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Résumé 
Description du sujet : L’olivier Olea europaea L. est considéré comme arbre très important pour les pays méditerranéens, à 
cause de la valeur de ses fruits frais ou transformés en huile. Cependant, la production des olives reste confrontée aux plusieurs 
obstacles citant ceux d’ordre phytosanitaire, comme la mouche de l’olive Dacus oleae (Diptera :Tephritidae), qui cause des 
dégâts considérables surtout sur le fruit. 
Objectifs : L’application des méthodes de lutte biologique par l’exploration de la microflore du sol s’avère intéressante. C’est 
dans ce contexte que nous nous sommes intéressés à l’isolement de souches bactériennes appartenant au genre Bacillus à partir 
de la rhizosphère de deux vergers oléicoles situés dans la région de Boumerdes et Béjaia, ensuite des tests d’efficacité à l’égard 
de Dacus oleae ont été réalisés.  
Méthodes : Après échantillonnage du sol, nous avons procédé à l’isolement, la purification et la caractérisation des isolats 
bactériens. Des essais de sélection des souches bactériennes ayant une activité insecticide la plus performant ont été effectués, 
suivis des tests de pathogénicité sur des larves au cinquième stade (L5) de la mouche de l’olive.  
Résultats : 22 souches de Bacillus ont été isolées dans les deux régions, les tests d’efficacité montrent que le taux de mortalité 
est très important dès les premières heures de traitement (de 4 à 20 heures), et cela pour plusieurs souches de Bacillus 
notamment BM12. En effet, le taux de mortalité corrigée obtenus après traitement des larves L5 de D. oleae par la forte dose 
D1 de cette souche, atteints 100% au bout de 16h uniquement. L’examen des TL50 montre que les larves L5 de Dacus Oleae 
traitées par la même souche de Bacillus présentent des TL50 qui varient de 5 à 10 heures en fonction de la dose. 
Conclusion : Avec le taux de mortalité élevé et la diversité des souches obtenues, il s’avère très intéressant de pousser la 
caractérisation et l’identification des souches isolées et leurs métabolites bioactifs spécifiquement les toxines pour une 
meilleure exploitation dans les programmes de lutte contre la mouche des olives.   
Mots clés: Isolement ; Caractérisation ; Olivier ; Dacus oleae ; Bacillus ; biocontrol.  
 

CHARACTERIZATION OF BACILLUS SPP. ISOLATED FROM THE OLIVE SOIL AND 
STUDY OF THEIR POTENTIALITIES OF BIOCONTROL AGAINST THE OLIVES FLY 

DACUS OLEA (GMEL) IN NORTH OF ALGERIA 
 
Abstract 
 

Description of the subject: The olive tree is considered to be a very important tree for the Mediterranean countries, due of the 
value of its fruit, either fresh or processed into oil. However, the production of olives still faces several obstacles, mainly of a 
phytosanitary nature, such as the olive fly Dacus oleae (Diptera : Tephritidae) , which causes considerable damage, especially 
to the fruit.  
Objectives.  The application of biological control methods by exploring the soil microflora is of interest. It is in this context 
that we were interested in isolating bacterial strains belonging to the genus Bacillus from the rhizosphere of two olive orchards 
located in the Boumerdes and Béjaia region, then efficacy tests against Dacus oleae were carried out . 
Methods: After sampling the soil, we proceeded to isolate, purify and characterize the bacterial isolates. Tests for selection of 
the bacterial strains having the most effective insecticidal activity against Dacus oleae were carried out, followed by 
pathogenicity tests on larvae at the fifth stage (L5) of the olive fly. 
Results: 22 Bacillus strains were isolated in the two regions, the efficacy tests show that the mortality rate is very high from 
the first hours after treatment (from 4 to 20 hours), and this for several Bacillus strains including BM12. Indeed, the corrected 
mortality rate obtained after treatment of the L5 larvae of Dacus oleae by the high dose D1 of this strain, reached 100% after 
16 hours only. Examination of the LT50s shows that the L5 larvae of Dacus oleae treated with the same strain of Bacillus have 
LT50s which vary from 5 to 10 hours depending on the dose. 
Conclusion: With the high mortality rate and the diversity of strains obtained, it is very interesting to continue the 
characterization of the other strains and their bioactive metabolites specifically toxins for the control of olive fly larvae.   
Keywords: Isolation ; Caracterisation ; Olive ; Dacus oleae ; Bacillus ; biocontrol. 
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INTRODUCTION 
 

La mouche de l’olive Dacus oleae (Gmel) 
(Diptera–Tephritidae), est une mouche 
monophage, carpophages attaquant les fruits de 
différentes sous-espèces de Olea europaea L. 
(cultivée et sauvage). Cette mouche est le 
principal parasite de l'olive dans le monde entier 
et sa nocivité a été documentée depuis 
longtemps dans les zones méditerranéennes [1]. 
Les dégâts économiques de Dacus oleae sur les 
fruits de table résultent à la fois de la ponte des 
mouches à la surface des fruits et de l'activité 
alimentaire des larves, qui provoque une grande 
dépréciation des olives [2]. En effet, des études 
menées dans plusieurs pays producteurs d'olives 
montrent que la vulnérabilité de la qualité de 
l'huile d'olive extraite de différentes variétés 
varie selon le niveau d'infestation [3, 4]. Les 
moyens de bio-contrôle bénéficient d’une 
image favorable auprès de l’opinion publique et 
des consommateurs pour les fruits. Ils 
constituent aussi des solutions techniques 
efficaces, naturellement adoptées par les 
producteurs dès lors que tous les verrous pour 
leur mise en œuvre sont supprimés [5]. Le 
contrôle des bioagresseurs de manière 
biologique est le plus avantageux pour 
l’environnement en comparaison avec le 
contrôle chimique [6]. Par ailleurs, le sol est le 
siège de compétition microbienne à raison de sa 
richesse biologique très variée, la flore 
microbienne y est très variée ; elle comprend 
des champignons, protozoaires, et virus 
exerçant divers effets influençant le 
développement des plantes. Ils peuvent 
également améliorer leur compétitivité et leurs 
réponses aux facteurs de stress externes [7, 8]. 
Certains sols ont la capacité de réprimer 
l’expression de maladies en impliquant 
fréquemment des bactéries non pathogènes [9, 
8]. L'utilisation de Bacillus thuringiensis 
comme agent de lutte biologique est la méthode 
la plus réputée car elle s'est avérée extrêmement 
précieuse [10]. Les bactéries entomopathogènes 
du genre Bacillus tel que B. thuringiensis (Bt) 
produisent des protéines insecticides sous forme 
d'inclusions cristallines pendant leurs phase de 
sporulation, connues sous le nom de toxines Cry 
ou Cyt, qui se sont révélées efficaces contre 
d'importants ravageurs lépidoptères [11], 
orthoptères [12] et également contre certaines 
espèces de moustiques [13]. 

La présente étude a permis d’isoler des souches 
bactériennes du genre Bacillus, à partir de la 
rhizosphère d’olivier en vue de tester leur effet 
insecticide sur les larves de la mouche de l’olive 
Dacus oleae.    
MATÉRIEL ET MÉTHODES 

 

1. Matériel biologique  
Les souches bactériennes utilisées au cours de 
cette étude sont des bactéries telluriques isolées 
du sol rhizosphèrique d’olivier au niveau de 
deux régions côtières de l’Algérie ; Boumerdes 
(Boudouaou à 195 m) et Bejaia (Sidi Aich à 111 
m). L’insecte choisit est la mouche de l’olive 
Dacus oleae, capturé dans la station de Sidi 
Aich à Béjaia et élevé en masse au laboratoire. 
 

2. Méthodes 
 

2.1 Isolement et caractérisation des souches 
bactériennes 
 

-Sites de prélèvement et collecte 
d'échantillons de sol 
 

Les échantillons de sol ont été prélevés de deux 
oliveries au niveau de deux régions côtières de 
l’Algérie ; l’une est localisées dans la région de 
Boudouaou (wilaya Boumeredes) (Latitude : 
36.7003998- Longitude : 3.4296446),  
la deuxième est située dans de la région de Sidi 
Aich (wilaya de Bejaïa) (Latitude : 36,3844-
Longitude : 4,3992). L’échantillonnage a eu lieu 
le 28 Décembre 2018. Les échantillons sont 
prélevés au niveau de la couche rhizosphérique 
sur un rayon de 1 m autour des racines, à une 
profondeur de 30 à 50 cm, ils sont ensuite mis 
dans des sachets portant des indications de lieu 
et de date de prélèvement et transportés au 
laboratoire [14].  
 

-Purification et conservation des isolats 
 

Les différents échantillons du sol sont 
séparément séchés, tamisés et broyés finement. 
Le sol a été chauffée par la suite à 80°C pendant 
20 mn afin d’éliminer toutes les bactéries non 
sporulantes [14, 15]. La préparation de la 
solution mère a été suivie par une série de 
dilutions de 10-1 à 10-6. Ces dernières ont été 
utilisées dans les différentes étapes de la 
purification sur gélose nutritive. En effet, les 
colonies qui nous semblent répondre aux 
critères de genre recherché (Bacillus) ont été 
repiquées successivement jusqu'à l’obtention 
d’une culture pure.
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 Les isolats purifiés ont été conservés par 
congélation -30°C, mélange eau/glycérol à 30% 
de glycérol v/v [16]. 
-Caractérisation phénotypique des isolats 
La caractérisation phénotypique est basée sur 
des critères macroscopiques sur milieu solide 
[17], et sur des caractères microscopiques tel 
que la mobilité, coloration de Gram et la 
coloration de la spore [18, 19]. La 
caractérisation biochimiques et physiologique 
est basée sur/ la mise en évidence des enzymes 
respiratoires ; la catalase, les nitrates 
réductases, le type respiratoire (gélose viande 
foie) et la dégradation de certains substrats tel 
que le mannitol, ainsi que l’étude de la 
résistance à 45°C, 55°C et 65°C [18, 20]. 
 

-Microscopie à balayage 
Le principe de base de la microscopie 
électronique à balayage est qu’un faisceau très 
fin d’électrons, monocinétique, balaie la surface 
d’un échantillon où se produisent des 
interactions détectées par un capteur qui 
contrôle la brillance d’un oscilloscope 
cathodique dont le balayage est synchronisé 
avec celui du faisceau d’électrons. Le nombre 
de particules réémises varie en fonction de la 
topographie, de la composition et de la texture 
de la surface observée [21]. Les bactéries 
congelées (cryofixées) peuvent être examinées 
rapidement à des températures très basses 
(inférieures à –120°C) par cryo-SEM. Pour 
permettre la vision avec le MEB, les 
échantillons doivent être inducteurs ; ces 
échantillons sont donc métallisés sur une très 
fine couche (quelques nanomètres) par une 
technique de dépôt par pulvérisation cathodique 
ou un alliage d’or recouvra la surface de 
l’échantillon [22]. 

 

-Mise en évidence de l’activité hydrolytique 
extracellulaire 
Détermination de l’activité protéolytique : la 
recherche de la caséinase a été déterminée selon 
la méthode de Smibert et Krieg [23] par la mise 
en culture pendant deux jours d’incubation à 
28°C des isolats sur gélose au lait écrémé. Le 
développement d’un halo autour des colonies 
indique une réaction positive. Détermination de 
l’activité amylolytique : Ce test a été réalisé en 
cultivant la souche sur une gélose nutritive 
contenant 1% d’amidon. Après incubation, la 
culture bactérienne a été recouverte d’une 
solution de Lugol. L’hydrolyse de l’amidon est 
ainsi mise en évidence par l’apparition d’une 
zone claire autour de la colonie, par contre un 
résultat négatif se traduit par une couleur brune 
autour de la culture [24]. 

Détermination de l’activité lipolytique : le test 
de lécithinase a été réalisé par l’ensemencement 
de la souche en strie sur gélose nutritive 
contenant l’émulsion du jaune d’œuf stérile. 
Après 24 à 72 heures d’incubation à 30°C, 
l’apparition d’une zone claire autour de la 
culture prouve que la souche possède la 
lécithinase [24]. 
 Pouvoir pectolytique : la mise en évidence des 
pectinases a eu lieu en utilisant des tubercules 
de pomme de terre, désinfectées et trachées en 
morceaux et déposés dans des boites de Pétri 
contenant de l’eau physiologique stérile, 
quelques gouttes d’une suspension bactérienne 
en phase de croissance sont déposées sur les 
tranches. Après 7 à 14 jours, la réaction est 
considérée positive par l’apparition de 
pourriture qui s’accompagne d’une forte odeur 
[25]. La mise en évidence du pouvoir 
chitinolytique : Ce test a été réalisé par 
ensemencement des bactéries sur milieu de 
culture gélosé à base de chitine colloïdale 
comme substrat enzymatique et comme seule 
source de carbone pour la croissance 
bactérienne [26]. 
 

2.2. Application des traitements biologiques 
 

-Elevage de la mouche 
La mouche de l’olive est un insecte carpophage, 
les individus testés sont issus d’un élevage en 
masse mené au laboratoire. En effet, les larves 
âgées ont été capturées à partir d’une oliveraie 
de la région de Béjaia pendant la période de la 
cueillette des olives (entre novembre et 
décembre), ces dernières ont été déposées dans 
un milieu d’élevage synthétique [27] 
(légèrement modifié) (550 ml d’eau, 20 ml 
d’huile d’olive, 22,5 ml de tween 80,20 g de 
sucre, 75 g de levure, 30 ml d’Hcl et 275 g de 
cellulose avec la présence de fruits d’olives 
infectés). Cet élevage a duré trois mois environ, 
période pendant laquelle, des adultes ont 
émergées et se sont reproduits, les larves ainsi 
obtenues ont été utilisées dans la présente étude.  
 

-Préparation du bouillon de sporulation 
Des colonies fraîchement préparées des 
différentes souches de Bacillus isolées et 
caractérisées ont été inoculées dans des tubes à 
essai contenant 5 ml de bouillon sporulant (Sels 
basaux minimaux, MBS - 0,68% KH2PO4, 
0,03% MgSO4•7H2O, 0,002% MnSO4, 0,002% 
Fe2(SO4) 3, 0,002% ZnSO4•7H2O, 0,002% 
CaCl2, 1% tryptone et 0,2% d'extrait de levure, 
pH 7,2) [28]. 
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Les tubes ont ensuite été incubés à 30°C sous 
agitation (200 tr / min) pendant 48 h pour 
permettre la sporulation et la formation de 
cristaux [15]. 

 

-Test de sélection 
Ce test préliminaire est réalisé sur toutes les 
souches de Bacillus isolées, permettant de 
sélectionner impérativement les souches ayant 
une activité insecticide la plus performante [15]. 
Dans les essais biologiques de toxicité initiaux, 
les larves L5 de D. oleae sont traitées par la 
suspension bactérienne préalablement préparée, 
en la versant dans des petites boites de Pétri, 
contenant chacune dix larves avec le milieu 
d’élevage de Dacus oleae à raison de 1%. Chez 
les témoins, la suspension bactérienne est 
remplacée par de l’eau physiologique stérile. 
Les tests ont été effectués en triplicata. La 
mortalité a été enregistrée après 24 et 48 heures 
respectivement. 
 

-Test de pathogénicité 
Après le screening des 22 isolats hautement 
toxiques de Bacillus, les larves ont été réparties 
sur des boites de Pétri, chaque boite occupe 10 
larves de Dacus oleae. Ces dernières ont été 
immergées dans le milieu d’élevage additionné 
de la solution sporale ajustée à la concentration 
voulue. Les concentrations correspondent aux 
dilutions de 10-1 à 10-4, elles sont en nombre de 
4 (D1 :2,7×109, D2 : 2,4×108, D3 : 2×108 et 
D4 : 4×107spores/ml). Les boîtes contenant les 
cinq larves sont répétées trois fois, où on aura 
24 unités expérimentales pour les deux souches. 
Les boites de cultures et le témoin sont placées 
dans un environnement contrôlé (obscurité, T° 
optimal), c’est ainsi que les mortalités seront 
observées chez les larves traitées et les larves 
non traitées tout au long de l’expérimentation 
(chaque 4h).Les tests ont été effectués en 
triplicata. 
 

3. Analyse statistique  
Pour confirmer l’efficacité des traitements 
biologiques effectués, les résultats obtenus ont 
été soumis aux tests de l’analyse de la variance. 
Les valeurs de p≤0,05 sont considérées 
statistiquement significatives. Nous avons 
appliqué en outre le test de Tuckey ou test de la 
différence franchement significative avec la 
boite à moustache qui permet de vérifier la 
significativité de la variable d’intérêt entre 
toutes les combinaisons des modalités. Le 
Logiciel utilisé est le SPSS (Statistical Package 
for the Social Science version 11.0.1). 
 
RÉSULTATS  
 
1. Caractères phénotypiques et activité 

enzymatique des souches isolées 
Les isolements effectués à partir du sol 
rhizosphérique de l’olivier des deux régions ; 
Boumerdes et Béjaia ont permis d’obtenir 22 
souches appartenant au genre Bacillus. Le 
nombre de souches isolées diffère légèrement 
selon la station dont on a répertorié 13 souches 
dans la station de Boumerdes contre, 9 souches 
ont été isolées dans la station de Béjaia. Les 
souches appartenant au genre Bacillus, 
possèdent toutes les caractères culturaux décrits 
par Euzeby [29]. Les bactéries se développent 
bien à la surface de la gélose. L'aspect des 
colonies obtenues est extrêmement variable. En 
général, les colonies sont larges, lisses, plates, 
fréquemment circulaires, avec des bords 
irréguliers, de couleur crème ou blanc ou encore 
jaunâtre (Fig. 1). L’observation microscopique 
révèle des bacilles longs droits, les cellules sont 
des Gram positifs présentant une forme sporale 
(Fig. 2). Les résultats du MEB montrent des 
céllules sous forme de batonnet long à extrimité 
carrées, legerement arrondies (Fig. 3). 

 

 
Figure 1: Aspect des colonies de deux isolats appartenant au genre Bacillussp.(BJ5et BM8)après 

24h d’incubation à 30°C sur GN. Le code BJ correspond aux isolats de la région de Bejaïa et le code BM 
correspond aux isolats de la région de Boumerdes. 
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Figure 2: Aspect des cellules bacteriennes et la forme sporales après coloration de Gram observé 

sous microscope optique (G×1000) 

 
Figure3 : Aspect descellules bacteriennes (souche BM12) observées sous microscope électronique à 

balayage MEB (G×5000 et G×10000) 
 

Les résultats de l’étude physiologique et 
biochimique concernent la production de la 
catalase, la réduction des nitrates en nitrites, le 
type respiratoire sur la gélose viande foie  ainsi 
que la résistance à différentes températures sont 
résumés dans le tableau 1. 
 Les résultats étaient très variables d’une région 
à l’autre et même au sein de la même région.

Ce qui confirme la biodiversité de notre sol. De 
même pour les différentes enzymes 
recherchées, des réponses variables ont été 
enregistrées (Tableau 1). Par ailleurs, l’étude de 
l’activité enzymatique nous a permis de 
constater une particularité de production d’une 
gamme très diversifie en enzymes chez les 
souches isolées (Fig. 4). 

 

Tableau 1: caractères phénotypiques et activité enzymatique des souches isolées 

 
Souches 
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BJ (1)1 + Bacille - + Aéro/anaéro facultatif + - ND + + - - 
BJ(7) + Bacille - + Aéro/anaéro facultatif + - + + + + - 
BJ (6) - Coccobacille + + Aéro stricte + ND - - + - - 
BJ(4) + Bacille + + Aéro/anaéro facultatif ND - + - + - - 
BJ (5)1 + Bacille + ++ Aéro/anaéro facultatif + + + + - + - 
BJ (2) + Bacille - + Aéro/anaéro facultatif ND ND ND + + - - 
BJ (3) + - - + Aéro/anaéro facultatif + + + + - - - 
BJ (1)2 + - - + Aéro/anaéro facultatif - - ND - + - - 
BJ (5)2 + - - + Aéro/anaéro facultatif ND + + + - - - 
BM (10) + - + + Aero/anaéro ND ND ND + + - - 
BM (12) - Coccobacille + + Aero/anaéro - - + + + + - 
BM (11) - - - + Aéro stricte ND ND ND - + - - 
BM (13) - - - + Aéro stricte - - ND + + - - 
BM (8) + - - + Aéro stricte + ND ND - + - - 
BM (4)1 + Bacille long + + Aéro stricte + ND + - + - - 

BM (3 ) + - - + Aero/anaéro + + + + + - - 
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(BJ : Bacillus de la station Béjaia, BM : Bacillus de la station de Boumerdes ND : non déterminé), - : résultats négatifs ; + : 
résultats positifs ; ++ : dénitrification 
 

 
Figure 4 : Résultats des tests de mise en évidence de quelques enzymes hydrolytiques chez les 

différentes souches de Bacillussp. isolées 
 

2. Résultats de la sélection des souches 
entomopathogènes 
Le test de sélection a démontré que toutes les 
souches de Bacillus isolées sont capables de 
présenter des effets mortels sur les larves de D. 
oleae dans un délai très court (14 à 20 heures). 
Toutes les souches ont été donc classées comme 
étant des entomopathogènes présumés. Le 
principal signe qui apparait chez les cadavres 
ayant été traités par les bactéries isolées, c’est le 
noircissement du corps juste après la mort suite 
à la production de la mélanine chez ces derniers 
(Fig. 5). Concernant les résultats des taux de 
mortalité obtenus après traitements des larves 
L5 de D. oleae par les 22 souches de Bacillus sp 
isolées des deux stations de Béjaia et 
Boumerdes, les mortalités commences à partir 
de la 7ème heure avec la souche BJ (5) avec un 
taux de 60% suivit de la souche BJ (3) avec le 
même taux enregistré après 21 heures. Au bout 
de 48 heures, les taux de mortalité ont atteint les 
100% et cela avec presque la totalité des 
souches testées (Fig. 6). D’autre part, Pour les 
isolats de la région de Boumerdes, On constate 
également qu’il y a une divergence de taux de 
mortalité entre les différentes souches testées 
sur les larves, avec un pourcentage de 20% dès 
les premières 7 heures avec les souches BM (2) 
et BM (4)1. Dès la 35ème heure, les taux de 
mortalité s’élèvent avec le nombre de souches 
affectant les larves de la mouche, avec un taux 
de 100% de mortalité pour la souche BM (3) (Fig. 6).  
3. Evaluation de la pathogéniciété des 
souches sélectionnées  
Les souches utilisées dans l’étude de la toxicité 
ont été sélectionnées du lot des souches isolées 
de la région de Boumerdes. 

La souche BM (12) a démontré un taux de 
mortalité de 40% dans uniquement 7h. La 
souche BM (3) a causé une mortalité totale dans 
uniquement 35h. Les taux de mortalité corrigée 
obtenus après traitement des larves L5 de D. 
olea par quatre doses de la souche BM (12), 
montrent une mortalité distincte chez les 
individus dès la quatrième heure (p<0,0000), où 
la forte concentration, D1 a résulté 40% de 
mortalité, suivie des doses D2 et D3, puis la 
faible dose D4 qui a causé juste 10 % de 
mortalité pendant la même période. Cette 
mortalité évolue dans le temps pour atteindre 
100% à la 16ème heure pour D1 et 20ème heure 
pour les autres doses appliquées (Fig. 7a). 
Concernant la deuxième souche BM (3), on 
constate que les doses D1 et D2 et D3 affichent 
le même taux de mortalité au bout de 8h (38%), 
un taux élevé en le comparant à la D4 ayant 
donné 18% de mortalité. Cette mortalité 
évoluera à partir de la 12ème heure et augmente 
progressivement. A la 16ème heure, on remarque 
que le taux de mortalité de la D1 (80 %) dépasse 
légèrement la D3 et D4 (75%) et D2 avec 
(58%). 100% de mortalité a été obtenue après 
20h pour la totalité des souches (Fig. 7b). 
Par ailleurs, la boite à moustache indique une 
similarité dans les résultats obtenus avec les 
différentes doses de la BM (3), par contre la 
souche BM (12) testées a donné des résultats 
similaires uniquement pour D1-D2 (Fig. 8). 
Parallèlement aux résultats obtenus pour le taux 
de mortalité, l’examen des TL50 montre des 
valeurs faibles ; 5,72 heures pour BM (12) et 
7,27 heures pour BM (3) ; pour les fortes doses 
et des valeurs plus élevées ; 10,23 heures pour 
BM (12) et 9,01heures pour BM (3) pour les 
faibles doses.  

BM (5) - - - + Aéro stricte - - +  - + - 
BM (1) + - + + Aéro + + + - - - - 
BM (7) + Bacille long + + Aéro/anaéro facultatif ND ND - + + + - 
BM (4)2 + -  + Aéro stricte ND ND - + + - - 
BM (4)3 + -  - Aéro/anaéro stricte ND ND - + + + - 
BM (2) - -  - Aéro/anaéro - ND + + + + - 
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Figure 5 : Symptômes du traitement biologique chez les larves de D. oleae ayant subi un traitement par les 
différents isolats de Bacillus (à droite : larve de D. oleae après traitement ; à gauche : larve de D. oleae après traitement) 

 

 
Figure 6: Cinétique de mortalité des larves de D.oleae traitées par les différents isolats de Bacillus. 

(BJ : Bacillus de la station de Béjaia, BM : Bacillus de la station de Boumerdes) 
 

 
Figure 8 : Taux de mortalité corrigée chez les larves de Dacus oleae traitées par les deux souches BM 

(12) et BM (3) (D1 :2.7 109, D2 : 2.4 108, D3 : 2 108 et D4 : 4 107 bactéries/ml) 
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Figure 8: Effets des souches de Bacillus sp. BM3 et BM12 sur la mouche de l’olive 

 
DISCUSSION 
 

L’exploration de la diversité bactérienne, 
notamment du sol, dans le contrôle biologique 
des insectes ravageurs reste une alternative 
attrayante. En effet, les bactéries du genre 
Bacillus sont fréquemment isolées de 
différentes niches écologiques. Certaines 
peuvent agir comme des pathogènes des 
animaux, des plantes ou des champignons, alors 
que d’autres sont des bactéries bénéfiques 
vivant librement dans le sol [30]. C’est dans 
cette perspective de lutte que 22 souches de 
Bacillus ont été isolées dans des oliveraies de 
deux régions Béjaia et Boumerdes. La gélose 
nutritive ordinaire nous a permet d’isoler un 
nombre de souches de Bacillus qui diffère 
légèrement selon la station dont on a répertorié 
13 souches dans la station de Boumerdes. En 
parallèle, 9 souches ont été isolées dans la 
station de Béjaia. L’étude des caractères 
morphologiques au microscope optique et au 
microscope électronique à balayage ainsi que 
les caractéristiques biochimiques indiquent une 
diversité très marquante. Les tests d’efficacité 
montrent que le taux de mortalité est très 
important dès les premières heures (de 4 à 20 
heures), et cela pour plusieurs souches de 
Bacillus notamment BM (12) et BM (3). En 
effet, le taux de mortalité corrigée obtenus après 
traitement des larves L5 de D. oleae par la forte 
dose D1 de cette souche, atteints 100% au bout 
de 16h uniquement. L’examen des TL50 montre 
que les larves L5 de Dacus oleae traitées par ces 
deux dernières souches de Bacillus présentent 
des TL50 qui varient entre 5 et 10 heures en 
fonction de la concentration. Parmi les signes 
qui apparaissent chez les mourants, la 
mélanisation progressive du corps. Des 
symptômes comparables ont été observés par 
Oulebsir-Mohandkaci et Douamndji [8], ayant 
testé l’effet de quelques bactéries 
entomopathogènes sur le criquet migrateur 
Locusta migratoria. 

D’après les auteurs, juste après la mort, les 
larves touchés commencent à se putréfier et 
prennent une coloration jaunâtre qui devient 
après noirâtre, les cadavres deviennent aussi 
mous avec des déformations chez les 
survivants. Parmi les bacilles les plus utilisés 
dans ce cadre, B. thuringensisune bactérie qui 
fait partie du groupe cereus au sens large, est la 
bactérie entomopathogène la plus fréquemment 
utilisée dans la lutte biologique [31]. B. 
thuringiensis et B. sphaericus produisent des 
toxines protéiques regroupées dans des cristaux, 
tuant spécifiquement les larves d'insectes. L'une 
des étapes nécessaires pour aboutir à la mort des 
larves est la fixation des toxines sur un récepteur 
à la surface des cellules intestinales de l'insecte 
[32]. B. thuringiensis (Bt) est le micro-
organisme star parmi les agents de biocontrôle, 
il existe plus de 70 souches différentes de Bt, 
cependant, seules trois souches sont 
majoritairement employées aujourd’hui, dont Bt 
kurstaki, la plus répandue qui est spécifiques 
aux larves des lépidoptères En raison de son 
champ d’action très restreint en milieu naturel, 
la toxicité de Bt n’affecte pas d’autres espèces 
que celles ciblées [33]. Un criblage approfondi 
des souches Bt et le séquençage du gène cry ont 
conduit à l'identification de plus de 700 
séquences du gène cry [34]. Dans le cadre d'un 
programme local de lutte contre les moustiques 
au Kenya, une étude a été réalisée pour 
identifier des espèces de Bacillus spécifiques de 
moustiques, sur 453 isolats, 7 d'entre eux ont 
révélé une toxicité très puissante (>50% de 
mortalité) contre Culex quinquefasciatus, 
L’analyse phylogénétique a montré une 
homologie élevée avec Lysinibacillus 
sphaericus (six isolats) et Bacillus thuringiensis 
(un isolat) [15]. La souche Bacillus sp. 
(HF911367) isolées du sud de l'Algérie a causé 
65% de mortalité chez les L5 de Locusta 
migratoria au bout d’une semaine après le 
traitement [35]. 
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La dose des bactéries appliquées est un 
paramètre important à déterminer car elle fait 
varier le critère TL50. En effet, les résultats 
obtenus par Pagès et Ginibre [36] lors de 
différentes expériences d’injections des larves 
de Spodoptera littoralis par des cultures 
bactériennes de Xenorhabdus et Photorhabdus 
en phase stationnaire de croissance nous 
montrent des différences de TL50 par rapport à 
ceux obtenus à partir d’une culture en phase 
exponentielle. D’autres part, Les résultats 
obtenus nous ont permis de constater une 
particularité de production d’une gamme très 
diversifie en enzymes chez les souches isolées, 
ce qui nous a permet de les classer comme étant 
des organismes d’intérêt notamment dans le 
cadre du bicontrole. En effet, lors d’une étude 
antérieure, il ressort des résultats obtenus que 
100% des souches bactériennes isolées de la 
rhizosphère d’un sol cultivé de la même région, 
produisent de l'amylase, 75% de la chitinase, 
50% de la cellulase et enfin 17% de la 
phosphatase [11]. Les amylases sont des 
enzymes qui hydrolysent l’amidon ou le 
glycogène. Elles peuvent dériver de plusieurs 
sources comme les plantes, les animaux et les 
microorganismes [37]. Dans le sol et la 
rhizosphère, les bactéries utilisent la chitine à 
partir des insectes et des champignons comme 
source de carbone et d’azote [38,39]. Pour cela, 
le bio-contrôle des insectes et des champignons 
en ciblant leur morphologie chitineuse apparait 
une approche prometteuse. En effet, la 
membrane/matrice péritrophique des intestins 
d'insectes est composée de 3-13% de chitine 
d'un polymère linéaire de b-1,4-N-
acétylglucosamine (GlcNAC), tandis que les 
cuticules des insectes peuvent contenir jusqu'à 
40% de chitine sur une base de masse sèche [40, 
41]. Les chitinases microbiennes affaiblissent et 
dégradent les parois cellulaires de nombreux 
parasites et agents pathogènes, présentant ainsi 
une activité antibactérienne, antifongique, 
insecticide et nématicide [42]. Par ailleurs, la 
majorité des lipases utilisées à des fins 
biotechnologiques ont été isolées de bactéries et 
de champignons [43]. En effet, les lipases sont 
des enzymes ubiquistes que l’on retrouve aussi 
bien chez les organismes inférieurs tels que les 
bactéries, les champignons ou levures que chez 
les organismes supérieurs tels que les plantes et 
les animaux. Elles sont capables de catalyser 
l’hydrolyse d’esters glycérides en milieu 
aqueux et la synthèse d’esters en milieu non 
aqueux [44, 45]. 

Goswami et al. [46], ajoutent que la lipase 
(triacylglycérolacyl hydrolase ; EC 3.1.1.3) est 
une classe d'enzymes qui catalysent l'hydrolyse 
du triacylglycérol et / ou l'estérification entre le 
glycérol et l'acide gras. Les lipases bactériennes 
sont classées en huit familles différentes en 
fonction de la séquence d'acides aminés et des 
propriétés biochimiques [47] et peuvent jouer 
un rôle de facteurs de virulence [48]. L'activité 
de sécrétion de lipase et la pathogénicité sont 
généralement positivement corrélées chez le 
champignon entomopathogène Beauveria 
bassiana [49, 50, 51]. Enfin de grands dépôts de 
lipides sont stockés dans le corps adipeux des 
insectes, principalement sous forme de TAG 
[52]. Il s’avère à la lumière de notre étude, qu’il 
existe une étroite relation entre la toxicité 
enregistrée chez les larves de D. oleae et les 
métabolites secondaires produites par les 
souches testées en l’occurrence les chitinases et 
les lipases.  
 
CONCLUSION  

 
Dans la région méditerranéenne, la mouche de 
l’olive Dacus oleae est le ravageur le plus 
redoutable de la culture de l’olivier. La viabilité 
des agents de contrôle biologique contre cette 
mouche devrait diminuer la plupart des 
problèmes environnementaux liés à l’utilisation 
des insecticides chimiques.C’est dans ce sens 
que s’inscrit notre travail. Un nombre de 22 
rhizobactéries du genre Bacillus, ont été isolées 
de deux oliveraies situé dans deux régions ; 
Béjaia et Boumerdes. Ces souches ont fait 
l’objet d’une étude phénotypique indiquant une 
grande variabilité, avec une production 
importante d’enzymes hydrolytiques. D’autre 
part, l’étude du pouvoir entomopathogène des 
bactéries isolées à l’égard des larves de 5ème 
stade de la mouche de l’olive Dacus oleae a 
révélé des résultats très encourageants. En effet, 
des tests préliminaires réalisés sur les 22 isolats, 
nous ont permet de sélectionner impérativement 
les plus performantes. Des taux de mortalité très 
significatifs ont été consignés dans un temps ne 
dépassant pas 48h. Les résultats de cette étude 
fourniront les connaissances clés nécessaires à 
l'application future des souches indigènes 
contre la mouche de l’olive en Algérie. De plus, 
les applications futures impliqueront 
l’identification exacte des bactéries isolées avec 
la détermination de leur mode d’action afin de 
pouvoir en fabriquer un produit industriel pour 
les applications à grande échelle. 
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