es plantes cultivées font I'objet, a
tres grande échelle, de nombreux
traitements phytosanitaires. Cepen-
dant, I'Organisation des Nations
Unies pour I'alimentation et I'agriculture
(FAO) estime que plus d’un quart de la
production végétale mondiale est détruit
chaque année avant récolte et qu'environ
10 % supplémentaires sont perdus au
cours du stockage. Les insectes phyto-
phages sont responsables d’une partie
importante de ces pertes, soit directe-
ment en tant que consommateurs pri-
maires, soit indirectement en tant que
vecteurs de maladies parasitaires des
plantes.
Actuellement, la lutte contre les insectes
ravageurs repose essentiellement sur 'uti-
lisation d’insecticides organiques de syn-
these dont Pefficacité et le faible cofit de
production ont favorisé I'utilisation a
grande échelle. L'usage de ces substances
pose cependant un certain nombre de
problemes :
— la plupart de ces produits présentent
une certaine toxicité pour '’homme, les
animaux domestiques, le gibier et cer-
tains insectes pollinisateurs comme les
abeilles ;
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—

— leur absence de biodégradabilité favori-
se leur accumulation dans des milieux
naturels ;

— leur manque de sélectivité conduit par-
fois 2 une destruction presque totale de
la faune entomologique non cible dans la
zone des cultures traitées.

Un autre probléeme extrémement préoc-
cupant est celui de I'apparition rapide
d’insectes résistants a ces substances. En
1989, la FAO recensait plus de cinq cent
cinquante especes d’arthropodes deve-
nues résistantes a un ou plusieurs pro-
duits phytosanitaires et dix-sept especes
devenues résistantes a toutes les familles
d’insecticides actuellement commerciali-
sées. Par ailleurs, I’étude, la mise au
point puis la formulation de nouveaux
produits de substitution (qui doivent
étre A la fois moins rémanants, moins
toxiques et plus spécifiques pour
répondre aux nouvelles normes et régle-
mentations) s’averent de plus en plus
cotiteuses et difficiles. Tous ces éléments
font que, a plus ou moins long terme,
cette méthode de lutte contre les insectes
nuisibles pourrait étre remise en cause.
C’est dans ce contexte qu’est né le
concept dit de «lutte intégrée » qui,
compte tenu du milieu et de la dyna-
mique des populations considérées, tente
d’harmoniser 'utilisation des méthodes
chimiques et biologiques en vue de
controler les populations de ravageurs.
Nous traiterons ici de Bacillus thurin-
giensis (Bt) qui est la bactérie entomopa-
thogene la plus largement utilisée
comme biopesticide dans la protection
des végétaux et, plus récemment, dans la
lutte contre certains insectes dipteres vec-
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teurs de maladies humaines (paludisme,
fievre jaune, onchocercose). L’objectif de
cette synthese est de faire le point sur
P'utilisation de Bt en protection des cul-
tures et d’aborder le probleme de I'appa-
rition d’insectes résistants a ce biopestici-
de. Dans une premictre partie, nous
présenterons différents aspects de la bio-
logie de ce micro-organisme entomopa-
thogene, en mettant 'accent sur la varié-
té et le mode d’action des toxines
insecticides produites par la bactérie.
Nous ferons ensuite une description de
P'utilisation de Bt en protection des cul-
tures et nous analyserons les principaux
cas de résistance a Br qui ont été sélec-
tionnés en laboratoire ou qui sont appa-
rus dans la nature. Nous terminerons en
définissant les stratégies d’utilisation de
ce bio-insecticide susceptibles de retarder
I"apparition d’insectes résistants.

Bacillus
thuringiensis :

un réservoir naturel
d’insecticides

La bactérie

Bacillus thuringiensis est une bactérie du
sol, sporulante, Gram-positive et aérobie
facultative. Au cours du processus de
sporogenese, elle synthétise une inclu-
sion parasporale de nature protéique
(souvent appelée cristal). Le role de




I'inclusion cristalline dans activité
entomopathogene de B. thuringiensis fut
érabli en 1954 par Angus [1] qui mon-
tra que l'inclusion purifiée était toxique
pour des larves de Iépidopteres. Pendant
plusieurs années, I'espece Bt fut considé-
rée comme regroupant des bactéries
toxiques uniquement pour les larves de
lépidopteres. En 1977 puis en 1983,
deux nouvelles souches (Bt israelensis et
Bt tenebrionis) furent isolées et caractéri-
sées ; elles éraient respectivement actives
contre les larves de dipteres et de
coléopteres. Ces nouvelles potentialités
insecticides suscitérent un regain d’inté-
rét pour la bactérie et de nombreux pro-
grammes de recherches furent entrepris
de par le monde; environ 50 000 sou-
ches de Br ont ainsi été isolées A partir
de différentes sources (insectes, sols,
plantes, etc.) d’origines géographiques
variées.

Certaines de ces souches ont été réperto-
rides et classifiées au Centre collaborateur
OMS de recherche et de référence
(Unité des bactéries entomopathogenes,
Institut Pasteur, Paris) ou, sur la base de
leurs caracteres biochimiques et de leurs
antigenes flagellaires, elles ont été
regroupées en quarante-cing sérotypes.
Cependant, cette classification ne reflete
pas le pathotype de la souche, essentielle-
ment défini par les protéines insecticides
appelées 8-endotoxines qui constituent le
ou les cristaux synthétisés par les bacté-
ries. En effet, Bt produit généralement
plusieurs types de &-endotoxines. Ce
sont donc la présence et I'expression
simultanées de plusicurs types de genes
et les multiples combinaisons possibles
qui déterminent le spectre d’activité
insecticide d’une souche donnée.

Bt se multiplie de fagon végétative
jusqu'a ce que le milieu devienne carencé
pour I'un des nutriments essentiels. La
bactérie entre alors en phase stationnaire
et s’engage dans un processus qui aboutit
a la formation de spores. Les &-endo-
toxines sont toujours produites pendant
la phase stationnaire, de fagon concomi-
tante a la sporulation. Elles s’accumulent
dans la cellule mere pour former un cris-
tal qui, en fin de sporulation, peut repré-
senter environ 25 % du poids sec de la
bactérie (photol).

Les 6-endotoxines,
diversité et mode d’action

Depuis 1981, date a laquelle le premier
gene de O-endotoxine a été cloné [2], on
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The paper discusses the use of the entomopathogenic bacteria
Bacillus thuringiensis (Bt) in crop protection and the develop-
ment of resistance to Bt-based products. First, we present an
overview of the biology of Bt and of the mode of action of its
insecticide toxins. Several examples of the use of Bt as biologi-
cal control agent are described, and the following aspects of
resistance to Bt are discussed: 1) laboratory and field selection
of Bt-resistant insects; 2) genetics, stability and fitness cost of
resistance; and 3) cross resistance and mechanims of resistance
to Bt-6-endotoxins. Finally, based on our present knowledge of
the mode of action of §-endoxins, the physiology of the toxin’s
biological target and the genetics and mechanisms of resistance,
we describe several possible management strategies for
delaying resistance development.

The crystal inclusions produced by Bt (photo 1) are made of
insecticidal proteins (also called &-endotoxins or Cry proteins)
that are stomach poisons. After proteolytic activation in the
insect midgut, they cause lysis of the midgut epithelial cells. &-
endotoxins have been classified into 14 major classes and a sim-
plified classification of Bt toxins is shown in table 1. The high
insect-specificity of these toxins has been correlated with the
presence of specific receptors in the midgut of susceptible
insects. Insecticide products based on Bt are now widely used in
agriculture, forestry and human health for eliminating disease
vectors. However, although Bt has been used for more than
30 years, there have been only a few documented cases (always
involving the diamondback moth, Plutella xylostella) of Bt resis-
tance in the field. In contrast, several researchers have success-
fully selected resistance to Bt in laboratory experiments (table 2).
Bioassays on the progeny from crosses between resistant and
susceptible insects and backcross data suggest that, in most
cases, resistance to Bt is primarily controlled by one or a few
genes and is autosomally inherited (table 3). The most common
mechanisms of resistance found seem to be receptor modifica-
tion. In two cases, however, insects exhibiting cross-resistance
to Bt toxins have been selected. This highlights the urgent need
to design a Bt resistance management programme to prevent
resistance from arising in the field. Moreover, recent advances in
biotechnology, in particular the transfer of §-endotoxin genes
into transgenic plants (photo 2), may increase the risk of resis-
tance. When Bt is used in sprays, resistance management pro-
grammes — using pesticide rotation, combined with a reduced
number of treatments, and resistance monitoring — are generally
thought to be promising approaches to control resistance. In the
case of transgenic plants, a useful recommendation could be to
engineer plants to produce Bt toxins only in tissues prone to
insect attack, and to create refuge areas allowing susceptible
insects to survive, reproduce and possibly mate with resistant
insects, thereby converting their offspring into susceptible hete-
rozygotes.
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peut estimer qu’une cinquantaine de
genes de d-endotoxines ont été clonés a
partir de différentes souches de Br. Ces
geénes sont généralement localisés sur des
plasmides conjugatifs [3] et inclus dans
des structures composées d’éléments
transposables [4]. On peut penser que
ces deux caractéristiques permettent, en
partie, d’expliquer la diversité des genes
de &-endotoxines et leur dissémination
et/ou leur brassage au sein de 'espece.
Une telle flexibilité de I'information
génétique est le reflet d’'une grande capa-
cité adaprative ot les geénes de 8-endo-
toxines jouent certainement un role
important pour la survie de I'espece.

La détermination de la séquence nucléo-
tidique des genes de S-endotoxines a
permis de classer les toxines (désignées
protéines Cry) en fonction de leur degré
d’homologie. Le tablean 1 représente la
classification des d-endotoxines les mieux
caractérisées. Bien que tres simplifiée (on
distingue en effet aujourd’hui quatorze
classes de toxines), cette classification
reflete I'étonnante diversité des toxines
insecticides trouvées dans l'espece Bz

Cette diversité moléculaire est assez bien
corrélée avec la diversité du spectre
d’activité des différentes toxines. En
effet, les protéines d’'un méme groupe
(I, 1I, III...) sont généralement actives
contre les insectes appartenant a un
méme ordre, mais ce n’est toutefois pas
une regle absolue. De plus, a l'intérieur
d’'un méme groupe, on rencontre une
importante variété de toxines qui n’ont
pas nécessairement le méme spectre
d’activité insecticide. Toutes les protéines
Cryl sont toxiques pour les [épidopteres ;
en revanche, seule la protéine CryIC a
une forte toxicité contre certains [épido-
pteres du genre Spodoptera [5].

Le mode d’action ainsi que la spécificité
des activités insecticides des protéines
Cry commencent a étre connus. La dis-
solution des cristaux puis I'activation des
8-endotoxines (qui sont en fait des pro-
toxines) par les protéases intestinales des
insectes sensibles constituent le premier
facteur délimitant le spectre d’activité de
ces protéines. Une fois activées, les 0-
endotoxines se fixent sur des récepteurs
spécifiques présents a la surface des cel-

Photo 1. Bacillus thuringiensis, spores et
cristaux protéiques a activité insecticide (cli-
ché Institut Pasteur, Paris).

Photo 1. Bacillus thuringiensis, spores and cris-
tals with insecticidal activity.

Tableau 1

Classification des 8-endotoxines de B. thuringiensis

d-endotoxines Insectes Souches de Structure
Classe Taille (kDa) sensibles B. thuringiensis des cristaux
(exemples)
A kurstaki
B berliner
& " i ; entomocidus : :
| D 130-140 Lépidopteres i bipyramidale
E kenyae
F
A 71 Dipteres kurstaki
1] et Lépidopteres cubique
B 71 Lépidopteres kurstaki
1] g‘ 68-73 Coléopteres tenebrionis rhomboédrique
A S ; > L.
\% B 125-145 Dipteres israelensis sphérique
Lépidopteres
Vv A 81 et kurstaki bipyramidale
Coléopteres
Dipteres
Cyt 26-28 (activité cytolytique israelensis sphérique
non spécifique)

Classification of B. thuringiensis -endotoxins
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lules épithéliales [6]. La corrélation entre
la diversité moléculaire des 8-endo-
toxines et leur spectre d’hote repose
essentiellement sur la présence de ces
récepteurs spécifiques chez I'insecte cible.
La phase qui suit la liaison de la toxine a
son récepteur et I'éventuelle contribution
du récepteur a la toxicité n'ont pas été
élucidées. Il est toutefois généralement
admis que la toxine agit par cytolyse
osmo-colloidale consécutive a la forma-
tion de pores dans les cellules intestinales
[7]. II semble donc que les &-endo-
toxines peuvent étre classées parmi les
toxines bactériennes qui ne nécessitent
pas une internalisation pour étre actives.
Dans le cas de la toxine CryIC, il a tou-
tefois été fait mention d’'un mécanisme
d’action pouvant faire intervenir un phé-
nomene de signalisation intracellulaire
consécutif A la fixation de la toxine sur
son récepteur. L'activation d’'un second
messager permettrait de recruter des
canaux a calcium qui stimuleraient
I'entrée de cet ion dans les cellules. Cette
entrée de calcium a pu étre corrélée avec
une activation progressive de canaux
anioniques perméables aux ions Cl- [8].
Pour les auteurs, c’est cette activité qui
est 2 lorigine de lafflux d’eau dans les
cellules et qui, a terme, provoque la lyse
cellulaire. Il faut cependant noter que ces
données ont été obtenues in vitro sur
cultures de cellules d’insecte et qu’elles
ne refletent pas nécessairement le mode
d’action des d-endotoxines 77 vivo.

Par ailleurs, il a été démontré que les
récepteurs des d-endotoxines sont situés
a la surface des microvillosités qui
ornent la membrane apicale (ou bordu-
re en brosse) des cellules de I'intestin
moyen des larves. Ces cellules sont
séparées de la lumiere du tube digestif
par une membrane péritrophique qui
agit a la manie¢re d’un filtre enveloppant
le bol alimentaire et empéchant les par-
ticules imparfaitement solubilisées de
venir au contact des microvillosités api-
cales. Chez certains lépidopteres, elle ne
peut étre traversée que par des parti-
cules ou des polypeptides de diametre
inférieur 3 7 ou 8 nanométres, ce qui
est le cas uniquement de la toxine acti-
vée. Au niveau physiologique, I'intoxi-
cation se manifeste par une paralysie
quasi immédiate du tube digestif qui
entraine une cessation de prise de nour-
riture. Cette paralysie est suivie par une
destruction rapide et presque totale de
I’épithélium intestinal. Il y a alors com-
munication entre [’haemolymphe et la
cavité intestinale, aboutissant 2 une

diminution du pH intestinal. Ceci per-
met aux spores, qui ont été ingérées en
méme temps que le cristal, de germer et
aux cellules végératives issues de cette
germination de se multiplier dans le
cadavre de I'insecte.

En 1991, la structure tridimensionnelle
de la 8-endotoxine de type CrylIlIA a été
déterminée [9]. Elle comporte trois
domaines distincts : un premier domaine
semble posséder une conformation lui
permettant de s’insérer dans la membra-
ne cytoplasmique. Un autre domaine
contient les régions de la molécule les
moins conservées parmi cette famille de
protéines (régions hypervariables) et res-
semble au domaine de liaison a I'antige-
ne chez les immunoglobulines. Cette
partie de la molécule est responsable de
I'interaction toxine/récepteur et donc de
la spécificité des d-endotoxines. La prin-
cipale caractéristique du troisie¢me
domaine concerne I'extrémité carboxy-
terminale de la protéine qui est enfouie
au centre de cette structure, donc tres
peu accessible aux protéases, de sorte que
cette région pourrait étre impliquée dans
la stabilité des 8-endotoxines dans
I'intestin des insectes apres activation.
[’ensemble des informations fournies par
la résolution de la structure tridimen-
sionnelle d’une §-endotoxine suggere
que les d-endotoxines sont susceptibles
de former des pores dans la membrane
qui pourraient provoquer une perturba-
tion des échanges ioniques aboutissant a
la lyse cellulaire.

B. thuringiensis :
un biopesticide
de plus en plus utilisé

Place et importance
de B. thuringiensis
dans la lutte

contre les chenilles
défoliatrices

et dans la lutte
antivectorielle

En 1992, le marché mondial des insec-
ticides foliaires était estimé a 2,5 mil-
liards de dollars. Une partie de ce mar-
ché (environ 880 millions de dollars)
est accessible & Bt car elle concerne des
ravageurs sensibles a cette bactérie.

Cette méme année, les ventes de pro-
duits A base de Bt se sont élevées a 86
millions de dollars (soit 10 % du sec-
teur concerné). Ces données ne repré-
sentent que l'aspect commercial de Bt
et ne rendent pas compte de I'impor-
tance de |'utilisation de B# dans le
monde. Les données concernant |'utili-
sation de Br dans les pays d’Europe de
'Est, de I'ex-Union Soviétique ou en
Chine sont encore peu nombreuses,
mais cette bactérie y serait produite et
utilisée a grande échelle (1 200 tonnes
de Bt auraient été produites en 1994 en
Chine et plus d’'un million d’hectares y
seraient traités chaque année avec du
Br) [10]. Dans les pays de I'ex-Union
Soviétique, environ 3 millions d’hec-
tares seraient traités annuellement a
I'aide d’insecticides bactériens, dont Bz
est 'une des composantes majeures
[11]. En Europe centrale, 20 000 a
100 000 hectares de foréts sont protégés
chaque année a I'aide de produits a base
de Bt et, dans de nombreuses provinces
canadiennes, B est maintenant le seul
insecticide autorisé. Ainsi en 1990, au
Canada, 60 % des zones traitées (soit
environ 700 000 hectares) I'ont été a
laide de Bt [12]. Dans d’autres pays,
comme la Malaisie ou la Thailande, Bz
reste le seul produit encore efficace
pour contrdler Plutella xylostella qui est
devenu résistant a tous les autres insec-
ticides actuellement commercialisés.
Enfin, Bt est utilisé avec succes, depuis
de nombreuses années, dans le cadre du
programme de lutte contre I'onchocer-
cose en Afrique de I'Ouest. Ce pro-
gramme de trés grande ampleur, qui
s'étend maintenant A onze pays, permet
de traiter chaque année, a un rythme
hebdomadaire, environ 18 000 kilo-
metres de rivieres. En 1988, sur un
total de 923 000 litres d’insecticides
utilisés dans le cadre de ce programme,
environ 750 000 litres étaient a base de

Bt [13].

Quelques exemples
d’utilisation

* En foréts

En 1971, en France, 670 hectares de
mélezes ont été traités a l'aide d’une
seule pulvérisation de spores-cristaux de
Bt pour lutter contre la tordeuse grise du
méleze Zeiraphera diniana. 1 application
a été faite alors que les insectes étaient au
3¢ stade larvaire et que les dégats
n’étaient pas encore apparents. L'efficaci-
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té immédiate du traitement a pu étre
chiffrée aux alentours de 80 %, ce qui a
eu pour effet de maintenir la population
de tordeuse en dessous du seuil de nui-
sance [14].

En Amérique du Nord, Bt est utilisé a
une tout autre échelle : ainsi de 1985 a
1988, pres de 2,9 millions d’hectares de
forét ont été traités avec différentes for-
mulations de Bt contre Choristoneura
pinus pinus, la tordeuse des bourgeons de
I’épinette (épicéa) (1 856 248 ha), Cho-
ristoneura fumiferana, la tordeuse du pin
gris (836 171 ha), Lymantria dispar, le
bombyx disparate (157 297 ha) et
Lambdina fiscellaria, 'arpenteuse de la
pruche (35 756 ha). De bons résultats
sont obtenus si I'application aérienne est
faite au moment opportun au cours du
cycle de l'insecte et si les conditions
atmosphériques apres la pulvérisation
sont favorables [15].

* En vignoble et arboriculture

En Suisse, des essais ont été réalisés en
microparcelles de vigne pour lutter
contre les tordeuses. Plusieurs produits
formulés ont été utilisés, en ajoutant ou
non une solution sucrée aux suspensions
bactériennes, en comparaison avec le
parathion. L’efficacité (mortalité) sur
Lobesia botrana (eudémis) et sur Eupoe-
cilia ambiguella (cochylis) a été la suivan-
te : Bt Delfin®: 97 %, MVP®: 94 %,
Turex®: 89 %, Bactecl®: 85 %, para-
thion : 96 %. Les deux premiers produits
ont montré une efficacité semblable a
celle du parathion ; la solution sucrée
améliore les résultats [16].

En Tunisie, en 1983-1984, des essais en
petites parcelles et a grande échelle ont
également été menés sur la 3¢ génération
de Prays oleae (la teigne de I'olivier),
avec Bt (Bactospéine®), le diflubenzuron
et la deltaméchrine. Si Pefficacité du
traitement avec cette derniére a été
importante et immédiate (100 %), la
mortalité avec Bt (50 %) et avec le
diflubenzuron (21 %) s’est poursuivie
pendant un laps de temps plus long
jusque dans la génération suivante, suite
au maintien des parasites naturels. Il
faut noter que les ravageurs, au moment
du traitement, étaient aux 4¢ et 5¢ stades
larvaires [17].

* En grandes cultures

Des traitements contre Heliothis armige-
ra ont été réalisés sur cotonnier, en
Israél, lors d’une trés forte infestation de
ce lépidoptere en 1985 (32 larves par
rangée de 2 m). Bt s'est bien comporté

par rapport a un insecticide chimique et,
apres 5 jours, la population du ravageur
a été ramenée A quatre a huit larves par
rangée de 2 metres dans les deux cas,
avec |'avantage pour le biopesticide de
préserver les ennemis naturels du rava-

geur. [18].

¢ En cultures maraichéres

Une comparaison de I'efficacité, du prix
de revient et des bénéfices entre un pro-
gramme insecticide par lutte chimique
classique et par Br a écé réalisée au
Mexique, sur culture de tomates au
cours des années 1992 et 1993.

Les dommages dus a trois especes de
ravageurs principaux (Ketferia lycopersi-
cella (1épidoptere), Helicoverpa zea (1épi-
doptere) et Macrosiphum euphorbiae
(hyménoptere) furent réduits dans les
parcelles traitées avec B, mais les béné-
fices bruts furent légerement inférieurs a
ceux des parcelles traitées avec le métho-
myl et la perméthrine. Cependant, le
nombre de traitements du programme
Bt fut inférieur a celui du programme
de lutte chimique (4 contre 9 en 1992 et
3 contre 7 en 1993). Le cofit des traite-
ments est donc beaucoup plus bas avec
Bt, notamment en ce qui concerne la
main d’ceuvre et I'eau. Les bénéfices nets
sont relativement proches pour les deux
modes de traitement. De plus, selon les
auteurs, d’autres bénéfices sont attendus,
a plus long terme, en utilisant le pro-
gramme de lutte avec Bt :

— réduction du tassement du sol par des
passages moins fréquents d’engin de pul-
vérisation ;

— réduction substantielle de la contami-
nation de I'environnement ;

— avantages potentiels dans la commer-
cialisation des fruits produits ;

— utilisation de produits moins toxiques
pour les mammiferes [19].

¢ En lutte anti-vectorielle

Sous I'égide de 'OMS, plus de 2 mil-
lions de litres de préparations de Br
israelensis (Bti) ont été utilisés entre 1981
et 1988, en Afrique de I'Ouest, pour lut-
ter contre un complexe de huit espéces
de mouches noires, appelé « complexe
Simulium damnosum », vectrices d’ On-
chocerca volvulus. Dans certaines régions,
ces especes étalent devenues résistantes
aux insecticides organophosphorés et
pyréthrinoides. La mortalité des mouches
noires dans les régions traitées avec Bti a
été équivalente a celle dans les régions
traitées avec d’autres produits chimiques
actifs [20].
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En Chine, en 1980, 8,4 kilometres car-
rés (dont 282,5 hectares de rizieres et
24 633 m3 d’eau polluée) ont été traités
avec Bti. Les traitements ont provoqué
90 % de mortalité chez les moustiques
des riziéres et 76 % chez les moustiques
des eaux polluées ; les cas de malaria ont
été réduits significativement dans le
méme temps [21]. D’autres exemples de
traitements effectués en Chine sont rap-
portés par Becker et Margalit [13].
Depuis quelques années, 10 tonnes de
Bti sous forme liquide ont été pulvérisées
sur 12 000 hectares. Grace a ces applica-
tions et a des pulvérisations de Bacillus
sphaericus, le nombre de moustiques par
personne et par heure est passé de 8 ou
9 en 1986 a 3,7 en 1987, 2 en 1988 et
1,3 en 1989 ; les personnes contaminées
par la malaria sont passées de 5,6 pour
10 000 en 1986 a 2,1 en 1987, 1,6 en
1988 et 0,8 en 1989.

Enfin, entre 1981 et 1991 dans la Haute
Vallée du Rhin en Allemagne, environ
50 000 hectares ont été traités avec 23
tonnes de poudre mouillable et
19 000 litres de liquide concentré conte-
nant du Bt pour lutter contre les mous-
tiques. La population de moustiques a
été réduite de 90 % [13]. D’apres ces
auteurs, d’autres campagnes de traite-
ment de grande envergure ont été amor-
cées au cours de ces mémes années aux
Etats-Unis et en Europe, notamment en
Espagne, France, Hongrie, Italie, Russie,
Slovénie, Suisse, Tchécoslovaquie et
Yougoslavie.

Difféerents aspects
de la résistance
a B. thuringiensis

Les cas de résistance
a B. thuringiensis

La résistance aux insecticides est un phé-
nomene extrémement répandu chez les
invertébrés. Elle repose sur une variabili-
té génétique de la population qui permet
aux individus les mieux adaptés de sur-
vivre, lorsque les conditions environne-
mentales changent, et donc a I'espece de
se perpétuer. Les vitesses d’apparition ou
d’évolution de la résistance peuvent
varier d’une espece a I'autre en fonction
de facteurs génétiques (fréquence initiale
ou nombre des alleles [genes] de résistan-




ce dans la population, dominance ou
récessivité du caractere de résistance),
physiologiques (fécondité de espece,
nombre de générations annuelles, mono-
gamie ou polygamie, etc.) ou écologiques
(monophagie ou polyphagie, espece
migratoire ou non, etc.).

La résistance a un insecticide se traduit
par une diminution de la sensibilité de la
population suite a 'apparition d’indivi-
dus devenus tolérants aux doses qui, nor-
malement, sont létales. Elle se détecte a
l'aide de tests toxicologiques de mesure
de lefficacité de I'insecticide. La mesure
la plus couramment utilisée est la dose
létale 50 (DL50) qui correspond a la
dose d’insecticide nécessaire pour tuer
50 % de la population traitée. Elle peut
étre déterminée en tragant la courbe cor-
respondant au pourcentage de mortalité
obtenue pour des doses croissantes
d’insecticide. Pour un insecticide donné,
une population peut donc étre caractéri-
sée par sa courbe de mortalité et sa
DL50. Le facteur de résistance est défini
comme ¢étant le rapport entre la DL50
de la population « résistante » et la DL50
de la population de référence.

Le premier cas de résistance aux 8-endo-
toxines de Bt décrit dans la littérature

concerne la sélection en laboratoire
d’une population du lépidoptere Plodia
interpunctella pour la résistance a Dipel®,
un produit commercial formulé A partir
d’une souche de Br du sérotype kurstaki
[22]. La résistance acquise était de
100 fois en quinze générations et les
insectes sélectionnés provenaient de silos
a grains ou ils avaient déja été exposés a
Bt avant la sélection en laboratoire.
D’autres cas ont été décrits et la résistan-
ce @ Bt concerne maintenant dix especes
de Iépidopteres appartenant a quatre
familles (Noctuidae, Pyralidae, Plutelli-
dae et Tortricidae), deux especes de
Loléopt‘eres (Chrysomelidae) et trois
espéces de dipteres (Culicidae et Musci-
dae). Parmi ces quinze espéces, huit seu-
lement (cinq lépidopteres, deux coléo-
pteres et un diptere) ont développé des
résistances supérieures a 10 par rapport a
des populations sensibles non sélection-
nées en laboratoire (tableau 2).

Le premier cas de résistance a Bt apparu
dans la nature, sur I'lle d’'Hawai, a écé
rapporté en 1990. Il concerne Plutella
xylostella, 1a teigne des cruciferes, et le
niveau de résistance observé, apres plus
de cinquante pulvérisations de Dipel® en
plein champ, était de I'ordre de 25 a 30

fois [36]. Depuis cette date, d’autres cas
de résistance concernant cette méme
especc sont apparus en Floride, dans
I'Etat de New York, aux Philippines, en
Thailande et en Malaisie [31]. Au Japon,
une résistance, de 'ordre de 700 fois, de
P. xylostella 2 une préparation commer-
ciale formulée A partir d’une souche du
sérotype kurstaki a été mise en évidence
en serre [37].

Jusqu'en 1992, tous les articles concer-
nant la résistance a Bt indiquaient une
sélectivité par rapport aux différentes 8-
endotoxines ou souches de Br. Une
souche de P. interpunctella résistante au
sérotype kurstaki de Bt restait sensible a
vingt et un isolats appartenant a cinq
autres sérotypes [38]. Une population de
P. xylostella ayant acquis un niveau de
résistance de plus de 200 fois a Dipel®
(qui contient les toxines CrylA(a),
CrylA(b), CrylA(c), CrylIA et CrylIB)
restait totalement sensible a CryIC et
CryIB [39]. Une description détaillée des
principaux cas de résistance A Bt est pré-
sentée dans le tableau 3. Le premier cas
de résistance croisée a été observé en
1992 [46]. Une population d’Heliothis
virescens, sélectionnée pour sa résistance a

la toxine CrylA(c) (R = 50 apres 17

Tableau 2

Sélection au laboratoire d'insectes résistants a différentes 5-endotoxines de B. thuringiensis

Insectes Toxines ou souches Nombre Pression Résistance
de de générations | de sélection acquise Références

Bt utilisées sélectionnées | (% mortalité)
Lépidopteres
Plodia interpunctella Bt kurstaki 15 50 100 [22]
Cadra cautella Bt kurstaki 21 70-90 7 [23]
Anagasta kihniella Bt « Anduze » 7 50 1 [24]
Homosoma electum Bt kurstaki 1 50 157 [25]
Heliothis virescens CrylA(b) 14 70-90 24 [26]
Spodoptera exigua CrylC 21 70-90 100 [27]
Spodoptera littoralis CrylC 14 90 > 50 [28]
Trichoplusia ni CrylA(b) i 70 1,4 [29]
Plutella xylostella Bt kurstaki 9 45 66 [30]
Choristoneura fumiferana Bt sotto 8 38,8
Coléopteres
Chrysomela scripta CrylllA 24 - > 50 [31]
Leptinotarsa decemlineata Bt San Diego 12 99 60 [32]
Dipteres
Aedes aegypti Bt israelensis 14 50 11 [33]
Culex quinquefasciatus Bt israelensis 120 90 16 [34]
Musca domestica Bt thuringiensis 25 - 6 [35]

Laboratory selection for insect resistance to B. thuringiensis §-endotoxins
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Tableau 3

Caractéristiques de la résistance des insectes aux d-endotoxines de B. thuringiensis

Insectes Toxines ou souches Facteur de Résistance Caractéristiques de la Références
de B. thuringiensis résistance croisée mutation qui confeére
responsables de la la résistance
sélection
Plodia Dipel® (formulation Si pression de sélec- | Pas de résistance Stable, partiellement récessive, [22, 23, 6]
interpunctella commerciale contenant tion faible : 150 x croisée eavec CrylC autosomale, monogénique.
(laboratoire) CrylAl(a), CrylA(b), Si pression de sélec- | et sensibilité L'affinité de la toxine pour le
CrylAl(c), CryllA et CrylIB) tion forte : > 250 x a Cryl Caugmentée récepteur (Kd) est diminuée de 50 x,
d'un facteur 10 la concentration en récepteurs reste
inchangée
Plutella Javelin® (formulation 30 x [36]
xylostella commerciale contenant
(terrain puis les mémes & -endotoxines
laboratoire) que Dipel®)
Plutella Dipel® 1800 & 6 800 x a Dipel® | 3 x pour B. thuringiensis | Réversible, lorsque la pression de [40-42]
xylostella variable pour CrylA(a), | var. Aizawai (contenant | sélection est interrompue
(terrain + CrylA(b), CrylAl(c) et CrylA(a), CrylA(b), CryIC
laboratoire) CryllA testées CryID). Sensibilité inchan
individuellement gée pour CrylC
Plutella Dipel® > 200 x Sensibilité inchangée | La toxine ne se fixe plus sur son [39]
xylostella pour CryIC et CrylB récepteur spécifique
(terrain +
laboratoire)
Heliothis CrylA(b) pendant 13 57 x pour Dipel® Autosomale, partiellement dominante [43-45]
virescens générations, puis Dipel® 16 x pour CrylA(c) pour CrylA(b), codominante ou
(terrain + pendant 4 générations, 70 x pour CrylA(b) partiellement récessive pour CrylA(c).
laboratoire) puis de nouveau CrylA(b) Probablement polygénique pour
pendant 4 générations CrylA(b). La résistance décroit
de 67 x a 13 x aprés 5 générations
sans pression de sélection. L'affinité
de la toxine pour ses récepteurs
est diminuée de 4 x pour CrylA(c)
et de 2 x pour CrylA(b).
La concentration en récepteur est
augmentée de 4 x pour CrylA(c)
et de 6 x pour CrylA(b)
Heliothis CrylA(c) 50 x apres 17 géné- | CrylA(b) 13 x L'affinité de la toxine pour son [46]
virescens rations CryllA 53 x récepteur et la concentration en
(terrain + De plus, la lignée récepteur restent inchangées
laboratoire) résistante se développe| chez la lignée résistante
plus rapidement que
la lignée sensible, si
élevée sur du milieu
contenant CrylA(a),
CrylB ou CryIC
Trichoplusia ni CrylA(b) 31 x en 7 générations | Pas de résistance CrylA(c) et CrylA(b) semblent se fixer [47)

(laboratoire)

croisée pour CrylA(a)

sur le méme récepteur malgré |'absence

ou CrylA(c) de résistance croisée a CrylA(c)

Leptinotarsa B. thuringiensis subsp. 200 x en 29 généra- Autosomale, partiellement dominante, [48]
decemlineata tenebrionis contenant tions probablement polygénique.
(terrain + CrylllA La résistance décroit de 200 x a 48 x
laboratoire apres 5 générations sans pression de

sélection puis se stabilise a ce niveau
Plodia Entomocidus 6 x pour CryIC 128 x pour CrylAlc) L'activité protéolytique est diminuée [49]
interpunctella HD 198 contenant 13 x pour CrylA(b) d'environ 5 x. Le produit final
(terrain + CrylA(a), CrylA(b), d'activation est de taille légerement
laboratoire) CrylC et CrylD supérieure a celui de la lignée sensible

(65 a 80 kDa au lieu de 61 a 63 kDa)

Characteristics of insect resistance to B. thuringiensis 3-endotoxins
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générations), présentait une résistance
croisée a CrylA(b) et CrylIA. Un autre
cas de résistance croisée a été mentionné
en 1994 et concerne une lignée de Spo-
doptera littoralis  qui, sélectionnée pour
sa résistance a CryIC (R > 50 en 14
générations), présentait également une
résistance croisée avec les toxines CrylE

et CryID [28].

Génétique de la résistance

L’étude du déterminisme génétique du
mécanisme de résistance aux insecticides
consiste principalement a déterminer le
nombre de facteurs impliqués dans la
résistance, le mode de transmission de la
résistance (dominance, récessivité, auto-
somale ou lié au sexe), sa stabilité en
absence de pression de sélection et le
cott biologique de I'acquisition de la
résistance.

Une telle étude ne peut étre abordée que
si 'on dispose d'une population compo-
sée d’individus homozygotes pour le ou
les genes de résistance. Dans le cas d’une
mutation qui confere la résistance a un
insecticide (R), un individu pourra étre
porteur soit de deux exemplaires du gene
R (homozygote RR), soit de deux exem-
plaires du gene S (homozygote SS), soit
d’un exemplaire de chaque (hétérozygote
RS). Les modes de transmission de la
résistance, dominance ou récessivité,
autosomale ou non, ainsi que le nombre
de genes impliqués peuvent générale-
ment étre déduits des courbes de morta-
lit¢ obtenues sur une population (F1)
issue du croisement de populations
homozygotes sensibles et résistantes, ainsi
que des rétrocroisements (F1 X popula-
tion résistante).

Peu d’informations sont disponibles
quant au déterminisme génétique de la
résistance a Bt chez les insectes. Les pre-
mieres études auraient été réalisées sur
des populations qui n’étaient pas entie-
rement composées d’individus homozy-
gotes et sont donc parfois difficiles a
interpréter. La résistance a Bt d’une
population d* H. virescens serait contrd-
lée par plusieurs facteurs, serait a prédo-
minance autosomale avec quelques fac-
teurs impliqués liés au sexe et
dépendrait de I'endotoxine utilisée pour
la sélection [50]. Chez P. interpunctella,
la résistance serait plus ou moins récessi-
ve et controlée par un seul facteur [22,
23]. Dans une autre étude concernant
H. virescens, la résistance de cet insecte a
CryIA(b) serait autosomale, incomplete-
ment dominante et contrélée par plu-

sieurs facteurs génétiques, ce qui lui
confeére un caractere instable [44].
Enfin, la résistance d’une population de
P. xylostella a une formulation commer-
ciale de Bt serait liée a un seul ou
quelques rares geénes partiellement réces-
sifs [37].

La stabilité de la résistance et son main-
tien a travers les générations en absence
de pression de sélection dépendent prin-
cipalement du degré de dominance du
gene de résistance (la dominance ou la
récessivité est rarement totale) et du
« colit » biologique de I'acquisition de la
résistance. Plusieurs études indiquent
que, lorsque la pression de sélection
cesse, la résistance décroit trés rapide-
ment [23, 44], ce qui suggere que ces
populations comportaient encore une
proportion d’individus hétérozygotes
et/ou homozygotes (SS) et que le gene
qui confere la résistance a été  dilué au
cours des générations sans sélection.
L’une des causes probables de I'instabili-
té de la résistance des insectes 3 Bt tient
au fait que I'acquisition de la résistance
se traduit par une diminution de leur
potentiel biotique (fécondité ou fertilité
moins grande). En absence de pression
de sélection, les individus sensibles ou
hétérozygotes se reproduisent donc plus,
en moyenne, que les individus résistants
et leur proportion augmente de généra-
tion en génération. D’autres travaux
indiquent cependant une stabilit¢ de la
résistance : celle de P. interpunctella a
Dipel® (R = 60) ne diminue pas apres
vingt-neuf générations sans sélection
[23]. De fagon moins significative, la
résistance d’H. virescens 3 la toxine
CryIA(b) (R = 24 en 14 générations) est
maintenue pendant deux générations
sans sélection [43].

En ce qui concerne le cotit biologique de
'acquisition de la résistance a Bt, les
résultats montrent A encore une treés
grande variabilité de la réponse des diffé-
rentes populations sélectionnées. Chez P.
xylostella, une souche résistante 3 Dipel®
a une fertilité et une fécondité significa-
tivement inférieures a celles d’une souche
sensible, alors que la durée de développe-
ment larvaire, le pourcentage de survi-
vants de I'ceuf a I'adulte (en dehors de
tout traitement) et le poids des chrysa-
lides ne sont pas significativement diffé-
rents [51]. Gould et Anderson [52]
n’observent pas de différence significative
dans le pourcentage de survie et le poids
des larves entre une souche sensible et
une souche résistante d’H. virescens.
Enfin, chez une souche de S. littoralis

résistante 3 CrylC, il n’a pas été noté de
différence significative avec une popula-
tion sensible quant au poids des chrysa-
lides, au temps de développement larvai-
re et au sex-ratio au cours de la sélection

[28].

Les facteurs biochimiques
et les mécanismes

de résistance

a B. thuringiensis

Lefficacité d’un insecticide dépend en
grande partie de la quantité d’insecticide
qui atteint sa cible moléculaire. Elle est
donc modulée par les différents facteurs
qui contribuent & limiter ou a réduire les
quantités d’insecticide présentes dans
I'insecte. Parmi ces facteurs, on peut
notamment citer :

— la vitesse de pénétration de I'insecticide
(qui peut varier d’un insecte a I'autre) ;

— la variété et/ou la quantité des pro-
téines de piégeage ou de détoxication
susceptibles de fixer et/ou de métaboliser
I'insecticide ;

— la vitesse d’élimination (excrétion) de
I'insecticide avant ou aprés métabolisa-
tion (ou plus généralement le temps de
séjour de linsecticide sous forme active
dans I'insecte) ;

— le nombre et I'affinité des molécules
cibles (récepteurs) présentes chez I'insec-
te.

Dans la plupart des cas, ce sont des
modifications qualitatives ou quantita-
tives d’une ou de plusieurs de ces pro-
téines qui rendent certains insectes
moins sensibles a I'insecticide.
Concernant le mode d’action des 6-
endotoxines, il apparait que la solubilisa-
tion des cristaux ingérés puis I'activation
par protéolyse des molécules de protoxi-
ne constituent deux étapes nécessaires
pour conférer aux O-endotoxines leur
activité insecticide. L’analyse de la
séquence peptidique de la région car-
boxy-terminale des &-endotoxines, qui
est éliminée au cours de la protéolyse,
révele que cette partie de la molécule
contient presque tous les résidus cystéine
de la protéine impliqués dans la forma-
tion de ponts disulfures entre les 8-endo-
toxines et, donc, dans la formation du
cristal [53]. Le pH élevé et les conditions
réductrices qui réegnent dans I'intestin de
la plupart des insectes sensibles semblent
par conséquent nécessaires pour déstabi-
liser les liaisons ioniques et rompre les
ponts disulfures intermoléculaires. Un
premier mécanisme possible de résistance

Cabhiers Agricultures 1995 ;5 4 : 405-16




aux O-endotoxines pourrait consister en
une modification du pH ou des capacités
réductrices prévalant dans intestin des
larves, ce qui empécherait la dissolution
des cristaux. Ceux-ci seraient alors sim-
plement éliminés lors du transit intesti-
nal. Une variation dans la quantité ou la
spécificité des enzymes protéolytiques
qui altérerait I'activation des d-endo-
toxines est également envisageable. Le
poids moléculaire d’une molécule de
protoxine non activée ou imparfaitement
activée serait alors trop élevé pour lui
permettre de traverser la membrane péri-
trophique. En fait, un tel mécanisme a
été récemment mis en évidence chez une
population de P. interpunctella [49], o
la résistance semble étre liée 2 un défaut
d’activation des protoxines par les pro-
téases de I'insecte.

Une autre étape essentielle du mécanis-
me d’action des d-endotoxines concerne
la fixation des toxines activées sur leurs
récepteurs spécifiques. Jusqu'en 1992,
tous les articles publiés sur la résistance
des insectes 3 Bt indiquaient une sélecti-
vité de la résistance par rapport aux dif-
férentes O-endotoxines. C’est pourquoi
un mécanisme de résistance par modifi-
cation des récepteurs a été privilégié et
plus particulierement recherché dans
plusieurs cas de résistance. Des expé-
riences de fixation de toxines radiomar-
quées sur des vésicules intestinales, pré-
parées a partir de cellules a bordure en
brosse provenant d’intestins prélevés sur
différentes lignées d’insectes sensibles ou
résistants, ont été réalisées. Elles ont per-
mis de montrer que, dans la plupart des
cas, la résistance était bien due a une
modification du nombre ou de l'affinité
des récepteurs pour la toxine [6, 39].
Ces travaux ont également révélé que la
plupart des insectes possédaient plusieurs
récepteurs distincts reconnus par diffé-
rentes O-endotoxines. Ces résultats expli-
quent pourquoi, dans certains cas, des
insectes devenus résistants 4 une 8-endo-
toxine demeurent sensibles a2 une autre
8-endotoxine se fixant sur un récepteur
différent.

En 1992, il a été mis en évidence une
résistance croisée a plusieurs toxines de
Bt sans modification de la fixation, de
Paffinité ou du nombre de récepteurs a
ces toxines [46]. Ce résultat indique que
des mécanismes de résistance non spéci-
fique, autres que ceux déja décrits, sont
possibles. A ce jour, le mécanisme de
résistance mis en ceuvre dans ce cas par-
ticulier n’a toujours pas été élucidé. Un
mécanisme de résistance intervenant a

I'une des étapes ultérieures a la fixation
des toxines sur leurs récepteurs (insertion
de la toxine dans les cellules épithéliales
et formation du pore) est envisageable
mais n’a pas encore été exploré faute de
pouvoir disposer des outils nécessaires a
ce type d’étude. Enfin, un mécanisme de
résistance par modification du comporte-
ment ou des habitudes alimentaires de
I'insecte est également possible ; il a été
recherché sans succés dans un cas de
résistance a Bt [54].

L’ensemble de ces données semble indi-
quer que le mécanisme de résistance le
plus fréquent concerne la modification
de la cible. Cependant, deux mécanismes
de résistance non spécifique, dont I'un
par modification du processus d’activa-
tion des O-endotoxines par protéolyse,
ont également été identifiés. L'existence
de mécanismes de résistance, conférant
aux insectes une résistance croisée a de
nombreuses 8-endotoxines, doit nous
inciter 4 mettre en ceuvre rapidement
des stratégies permettant de prévenir ou
de retarder leur apparition dans la natu-
re. 1élaboration de ces stratégies devra
nécessairement s’appuyer sur les connais-
sances acquises ou a venir concernant
'identification des mécanismes biochi-
miques et génétiques de la résistance.

Stratégies permettant
de controler
I'apparition

de la résistance

La résistance a Bt,
un phénomeéne encore rare
dans la nature

Comme le confirment les nombreuses
tentatives réussies de sélection au labora-
toire d’insectes résistants A Bt (tableau 2),
de trés nombreuses especes entomolo-
giques possedent les capacités de déve-
lopper une résistance a ce micro-organis-
me. Bien que Bt soit utilisé en agri-
culture depuis plus de 30 ans, les cas
décrits de développement de populations
d’insectes résistants a Br dans la nature
sont cependant rares. On peut penser
que cette absence apparente de sélection
naturelle d’insectes résistants tient aux
faits suivants :

— les souches de Bt utilisées dans les pré-
parations commerciales contiennent plu-
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sieurs genes codant pour des d-endo-
toxines différentes, et la plupart des
especes d’insectes sensibles posséderaient
plusieurs récepteurs distincts fixant ces
différentes d-endotoxines ;

— lutilisation massive et systématique de
Bt en agriculturc est encore exception-
nelle, de sorte que la pression de sélec-
tion ne serait encore ni trop forte ni sou-
tenue ;

— les 8-endotoxines sont rapidement
inactivées par la lumitre ultraviolette et
donc les produits a base de Bt sont tres
peu rémanants.

Cependant, dans un cas ol deux de ces
conditions n’étaient pas réunies, le déve-
loppement d’une population naturelle de
Plutella xylostella résistante a Bt Dipel® a
été observé [36]. La combinaison de plu-
sieurs phénomenes permettrait d’expli-
quer I'apparition de cette résistance :

— Pintensité de la pression de sélection
exercée (les champs ont été traités 50 a
100 fois en I'espace de 5 ans) ;

— bien que la souche de Br HDI
(Dipel®) produise cing d-endotoxines
différentes (CrylA(a), CrylA(b),
CrylA(c), CrylIA et CrylIB), seuls des
récepteurs a CrylA(b) et a deux autres
toxines, CrylB et CryIC, qui ne sont pas
produites par la souche HD1 (Dipel®),
ont été mis en évidence chez P. xylostella
[39];

— les traitements ont eu lieu dans des
conditions agronomiques relativement
« fermées » ou les échanges génétiques
avec d’autres populations étaient limités,
favorisant le développement rapide d’une
population génétiquement homogene
pour la résistance.

Ces observations donnent une premiere
indication de ce que pourrait étre une
stratégie efficace d’utilisation de Bt en
pulvérisations insecticides, afin de retar-
der 'apparition d’insectes résistants.
Tout d’abord, il conviendrait d’utiliser
des préparations a base de Bt contenant
plusieurs 8-endotoxines dont il a été
démontré qu’elles reconnaissaient plu-
sieurs récepteurs distincts présents chez
I'insecte cible. Une autre recommanda-
tion importante serait de limiter le
nombre d’applications, ce qui aurait
pour avantage, non seulement de dimi-
nuer la pression de sélection, mais aussi
de permettre 2 une partie de la popula-
tion d’échapper a la sélection, préservant
ainsi des homozygotes sensibles qui
pourront diluer les genes de résistance
[55]. Les autres recommandations qui
peuvent étre avancées concernent Ialter-
nance des traitements 4 base de Bt avec



d’autres pesticides et la constitution de
zones refuges indemnes de tout traite-
ment [55]. Il faut cependant souligner
que la plupart de ces stratégies relevent
encore du domaine des hypotheses, de
modeles théoriques et/ou de simulations.
Leur validation au laboratoire dans un
premier temps, sur le terrain ensuite,
devra confirmer leur fiabilité.

Les plantes transgéniques
exprimant les toxines
insecticides de Bt

Les récents progres sur la génétique de
Bt ainsi que les pmsibiliu\‘ nouvelles
offertes par le bcnu ;,gnulqm permet-
tent la construction de micro-organismes
et de plantes uuuthuumm transformés
pour leur faire exprimer des genes
codant pour les d-endotoxines (p/mm 2).
On peut penser que ['utilisation 2a
I'échelle agronomique de tels organismes
recombinés accroitra sensiblement le
risque d’apparition d’insectes résistants
aux d-endotoxines de Bz On peut déja
citer, a titre d’exemple, I'encapsulation
des toxines de B dans des bactéries tuées
a l'aide d’un procédé physicochimique.
Ce procédé (MVP, breveté par la société
Mycogen) permet d’améliorer sensible-
ment 'efficacité des 8-endotoxines. Le
cristal est en effet protégé de la dégrada-
tion, mais I'augmentation de sa persis-
tance accroit d’autant la pression de
sélection. Toutefois, le risque le plus

important semble étre lié a I'exploitation
agronomique de plantes cultivées généti-
quement transformées pour exprimer les
d-endotoxines. Aujourd’hui, les plantes

transgéniques de premiere génération ne
contiennent généralement qu’un seul
gene de 8-endotoxine sous le contrdle
d’un promoteur constitutif, s'exprimant
dans toutes les parties de la plante. La
commercialisation et l'utilisation de ces
plantes a grande échelle vont créer, vis-a-
vis des populations cibles, une pression
de sélection continue et forte qui risque
de conduire a I'apparition rapide de
populations d’insectes résistants. La prin-
cipale S[l.ltq_,lt que P'on peut préconiser
pour minimiser ce nsquc est de limiter la
pression sélective exercée par la culture
de telles plantes. Une premiere option
consisterait a placer le gene de Bt sous
controle de promoteurs spécifiques des
tissus, limitant ainsi I'expression des
toxines aux parties de la plante exposées
a l'attaque [56]. Une autre possibilité est
d’utiliser des promoteurs inductibles
n’assurant I'expression des genes de
toxines qu'au moment de la manifesta-
tion des dégats (exemple : promoteurs
inductibles par une blessure) [56]. La
création de zones refuges a différents
niveaux, permettant la survie d’individus
sensibles, reste bien entendu, dans le cas
des plantes transgéniques, une stratégie
de choix pour le contrdle de la résistance
(55, 57]. Pour les insectes polyphages,
des zones refuges existent déja naturelle-
ment ; elles devraient permettre de main-
tenir la fréquence des genes de résistance
a un niveau relativement faible. Pour les
insectes monophages ou pour les plantes
qui seront cultivées a tres grande échelle
en monoculture, ['utilisation de mélanges
de graines ayant intégré ou non les
genes de 8-endotoxine peut étre envisa-
gée [57]. Il serait également possible

Photo 2. Les génes
codant pour des to-
xines de Bacillus thu-
ringiensis peuvent
étre introduits dans
les plantes. Le tabac
transgénique (a gau-
che) a été protégé
des dégats provo-
qués par les insectes
ravageurs (cliché
Inra, Versailles).

Photo 2. Genes coding
for Bacillus thuringien-
sis toxins may be intro-
duced into plants. This
transgenic tobacco (left)
was protected from
insect pest damage.

d’effectuer des rotations culturales avec
d'autres plantes ou avec la méme plante
non transgénique [56, 57]. Enfin, I'inté-
gration dans les plantes de plusieurs
genes codant pour des toxines différentes
est également envisageable. Cette
approche permettrait de se rapprocher de
la situation naturelle caractéristique des
souches de Bt qui cxprimcnt plusieurs
types de toxines mais présente cependant
le l‘liqllt de favoriser I'apparition des
résistances croisées.

Conclusion

La prise de conscience que la lutte chi-
mique n’est pas la panacée en matiere de
contréle des populations de ravageurs et
qu’elle dégrade I'environnement incite a
privilégier des pratiques culturales préser-
vant davantage les ressources naturelles.
L'un des avantages de la lutte chimique
sur la lutte biologique reste cependant sa
simplicité et sa rapidité d’intervention en
traitements curatifs. A cette approche
interventionniste, la lutte bi()losoiquc
oppose un concept plus global qui vise a
maintenir un équilibre entre ravageurs et
antagonistes, afin de maintenir la popu-
lation de ravageurs en dega d’un seuil
économique. Dans la réalité cependant,
sa mise en pratique ne va pas de soi car
elle est encore mal acceptée par les utili-
sateurs pour qui I'élimination complete
des ravageurs reste un critere de choix.
C’est pourquoi, A I'heure actuelle, les
programmes de phytoprotection évo-
luent plutét vers une harmonisation de
I'utilisation de pesticides chimiques et
d’agents de lutte biologique dans le cadre
de programmes de lutte intégrée. Le suc-
ces de Bt tient certainement au fait qu'il
combine certains des avantages des deux
types de lutte : une grande innocuité
pour I'environnement tout en pouvant
étre utilisé a la maniere d’un insecticide
chimique (spécifique et non rémanant)
en traitements curatifs a cffct rapide. On
peut cependant craindre qu'une utilisa-
tion accrue et non raisonnée de Bt en
protcctmn des cultures et, surtout, la
culture a échelle agronomique de plantes
exprimant un ou plusieurs génes de -
endotoxines ne provoquent rapidement
I'apparition d’insectes résistants. Ceci
aboutirait a priver la panoplie (de plus
en plus réduite) de molécules utilisables
comme pcsticidcs‘ d’un outil de lutte bio-
loglquc PrLClCUX Ce nsqm doit nous
inciter a poursuivre et a intensifier les
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recherches sur I'utilisation de Bt en pro-
tection des cultures en privilégiant les
aspects suivants :

— approfondir les études concernant les
mécanismes de résistance afin d’étre en
mesure de la maitriser ou de la contour-
ner, ce qui implique une connaissance
précise du mode d’action des toxines et
de leur interaction avec les récepteurs des
insectes ;

— valider sur le terrain les différentes
stratégies susceptibles de limiter ou de
retarder 'apparition de populations
d’insectes résistants ;

— concevoir puis mettre en ceuvre les
méthodologies permettant de détecter la
résistance aussitot qu'elle apparait, afin de
prendre le plus rapidement possible les
mesures pouvant empécher son extension ;
— enfin, face & 'augmentation prévisible
de l'utilisation de Bt il est important
d’approfondir nos connaissances sur
Iécologie de Bt et, notamment, d’étudier
sa persistance dans le sol, son incidence
vis-a-vis des populations bactériennes
indigenes et d’évaluer les risques de
transferts horizontaux des geénes codant
pour les 8-endotoxines M
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Résume

Bacillus thuringiensis (Bt) est une bactérie du sol, sporulante, Gram-positive et
aérobie facultative dont la principale caractéristique est de synthétiser, pendant la
sporulation, une inclusion cristalline composée de protéines ayant des propriétés
insecticides. Limportante diversité de ces toxines, leur efficacité et leur production
relativement peu codteuse font de Bt le biopesticide le plus largement utilisé dans
le monde. En agriculture, il permet de lutter contre de nombreux ravageurs de
cultures, essentiellement des Tarves de lépidopteres et de coléopteres. En santé
humaine, il permet de contrdler efficacement les populations de plusieurs dipteres
vecteurs de maladies.

Une utilisation croissante de toxines de Bt en tant que biopesticide et, surtout,
I'exploitation de plantes génétiquement transformées pour exprimer des toxines de
Bt incitent a s'interroger sur le risque de sélectionner des insectes résistants. Le
prmcnpal objectif de cette synthese est de faire le point sur la résistance des
insectes 3 Bt. Au vu des connaissances actuelles sur les mécanismes biochimiques
et génétiques de la résistance, les risques d’évolution de la résistance et les moyens
a mettre en ceuvre afin de retarder son apparition sont discutés.
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