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Récents développements de la recherche sur la génétique
de Bacillus thuringiensis Berliner

Didicr LERECLUS

Institur Pasteur, Laboratoire de Biochimie microbienne, 28, rue du Docteur-Roux, F 75724 Paris
I.N.R.A., Station de Recherches de Lutte biologique, La Miniére, F 78280 Guyancourt

RESUME

Bacillus thuringiensis cst une bactéric gram-positive ayant la particularité de synthétiser un cristal protéique
cntomopathogéne lors du processus de sporulation.

Les aspects génctiques de cct organisme procaryote ont ¢té abord¢s par différentes voics : étude de 'ADN
cxtrachromosomique, clonage du génc codant pour lc cristal protéique, ¢laboration d’un syst¢me de transfert
d’ADN.

La plupart des souches de B. thuringiensis cxaminées poss¢édent des plasmides dont les masses moléculaires
sont comprises cntre 1,5 ¢t 180 mégadaltons (Md). Certains plasmides sont conscrvés au travers des différents
sérotypes dc B. thuringiensis et pcuvent étre répartis en 2 catégorics de taillc (inféricurc et supéricure a
15 Md) n’ayant pas d’homologie entre clles. Le géne codant pour le cristal protéique est généralement porté
par un plasmidc dc massc moléculaire supéricure ou égale a 30 Md. Néanmoins, il cxistc dans ccrtaincs
souches d’autres situations concernant la localisation de ce géne. Le géne du cristal peut s’exprimer chez
Escherichia coli ¢t Bacillus subtilis ou la quantité de protéines toxiques produites représente 10 p. 100 de cc
qui cst obtenu chez B. thuringiensis.

Trois systémes de transfert d’ApN ont ¢té mis en ¢vidence chez B. thuringiensis : la transduction, la
transformation ct un mécanisme assimilable & la conjugaison. Ce dernicr systéme s’est révél¢ particulicrement
efficacc pour transférer des plasmides et donc pour étudicr leur fonction dans la cellule.

Mots clés additionnels : Protéine entomopathogene, plasmides, recombinaison génétique in vitro, transfert
d’ADN, transduction.

SUMMARY

Recent advances in the genetics of Bacillus thuringicnsis Berliner.

The gram-positive bacterium, Bacillus thuringiensis, produces an insccticidal proteinaccous crystal which is
synthesized during the sporulation process.

The genetics of this prokaryotic organism was approached through different lines of rescarch, namely :
characterization of the extrachromosomal DNa, cloning of the crystal protein gene and claboration of a DNA
transfer system.

Most B. thuringiensis strains examined possessed plasmids with molecular weights ranging from 1.5 to
180 megadaltons (Md). Some plasmids were conserved among different serotypes of B. thuringiensis and
could be distributed into 2 size classes (inferior and superior to 15 Md) having no homology between them.
Gencrally, the gene coding for the crystal protein was carried by a plasmid with a molecular weight superior or
cqual to 30 Md. Nevertheless, various combinations were found regarding the localisation of this gene. The
crystal gene was expressed in Escherichia coli and Bacillus subtilis., in these cases the amount of insecticidal
protcins produced represented 10 % of that produced by B. thuringiensis.

Three DNA transfer systems proved to be effective in B. thuringiensis, they were : transduction, transforma-
tion and a conjugation-like mechanism. This last system was highly cfficient in transferring plasmids and could
thus be used to study their function in the cell.

Additional key words : Insecticidal protein, plasmids, genetic manipulation, DNA transfer, transduction.

I. INTRODUCTION exemple (MARTOURET, 1978):

— en grandes cultures (pyrale du mais, pyrale du riz...),

Depuis une quinzaine d’années Pactivité entomopatho- — en cultures maraichéres (piérides du chou, teigne des
géne de Bacillus thuringiensis Berliner est bien connue cruciferes...),
(ANGUS & NORRIS, 1968 ; LECADET, 1970) et permet — en viticulture (tordeuse de la grappe, Arctia caja L...),
déja de combattre sélectivement un nombre limité de — en arboriculture fruititre (cheimatobie, teigne de
lépidoptéres défoliateurs dont la nocuité se manifeste, par Polivier, écaille fileuse, bombyx cul brun, bombyx livrée...),
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— ou encorc en forét (tordeusc verte, bombyx dispar,
chenilles processionnaires du chéne ct du pin, tordcusc du
méléze).

Cette potentialité reste toutcfois peu utilisée cn agricul-
ture, en comparaison des insccticides chimiques.
Aujourd’hui. alors que des phénoménes de résistance aux
insecticides chimiques sont souvent observés, les possibili-
tés, ancienncs ct nouvelles, offertes par B. thuringiensis
suscitent un regain d’intérét. La protéine toxique d-cndo-
toxine, produitc par cette bactérie lors du processus de
sporulation, ne semble pas, en cffet, induirc de phénoménes
de résistance chez les insectes et, par ailleurs, il a été
récemment montré que le spectre d’action de cette toxine
nest pas sculcment limit¢ aux I¢pidoptéres mais qu'il
s’étend aussi a certains dipteres (de BARIAC, 1978). De
plus, les techniques de recombinaison génétique in vitro et
de mutagenése dirigée permettent maintenant d’envisager
Pélargissement dc son spectre d’activit¢ insecticidc a
d’autres especes d’inscctes nuisibles, qu’elles soient hémato-
phages ct vectrices de maladics parasitaires ou bien phyto-
phages et déprédatrices de certaines de nos productions
agricoles.

La synth¢se du cristal, qui apparait dés le stade I de la
sporogenése, s’cffectuc a partir d’'un ARN messager relati-
vement stable (GLATRON & RAPOPORT, 1972) transcrit
préférenticllement par 'unc des ARN polymérases spécifi-
ques de la sporulation (KLIER et al., 1978). La structurc
cristalline dc [I:nclusion résulte de 'assemblage de sous-
unités protéiques identiques ou protoxines de 130 000 dal-
tons (GLATRON et al, 1972; BULLA et al., 1977). Lc
cristal protéiquc digéré¢ a pH alcalin par les protéascs de
I'insccte cst transformé en toxines polypeptidiques actives
de 68000 daltons (LECADET & MARTOURET, 1962,
1967 ; BULLA et al., 1979; LUTHY & EBERSOLD.
1981). Ces résultats ont ¢t¢ démontrés pour la plupart des
souches de B. thuringiensis ; ccpendant, chez la souche
israelensis, s¢rotype 14, qui cst active contre certains dipte-
res, la protoxinc scrait dc taille inféricure ; un composant
majoritaire de 26 000 daltons a cn effet ¢té trouvé chez cette
souche (TYRELL er al., 1981).

Il existe aussi une importante documcntation sur les
propri¢tés biochimiques d’unc autre toxine de B. thurin-
giensis : la B-cxotoxinc ou thuringicnsinc (LECADET &
DE BARsAc, 1981). Cctte toxinc thermostable cst de
naturc nucléotidique ; sa structurc moléculaire ainsi que son
mécanisme d’action sur ARN polymérase des eucaryotes
ont ¢té claircment démontrés (FARKAS et al, 1969
SEBESTA & HORSKA, 1970). Comptc tenu dc son cffet
inhibiteur sur la synth¢se des ARN, Ic spectre d’action de la
B-cxotoxine cst moins spéeifique que celui du cristal protéi-
que ; il touche ca cffet de nombreux inscctes appartenant a
plusicurs ordres. De ce fait, son application agronomique,
plus difficilement contrdlable, n'est pas autoriséc a I'hcurce
actuclle.

Ces connaissances biochimiques sur les différentes toxi-
nes de B. thuringiensis ont largement devancé les recher-
ches sur la génétique ct, en particulicr, cclles concernant les
génes impliqués dans la synthése de ces toxines. Ce retard
est principalement di au fait que les 3 principaux syst¢mes
d’investigation génétique : la transduction, la transforma-
tion et la conjugaison n‘ont commencé a €tre Ctudi¢s que
depuis 5 ans chez B. thuringiensis (LECADET et al., 1980 ;
MARTIN et al., 1981 ; GONZALEZ & CARLTON, 1982).

Parmi lcs différentes voies qui ont donc permis Papproche
génétique dc cette bactérie, nous présentons ici certains des
résultats significatifs dc Iévolution de nos connaissances sur
les aspects génétiques de B. thuringiensis.

II. CARACTERISATION PHYSIQUE
DES PLASMIDES DE B. THURINGIENSIS

Les travaux conccernant I'ADN cxtrachromosomique de
B. thuringiensis ont constitu¢ la premicre approche d’une
¢tude génétique chez cet organisme, d’unc part parce qu’ils
ne nécessitaicnt pas d’autres connaissances d’ordre généti-
que, ct d’autre part cn raison du caractérc non csscnticl,
pour la bactéric, dcs toxincs entomopathogénes produitcs
lors de la sporulation, cc dernier point dénotant la possibi-
lit¢ d'une localisation plasmidique des géncs responsables
de la synthese de ces toxines.

Les premicrs résultats qui ont indiqué la présence d’ADN
cxtrachromosomique dans plusicurs souches de B. thurin-
giensis (DEBABOV et al., 1977 ; STAHLY et al., 1978) ont
aussi montr¢ qu’il existait unc relation cntre la 8-cndotoxine
ct les plasmides. Les autcurs remarquaicnt en cffet que la
disparition du cristal protéique coincidait avec la perte de la
totalit¢ de I'ADN cxtrachromosomique dans ces bactérics.

La préscnce de molécules d”ADN cxtrachromosomique a,
par la suite, été¢ révéiée dans la plupart des souches de
B. thuringiensis (GONZALEZ & CARLTON, 1980 ; LECADET
et al., 1981) ; leur structure hélicoidale, caractéristique des
plasmides, a aussi pu ¢tre observée cn microscopie ¢lectro-
nique par J. RIBIER (LERECLUS, 1981).

Des examens plus systématiques des contcnus plasmidi-
ques de plusicurs souches, appartcnant a des sérotypes
différents, ont conduit & fairc unc caractérisation physique
des plasmides en fonction de leur massc moléculaire
(GONZALEZ et al, 1981 ; LERECLUS et al., 1982). Lc¢
tablcau 1 présente une grande partic des résultats obtenus
et fait apparaitre la complexité et fa diversité des schémas
plasmidiques mis cn ¢vidence par électrophorése cn gel
d’agarose ou par microscopic électronique. 11 ressort en
effet que presque toutes les souches possedent des plasmi-
des dont les masscs moléculaires sont comprises entre 1,5 et
180 Md. On pcut remarquer que toutes ces souches, dont la
caractéristiquc commune cst la synthése d’un cristal toxi-
que, ont des constituants cxtrachromosomiques dc taille
¢levée (supéricure a 30 Md). Seule la souche entomocidus
du sérotypc 6 ne scmble pas posséder dec plasmidces, bicn
qu’'clle soit aussi productricc de cristal.

En cc qui concerne la relation des plasmides avece le cristal
protéique, GONZALEZ et al. (1981) ont recherché de fagon
syst¢matique si la perte d’un plasmide cntrainait le phéno-
type Cry~ (absence de cristal). Cette étude a été réalisée,
d’unc part avee des mutants spontanés Cry~, et d’autre part
apres traitement des souches sauvages par I SDS (sodium
dodccyl sulfate), suivant la méthode décritc par BERNHARD
et al. (1978), afin d¢ provoquer la perte de plasmides. Ce
typc d’investigation a claircment montré que, dans le cas de
2 souches : thuringiensis HD2 (sérotype 1) ct kurstaki HD73
(sérotype 3), les plasmides de 75 Md ¢t de 50 Md ¢étaient
respectivement absents des mutants Cry~.

Une ¢tude des homologies moléculaires existant entre ces
différents plasmides a montré que la diversit¢ physique des
contcnus cxtrachromosomiques n’avait pas son équivalent
au nivcau moléculairc. Deux groupes de taille (supérieurc
ou inférieurc a 15 Md) ont en effet pu étre distingués. Ces
2 groupes nc préscntent que trés peu d’homologics entre
eux, alors qu’a l'intérieur de chacun d’eux il cxiste unc
conscrvation, particlle ou totale, dc certains plasmides au
travers des différents sérotypes (LERECLUS et al., 1982). On
pcut noter, comme cxemple, le cas ou les plasmides de la
souche subtoxicus (sérotype 6) sont marqués au 3P ct
utilisés comme sondc radioactive lors d’hybridations molé-
culaires réalisées avec des plasmides provenant d’autres
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TABLEAU 1

Contenus plasmidiques de 19 souches de B. thuringicnsis productrices de la 8-endotoxine.
Plasmid content of 19 crystalliferous strains of B. thuringicnsis.

H. sérotype Souches® Nombre de Plasmides o,bscrvés.par élcctrophorésgz en gel d’ag§r0§c
plasmides ou par microscopic ¢lectronique® (masses moléculaires exprimées ecn Md)

1 berliner 1715 17 39:54;75;95;15;17:21:25;28;39:;42;51:;60;77 ;100 ;120 ;180
1 berliner 22105 (type) 7 54:62:75; (15) 33 56 ; 58
1 thuringiensis HD2 9 52:62:725;76:32;37:54:57;75: ~ 130
3a alesti HD4 10 46:49:54:62:64:35: 37: 39 46 ; 105

3a, 3b kurstaki (type) 5 52:56:7.8;(10,5); 54

3a, 3b kurstaki HD1 8 1,5;525;56:;93; (10); 30; 47 ; 54

3a, 3b kurstaki HD73 6 49:52;54:;7,5;50:50

3a, 3b kurstaki HD 73.6 6 49:52:;67 : 75:43:50

4a, 4b sotto (type) 3 5.2:39:43

da, 4b dendrolimus (typc) 4 33:37;66:73

Sa, 5b gallerige G1 5 6,3: 8, 6 20; 51; 74

Sa, 5b galleriae HD8 4 5.2 ; 87:103; ~ 130
6 entomocidus (type) 0 T
6 subtoxicus (type) 2 52: 56
7 aizawai (typc) 8 39:54,56;7;85;30;35; (60)
7 aizawai 7.21 8 4:66;75; 8 9;15; 18 ;40 50
9- tolworthi (typc) 6 52:7.6:8;(16): 28 45
14 israelensis HDS567 9 32:41:49:~10: 10.5 16672 ~ 100 ~ 130
14 israelensis (typc) < 6 4:45:53:(10); 68: 72

a : Sérotypc flagellaire, en accord avec la classification de de BAriac (1981).

b:
c:

N.B.:

Les souches marquées « type » sont répertoriées dans la classification de de BARIAC & BONNEFO! (1968).
Les masscs des plasmides des souches berliner 1715, thuringiensis Hp2, dendrolimus, galleriae G1 et subtoxicus ont ¢té déterminées par la
mesure, en microscopie ¢lectronique, du contour de leur forme circulaire ouverte (exception faitc du plasmide de 150 Md de la souche
thuringiensis Hp2). Ces plasmides ont été utilisés comme marqucurs en gel d’agarose pour déterminer la masse moléculaire des autres
plasmides de B. thuringiensis.
o Lcs masses cntre parenthcses correspondent a des molécules d’ADN extrachromosomique présentes cn faible quantité et qui nc sont pas
détectées de fagon systématique.
o Lcs masses soulignées sont celles de plasmides isolés principalement sous la forme circulaire ouverte. Dans le cas du plasmide de 7,6 Md
dc la souche Hp2 aucunc forme hélicoidale (supcrenroulée) n'a été observée. Le constituant de 10 Md dc la souche israelensis HD567
n’est présent quc sous la forme lincaire.
Il s'agit 1a d’une caractérisation physique des différentes cspeces de plasmides dont certaines d’entre clles peuvent représenter les

formes dimcriques d’especes dc masses moléculaires 2 fois inféricurcs. D’apres GONZALEZ et al. (1981), GonzaLez & CARLTON (1982),
LERECLUS et al. (1982), LERECLUS et al. (1983).

a

: Flagellar serotype according to de BARIAC'S classification (1981).
b:
c:

Strains marked « type » are indexed in the classification of de Bariac & BonxerFor (1968).

Masses of plasmids from berliner 1715, thuringicnsis Hp2, dendrolimus, galleriac GI and subtoxicus strains were derermmed by contour
length measurements of their open circular form by electron microscopy (with the exception of the 150 Md plasmid from the
thuringicnsis Hp2 strain). These plasmids were used as molecular weight standards on agarose gels 10 obtain molecular weights for the other

B. thuringicnsis plasmids.

e Masses in parentheses correspond to extrachromosomal DNA present in minor amounts and not detected systematically.
o Underlined masses are those of plasmids isolated predominantly in the open circular form. In the case of the 7.6 Md HD2 plasmid, no
supercoiled DNA has ever been detected. The 10 Md plasmid from the israclensis Hp567 strain is only present under linear form.
N.B. : This table shows a physical characterization of different species of plasmids ; perhaps some of them may represent the dimeric forms of

species with lower molecular weights.

souches. Les résultats obtenus dans cc type d’expérience
montrent que ces 2 plasmides de 52 ¢t 56 Md hybrident
sculecment avec Ics plasmides de massc moléculaire élevée
(comprisc entre 40 ct 70 Md) appartenant aux sérotypes 1.
3,4, 5 ct9. Dans un seul cas, nous avons pu obscrver unc
homologic cntre cctte sonde radioactive ct un constituant de
taille ncttement inféricurc, le plasmide de 9,5Md de la
souche berliner 1715 (sérotype 1). Ces résultats suggérent
donc claircment qu'il cxiste des séquences d'ADN extrachro-
mosomique communes a différents sérotypes de B. thurin-
giensis ct que l'on peut ainsi considérer comme ¢tant
caractéristiques de I'cspece. Un autre résultat récent semble
par ailleurs confirmer cette hypothese : il s’agit de ['isole-
ment d’'une séquence d’ADN de 3 Md provenant du plas-
mide de 54 Md de la souche kurstaki type. Cet isolement a
été obtenu par insertion in vivo du fragment de 3 Md sur le
plasmide conjugatif pAMB1 (LERECLUS et al., 1983). Il s’est
avéré par la suite quc cette séquence d’ADN de 3 Md était

présente dans plusicurs souches dont la souche berliner 1715
ou clle ¢tait localisée a la fois sur les plasmides de 9.5 ct de
42 Md.

1. LOCALISATION, CLONAGE
ET EXPRESSION DES GENES
CODANT POUR LE CRISTAL PROTEIQUE

En méme temps que I'étude des plasmides de B. thurin-
giensis, plusicurs travaux ont ¢té réalisés sur le géne de
structurc du cristal protéique. Les recherches ont abouti a
cloner lc géne, par recombinaison génétique in vitro, dans
des micro-organismes génétiquement micux connus : Esche-
richia coli Castellani & Chalmers et Bacillus subtilis Cohn.
Chronologiquement, les premiers travaux mencs sur cc
sujet ont consist¢ a construire unc banque de cloncs
représentant 'enscmble du génome (ADN chromosomique
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ct extrachromosomiquc) de B. thuringiensis, souchc berliner
1715 (KLIER et al., 1979). A partir dc la totalité dcs cloncs,
dont le plasmidc pBR322 constituait le vecteur, ces autcurs
ont isolé unc séquence d’ADN de 4 kilobases (kb) hybridant
avee un ARN messager de 2685, spécifique de la sporulation
ct dont la taille était suffisantc pour coder unc protéine
d’environ 150 000 daltons.

Il s’est avéré que, chez E. coli ct B. subtilis, cc fragment
d’ADN, d’originc chromosomique ou, commc le suggérent
KRONSTAD er al. (1983), provenant d’un plasmide dc massc
moléculaire tres élevée (> 150 Md), codait bien pour un
ARN messager de 15 @ 26S qui n’était toutefois pas traduit cn
protéinc. Lc fragment de 4 kb a néanmoins pu €tre utilisé
pour localiser, par hybridation moléculaire, unc séquence
d’ADN présentant avec lui d'importantes homologics sur un
plasmide de 40 Md dc la méme souche berliner 1715 (KLIER
et al., 1982). Cette séquence d’ADN plasmidique contenait
en réalité le géne actif du cristal protéique puisque, clonée
chez E. coli, lcs mEmes autcurs ont obscrvé qu'clle Ctait
responsable dc la synth¢se d’unc protéine toxique contre les
larves de Iépidoptéres ct présentant les mémes caractéristi-
ques antigéniques que la 8-endotoxine. 11 résultait donc dc
cette étude que, dans la souche berliner 1715, 2 séquences
homologues du géne du cristal protéique étaient présentes
d’unc part, sur lc chromosomec ou sur un plasmide de
150 Md et, d’autre part, sur un plasmidc de 40 Md.

La synthésc des sous-unités protéiques constitutives du
cristal a ¢té sculement obtenuc a partir du géne d’origine
plasmidique : chez E. coli, dans des cellules cn phase
végétative ct, chez B. subtilis, dans lcs cellules cngagées
dans lc processus de sporulation. Ce dernicr point indique
que 'expression du géne cst vraiscmblablement soumise a
un mécanisme de régulation identique chez B. thuringiensis
et B. subtilis. Par aillcurs, les autcurs de ce travail estiment
quc la quantit¢ de protéine toxique produite dans E. coli ct
B. subtilis représente cnviron 10p. 100 de ce qui cst
généralement obtenu chez B. thuringiensis. Ce pourcentage
relativement faible pourrait étre a I'origine de I'absence du
phénoménc de cristallisation dcs sous-unités protéiques
dans ccs 2 organismes.

Parallelement a I'étude précédente effectuée sur la sou-
che berliner 1715, 2 autres {quipes ont réalis¢ le clonage des
génes du cristal d’unc souchc kurstaki. Decux types de
méthodologic, utilisation du vecteur plasmidique pBR322
(SCHNEPF & WHITELEY, 1981) ct du phagec Charon 4A
(HELD er al.. 1982), ont respectivement abouti au clonage
du génc porté par un plasmide ¢t d'un geéne présumc
d’origine chromosomique. Dans les 2 cas, les clones recom-
binants obtcnus chez E. coli ont été détectés pour leur
production de protoxine par radioimmunologic. Donc, dans

la souche kurstaki, il'y a la encore une double localisation du .

geéne mais, a la différence de la 1™ expérience, les 2 genes
auraient la propriété dc s’exprimer chez E. coli.

L'utilisation des génes clonés a par ailleurs permis de
déterminer précisément, par hybridation moléculaire, la
localisation des génes du cristal dans plusicurs sérotypes de
B. thuringiensis. La figurc 1 représente les contenus plasmi-
diques de 4 souches différentes, ou sont indiqués les plasmi-
des portcurs du génc du cristal. Dans lc cas dc ccs
4 souches, il sagit d'un plasmidec de massc moléculaire
comprise entrc 40 et 60 Md (KLIER et al., 1982). De plus, les
hybridations moléculaires avec les génes clonés ont mis ¢n
¢vidence les diverses situations relatives a la localisation
plasmidique ct/ou chromosomique du géne du cristal. Ces
résultats seront rappelés ultéricurement lors de la discussion
(tabl. 4).

Figure 1

Localisation du géne plasmidique codant pour la d-endotoxine dans
4 souches de B. thuringicnsis.

Photographie d’un gel d'agarose, aprés coloration au bromure
d’éthidium, contenant l'ensemble des plasmides de 4 souches de B.
thuringicnsis ; I = subtoxicus (type) ; 2 = kurstaki Hpl ; 3 = berli-
ncr 22105 ; 4 = berliner 1715.

Les fléches indiquent les plasmides porteurs du gene du cristal
protéique. Md représente ['échelle des masses moléculaires en
mégadalions.

Location of the d-endotoxin plasmid gene in 4 B. thuringicnsis
strains.

Agarose gel of total plasmids, from 4 B. thuringiensis strains, stained
with ethidium bromide : 1 = subtoxicus (wild typc) ; 2 = kurstaki
Hpl ; 3 = berliner 22105 ; 4 = berliner 1715.

Arrows indicate the plasmids harbouring the crystal protein gene.
Md represents the scale of molecular weights in megadaltons.

Finalement, le clonage des génes codant pour lc cristal
protéiquc a réccmment permis d’établir la séquence d’ADN
des promoteurs dcs genes d’origine plasmidique (WONG et
al., 1983) et chromosomique (KLIER er al., 1983). Dans les
2cas unc forte affinit¢ a pu Ctrc obscrvée cntrc ces
promotcurs et I"’ARN-polymérasc — forme II — spécifique
de la sporulation (KLIER er al., 1978). De plus, certaines
similitudes ont pu étre dégagées entre le promotcur du géne
du cristal d’origine plasmidique et les promotcurs des génes
dc sporulation dc B. subtilis. Ces résultats suggérent donc
que I'cxpression des génes responsables de la synthese du
cristal protéique ct I'cxpression des génes chromosomiques
de sporulation sont soumises & des mécanismes de régula-
tion proches, sinon identiques.
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IV. TRANSFERT D’ADN DANS B. THURINGIENSIS

D’unc fagon généralce, bicn que les techniques de recom-
binaison génétique in vitro offrent la possibilité d’isoler ct
d’étudicr I'expression de certains gencs chez des organismes
autres que celui d’origine, il est encorc difficile d’envisager
[’étude génétiquc approfondic d’unc cspéce bactéricnne
sans disposer dcs moycns classiques permettant le transfert
d’ADN a l'intéricur méme dc cette espece. C'est pourquoi,
depuis quelques années, de nombreuses recherches ont ¢té
cntreprises sur les systémes de transformation, conjugaison
ct transduction chez B. thuringiensis.

A. Transformation

Aucun systé¢me de transformation sur les cellules cnticres
ct faisant intcrvenir un ¢tat dc compétence n’a été men-
tionné chez B. thuringiensis. En rcvanche, plusicurs tentati-
ves de transformation des protoplastes par des plasmides cn
préscnce de polyéthyicne glycol ont été cffectuées chez B.
thuringiensis suivant la méthode décritc par CHANG &
COHEN (1979). Les expériences de transformation ont ¢té
réalisées avec 3 plasmides différents : Ics plasmides pBC16
de Bacillus cereus Fr. and Fr. (ALIKHANIAN et al., 1981),
pUB110 (MITEVA et al., 1981) ct pC194 (MARTIN et al.,
1981) provenant dc Staphylococcus aureus Roscnb.
L'cxpression de ces plasmides a pu Ctre obtenue dans B.
thuringiensis, mais lcs fréquences de transformation res-
taicnt relativement faibles dans la plupart des cas (cnviron
107 transformant par ccllule). Deux autres caractéristiques
rendaicnt cette méthodologic peu fiable ; tout d’abord
'importante quantit¢ d’ADN requisc (= 1 ug pour chaque
cxpéricnce de transformation) ct cnsuite le fait que 2 sou-
ches sculement sc sont révélées susceptibles d’étre transfor-
mécs, unc souche galleriae appartenant au sérotype 5 et unc
souche dérivée de la variété kurstaki HD1 (sérotype 3).

On peut supposcr que lc caractére cxceptionnel de la
transformation dc B. thuringiensis soit cn partic di aux
conditions de régéndération de la paroi bactéricnnc nc
permettant qu'une réversion peu efficace ct aléatoire des
protoplastes ¢n formes bacillaires viables (LERECLUS,
1981).

B. Conjugaison

Un phénomene assimilable & la conjugaison a été récem-
ment mis en évidence entre différentes souches de B.
thuringiensis par GONZALEZ & CARLTON (1982). Bicn que
dans la suitc du texte nous appelions ce phénoméne
« conjugaison », quclque réscrve doit étre faite quant a sa
définition. Il s’agit d’'un mécanisme nécessitant le contact
ccllulaire de 2 populations bactéricnncs cn croissance dans
un milicu liquide ct dont le résultat pcut s’exprimcr par
I'obscrvation d’un transfert dc plasmides. Nous nc savons
pas si cc mécanisme préscnte un caractére actif comme la
conjugaison chez les bactéries Gram-négatives. Toutcfois,
Pinscnsibilit¢ du phénomene a la présence de désoxyribonu-
cléasc implique que le transfert se produit dans des condi-
tions ot '’ ADN est protégé, tout au moins particllement, du
milicu ecxtracellulairc. GONZALEZ & CARLTON ont par
ailleurs montré que lc processus dc transfert ne fait pas
intervenir de particules phagiques.

Le tablcau 2 résumc quclques résultats obtenus par cette
méthode dc conjugaison. I apparait que certains plasmides
sont transférables a des fréquences élevées (50 p. 100 des
cellules réceptrices) alors que d’autres ne Ic sont pas, tout
au moins avec de telles fréquences. Ces différences peuvent

exprimer des phénoménes d’incompatibilité¢ cntre plasmi-
des, voirc méme cntre souches ; pour unc souche réceptrice
donnéce, n'importe quellc autre souchc ne pourrait cn cffet
étre utiliséc comme donncuse. Ces expériences ont permis a
GONZALEZ et al. (1982) d¢ faire 2 constatations conccrnant
la fonction de plusicurs plasmides :

— l'introduction du plasmide de 43 Md dc la souche
HD 73.6 entrainc unc modification dc 'aspect colonial du
transconjugant par rapport a la souche réceptrice ;

— lc transfert de certains plasmides {par cxemple Ic
plasmide de 50 Md de la souche HD 73.6) rétablit la produc-
tion de cristal chez les transconjugants obtcnus a partir de
bactérics réceptrices Cry~ (tabl. 2). Ces cristaux présentant
la méme spécificité antigénique que ccux de la souche
donncuse, il parait donc évident que le ou les génes codant
pour la &-cndotoxinc sont bicn portés par lc plasmide
transféré.

Une 2¢ approchce du syst¢me dc conjugaison a été abordée
au laboratoire ol nous avons cssay¢ de pallier 'absence de
marqueur permettant de sélectionner les transconjugants.
Tous lcs plasmides n’étant pas transmissibles avec des
fréquences ¢levées, il ¢tait nécessaire de disposer d’un
vecteur portcur d’un marqueur sélectif afin de suivre par co-
conjugaison l¢ transfert des plasmides cryptiques de B.
thuringiensis.

Dans ce but, le plasmidc pAMB1 de Streptococcus faecalis
Andr. & Horder (CLEWELL ef al., 1974) a été utilis¢ lors
d’expéricnces de conjugaison intraspécifiquc dans B. thurin-
giensis. Ce plasmidc portc un génc conférant la résistance a
I'érythromycinc ct posséde des propriétés mobilisatrices
d"ADN plasmidique chez S. faecalis. Le plasmide pAMBI a
tout d’abord ¢té introduit dans différents sérotypes de B.
thuringiensis par conjugaison intcrgénérique avee S. faecalis
puis utilis¢ par la suitc pour suivre le processus de conjugai-
son cntrc souches dc B. thuringiensis. La sélection des
transconjugants pour lacquisition dc la résistancc a
I'érythromycine a ainsi permis de déccler le transfert de
plasmides cryptiques résidents de B. thuringiensis (tabl. 2)
(LERECLUS et al., 1983).

Il apparait que, dans lc cas de la souche subroxicus, lc
passagc d’un plasmide de 52 ou 56 Md cst obscrvé unique-
ment parmi Ics transconjugants sélectionnés pour la résis-
tancc a I'érythromycinc ct ayant donc recu le plasmide
pAMBI. Lors d’expériences de conjugaison réalisées avece
d’autres souches, cctte méthode s’est aussi révélée cfficace
pour sélectionner, par Ic biais de pAMB1, lc transfert de
plasmides n’étant pas auto-transmissible, tout au moins avec
des fréquences élevées, chez B. thuringiensis. Néanmoins, il
est encore trop tot pour conclurc que lc plasmide pAMBI
Bexprime, chez B. thuringiensis, la propriété dc mobiliscr
I’ADN plasmidique durant la conjugaison.

C. Transduction

Décrit pour la premicre fois par THORNE (1978), lc
systeme dc transduction chez B. thuringiensis a été utilis¢
par plusicurs équipes pour localiser des marqueurs chromo-
somiques ¢t ¢baucher ainsi plusicurs groupes de liaison chez
différentcs souches de cct organisme (THORNE, 1978 ;
PERLAK et al., 1979 ; LECADET et al., 1980 ; LANDEN et al.,
1981). Dcux phages ont ét¢ principalement utilisés lors de
ces expéricnces : le phage CP54 de B. cereus et lc
phage ®63 dc B. thuringiensis, tous deux isolés du sol. Ces
2 particules phagiques ont la potentialité de transférer de
' ADN par un mécanisme de transduction généralisée, avee
des fréquences comprises entre 5.1077 et 5.10°° pour un
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TABLEAU 2

Transfert intraspécifique de plasmides dans B. thuringicnsis.
Intraspecific transfer of plasmids in B. thuringicnsis.

Souches réceptrices

Pourcentage
de transfert

Souches donncuscs résistantes a la Plasmid_c‘s observé parmi Références
streptomycine (Strt)e transmis Ics co]o_mcs
réceptrices
(Str®) ou (StrR EmR)
kurstaki HD 73-6 thuringiensis HD2 cry - 50 Md" ~20% GonNzaLtz & CARLTON (1982)
43 Md*
6.7 Md ~ 50 %
4.9 Md
kurstaki HD1 thuringiensis HD2 cry~ Aucun GonzaLLzZ & CARLTON (1982)
kurstaki (type) kurstaki HD1 cry™ B 30 m ~50 % LERECLUS ef al. (1983)
subtoxicus (type) kurstaki HD1 cry” B Aucun <10 % LERECLUS ef al. (1983)
subtoxicus Em® (pAMB1)  kurstaki HD1 cry” B 52 ou 56 Md > 50 % LERECLUS et al. (1983)

oo oW

: I s’agit dans tous les cas de mutants cristal” dérivés des souches HD2 ou HDI.

: L'introduction de cc plasmide rétablit la production dc cristal protéique.

: L'introduction de ce plasmide modific 'aspect colonial de la souche réceptrice.

: Le transfert cst obscrvé parmi les transconjugants sélectionnés pour I'acquisition de la résistance a I'érythromycine (EmR) donc si le

plasmide pAnvB1 présent dans la souche donncuse a aussi ¢t¢ transféré.
N.B.: Lc transfert intraspécifique des plasmides cryptiques est observé par ¢lectrophorése en gel d'agarose du contenu extrachromosomique

des souches réceptrices.

a . In all cases the crystal mutants derived from the Hn2 and HpI strains.

b : The introduction of this plasmid restored the crystal protein production.

¢ : The introduction of this plasmid induced a change in colony morphology of the recipient strain.

d : The transfer was observed among the transconjugants afier selection for the resistance to erythromycine (Em®) thus indicating that the pAmBI

plasmid present in the donor sirain had been transfered.

N.B. : Intraspecific transmission of cryptic plasmid was observed by examining plasmid patterns of the recipient strains.

caractcre donné. Un dérivé du phage Cp54. désigné
Cp54Ber pour sa capacité a transduirc la souchc berli-
ner 1715, a été plus particutierement ¢tudié (LECADET et
al., 1980). 1l s’agit d'un phage a structure icosaédrique dont
le matériel génétique cst constitué¢ par une molécule d’ADN
linéaire d’cnviron 70 Md.

Le tableau 3 rassemble ¢n 5 groupes de liaison un certain
nombre de loci correspondant a des marqucurs d’auxotro-
phie ou dc résistance a des antibiotiques. Il faut toutcfois
remarquer que les travaux qui ont abouti a ’établisscment
de ces groupes ont ¢été réalisés avec des souches de B.
thuringiensis différentes ; de ce fait, quelque ambiguité peut
apparaitre a l'intéricur ct cntre chaque groupe de liaison.
Bien que ces résultats nc concernent pas un sérotype unique
de référence, ils peuvent néanmoins constitucr une base de
travail pour une étude plus approfondic sur le détcrminisme
génétique de la sporulation et dc la synthésc dc la o-
endotoxine, au nivcau de I'ADN chromosomique. Dans
cette perspective, Ic bactériophage TP13 isolé par PERLAK et
al. (1979) scra peut-étre un « outil » intéressant. Ce phage a
en cffet la capacité de convertir, a des fréquences élevées,
un mutant oligosporogéne Cry~ d’unc souchc sotto cn
Sp*Cry*. Un tel résultat peut étre di a la transduction d’un
géne intervenant dans la synth¢se de I’ARN polymérasc
spécifique de la sporulation et nécessaire a la synthésc du
cristal protéique mais il pcut aussi indiquer I'existence d’une
liaison génétique cntre un gene de sporulation ct un géne de
la 8-cndotoxine éventucllement localisé sur le chromosome
de cette souche.

V. DISCUSSION, PERSPECTIVES ET CONCLUSIONS

Il apparait immédiatement, lorsqu'on cssaye de rassem-
bler tous les résultats des travaux effectués sur B. thurin-
giensis, que le nombre important de souches (plus de 900),
rcgroupées cn 19 sérotypes, présente le risque de provoquer
unc divergence des recherches si une méme nomenclature
n'cst pas utiliséc pour désigner les souches étudices.

Lc grand nombre de souches peut constitucr un élément
intéressant dans Ic cadre de certaines ¢tudes comme celles
concernant I’ADN cxtrachromosomique, sa variabilité, sa
dissémination au travers dcs différents sérotypes parfois
relativement ¢loignés au niveau écologique ct finalement
son mode de transmission entre souches ; en revanche il
demande beaucoup plus de rigueur lorsqu'il s’agit d’étudicr
’ADN chromosomique. 1l est en effet asscz étonnant de
constater quc les expéricnces de transduction, dont I'objec-
tif est de rcgrouper sur un méme chromosome tous les
marqueurs génétiques de B. thuringiensis, soient réalisées
sur des souches différentes ct non pas uniquement sur lcs
micux connucs (berliner 1715 ct kurstaki HD1).

En cc qui concerne I'étude des plasmides de B. thurin-
giensis, si l'absence d’une nomenclaturc uniforme des
variétés ne facilite pas la comparaison entre les souches, lcs
résultats obtcnus par les différents laboratoires ont néan-
moins pu fournir des données comparables ct complémen-
taires. Il ressort en cffet du tableau 1, outre I'importante
diversité de plasmides, qu’a I'intérieur d’'un méme sérotype
il existe unc relative similitude des plasmides cn fonction de



GENETIQUE DE BACILLUS THURINGIENSIS 275

TABLEAU 3

Groupes de liaison de marqueurs chromosomiques établis par cotransduction dans B. thuringiensis.
Linkage groups obtained by cotransduction of chromosomal markers in B. thuringiensis.

Groupes
de liaison
Marqueurs? (cotransduction Souches
des marqueurs
> 10 %)
1 2
aspl hisl 1: berliner 1715 1: LECADET et al., 1981 ; LECADET & LERECLUS (1984)
trpl cysl-cys2 I (sérotype 1)
hisl leu2 2 : thompsoni 2: TORNE, 1978 ; PERLAK et al., 1979
lysl trpl (sérotype 12)
cysd
metD ou C argO 1l berliner 1715 et yorE 1978 ; LECADET ef al., 1981
thompsoni
metA
[C);sr: 111 berliner 1715 LECADET et al., 1981 ; LECADET & LERECLUS (1984)
rif
nalA
rifA v gelechiae LANDEN et al., 1981
StrA (sérotype 1)
SpcA
glyl
ural \% berliner 1715 LECADET & LERECLUS (1984)
gly2

a: La nomenclature des marqueurs correspond a celle utilisée pour B. subtilis (YOUNG & WILSON, 1975).

a : The nomenclature of markers corresponds to those used for B. subtilis (YounG & WiLson, 1975).

leur masse moléculaire. Ce point a été vérifi€ par les
cxpériences d’hybridation moléculaire qui ont aussi indiqué
que plusieurs plasmides, rassemblés en 2 catégories de taille
(< et > 15 Md), étaient conservés, totalement ou partielle-
ment, au travers des différents sérotypes. Ces premicres
observations qui ont abouti a établir 2 principaux groupes
d’homologie parmi les plasmides, sc¢ sont avérées compati-
bles avec les résultats concernant la localisation du gene du
cristal. Le clonage du géne ainsi que les expériences de
conjugaison ont en effet montré que le géne codant pour la
d-endotoxine était porté, dans la plupart des souches, par un
plasmide appartenant au méme groupe d’homologie (celui
comprenant les plasmides de masse moléculaire élevée). Le
tableau 4 rassemble tous les résultats concernant la localisa-
tion des genes codant pour le cristal protéique, résultats
obtenus soit par clonage et hybridation avec le géne cloné,
soit par 'examen des schémas extrachromosomiques des
souches Cry~ isolées aprés avoir provoqué la perte du
plasmide porteur du gene, soit enfin a I'issue d’expériences
de conjugaison.

Si diverses situations sont donc possibles quant au déter-
minisme génétique du cristal protéique, la localisation du
géne sur un plasmide de masse moléculaire supérieure a
30 Md semble constituer un trait prédominant. En revan-
che, une localisation unique, sur le chromosome ou sur un
plasmide de taille élevée (> 150 Md), n’est observable que
dans 2 souches : la souche dendrolimus (KLIER et al., 1982)
ct la souche entomocidus puisqu’elle ne semble pas posséder
de plasmides. La liste des souches présentant une double
localisation du géne n’est pas exhaustive, du fait que celle-ci
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n’a pas été recherchée dans tous les cas; néanmoins il
apparait nettement que le phénoméne de double localisa-
tion n’est pas exceptionnel ; il s’applique en effet au moins
aux 3 souches suivantes : berliner 1715, kurstaki et subtoxi-
cus. Jusqu'a présent, les travaux réalisés sur ces isolats
semblent indiquer qu’un seul des 2 génes (d’origine chromo-
somique ou plasmidique) puisse s’exprimer aprés clonage
chez E. coli ou B. subtilis. Les cxpériences destinées a
provoquer la perte d’'un plasmide semblent démontrer que,
chez B. thuringiensis, seul le géne d’origine plasmidique est
actif dans les conditions habituelles de croissance (a 30 °C
en présence de glucose). Cependant, on peut remarquer
que, la encore, le manque de rigueur dans la désignation des
souches (principalement au niveau des souches kurstaki)
crée une certaine ambiguité dans l'interprétation des résul-
tats et ne permet pas de conclure d’une fagon définitive sur
ce point précis.

Pour en revenir a la localisation du géne du cristal, 2
autres résultats doivent étre soulignés: ils concernent,
d’une part, la souche kurstaki HD1 Dipel, ol le géne serait
présent a la fois sur 2 plasmides (tabl. 4) et, d’autre part,
une souche israelensis, pour laquelle il est suggéré que le
gene du cristal est porté par un plasmide de taille nettement
inférieure, d’environ 4 Md (FAUST et al., 1983). D’autres
auteurs, au contraire, indiquent que dans cette souche le
plasmide impliqué a une masse de 72 Md (CARLTON et al.,
1982).

Ces 2 observations, ajoutées aux divers types de localisa-
tion décrits précédemment, incitent a faire I’hypothése que
la répartition du géne du cristal dans les différents sérotypes

19
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Localisation des génes codant pour le cristal protéique.
Location of the genes coding for the crystal protein.

D. LERECLUS

TABLEAU 4

Plasmidcs?

H. sérotypc Souches Chromosome Modes de détermination Références
massc en Md
1 thuringiensis Hp-2 75 Perte provoquée, conjugaison GoNzAaLEZ et al. (1981,
1982)
thuringiensis berliner 1715 42 Clonage ct expression hétérospé- KLIER et al. (1982)
cifique
+ Hybridation avec le fragment KLIER er al., (1982)
d’ADN cloné
thuringiensis berliner 22105 56 Hybridation avec le fragment KLIER er al. (1982)
d’ADN cloné
3a alesti Hp-4 105 Perte provoquée GONzALEZ et al. (1981)
alesti Hp-4 > 100 Hybridation avec I¢c fragment WHITELEY et al. (1982)
d’ADN cloné
3a 3b kurstaki Hp-1 (Dipel) 32 ct > 100 ? Clonage ct cxpression hétérospé- SCHNEPF &  WHITELEY
cifique (1981)
kurstaki Hp-1 47 — Hybridation avec lc fragment KLIER e al. (1982)
d’Apn cloné
kurstaki Hp-1 110 Perte provoquée CARLTON et al. (1982)
kurstaki HD-73 50 Perte provoquée, conjugaison GonzaLEZ et al. (1981,
1982)
kurstaki HpD-73 56 Clonage ct expression hétérospé- WHITELEY et al. (1982)
cifique
kurstaki Hp-263 44 Pcrte provoquée, conjugaison GONZALEZ et al. (1982)
kurstaki souche ? Clonage et expression hétérospé-
cifique HELD et al. (1982)
30 Hybridation avec lc fragment
d’ADN cloné
4a 4b sotto 33 Clonage et expression hétérospé- WHITELEY et al. (1982)
cifique
sotto 40 Hybridation avec le fragment KLIER et al. (1982)
d’ADN cloné
dendrolimus — Hybridation avec lc fragment KLIER et al. (1982)
d’ADN cloné
5a 5b gallerige HD-8 =130 Perte provoquée GONZALEZ et al. (1981)
6 subtoxicus 52 ou 56 Hybridation avec lc fragment KLIER et al. (1982)
d’ADN cloné
9 tolworthi 40 a 60 Hybridation avec le fragment KLIER et al. (1982)
d’ADN cloné
tolworthi 50 Hybridation avec lc fragment WHITELEY et al. (1982)
d’ADN cloné
10 darmstadiensis 50 Hybridation avec le fragment WHITELEY et al. (1982)
d’ADN cloné
11a 11b  toumanoffi > 100 Hybridation avec le fragment WHITELEY ef al. (1982)
d’ADN cloné
14 israelensis Hp-567 72 Perte provoquée, conjugaison CARLTON et al. (1982)

Le signe + indique que le géne du cristal est présent sur le chromosome ou, comme Ic suggérent KRONSTAD et al. (1983), sur un plasmide de
masse moléculaire élevée (> 150 Md) non différenci¢ de I’ADN chromosomique.
a: Cette colonne indique la masse moléculaire des plasmides porteurs du géne du cristal.

The sign + indicates that the crystal gene was present on the chromosome or, as suggested by KRONSTAD ct al. (1983), on a high molecular weight

plasmid (> 150 Md) undistinguishable from the chromosomal Dna.

a: This column indicates the molecular weight of plasmids harbouring the crystal gene.

de B. thuringiensis, ct principalement a I'intérieur d’une
méme cellule, puisse avoir & son originc un mécanisme de
transposition d’ADN faisant intervenir une structure molécu-
laire assimilable a une séquence d’insertion. Les travaux qui
ont abouti a I'isolement, par transposition in vivo, d’une
séquence d’ADN communc a plusieurs plasmidcs dont ccux
porteurs du gene du cristal (LERECLUS et al., 1983) semblent
aussi aller dans le sens d’une telle hypothése. Sur ce sujct un
travail intéressant peut étre envisagé pour rechercher §'il
existe une rclation cntre lc géne du cristal et une séquence
d'insertion et de quel type de relation il s’agit.

D’une fagon générale, I'ensemble des recherches réalisées
sur la génétique de B. thuringiensis offre de larges perspecti-
ves tant sur le plan fondamental qu’au niveau appliqué.

L'cxploitation des données actuelles sur le déterminisme
de la synthése du cristal protéique et I'utilisation du systéme
dc conjugaison convergeront en effet vraisemblablement
vers une meilleure connaissance de l'expression ct de la
régulation du ou des genes impliqués dans cette synthése.
Le cristal étant une protéine parasporale, c’est donc aussi
sur le phénomene simple de différenciation cellulaire qu’est
la sporulation que ccs recherches pourront apporter des
informations intéressantes. On peut bien entendu cntrevoir
d’autres développements a ces travaux, en particulicr sur la
fonction des plasmides de cet organisme.

En ce qui concerne les applications de ces recherches,
hormis lutilisation actuelle du cristal des souches berli-
ner 1715 et kurstaki HD1 contre un nombre limité de



GENETIQUE DE BACILLUS THURINGIENSIS 277

Iépitopteres, elles peuvent étre réparties en 2 secteurs :

— tout d’abord celui représenté par le cristal protéique
de la souche israelensis. La 8-endotoxine produite par cette
bactérie suscite en effet beaucoup d’intérét du fait de son
activité contre les larves de moustiques, vecteurs des
parasites responsables du paludisme, de ia fievre jaune et de
I'onchocercose. Le clonage du géne correspondant est
entrepris dans de nombreux laboratoires et pourrait permet-
tre, par association avec le gene codant pour les toxines
produites par B. sphaericus (TINELLI et al., 1980 ; DAVID-
SON, 1981), d’élargir le spectre d’activité de ces bactéries
contre les moustiques.

— le 2° secteur résultera de I’élargissement du spectre de
toxicité de B. thuringiensis en vue d’étendre ses possibilités
d’utilisation a d’autres espéces phytophages dc grande
importance économique a I’échelle mondiale et difficiles a
combattre a l'aide des moyens chimiques actucllement
disponibles. Il s’agit notamment de ravageurs polypiiages
appartenant a la famille des Noctuidae parmi lesquels il faut
distingucr, en tout premier licu, Spodoptera littoralis
Boisd., ravageuse du coton ct des légumincuses fourragéres
dans les régions circum-méditerranéennes, ainsi que
Mamesira brassicae L. dont lcs dégats intéressent un grand
nombre de cultures basses en Europe.

En raison de son grand intérét économique, cc sujet fait
actuellement I'objet des préoccupations d’autres chercheurs
dont les premiers travaux ont consisté a rechercher des
bactéries naturellement actives contre ces insectes. Une
souche aizawai du sérotype 7 et une souche entomocidus du
sérotype 6 ont ainsi été dégagées comme produisant un
cristal relativement plus actif contre S. littoralis, la noctuelle
du coton (LUTHY ef al., 1982 ; SALAMA & FopA, 1982).
L’augmentation du niveau de toxicité du cristal de cette

souche peut alors étre cnvisagée, soit par des procédés
biochimiques, soit par voie génétique. Sur ce dernier point,
le clonage du gene correspondant pourrait étre suivi d’expé-
riences de mutagenése in vitro ou d’une association avec un
autre géne dans une méme bactérie, ccla en vue d’obtenir
'augmentation du niveau de toxicité par modification du
cristal ou par cffet synergique.

Introduire dans une seule cellule 2 ou plusieurs génes
codant pour des cristaux protéiques dont les toxicités sont
complémentaires reviendrait a construire une bactéric pré-
sentant un spectre d’activité plus large vis-a-vis des insectes.
I1 a été en effet récemment montré que I’association, par
conjugaison, de 2 plasmides codant pour des cristaux dis-
tincts (spécifiques des sérotypes 1 et 3) aboutit a la synthésc
de cristaux ayant les caractéres antigéniques des 2 souches
d’origine (GONZALEZ et al., 1982).

En conclusion, si les importantes perspectives offertes par
B. thuringiensis sur le plan agronomique ont largement
contribué a I'évolution rapide des recherches d’ordre fonda-
mental chez cet organisme ct principalement sur le détermi-
nisme de la d-endotoxine, les résultats obtenus laisscnt
envisager a leur tour non sculement le développement des
applications mais aussi celui des recherches menées en
amont sur les caractéristiques génétiques de cette bactéric.

Regu le 6 avril 1983.
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