANK TESTES SUR LA LIGNEE D'OEUFS DE DORYPHORE (DO1)

B.T. et BLANK 1 mg/ml DTCTs0 ug
M-ONE 4,16 0,93
TRIDENT 3,52 0,79
MY X1806 24,48 10,9
TEKNAR 3,8 0,05
THURICIDE 4,08 1,8
BLANK 4,3 3,0
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TABLEAU 10:RESULTATS DU TEST DE VIABILITE CELLULAIRE AVEC LE BRDU

POUR EVALUER L'EFFET CYTOTOXIQUE DES B.T. ET DU BLANK

SUR LA LIGNEE CELLULAIRE D'ADULTES DE DORYPHORE (DA1)

TEST 1 1 1 2 2 2

B.t. et [ ] DTCTso DLso [ ] DTCTso DL5o

blank mg/ml ug Hg/puits mg/ml ug ug/puits
M-ONE 3,16 1,12 27,68 4,08 1,3 48,45
TRIDENT 3,6 0,57 38,25 3,28 0,65 21,5
MY X1806 33,6 9,2 252 19,52 3,8 97,6
TEKNAR 4,24 0,12 0,84 34 0,05 0,94
THURICIDE 3,52 - - 2,8 0,5 17,6
BLANK 4,24 1,5 43,7 2,56 1,0 22,5
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TABLEAU 11: RESULTATS DU TEST DE VIABILITE CELLULAIRE AVEC LE BRDU

POUR EVALUER L'EFFET CYTOTOXIQUE DES B.T. ET DU BLANK

SUR LA LIGNEE CELLULAIRE DE LARVES DE DORYPHORE (DL1)

TEST 1 1 1 2 2 2

B.t. et [ ] DTCTso DL5o [ ] DTCTso DLso

blank mg/ml ug ug/puits mg/ml ug ug/puits
M-ONE 3,16 0,4 18,8 4,08 0,9 30,6
TRIDENT 3,6 0,25 12,4 3,28 0,2 24,6
MY X1806 33,6 1,9 52,5 19,52 1,5 67,1
TEKNAR 4,24 0,06 1,7 3.4 0,05 1,86
THURICIDE 3,52 0,39 18,7 2,8 0,5 28
BLANK 4,24 0,57 42,9 2,56 0,69 43




Thuricide® (0,34 a 1,68 ug) a une plus faible cytotoxicité que les autres souches du B.t.

et est 1égerement plus cytotoxique que le Blank sur les trois lignées.

3.5.2.2. RESULTATS DE LA METHODE D’ESSAI PAR MARQUAGE AU BrdU DES

CELLULES VIABLES

Dans le test de la méthode d’essai par marquage au BrdU de la viabilité cellulaire,
nous avons tenu compte des trois aspects pour chaque expérience, soit la concentration de
protéines de toxines du B.t. et du Blank, des DTCT50 et DL50 (ug/puits). Les DL50
(ug/puits) obtenues sont tirées de la méthode d’essai par marquage au BrdU des cellules
viables. Alors que les DTCTSO0 proviennent de la lecture directe dans les plaques par la
méthode d’évaluation de la cytotoxicité classique avant I’application de la méthode au
BrdU. Nous avons donc trouvé par la technique au BrdU la DL50 (Dose létale 50%) des
B.t. et du Blank par puits. Ces données sont montrés dans les tableaux 10 et 11 (voir

Tableau 10 et 11).

Lors des deux replicats du test avec le BrdU en culture de cellules de doryphore
pour évaluer la cytotoxicité des B.t. et du Blank sur les deux lignées DA1 et DL1, on a
trouvé que la DTCTS50 et la DL50 du Teknar® (DTCT50: 0,05 20,12 pg, DL50: 0,84
a 1,85 pg/puits) sont plus faibles que pour les autres souches de B.t. sur les deux lignées.

Les deux lignées de cellules manifestent une plus faible toxicité avec le Blank qu’avec les
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B.t.. Les cytotoxicité du MYX-1806® (DTCT50: 1,5 a2 9,2 ug, DL50: 52,5 a 252
pg/puits) lors de ce test sont plus faibles que pour le M-one® (DTCTS50: 0,4 2 1,3 pug,
DL50: 18,8 a 48,45 ug/puits) et le Trident® (DTCT50: 0,2 2 0,65 ug, DL50: 12,4 2
38,25 ug/puits) entre les DTCT50 et les DL50 sur les deux lignées. M-one® (DTCT50:
0,4 a 1,3 ug, DL50: 18,8 a 48,45 ug/puits) et Trident® (DTCTS50: 0,2 a 0,65 ug,
DL50: 12,4 a 38,25 ug/puits) ont presque la méme cytotoxicité (méme ordre de grandeur
pour les DTCT50 et les DL50) pour les deux lignées DA1 et DL1. Le Thuricide®
(DTCTs0: 0,39 2 0,5 ug, DL50: 17,6 a 28 ug/puits) est légerement plus cytotoxique
que le Blank (DTCT50: 0,57 a 1,5 ug, DL50: 22,5 a 43,7 pg/puits). La lignée DL1 est

plus sensible pour les diverses souches du B.t. et le Blank que la lignée DAI.

Les deux méthodes pour évaluer la cytotoxicité de diverses souches du B.t. soit la
méthode d’évaluation de la cytotoxicité classique et la méthode d’évaluation de la
cytotoxicité par mesure de la viabilité cellulaire par marquage au BrdU, ont bien
fonctionné. Nous avons pu obtenir les résultats de I’évaluation de la cytotoxicité des toxines

du B.t.. Surtout, nous avons pu comparer les résultats obtenus par les deux méthodes.

3.5.3. LA COMPARAISON DE LA CYTOTOXICITE DE TOXINES DE DIVERSES

SOUCHES DU B.T. SUR LES CELLULES DE DA1 AVEC TRAITEMENT

A LA TRYPSINE ET SANS TRAITEMENT
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Pour augmenter la sensibilité de nos tests, nous avons fait la comparaison de la
cytotoxicité de toxines de diverses souches du B.t. sur les cellules de DA1 avec traitement
a la trypsine et sans traitement a la trysine apres la solubilisation classique. Nous avons pu
évaluer les résultats obtenus et voir s’il y a changement de la cytotoxicité des toxines du
B.t.. Les résutats n’ont montré aucune différence de sensibilité (pour le M-one®, avec
trypsine, DTCT50 0,75 ug, sans trypsine, DTCT50 0,9 ug; pour le Trident®, DTCTS0
0,36 ug et 0,56 pg; pour le Teknar®, 0,04 ug et 0,04 ug; pour le MYX-1806%, 2,56 ug
et 2,53 pug; et pour le Blank, 0,89 ug et 1,03 pg) sauf pour le Thuricide® (avec trypsine:

DTCT50 0,7 ug, sans trypsine: DTCT50 1,4 ug) (voir tableau 12).

92



TABLEAU 12: LA COMPARAISION DE LA CYTOTOXICITE DE TOXINES DE
DIVERSES SOUCHES DU B.T. SUR LES CELLULES DA1 AVEC

TRAITEMENT A LA TRYPSINE ET SANS TRAITEMENT

€6

AVEC TRYPSINE SANS TRYPSINE

B.T. et BLANK [ ] DTCTso [ ] DTCTs0

mg/ml 1g mg/mi 18
M-ONE 4,0 0,75 4,08 0,90
TRIDENT 3,84 0,36 3,84 0,56
TEKNAR 3,34 0,04 3,14 0,04
MY X 1806 27,2 2,56 26,9 2,53
THURICIDE 3,12 0,70 3,13 1,40
BLANK 3,36 0,89 3,28 1,03




DISCUSION ET CONCLUSION

4.1. L’ETABLISSEMENT D’UN ELEVAGE DE DORYPHORE

Les oeufs, larves et adultes de doryphores ont été recoltés directement de champs
de pommes de terre dans la région de Trois-Rivieres et ramenés au laboratoire pour le
demarrage d’un élevage en laboratoire. Au cours du démarrage de 1’élevage de doryphores
soit pour une période d’un peu prés trois mois, nous avons eu une connaissance initiale

pour les conditions environnementales d’élevage de doryphores en laboratoire.

Par conséquent, sous la température de 22 a2 24°C, 60 2 70% d’humidité et une
photopériode de 16:8 heures (jour:nuit), nous avons réussi 1’élevage des quatre formes du
doryphore. Le cycle de doryphore sous ces conditions a été réalisé¢ au complet de 1’oeuf a
I’adulte comme en nature. De ’automne 1992 a avril 1994, nous avons obtenu 10
générations d’adultes du doryphore. Maitenant, Mlle. Louise Lambert, étudiante au

laboratoire du Docteur Jean Pierre Bourassa continue ce travail et 1’élevage.

4.2. L’'OBTENTION DES QUATRE LIGNEES CELLULAIRES DE DORYPHORE

Lors de la primo-culture de cellules, on a trouvé que les cellules a partir d’oeufs et
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a partir de larves ont la capacité la plus faible de s’adapter a un nouveau milieu (milieu de
culture cellulaire). Souvent aprés une ou deux semaines, les cellules sont lysées. Ces

cultures cellulaires ont pris beaucoup de temps & démarrer.

Pour le pH du milieu, lors de démarrage des lignées cellulaires a partir de trois
formes du doryphore (oeufs, larves et adultes), on a testé¢ plusieurs milieux de culture
cellulaire qui ont été préparés avec différentes porportions de sérum de veau foetal. Nous
avons trouvé que le bon pH du milieu pour la culture cellulaire de doryphore, était de 7,0
pour la lignée DA1, de 6,8 pour les lignées DA2, DL1 et DO1 dans les différents milieux.
Ce qui correspond a peu prés aux données de Pelletier et Clark (1992) sur le pH de
I’hémolymphe du doryphore. De plus le pH de 6,8 utilisé par le démarrage de la lignée
DO1 est le méme que celui utilisé par Diibendorfer et Liebig (1992) pour le démarrage

de leurs lignées a partir d’oeufs embryonnés de doryphores.

En ce qui concerne la culture de cellules a partir de trois formes de doryphore avec
5%, 10% et 20% de sérum de veau foetal comme supplément nutritif dans les milieux
utilisés, nous nous sommes apergus que cet ajout de sérum de veau foetal était nécessaire
pour une meilleure croissance de nos cellules et cela méme dans un milieu comme le EX-
CELL 400 qui normalement devrait s’utiliser sans ajout de sérum de veau foetal. Notons
que Diibendorfer et Liebig (1992) supplémentent leur milieu M3 avec 10% de sérum de

veau foetal non-décomplémenté. Le sérum que nous avons utilisé n’est pas décomplémenté
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non plus.

De plus, nous avons également noté que 1’ajout de 1% d’une solution de mélange
de lipides dans le milieu avec 20% de sérum de veau foetal améliorait encore plus le
démarrage et la croissance des cultures de cellules de doryphore. Le milieu avec le sérum
seul n’est peut-étre pas suffissant pour les besoins nuturitifs des cellules de ce type
d’insecte. Avec 1% de la solution de mélange de lipides, au départ, on a trouvé que les
cellules se sont attachées a la surface des boites plus vite et ont poussé plus vite que sans
lipide notamment pour I’hémolymphe d’adultes du doryphore. La solution de lipides comme
supplément favorise donc le démarrage et une bonne croissance des cellules. Un demnier fait
vient confirmer ces observations; en effet, pour les cellules de fragments d’oeufs du
doryphore démarrées dans le milieu M3 sans lipides le passage par la suite dans le milieu
EX-CELL 400 a 1% de mélange de lipides en plus du sérum de veau foetal a permis une

croissance plus rapide par la suite.

Il existe un article sur la culture de cellules de doryphore & partir d’oeufs
embryonnés (Diibendorfer et Liebig, 1992), ce qui nous a fourni I’information initiale pour
notre travail. Toutefois, 1"utilisation de I’hémolymphe de larves et d’adultes de doryphores
pour démarrer des cultures de cellules est aussi un bon choix. Parce que l’usage de
I’hémolymphe d’insecte a pu éviter les contaminations bactériennes comme cela aurait été

le cas pour les intestins disséqués ou tout autre partie interne de 1’insecte et également pour
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la facilité de la manipulation et aussi pour avoir beaucoup de cellules de doryphore 2
cultiver. Ce qui nous a donné beaucoup de chances pour démarrer et établir des lignées
cellulaires de doryphore notamment a partir de tissus de larves et d’adultes ce que n’ont pas

réalisé¢ Diibendorfer et Liebig (1992).

Le phénomene de mélanisation au départ indique qu’il y a des métabolites toxiques
qui sont produits dans les primo-cultures et par des phénoloxydases. Ces métabolites
peuvent inhiber la croissance des cellules si ils sont trop nombreux. Pour résoudre ce
probleme, nous avons fait un traitement nécessaire soit des centrifugations et des
changements du milieu de culture plus fréquents. Dans les cas extrémes nous avons perdu

nos primo-cultures ou cultures lors de passages subséquents.

L’autre probléme lors de la mise en culture est qu’il y a beaucoup de contaminations
de cellules lors de primo-cultures et sous cultures. Pour résoudre ce probleme pour la
primo-culture, nous avons stérilisé les oeufs embryonnés avec une solution d’eau de Javel
et une solution d’antibiotiques (6,13 mg/mi de penicilline et 13,5 mg/ml de streptomycine)
pendant 1 2 3 minutes. Pour les adultes et les larves du doryphore, la décontamination de
la surface de 1’insecte avec d’une solution d’alcool a2 70% a été effectuée. Toutes les
manipulations sont faites sous la hotte stérile. Mais, encore plusieurs boites ou Pétris sont
contaminées lors du démarrage. Par la suite lors des sous-cultures ou passages, ce probleme

s’estompe.
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Enfin, nous avons trouvé les meilleurs milieux de culture cellulaire soit le milieu
EX-CELL 400 et le milieu M3 pour les cultures de cellules du doryphore de la pomme de
terre. Le milieu M3 avait été utilisé avec succes aussi par Diibendorfer et Liebig (1992)
pour démarrer des lignées a partir d’oeufs embryonnés de doryphore. De plus, nous avons

réussi A obtenir quatre lignées cellulaires de doryphore soit DA1, DA2, DLI et DOI.

4.3. LA CARACTERISATION DES LIGNEES CELLULAIRES

PERMANENTES OBTENUES

Nous avons obtenu la caractérisation de la morphologie cellulaire en microscopie
optique et en microscopie €lectronique. Les types de cellules dans les quatre lignées du
doryphore ne sont pas retrouvés dans les mémes proportions. On peut donc différencier les
quatre lignées cellulaires permanentes obtenues en microscopie optique. Pour la lignée
DO1, nous avons trouvé presque les mémes types de cellules comparant avec celles de

Diibendorfer et Liebig (1992).

Lors de travaux réalisés en France, le Docteur Charpentier a observé la phagocytose

active de polyedres de la polyédrie nucléaire d’Autographa californica démontrant les

propriétés phagocytaires de la lignée DA1 et probablement leur origine hémocytaire en plus
de la présence de digitations nombreuses a leur périphérie. Il reste A effectuer encore les

travaux sur 1’observation de la morphologie cellulaire en microscopie électronique des
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lignées DA2, DLI1 et DOI. Diibendorfer et Liebig (1992) n’ont pas observé leurs lignées

au niveau ultrastructural.

Par le test de détermination des caryotypes des lignées cellulaires, nous avons obtenu
une information initiale sur la ploidie des quatre lignées cellulaires ce qui nous indique que
les quatre lignées cellulaires sont différentes. La lignée DA1 est principalement haploide,
la lignée DA2 est en part presqu’égale diploide et haploide, la lignée DL1 est diploide
principalement et la lignée DOI1 est en partie presqu’égale haploide et diploide. Nous
avons trouvé des nombres de chromosomes (n=17 et 2n=235) en accord avec la littérature

concernant ceux rencontées L. decemlineata (Petitpierre et al., 1993).

Le temps de doublement de trois lignées cellulaires, nous founit I’information que
la lignée cellulaire a partir de larve (DL1) au trentiéme passage se multiplie plus vite que
la lignée cellulaire a partir d’adultes DA2 au 40i¢me passage et que la lignée cellulaire a
partir d’adultes DA1 au 30i¢me passage. Donc, la lignée DL1 se multiplie la plus vite. La
lignée DA1 pousse la plus lentement. La lignée DOI1 n’étant pas complétement établie au
moment de la rédaction de ce mémoire nous n’avons pu déterminer son temps de
doublement. Nos temps de doublement pour nos lignées allant d’un peu plus de 3 jours
pour la lignée DA1 2 moins de 2 jours pour la lignée DL1 sont plus rapides que les temps
de doublement des lignées de Diibendorfer et Liebig (1992) soit 5 jours pour eux. Par

contre notre lignée 2 partir d’oeufs embryonnés semble comme eux avoir une croissance
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plus lente jusqu’a ce jour.

On remarque également une diminution des temps de doublement avec
I’augmentation du nombre de passages. Par exemple: pour la lignée DA1, au début, on
effectuait un passage une fois tous les 10 ou 15 jours. Au fur et 2 mesure du nombre de
passages de cellules par exemple au 70iéme passage on fait les passages a tous les 7 jours.
Ce phénomene a été observé lors de 1’établissement d’autres lignées de cellules d’insecte

(Quiot et al., 1985).

4.4. COMPARAISION DES ACTIVITES TOXIQUES DE DIVERSES

SOUCHES DU B.T.

Notre technique de solubilisation de toxines du B.t. fonctionne, on peut retrouver
des protéines du B.t. dans le surnageant de solubilisation. Ce que nous démontre le dosage

des protéines a 1’aide de la technique Bio-Rad.

Le test de B.t.i. sur quatre lignées cellulaires du moustique indique que les lignées

cellulaires d’Aedes triseriatus du moustiques sont sensibles pour B.t.1.. Dans I’ordre la

sensibilité aux toxines du B.t.i. des diverses lignées sont respectivement de la plus sensible

A la moins sensible la lignée 4, la lignée C, la lignée B d’Aedes triseriatus et la lignée

d’Aedes aegypti.
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Nos lignées d’Aedes triseriatus peuvent remplacer avantageusement la lignée de

cellules d’ Aedes aegypti habituellement utilisées pour 1’évaluation de la toxicité de souches

de B.t. "in vitro". Les effets cytotoxiques observés en microscopie optique sur nos lignées

d’Aedes triseriatus correspondent a ceux déja décrits dans la littérature notamment sur

cellules du moustiques Aedes albopictus (Thomas et Ellar, 1983).

Les résultats du test de cytotoxicité sur les lignées DA1 et DL1 nous montrent que
le "Blank" est de 2.2 & 17 fois, moins toxique et constitue notre témoin. Car le "Blank"
comprend tous les ingédients de la formulation de B.t.i. soit du Teknar H.P.D®. sauf les

ingrédients actifs qui contiennent les cristaux toxiques, les spores et les débris bactériens.

MYX1806® est peu toxique comparé aux autres souches car les toxines présentes
dans cette formulation sont produites par la bactérie Pseudomonas manipulée
génétiquement. En effet, on a cloné le gene de la toxine du B.t. dans cette bactérie et apres
la croissance de la bactérie et la production des protéines toxiques dans celle-ci, on fixe la
cellule bactérienne. Donc, les cristaux de toxines sont dissous difficilement dans ces
conditions d’encapsulation de la bactérie, cette encapsulation protégeant la toxine dans
I’environnement. L’insecte peut par la suite manger la bactérie fixée et libérer ainsi la

toxine encapsulée.

Le Thuricide® est 1égerement plus toxique que les "Blank" et moins toxique que
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M-one® et Trident®. C’est normal puisque c’est une souche toxique pour lépidopteres.

Au cours d’application de diverses souches du B.t. commercial et du "Blank®" dans
les test "in vitro", les deux méthodes montrent que le Teknar® a une toxicité plus grande
pour les deux lignées DA1 et DL1 que le M-one® et le Trident®, de 2 a 21 fois. C’est sans
doute causé par la toxine CytA qui agit méme sur les cellules de mammiferes. CytA est
seulement présente dans cette souche parmi nos préparations avec les toxines (Porter, et al.,

1993).

A part le Teknar®, le M-one® et le Trident® sont les deux B.t. qui fonctionnent le

mieux. C’est normal puisqu’elles sont spécifiques au doryphore.

La comparaison des tests sur la lignée DA1 et sur la lignée DL1 a montré que la
lignée DL1 est plus sensible pour les B.t. que la lignée DA1. Les ligées B,C et 4 d’Aedes
triseriatus sont plus sensibles pour le B.t.i. que les deux lignées DA1 et DL1 du doryphore.

Ce qui est normal puisque le B.t.i. est une souche spécifique "in vivo" pour les dipteres.

Le test de la comparaison de toxicité avec trypsine et sans trypsine apres la
solubilisation, nous donne des résultats montrant aucune différence entre les DTCTS50 sans
ou avec traitement. Donc, la trypsine pour ces souches n’ajoute rien 2 la toxicité. Par

contre, il y a une légere augmentation de la toxicité par le traitement 2 la trypsine dans le
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cas du Thuricide®. 11 se pourrait donc que nous puissions augmenter la cytotoxicité de nos
souches en ajoutant un traitement avec les enzymes digestifs du doryphore, comme cela a

été fait pour d’autres souches (Dai et Gill, 1993).

La comparaison des deux méthodes pour évaluer la cytotoxicité de diverses souches
du B.t. soit la méthode d’essai de cytotoxicité classique et la méthode d’essai de
cytotoxicité par mesure de la viabilité cellulaire par marquage au BrdU, nous montre que
la technique cytotoxique classique semble suffisante et simple pour évaluer la toxicité du
B.t. par rapport a la technique au BrdU plus complexe. En fait, nous avons obtenu les
mémes résultats par les deux techniques. D’ailleurs Chow et Gill (1989) avec une
technique de mesure de viabilité au MTT avait trouvé des LC50 comparables a la technique

d’évaluation de la cytotoxicité par coloration au bleu de trypan.

Nous possédons donc une technique simple de titration et d’évaluation du potentiel

toxique de diverses souches de Bacillus thuringiensis "in vitro" sur cultures de cellules de

doryphore qui peut servir de substitut aux tests "in vivo" chez 1’insecte. Notre méthode
d’évaluation classique de la cytotoxicité se compare tant au point de vue de la sensibilité
et de la simplicité aux tests "in vitro" déja décrits dans la littérature en ce qui concerne le
B.t. notamment celle au MTT (Chow et Gill, 1989) et celle 2 base du phénomene
d’hémolyse de globules rouges de diverses especes animales causé par certaines toxines de

certaines souches de B.t.. D’ailleurs cette derniere technique de dosage de toxines de B.t.
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par leur activité hémolytique ne fonctionne qu’avec certaines souches (Sandler et al., 1985;
Thomas et Ellar, 1983). De plus, les chercheurs du laboratoire du Docteur Jacques Boisvert
aI’U.Q.T.R. ont noté des variations selon de type de globules rouges (groupes sanguins,
especes animales etc...) avec cette technique lors du dosage des toxines du B.t.i. (Docteur

Boisvert, communication personnelle).

Il se peut qu’un traitement avec les enzymes digestifs du doryphore puisse
augmenter la sensibilité et la spécificité de notre technique pour les souches de B.t.
spécifiques pour le doryphore "in vivo". Cependant, il se peut comme le souligne (Slaney
et al. 1992) que ce traitement n’ajoute rien a la cytotoxicité de certaines souches comme
le traitement a trypsine dans notre cas qui n’augmente que la cytotoxicité du B.t.k. Slaney
et al. (1992) suggerent que les facteurs limitant dans certains cas seraient le manque de
forte affinité du domaine de fixation a la cellule des protéines du crystal pour les récepteurs
cellulaires spécifiques ou 1’habilité plus ou moins grande du domaine toxique a modifier la
perméabilité membranaire. Il faudra tester ’action des protéases digestives du doryphore

sur les toxines des B.t. pour le savoir.

Des maintemant, nous pouvons envisager diverses utilisations de nos quatre lignées

de doryphore dans le futur:

1). Elles peuvent permettre d’évaluer le potentiel de diverses souches de B.t. ("screening")
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vis-2-vis le doryphore, n’éliminant pas la nécessité en bout de ligne de tests "in vivo" chez

’insecte.

2). Elles peuvent permettre de doser les toxines de diverses souches de B.t. dans
I’environnement. #1. sur le feuillage de plants de pomme de terre; #2. dans le sol au pied

des plants apres un épandage.

3). Elles peuvent permettre d’évaluer la persistence des toxines dans I’environnement: sol,

eau de ruissellement, etc....

4). Elles peuvent permettre d’étudier le mode d’action des toxines et leur spécificité en

culture de cellules, notamment a I’aide de toxines purifiées.

5). Elles peuvent permettre d’étudier d’autres pathogenes, virus et notamment des toxines
de champignons avec lesquelles les chercheurs du laboratoire du Docteur Charpentier
travaillent.

des
6). Aussi elles peuvent permettre d’étudier la physiologie, 1’histochimie, etc..” cellules de

doryphore, comme cela a débuté avec les travaux de Diibendorfer et Liebig (1992).
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ANNEXES



ANNEXE 1:

La préparation du colorant A I’orcéine

2 grammes d’orcéine sont dissouts dans 45 m/ de la solution d’acide acétique a 70%

bouillante en agitant continuellement. Quand la solution est refroidie a SO°C, on ajoute 55

ml d’eau distillée. La solution est refroidie A la température du laboratoire et est filtrée.

Note: La solution du colorant d’orcéine doit étre
filtrée au moment de 1’emploi pour éliminer

les précipités.
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ANNEXE 2:

La préparation du colorant au violet cristal (0,1%)

0,1 gramme de violet de cristal dans 100 m/ d’une solution d’acide citrique 0,1 M

(19,2 grammes d’acide citrique par litre d’eau distillée).

Note: Ce colorant n’agit que sur les cellules vivantes,

ces dernieres prennent une couleur violacée.
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ANNEXE 3:

La méthode de dénombrement de cellules viables

avec I’hématimetre

Les cellules considérées vivantes (cellules entierement colorées) sont mises a la
surface d’une grille d’hémacytometre en diluant avec la solution de colorant pour le
décompte des cellules viables. On décompte seulement les cellules qui sont 2 la surface
interne d’un carré de la grille. Le décompte est effectué dans quatres carrés. Le nombre
total de cellules calculées est divisé par 4 afin d’avoir le nombre de cellules par carré

d’hémacytometre.

La formule de calcul:

Nbr. de cellules /ml = M x facteur de dilution x V

M = N/4 (N = nombre total de cellules dans
4 carrés)

Facteur de dilution = facteur de dilution avec
la solution de colorant

V = volume d’un grand carré fait 1/10000 de ml
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Exemple:

0,2 ml de suspension de cellules dilué avec 0,2 ml de la solution de colorant de
violet cristal, on décompte le nombre de cellules dans les 4 carrés est respectivement 42,

41, 44, 40. Donc, le nombre de cellules par le millitre est suivant:

Nbr. de cellules/ml = N/4 x 2 x 1/1/10000

= 42 + 41 + 44 + 40 /4 x 20000

41,75 x 20000

= 835000
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ANNEXE 4:

Le calcul du temps de doublement

La formule est suivante:

1/Temps de doublement = —=——=——ce——meemmm e

N, = valeur ou nombre de cellules par mililitre au temps 2.
N, = valeur ou nombre de cellules par mililitre au temps 1.

No = nombre de cellules par mililitre au temps de départ.

L d
o
i

temps de N, décompté.

—
—
I

temps de N, décompté.

Note: Premier temps 24 heures (dans la courbe que 1’on a dessiné, on choisierais
comme temps z€ro.), alors, le deuxieéme temps choisit serait 72 heures avant la phase de
plateau ou d’arrét de croissance. On choisit toujours deux temps dans la partie droite de la

courbe. log du nombre de cellules en fonction du temps.

126



Exemple:

nombre de cellules par fois:
NO = 35000 N1 = 24800
N2 = 62400 N3 = 67200

N4

104800

log,,"2/"0 log,"1/"0

1/Temps de doublement

1/Temps de doublement = ----------co————o—————

96 - 48

10480/62400

log,, / log,,?

Temps de doublement = 64 (heures)
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ANNEXE 5:

Le calcul du dosage de protéines de surnageant

de solubilisation des toxines du B.t.

La protéine de I’albumine est considérée un témoin pour faire la courbe de standard.
On a fait des dilutions avec la solution mere dont la concentration est 200 pug/ml

d’albumine avec 1’eau distillée diminéralisée.

facteur de dilution concentration de protéines(log)
1/10 1,40 pg/ml
1/15 1,22 pg/ml
1/20 1,09 pg/ml
1/30 0,92 pg/ml
1/40 0,80 pg/ml
1/50 0,70 pg/ml
1/60 0,62 pg/ml
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On peut obtenir une courbe standard en fonction de logarithme de la concentration

de protéine d’albumine et la densité optique a 1’aide de spectrophotometre.

Pour le microessai du Bio-Rad, on dilue habituellement les surnageant B.t.dissous
20 ou 40 fois, puis on mesure la densité optique de solutions de protéines du surnageant
de solubilisation des toxines a 1’aide de spectrophotometre apres réaction avec le réactif de
Bio-Rad. Sur la courbe de standard on peut trouver la quantité de protéines dans un

surnageant de solubilisation des toxines du B.t. avec la densité optique correspondante.
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ANNEXE 6:

Le calcul de DTCTS50 des diverses souches

de B.t. et du Blank

Méthode de Kirber:

Cette méthode utilise la formule suivante pour apprécier la dose infectieuse 50%:

DTCT50 _ - A -0 (S-0,5)
ot A = log'° de la dilution montrant 100%
de dégénérescence

O = log!° du facteur de dilution

logl0'® = 1.0
logl0® = 0,7
logl0? =o0,3

S = somme des fractions de cupules dégénérées

par dilution, incluant celles de la dilution ou
il y a 100% de dégénérescence. Cette derniere
a pour valeur 1’unité, et chaque autre dilution

une fraction de 1’unité.
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Exemple:

(+ culture dégénérée, - culture normale)

- - - - - - + + + + - -
- - - - - + + |+ + + - -
- - - - - - ¥ + + + - -
- - - - - - + + | + + - -
- - . - - ¥ ¥ | + + + . -
- - - - - - ¥ | + ¥ + - -
- - - - - - + + ¥ + - -
- - - - - - ¥ | + + ¥ . =
171024 17256 1/64 1716 1/4 Témoins
1/512 1/128 1/32 1/8 1/2
DTCTs0 = - A-6(s - 0,5)

A = log,'%, § =1log,2, S=1+2/8 =125
DTCTS0 = - log,'¢ - log,e* (1,25 - 0,5)
DTCTS0 = -1,2 - 0,3 x 0,75 = -1,425

DTCTS0 = 10°425/0,05m! = 10742513 /i = 10275/ml

Si la concentration de protéine du M-ONE = 5,2 mg/ml

La dose toxique 50% = 5,2 mg/ml / 10%7% x 20 = 0,49ug
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ANNEXE 7:

La préparation de la solution de P.B.S.utilisée

(Phosphate buffered saline a2 pH 7,4)

Solution A:
N,Cl 8,00 g
KCl 0,20 g

N,HPO, 1,15 g

KH,PO, 0,20 g

Eau distillée 800,00 m!/
Solution B:

N,C1, 0,10 g

ou C,Cl1,.2H,0 0,132 g

Eau distillée100,00 m!

Solution C:

MgCl, . 6H,0 0,10 g

Eau distillée100,00 ml

On dissout les sels dans 1’ordre indiqué. On conserve le tampon a 4°C jusqu’a
utilisation.

Note: Ajouter la solution B en dernier et par petite quantité en agitant constamment
a I’aide d’une bille magnétique. Ceci a pour but d’éviter la précipitation du C,C1, avec

I’ensemble mais surtout avec les ions phosphates.
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