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Effets physiologiques et mutageénes
sur les Insectes de la toxine thermostable

de Bacillus thuringiensis Berliner *

par A. BURGERJON

I.N.R.A. Station de Recherches de Lutte biologique, La Miniére, F 78000 Versuilles

Résumé

La toxine thermostable produite par un certain nombre de souches de Bacillus thurin-
giensis exerce sur les insectes, par application orale aux stades immatures, des effets originaux
aussi bien aux doses léthales quaux doses subléthales. La plupart de ces effets sont rappelés
en schémas synthétiques, afin de faire ressortir les conditions de mise en évidence de la
transmissibilité des caractéres tératologiques.

L'effet mutagéne de la T.T. a été découvert sur le doryphore Leptinotarsa decemlineata
Say et reste encore limité i cette espéce. Il constitue un phénomeéne original du fait de sa
reproductibilité. Toutefois, les malformations sont transmises avec de légéres modifications :
les griffes sur des antennes en forme de massue aprés traitement des larves sont l'objet
d’altérations tératologiques au niveau des pattes chez les générations suivantes.

Summary

The mutagenetic effect on insects by the thermostable toxin of Bacillus thurin-

giensis Berliner.

The most striking specific teratological effects of the thermostable toxin of Bacillus
thuringinensis have been observed on the Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata
Say.

* Travail présenié au colloque « Pesticides» du X° Congrés international de Microbiologie,
Mexico 1970.
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A new study shows that these morphogenetic modifications are transmissible to the off-
spring. A short account is given about the actual knowledge of the effect of the thermostable
toxin on insects in order to emphasize the particular conditions in which teratological indi-
viduals are obtainable.

Introduction :

La production d’une toxine thermostable (T.T.) dans les milieux de culture par
certaines souches de Bacillus thuringiensis a été mise en évidence grice a son action
sur les insectes a la fois par injection (MacConnell et Richards, 1959) et par ingestion
(Burgerjon et de Barjac, 1960, 1962). L’isolement et la purification de cette toxine de
nature nucléotidique a base d’adénine, ribose et phosphate ont été réalisés par de
Barjac et Dedonder (1965, 1968). Depuis, la composition chimique de la toxine a été
confirmée par différents auteurs (Benz, 1966, Sebesta ef al., 1969 ; Farkas et al., 1969 ;
Bond, 1969 ; Young et Huang, 1970) et, 2 c6té de 'adénine, du ribose et du phos-
phate, la présence de glucose et d’acide allomucique a été démontrée.

Parall¢lement, des études ont porté sur I'action de cette toxine (purifiée ou non):

— in vivo sur les insectes, dont elle perturbe les mues (Burgerjon et al., 1964)
ou d’autres fonctions physiologiques (David et Vago, 1967 ; Van Herrewege,
1969) avec possibilité d’effets tératologiques (Burgerjon et Biache, 1967 a, b ;
Burgerjon et al., 1969 ; Mayas, 1969) ;

— in vitro sur les cultures de cellules de vertébrés en produisant des lésions
nucléaires (Riou, 1968) ;

— in vivo et in vitro sur la synthése du R.N.A. pour laquelle elle 2 un rdle inhi-
biteur (Sebesta et al., 1968 a, b).

Quelques auteurs (Krieg et Herfs, 1963 @, Benz, 1966) ont examiné d’une fagon
préliminaire 'action de la toxine sur Vertébrés, soit par injection, soit par ingestion,
tandis que de Barjac et Riou (1969) ont effectué des recherches plus détaillées sur
ce sujet.

Dans cette note, nous démontrons 'effet mutageéne de la T.T. Pour mieux situer
les conditions spéciales dans lesquelles cet effet nouveau se manifeste, il nous parait
opportun de résumer I’ensemble des connaissances actuelles sur laction in vivo de
la T.T. -hez les insectes.

Action sur les Lépidoptéres :

L’action de la T.T. administrée & des doses variables, soit 1éthales, soit subléthales
par libre ingestion au stade immature des Lépidoptéres, a été étudiée par Burgerjon
et Biache (1967 a b), et Mayas (1969). Le schéma de la figure 1 résume l'essentiel de
leurs résultats concernant I'effet des doses subléthales en fonction de la période physio-
logique critique d’intoxication.
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Fi16. 1. — Représentation schématique de 'effet des cristaux et de la toxine thermostable a des doses

subléthales sur Lépidoptéres (Pieris brassicae L.; Laspeyresia pomonella 1.).

L3, L4, L5 =3, 4 et 5° stade larvaire.

PM = prémue; PN = Prénymphe ; N = Nymphe ; IP = Adulte.
de C = Réduction de consommation.

. Intoxication par des cristaux au début du 3° stade larvaire,
. Intoxication par des cristaux a la fin du 3* stade larvaire.
. Intoxication par la T.T. au début du 3° stade larvaire.

. Intoxication par la T.T. 4 la fin du 3¢ stade larvaire.

. Intoxication par la T.T. au début du dernier stade larvaire.
. Intoxication par la T.T. a la fin du dernier stade larvaire.
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On constate que la T.T. provoque des phénomeénes typiques, d’une part, au
moment des mues larvaires et nymphales, d’autre part, aux stades de chrysalide et
d’imago, alors que l'ingestion a eu lieu bien avant ces stades. En outre, Ieffet est
d’autant plus prononcé que la période d’ingestion & lintérieur d’une intermue se
trouve plus éloignée de la prochaine mue larvaire ou nymphale. Il est cependant
important de souligner que les mues se produisent souvent chez la presque totalité des
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insectes traités, méme lorsqu’il y a une mortalité importante ou totale. Dans ces cas,
celie-ci intervient progressivement aprés l'accomplissement de la mue ; mais ces che-
nilles (L4 jeunes sur le schéma) ne s’alimentent pas et ont une activité motrice trés
réduite.

Par opposition, I'ingestion de cristaux exerce un effet plus classique, comparable
a d’autres insecticides d’ingestion (arsenicaux, par exemple), puisque l'effet est immé-
diat et la période des mues est directement vulnérable (’effet du traitement est plus
sévére 4 proximité de la mue).

Les symptOomes tératologiques (voir schéma, fig. 1) provoqués par la T.T. sont
trés caractéristiques et circonscrits aux appendices céphaliques et buccaux (effet léger
du schéma) ; a forte dose, le thorax et les pattes sont également atteints (effet sévere
du schéma), mais les ailes et les segments abdominaux ne sont jamais atrophiés (Bur-
gerjon et Biache, 1967 q, b).

Action sur les Coléoptéres :

L’effet tératologique de la T.T. a été étudié principalement chez le Doryphore,
Leptinotarsa decemlineata Say (Burgerjon et al., 1969). On peut constater l'atrophie
de certains organes d’une maniére comparable a2 ce que I'on observe chez les Lépidop-
téres, mais, en outre, des anomalies morphogénétiques se sont révélées : les antennes
se transforment en une massue et portent souvent, a leurs extrémités, une paire de
griffes, morphologiquement identiques a celles des tarses des pattes. Les pattes restent
normales. L’atrophie des palpes entraine leur transformation en une partie impaire.

Le prolongement de la période prénymphale chez le Doryphore, aprés traitement
au dernier stade larvaire, est trés net (fig. 2) (Burgerjon, 1972) et confirme le méme
phénomeéne constaté chez un Lépidoptere (Carpocapsa pomonella), également a période
prénymphale normalement longue (Mayas, 1969).

L’ingestion de la T.T. au troisiéme stade larvaire, c'est-a-dire a l’avant-dernier
stade, engendre également des adultes tératologiques (seulement au niveau des anten-
nes et non pas au niveau des palpes), sans que la durée de la période prénymphale en
soit prolongée (fig. 2, n° 2); par conséquent, dans le cas d'une application au dernier
stade larvaire, le prolongement de la période prénymphale, d’'une part (fig. 2, n° 3), et
I'apparition d’individus tératologiques, d’autre part, suggerent lexistence de deux
manifestations physiologiques indépendantes.

Action sur les Diptéres :

Chez Musca domestica, Cantwell et al. (1964 a) n’ont pas apporté de précisions
sur Paction chez les larves de la T.T. Ces auteurs constatent généralement, au moment
de la pupaison, des pupes partiellement achevées ou des adultes présentant des mal-
formations alaires. Cependant, des doses faibles en T.T. peuvent donner des adultes
apparemment normaux et il faut recourir a la dissection pour constater que le labre
épipharynx est atrophié (Burgerjon et Biache, 1967 a, b); ce qui constitue un équiva-
lent de I'atrophie de la trompe chez les Lépidopteres. Sur le plan physiologique, il
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Fi1G. 2. — Effet de la toxine thermostable & une dose subléthale sur un Coléoptere (Leptinotarsa

decemlineata Say).
L3, L4 =3 et 4° stade larvaire.
PN = Prénymphe ; N = Nymphe ; IP = Adulte.
1. Evolution normale de ['insecte.
2. Intoxication a la fin du 3¢ stade larvaire.
3. Intoxication au début du dernier stade larvaire.

importe de vérifier dans quelle mesure I'atrophie des ailes est une affection indépen-
dante ou bien la conséquence d'une émergence défectueuse.

Chez Drosophila melanogaster, Van Herrewege (1969) a montré que lintoxica-
ticn provoque un retard de développement larvaire et que la mortalité frappe surtout
les femelles. L’auteur n’a pas observé d’effet tératologique chez les adultes. En traitant
les imagos, l'auteur constate une réduction de la fécondité et une baisse du pourcen-
tage d’éclosion des ceufs, attribuées a des altérations physiologiques chez les mailes.

Action sur les Hyménoptéres :

Quelques travaux mentionnent l'effet de la T.T. sur des Tenthrédes, comme Pris-
tivhora pallipes, Diprion pini et Athalia colibri (Burgerjon et de Barjac, 1960-1962 ;
Burgerjon et Biache, 1964 ; Laurent, 1963 ; Sissoko, 1968), dont Diprion pini en
traitement expérimental dans la nature. L'effet de la toxine sur le stade larvaire est
également caractérisé par sa manifestation reportée & la prochaine mue. Un effet
tératologique n’a pas pu &tre mis en évidence.

De fortes doses de T.T. administrées a I’abeille adulte (Apis mellifera) sont
léthales (Krieg et Herfs, 1963 b ; Martouret et Euverte, 1964 ; Cantwell et al., 1964 b).

Action sur les Orthoptéres :

Peu d’études de I'influence de la T.T. sur les hétérométaboles ont été entreprises.
Burgerjon et al. (1964) observent chez Locusta migratoria que leffet d’une dose
léthale administrée aux jeunes stades larvaires ne se manifeste que tardivement a
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I'occasion de la prochaine mue. Celle-ci n’a pas lieu, ou bien est incompléte (I'exuvie
s’est partiellement détachée), ou a lieu, mais I'insecte meurt sans s’étre réalimenté.
Des intoxications subléthales déterminent, d’aprés Gry (1971), chez Schistocerca gre-
garia, une réduction de croissance, un retard des mues et une diminution de sensibilité
a la T.T. avec I'dge des larves. L’auteur n’a pas mis en évidence d’effet tératologique
chez ce représentant des hétérométaboles.

Effet mutagéne de la toxine thermostable :

Les adultes tératologiques du doryphore sont aptes a la reproduction, puisque les
mandibules restent pratiquement intactes et permettent une alimentation satisfaisante.
L’élevage de deux générations successives avec une dizaine de couples atrophiés
(fig. 3, dessin de gauche) a permis de constater la transmission héréditaire des carac-
téres tératologiques (fig. 3). Cependant, on constate chez les descendants (fig. 3, dessin
de droite) que les griffes ont disparu sur les antennes, mais qu'elles sont atrophiées
aux tarses des pattes ; ces derniéres peuvent également étre absentes ou réduites tres

FiG. 3. — Dessin schématique de l'effet mutagéne de la toxine thermostable sur le Doryphore :
Leptinotarsa decemlineata Say (dessin Prechac, I.N.R.A.).

Adulte résuliant de Dlingestion Adulte résultant de laccouplement d’individus du type d'a cété
de la T.T. au stade larvaire

Antennes en forme d'une massue Antennes ne portant plus que deux articles gonflés sans griffes
portant une paire de griffes.

Pattes normales. Paties anormales :
1. Tibia abrégé au milieu. 4. Distitarse déformé portant 3
2. Distitarse absent. paires de griffes.
3. Paire de griffes absente. . Distitarse abrégé au milieu.

[« 98]

. Tous les segments tarsaux
absents.

Palpes labiaux atrophiés (non 7. Patte entiére absente.
représentés sur le dessin). Palpes labiaux atrophiés. non représenté sur le dessin.
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souvent au milieu d'un des articles qui composent les pattes et non pas nécessairemsznt
aux articulations. L’atrophie des palpes se transmet sans modification notable.

Les adultes tératologiques issus d’un traitement direct effectué au dernier ou a
Pavant-dernier stade larvaire ne présentent donc pas les mémes déformations morpho-
logiques que ceux issus de I'accouplement de tels individus. Néanmoins, dans les deux
cas, il s’agit de perturbations de la morphogenése des pattes ou, du moins, affectant
les griffes des pattes. Réciproquement, le fait que les griffes se trouvent atrophiées a
I’extrémité des pattes a la deuxiéme génération, aprés le traitement, vient a l'appui
des observations morphologiques, indiquant que sur les antennes il s’agit bien de
griffes d’origine tarsienne.

Quelques expériences préliminaires, effectuées avec des adultes de Lépidoptéres
{chez lesquels manquent les palpes et la trompe), appartenant & des espéces n’ayant
pas besoin de s’alimenter pour pondre (Anagasta kuhniella, Mamestra brassicae), ne
nous ont pas permis de mettre en évidence, jusqu’a présent, une transmissibilité des
caracteres tératologiques chez les Lépidopteres.

Conclusion :

L’ensemble des effets décrits dans cette note semble donc indiquer que I’action
de la toxine thermostable s’exerce principalement au niveau de certains mécanismes
physiologiques bien déterminés et propres aux insectes holométaboles, qui subiraient
donc des affections malignes et héréditaires. Chez les insectes 4 métamorphoses incom-
plétes (les criquets, par exemple), de faibles conséquences sont enregistrées également,
a Poccasion des mues, sans affecter la forme adulte, ce qui traduirait une incidence
bénigne de l'ingestion de la T.T. chez ces insectes.

Ces manifestations permettent de penser & une spécificité de la toxine thermos-
tahle chez les insectes (bien qu’elle soit moins stricte que celle des cristaux) et, d’autre
part, a son innocuité en absorption orale chez les animaux supérieurs. Ce point de
vue parait étre confirmé par de nombreux travaux, surtout antérieurs i I'époque ou
Pexistence et I'effet de la T.T. furent reconnus dans les préparations expérimentales ou
industrielles (Burgerjon et de Barjac, 1962 ; Burgerjon, 1962 ; Burgerjon et Galichet,
1965), en particulier ceux qui ont eu pour objet de faire ingérer la T.T. & des animaux
de ferme, afin de rendre toxiques des féces pour les larves d’un certain nombre de
Dipteres coprophages ou parasites du bétail (Dunn, 1960 ; Harvey et Brethour, 1960 ;
Burns et al., 1961 ; Borgatti et Guyer, 1963).

1l serait souhaitable que des physiologistes d’insectes et des généticiens poursui-
vent les recherches sur la toxine thermostable de B. thuringiensis, a la fois au point de
vue théorique et dans un but pratique.
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