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RESUME

La persistance de l’activite toxique de Bacillus

thuringiensis sérovariété israelensis fut testée sur une

période de 5 mois dans le milieu aquatique. Des chambres
environnementales contenant une préparation commerciale de

B.t.i. ( 100 mg.L ™!

de produit formulé ) et divers substrats
naturels (eau, sédiments, végétation aquatique, périphyton)
furent utilisés pour réaliser 1‘étude de persistance. Ces
chambres environnementales furent placées dans un lac
dystrophe peu profond et retirées a intervalles réguliers
pour vérifier 1’activité reésiduelle du produit. Avec le
substrat "eau du lac", on dénote une activité résiduelle qui
demeure stable a 50% de la concentration initiale pendant le
premier mois d’échantillonnage. Suite & cette stabilité,
l1’activité toxique décline brusquement & des concentrations

1 dés la sixieme semaine. Pour le

inférieures a 5 mg.L
substrat "périphyton", des résultats similaires sont obtenus.
Cependant, en présence de deux types de végétation,
1’activiteé résiduelle dans la fraction liquide des
échantillons démontre une forte perte au profit de la

fraction solide devenue toxique. Dans ces échantillons de

végétation, une hausse de toxicité dans la fraction liguide



peut s’explliquer par un recyclage de spores ( relachement de

nouvelles toxines ) et/ou par une désorbtion de cristaux

provenant de la fraction solide. Pour le substrat
"sédiments", autant pour la fraction liquide que pour la
fraction sollide, l“activité résiduelle est tres falble

1

(tnférieure a 5 mg.L '), et ce dés la premieére semalne.
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CHAPITRE 1

I. INTRODUCTION

[.1 HISTORIQUE DU BACILLUS THURINGIENSIS SEROVARIETE

ISRAELENSIS.

Bacillus thuringiensis ( B.t.) peut étre considéré dans

une classe & part dans le monde bactérien, & cause de son
énorme potentiel pour le contrdle de plusieurs espeéces
d’insectes. Bien que d’autres bactéries soient d‘excellents
candidats pour leur utilisation comme insecticides

biologiques, seuls B. thuringiensis (Bulla et al, 1980) et B.

sphaericus ont été produits commercialement avec succes dans

plusieurs pays.

Sa découverte remonte au début du vingtieme siecle, plus
précisément en 1905, lorsqu’un scientifique Japonais isola

chez des Jlarves de vers &8 soie malades (Bombyx mori) une

bactérie aqu’il nomma Bacillus sotto (Ishiwata, 1905). Cette

bactérie, responsable des symptdOmes observés chez le ver &
sofe, est aujourd’hui connue sous l’appellatlon de Bacillus

thuringiensis sérovariété sotto (sérotype H4adb).

Cependant, bfien qu’lshiwata en 1905 fut le premier a

remarquer que des bactéries puissent étre la cause de
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certaines maladies chez les insectes, la dénomination

Bacillus thuringiensis revient & un chercheur allemand du

nom de Berliner. Ce dernier travailla entre 1909 et 1912 sur
une maladie finfectieuse de 1a pyrale méditerranéenne de la

farine (Anagasta kuchniells), retrouvée originalement dans

les moulins de la ville de Thuringe. 1 isola la bacteérie
causant 1’infection et la désigna sous le nom de Bacillus

thuringiensis (Berliner, 1915) en souvenir de la ville de

Thuringe. Aujourd’hui cette bactérie est désignée sous le nom

de B.t. sérovariété thuringiensis ou Berliner.

Ces Bacillus (sotto et thuringiensis), de méme que les

autres sous-espéces de B.t., possédent les principales
caractéristiques suivantes : 1ils sont gram - positifs,
aérobiques facultatifs, capables de sporulation (spore ovale,
subterminale non-—-déformante) et largement répandus dans

1“environnement (de Barjac et Bonnefoi, 1967).

Phénotypiquement tres proche de Bacillus cereus

(Carleton et Gonzalez, 1985), Bacillus thuringiensis se

distingue de cette derniere espeéce par sa proprieté de
synthése d’une 1inclusion protéinique lors de son cycle de
sporulation. Cette inclusion protéinique appelée "cristal",
est pathogéne pour les larves de certains insectes. La
présence d’une endotoxine protéinique (delta-endotoxine) dans
le cristal (LUthy et Ebersold, 1981) est responsable de la

toxicité chez plus de 150 espéces de lépidopteres, dont



plusieurs causent d’importants dommages agricoles (Buila et
al, 1985). Cette propriété fait de B.t. 17un des

microorganismes les plus utilisés pour le contrdéle des

insectes (exemple: la tordeuse de bourgeons d’épinettes).

De facon générale, en plus de la delta—-endotoxine,
certains B.t. peuvent produire plusieurs toxines, soit : a)
la beta-exotoxine, b) 1 “alpha—-exotoxine, c) plusieurs
exoenzymes et protoxines ne démontrant aucune activité
biologique (LUthy et Ebersoid, 1981). La béta—-exotoxine
thermostable, moins spécifique que la delta-endotoxine, peut
étre toxique pour les mammiféres tandis gque 1’alpha-exotoxine
n’‘est produite que sous certaines conditions et présente peu

d’intérét dans le cadre d’un contrdle biologique.

Avec ces découvertes, de nouveaux horizons semblaient
s’ouvrir pour le contréle biologique des insectes. Cependant,
il n“en demeurait pas moins que les insecticides chimiques a
cette époque avaient une treés forte emprise sur le marché. Au
fil des années, |1’apparition de résistances aux insecticides
chimiqgues, combinée a de plus grandes préoccupations
environnementales, firent en sorte que 1’idée d’utiliser des
insecticides biologiques refit surface apreés une quarantaine

d’années de silence.

En qgquelgques années, 'es recherches pour découvrir de

nouveaux produits et de nouvelles souches de bactéries



entomopathogenes progresserent tres rapidement. A la fin des
années 50, de nombreuses bactéries pathogénes pour les
lépidopteres avaient été isolées de plusieurs insectes
(Delaporte et Béguin, 1955; Talalaev, 1956; Heimpel et Angus,
19583 I sakova, 1958 ). Etant donné 1e nombre toujours
croissant des nouveaux pathogénes, on a dd procéder en 1962
a la classification des différentes souches découvertes, afin
de bien les distinguer. L‘’individualisation des diverses
souches s)est faite par une étude sérologique basée sur la
technique de 1“agglutination flagellaire (de Barjac et
Bonnefoi, 1962; Bonnefoi et de Barjac, 1963) et a permis de
distinguer les différents sérotypes (différents antigenes
flagellaires) ainsi que les différents biotypes (mémes

antigénes flagellaires, mais différents biochimigquement).

Jusqu’en 1977, toutes les souches présentaient une
caractéristique commune, soit celle de n’étre toxique qgue
pour les larves de lépidoptéres. Ces diverses souches (au
nombre de 20) étaient caractérisées par les antigenes Hl a
H13 (de Barjac et Bonnefoi, 1973a,b; de Barjac et al, 1977).
Le B.t. n’était jusqu’alors utilisé que pour lutter contre
les insectes nuisibles rencontrés surtout en agriculture et

en foresterie.

Cependant, en 1977 on découvrit un quatorzieme sérotype
ayant une particularité tres spéciale par rapport aux

sérotypes précédents. Cette nouvelle souche, isolée par



Goldberg et Margalit (1977) a partir de moustiques morts
provenant d’une mare en Israé&l, démontra un pouvoir larvicide
treés spécifique pour les larves de <certalns diptéres
aquatiqgues. Cette spécificité touchait les moust iques

Anopheles, Uranotaenia, Culex et Aedes (Goldberg et Margalit,

1977), de méme que plusieurs espeéces de mouches noires

(Undeen et Nagel, 1978; Undeen et Berl, 1979).

Cette nouvelle souche nommée Iisraelensis et sérotypée

H14 par de Barjac (1978a) fut la premiére a étre utilisée
dans le domaine de la santé publique. En effet, elle peut
permettre le contrbdle de plusieurs espéces de moustiques ou
mouches noires vectrices de maladies importantes. En régions
tropicales par exemple, ces insectes peuvent étre vecteurs de
graves maladies telles la fiévre Jjaune, la malaria, la
dengue et 1’onchocerchose; tandis qu’en Amérique du Nord
certaines pathologies animales et humaines (encéphalites,
filarioses) peuvent étre transmises par ces insectes (CNRC,

1982) .

Ainsi, bien que de nombreuses souches sofent maintenant
connues et fdentifiées (en 1988, on dénombrait 4]
sérovariétés de B.t. réparties en 23 sérotypes différents),

peu de souches autres qu’israelensis n‘ont démontré une

activité larvicide aussi forte pour les moustiques et les

mouches noires.
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Toutefois, en plus de Bacillus thuringiensis sérovariétée

israelensis (B.t.i.), quatre souches différentes de B.t. ont

démontré une spécificité face aux larves de moustiques (Padua
t al, 1980; 1984). La premiere de ces souches est le

sérotype Hllallc de 1la sous—espece kyushuensis (Ohba et

Aizawa, 1979). Deux autres souches, soit 1la souche 73 E10-2
et la souche 73 E10-16, appartenant au sérotype HI0 de la

sous—espece darmstadiensis démontrent aussi un pouvoir

larvicide contre les moustiques (Kim et al, 1984) .
Finalement, 1la quatrieme souche, PGl4, qui appartient au
sérotype H8 de la sous-espeéce morrisoni, produit des cristaux
tres similaires a8 ceux de B.t.i. (lbarra et Federici, 1986a)

mais qui sont toutefois beaucoup moins toxigques que ces

derniers face aux larves de moustiques.

Avant la découverte de B.t.i., la seule espece

bactérienne retenue pour son pouvoir pathogene vis—a-vis les

larves de moustiques était le Bacillus sphaericus (Singer,
1973; Davidson et al, 1975). Des études ont déemontré que
Certainés souches de Bacillus sphaericus étaient tres

toxiques contre les larves de moustigques des genres Culex et
Anopheles mais présentaient une tres faible toxicité pour les
larves de la plupart des especes d’Aedes (de Barjac et al,

1985). Le B.t.i. montre une activité 100 fois supérieure a

celle de Bacillus sphaericus face aux larves d’Aedes aegypti

(de Barjac, 1978b). Toutefois, contrairement au B.t.i., le



Bacillus sphaericus présente 1‘’avantage d’étre plus efficace

en eaux polluées ou il démontre une plus grande persistance ,
mais 11 est cependant inefficace contre les simulies (mouches

nofres)(Nicolas, 1986).

[.2 CARACTERISTIQUES ET PROPRIETES DE B.T.1I.

L*intérét majeur suscité par Bacillus thuringiensis

sérovariété israelensis (B.t.i.) est son pouvoir larvicide

spécifique pour certains diptéres aquatiques, plus
précisément les moustiques et les mouches noires (de Barjac,

1978a; Undeen et Nagel, 1978).

Cette propriété que possede la bactérie est associée a
la présence d’un cristal protéinique produit lors de la

sporulation du bacille. Chez la sous-—-espéce Jisraelensis, ce

cristal (ou inclusion) posséde une forme ovoide, f{rréguliere
et multisegmentée (Insell et Fitz-James, 1985; Lee et Bulla,
1986). I1 est donc tres différent des formes bi-pyramidales

des autres sous—-espéces de B.t. (Bulla et al, 1980).

Le cristal posséde une grosseur moyenne d’environ 0,6 um
de diametre (Charles, 1984) mais i1 est toutefois possible de
le retrouver sous des grosseurs allant de 0,2 um jusqu’a 1,5
um de diametre (Lee et al, 1985). Le cristal est entouré
d’une enveloppe (Bulla et al, 1980; LUthy et Ebersold, 1981;
Insell et Fitz-James, 1985 ) et il se compose de 79 a 92 % de

protéines (variable selon la méthode de dosage employée) et
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environ ©6 % d’hydrates de carbone dont 1le glucose, le
mannose, le fucose, le rhamnose, le xylose et le
galactosamine. Mentionnons que 1°on retrouve seulement le
glucose et le mannose chez les autres sous-espéces de B.t.

(Bulla et al, 1980).

Cette inclusion multisegmentée est formée de deux
composantes distinctes du point de vue structural et
biochimique. La microscopie électronique réveéla que
1“inclusion se compose de segments clairs et foncés contenant
différents peptides. Apreés analyse par électrophoreése, on a
observé a partir des bandes claires, 13 polypeptides de poids
moléculaires différents (25.0 & 145 kdal) tandis que sur les
bandes foncées, on en fdentifiait seulement que deux (35 et

70 kdal) (Insell et Fitz-James, 1985).

Selon Insell et Fitz-James (1985), des polypeptides
d’environ 28 kdal et associés aux bandes claires serafent
responsables de 1‘activité toxique chez les larves d’especes
visées. Bien que plusieurs auteurs corroborent les
affirmations de 1Insell et Fitz-James, d‘autres auteurs
croient plutdt que 1’activité larvicide serait causée par un
ou des polypeptides de poids moléculaires plus élevés, soit
les fractions polypeptidiques de 31-35, 130 ou méme 230 kdal.
Certains auteurs ont méme démontré que |‘action combinée de

polypeptides de poids moléculaires différents (ex. 28 et 65



S

kdal) pouvait avoir un effet larvicide plus grand qQque chacun

pris séparément (synergie) (tableau 1).

Par contre, les auteurs s’entendent pour dife que le
poids moléculaire de la fraction toxique chez B.t.i. (voir
tableau 1) est tres différent de celui retrouvé chez les
autres sous-especes de B.t., qQui est de 134 kdal pour la
protoxine (Huber t al, 1981; Tyrell et al 1981) et

& <9 p= LS J

d’environ 66 Kdal pour la fraction toxique proprement dite.

Les résultats obtenus par Yamamoto et al (1983)
suggerent qu’étant donné que certaines souches de B.t.fi.
produisent de fortes quantités de protéases, i1 y aurait une
possibilité que les fractions de poids moléculaires
différents sofent dérivées de un ou deux précurseurs de poids
moléculaires plus élevés (ex. 130 ou 230 kdal). Dépendant des
fractions quf sont alors analysées, {1 se pourralt que la
fraction causant 1’activité toxique soit différente selon les
auteurs. Cependant, d’autres études produites & partir
d’hybridation (Bourgouin et al, 1986), ainsi que des études
faites & partir de mutants (Yamamoto et al, 1983) tendent a
démontrer une fois de plus aqu’une fraction bien précise

causerait 17effet toxiqgue, mais encore la on ne s’entend pas

sur l1’identité de cette protéine.

Bien que le cristal ne posséde aucune particularité

spéciale du point de vue de sa composition en acides aminés,
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sa dissolution a pH alcalin (pH 10-11) libere des fragments

polypeptidiques ayant certaines propriétés lytiques.

Tableau 1

Résumé des différentes activités (cytolytiques, hémolytiques
et larvicides) produites par divers polypeptides contenus
dans le cristal.

Activiteés Polypeptides Auteurs Années
larvicide 28 kdal Armstrong et al 1985
Insell et Fitz-James 1985

Davidson et Yamamoto 1984

Thomas et Ellar 1983

Yamamoto 1983

31,34,35 kdal Cheung et Hammock 1985

65 kdal Hurley et al 1987

Hurley et al 1985

Lee et al 1985

Ward et al 1984

130 kdal '~ Bourgouin et al 1986

Visser et al 1986

230 kdal Visser et al 1986

synergie 28,65, 130 kdal Hurley et al 1987
: Ibarra et Federici 1986

Wu et Chang 1985

cytolytique 28 kdal Hurley et al 1987
‘ Bourgouin et al 1986
et Pfannenstiel et al 1986
Visser et al 1986

hémolytique Hurley et al 1985
Lee et al - 1985

Wu et Chang 1985

Armstrong et al 1984

Davidson et Yamamoto 1984

Thomas et Ellar 1983

Yamamoto 1983




En effet, la fraction polypeptidique de 28 kdal, qui
selon certains auteurs est responsable de 1’effet larvicide,
peut causer la lyse d’érythrocytes de mammiferes et aussi
produire des altérations cytologiques sur des cultures de
cellules d’insectes (tableau 1). En ce qui a trait aux
altérations cytologiques, on observe des altérations
stucturales, dont le fractionnement et la djlatation du
réticulum endoplasmique, la condensation puis le gonflement
des mitochondries avec disparition des crétes internes, et
finalement 1la 1lyse des cellules (Johnson, 1980; Charles,

1983a,b; Thomas et Ellar, 1983).

Malgré ces diverses propriétés lytiques, le principal
attribut de B.t.i. demeure son utilisation comme insecticide
biologique (agent larvicide). Son épandage en milieu
aquatique (rivieres ou étangs) vise & éliminer certains
diptéres aquatiques cibles au stade larvaire (moustiques et

mouches noires).

En condition normale d’utilisation, 1’activité toxique
ne peut se manifester par la mort de la larve tant que
certaines étapes n’auront pas été respectées. La figure |
nous représente ici, les différentes étapes requises pour
mener a la mort de la larve (bien que notre exemple soit

schématisé en fonction d’une larve de mouche noire, il est
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important de mentionner gque les mémes étapes sont réalisées

avec des larves de moustiques).

Tout d’abord, que 1’organisme soit filtreur ou brouteur,
il faut que les cristaux présents dans le milieu aguatique
puissent étre capfurés (figure la). Cette étape peut sembler
banale mais considérant les multiples facteurs pouvant
entrainer l1“inaccessibilité des cristaux (sédimentation,
adsorption, grosseur des particules, etc...), la capture
demeure 1 “étape primordiale pour la reéalisation d“une

activité toxique.

Une fois le cristal capturé, il faut qu’il soit ingéré
par 1|’organisme (figure 1b). Encore la, il peut sembler
superflu de mentionner cette étape qui logiquement succede &
la capture. Cependant, il arrive parfois que des larves

puissent rejeter des particules ingérées (particules trop
grosses, effets répulsifs, etc...). Si ce rejet se produisait
avec des cristaux de B.t.i., les étapes conduisant a la mort

de la larve seraient arrétées.

Apres 1’ingestion des cristaux, il y a digestion de ces
derniers au niveau de 1”intestin moyen (figure lc).
L’intestin moyen des larves de diptéres aquatiques est
caractérisé par un pH alcalin (pH 10 & 11) et par une forte
concentration et diversité en enzymes protéolytiques (Dadd,

1975). Le cristal et ses sous—-unités sont des protoxines et
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ils ne démontrent aucune activité biologique sous cette
forme. Cependant, 1lors de la d{gestion, la protoxine est
transformée par les protéases et le pH basique de 1’intestin
sous sa forme de delta-endotoxine (LUthy et Ebersold, 1981).
La dissolution et 1‘activation se produisent rapidement et
les premiers symptdémes reliés & la toxicité se manifestent
peu de temps apres la dissolution, pour conduire finalement &

la mort de la larve (figure 1d).

Du point de wvue physiologique, le B.t.i. cause des
effets myotoxiques et neurotoxiques chez les moustiques et
les mouches noires (Federici, 1983). Chez des larves d’Aedes
aegypti traitées au B.t.i., Singh et al (1986a,b) ont
démontré que les muscles squelettiques gonflaient, la
membrane plasmique se séparait des myofibrilles sous-jacentes

et les mitochondries perdaient leur intégrité structurale.

La séparation de l1a membrane plasmique des myoFIbrilies
sous—jacentes, qui co¥ncide dans plusfeurs cas & une
dépolarisation membranaire, suggere que 1|‘’effet causé par
B.t.i. peut affecter la perméabilité membranaire et détruire
17intégrité osmotique des cellules musculaires. Une telle
perte de la régulation osmotique peut en retour causer la
destruction d’organelles cellulaires telles que les bandes
d’actine et myosine, rendant ainsi les muscles squelettiques

inopérants malgré les signaux du systéme nerveux central,
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expliquant ainsi 17état de paralysie générale de la larve que

1“’on observe lors d’une intoxication au B.t.i..

Au niveau de 1’intestin moyen, les principaux effets
histopathologiques sont : 1) 1’endommagement de 1’épithélium
strié bordant 1’intestin, 2) le gonflement des cellules
épithéliales, 3) la déstruction des organelles cellulaires.
Six heures apreés le traitement au B.t.i., on observe une
séveére rupture de la parof intestinale ainsi que le bris de
la membrane péritrophique et de la lame basale (base lamina).
Le gonflement des cellules épithéliales coVncide avec la
cessation de la prise de nourriture tandis que 1’état de
paralysie générale (décrit précédemment) correspond a la

rupture de la parof intestinale.

[.3 SITUATION DE L‘ETUDE

Jusqu’a ce Jjour, un certain nombre de travaux ont été
faits relativement & 1‘activité toxique de B.t.i. sous
différentes conditions. La température, le pH, la toxicité
pour des organismes cibles et non-cibles (faune annexe), les
matieéres en suspension, la persistance, etc... sont autant de
parameétres pouvant influencer 1’activité toxique, qui ont éteée

étudiés sur le terrain ou en laboratoire.

Depuis que 1‘’utilisation de B.t.i. se fait sur une
agrande échelle, les études de persistance du produit dans

1’environnement aquatique ont suscité un vif intérét. Les
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expériences faites par différents chercheurs démontrent que
le temps de persistance de l"activité toxique est
relativement court en milieu aquatique. Ces chercheurs
semblent unanimes pour reconnaitre que 17activité larvicide
de B.t.i. était totalement disparue de 3 a 14 jours aprés le
début de 1’expérimentation (LUthy et al, 1980; Sinegre et al,
1980c; Larget, 1981; Ramoska et al, 1981; Standaert, 1981;

Hougard et al, 1983).

Toutefois, ces expériences ont été réalisées dans des
conditions ou la température de 1’eau était relativement
élevée (16 &a 25° (C). Dans ces expériences, le seuil ouU
l1"activité toxique devenait non-détectable par des essais
biologiques Jjustifiait 17arrét des travaux. Les auteurs ne
prenaient pas en considération qu’une réapparition éventuelle

de la toxicité pourrait survenir plus tard.

Mais hypothétigquement, gu’arrive-t-il a la suspension
larvicide une fois dans le milieu aquatique (par exemple,

dans une mare a moustiques)?

L’activité toxique peut suivre différents cheminements
dans le temps, soit :
1) subir une baisse
I1) subir une augmentation
[11) demeurer stable

IVv) avoir un comportement cyclique dans le temps
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Avant de voir en détail les différents cheminements
possibles, il serait bon de bien distinguer 1a notion
d’"activité toxique" par rapport "aux cristaux". En effet,
une augmentation ou une baisse d’activité toxique n’est pas
obligatoirement reliée a une augmentation ou une baisse de la
quantité des cristaux dans. 1’environnement. Dans certains cas
(ex.: un recyclage de spores ou une dénaturation du cristatl),
il se peut que l1’activité toxique soit corréiée de facon
positive avec les cristaux (soit dans le cas d’une
augmentation ou d’une baisse). Toutefois, un nombre constant
de cristaux dans 1’environnement peut parfois amener une
augmentation (ex.: remise en suspension de cristaux
sédimentés) ou encore une baisse de 1’activité toxique (ex.:
adsorption sur divers substrats). L’important ici est de bien
comprendre qgue 1l’activité toxigue peut varier selon Ila
quantité de cristaux présents dans le milieu ou encore selon

leur disponibilité et ce indépendamment de leur nombre.

Maintenant wvoyons en détail les différents cheminements

de }’activité toxique dans le temps.

1) Dans le cas d’une baisse, certains facteurs sont
susceptibles d’affecter 1a toxicité ainsi gue 1’accessibilité

des cristaux. Parmi ces facteurs, nous pouvons retrouver :
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1) La dégradation et/ou la dénaturation de la protoxine
par :
a) la température
b) le pH
c) l1’activité enzymatique

d) les radiations solafires

2) L’inaccessibilité du cristal suite a :
a) l’adsorption sur divers substrats naturels
b) la sédimentation
c) la modification de 1’activité toxique sans
dégradation ni dénaturation

d) 1"ingestion par d’autres organismes

Maintenant, regardons de plus preés les facteurs qui

peuvent conduire &8 une baisse d’activiteée.
1) La dégradation et/ou la dénaturation de l1a protoxine.

Ces facteurs peuvent étre causés par les radiations
solaires, dont les rayons ultra-violets, ou encore 1’activiteé
protéolytique du milieu. La température et le pH sont aussi

d’autres facteurs pouvant affecter la protoxine.
a) La température

En ce qui concerne la température, les auteurs ne sont

pas tous d’accord sur 1’effet causé a l’activité toxique.
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Ignoffo (1982) stipule qu‘une formulation (liguide ou
une poudre primaire) de B.t.i. peut perdre entre 85 et 98% de
son activité insecticide apreés 28 jours d’exposition a 50° C.
La structure amorphe du cristal de B.t.i. par rapport a la
structure bi-pyramidale des autres sous-espéces de B.t.
seraft 1la cause de cette perte d‘activité. Dans cette
structure amorphe, la toxine serait plus wvulnérable aux

effets de la température.

Cependant,  Dempah (1979) mentionne que la température ne
peut pas étre considérée comme un facteur de dégradation de
1’endotoxine puisqu’une exposition de 24 heures & 80° C
n‘entraine pas de baisse d’activité. De plus, Sinégre (1980Db)
dit que la stabilité de 1’endotoxine en milieu aqueux est
totale apreés six mois de conservation & 10 et 35° C, tandis
qu’lgnoffo et al (1981) mentionne qu’une suspension aqgueuse
contenant du B.t.i. reste stable pendant plus de 120 jours

lorsque conservée a 30° C.
b) Le pH

Dans le cas du pH, certains auteurs ont trouvé une
augmentation de la toxicité quand les larves de moustiques
(Sinégre et al, 1980b) ou de mouches noires (Lacoursiére et
Charpentier, 1988) étaient exposées & des suspensions de
B.t.1. & des pH croissants (5 & 9). Cependant, cette

observation n‘a pas été corroborée par d’autres auteurs
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(Garcia et Desrochers, 1979; Mulligan et al, 1980; Ignoffo et

al, 1981).

c) L’activité enzymatique

West (1984) suggére, & la suite de ses expériences sur
la persistance des cristaux de B.t. sérovariété ajzawa dans
le sol, qu’une hydrolyse du cristal protéinique par des
protéases pourrait dénaturer la toxine et compter pour une

grande partie de la diminution de 1’activité toxique.

Il est intéressant de noter que Jjusqu’a ce Jjour tres
peu de travaux ont traité de 1’effet des protéases de
1’environnement sur 1la toxine du cristal. Ces dernieéres
peuvent pourtant Jjouer un réle trés important sur la
persistance de 1”insecticide, étant donné le nombre
considérable de protéases présentes dans 1’environnement qui

peuvent dégrader la toxine de nature protéinique.
d) Les radiations solaires

Les auteurs ne semblent pas toujours s’accorder sur les
effets des radiations solaires sur la persistance du

larvicide.

Plusieurs s’entendent pour dire- gqu’une trop grande
exposition aux rayons solaires contribue grandement a
diminuer la viabilité des spores et des cellules‘végétatives

(Ignoffo et Garcia, 1978), d’ou une plus faible possibilité
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pour le recyclage de spores. La viabilité des spores serait
directement proporti&nnelle au temps d’exposition (Leong et
al, 1980; Ishiguro et Miyazono, 1982). Cependant, des études
par Mulligan et al (1980) démontrent qu’une suspension
larvicide de B.t.i. exposée directement aux rayons du soleil
(700 - 11000 Tux) pendant c¢cing heures conserve 100%

d’efficacité. Par contre, une suspens ion larvicide de

Bacillus sphaericus exposée dans les mémes condfitions voit

son activité toxique reéduite a 0% d’efflicacité. Les deux
mémes suspensions placées a |1‘’ombre pendant cing heures ne
subiront aucune diminution de 1 eur activite (100%

d'efficacité).

Si les divers facteurs mentionnés ci-haut réussissent a
dégrader ou dénaturer la protoxine , celle-~-ci n’a plus aucun

effet 1éthal, méme si le cristal est ingéré et digéré.
2) L’inaccessibilité du cristal

Plusieurs facteurs peuvent faire en sorte que le cristal
ne soilt plus disponible pour 1la larve (au niveau de la
capture) sous sa forme originale. Jusqu’a ce Jour, peu
d’auteurs se sont pourtant attardés sur ces facteurs. Ces
derniers sont tout de méme treés importants & considérer, car
bien que les cristaux conservent leur potentiel toxique, leur

inaccessibilité compromet leur activité larvicide.
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impliquant les ruisseaux avec et sans végétation (Frommer et
al, 198la,b,c,d). De plus, les résultats montrent de tres
fortes variations de toxicité (entre 30 et 90 %) et 1ls ne

tiennent pas compte de la température ni de la variation des

débits dans aucune de ces deux séries d’expériences.

Par contre, Dupont et Boisvert (1986) ont démontré que
des morceaux de végétation, mis en présence de B.t.i. dans
des conditions naturelles, pouvaient demeurer toxiques plus
d’un an, ceci démontrant ainsi que les cristaux peuvent

demeurer adsorbés tres longtemps.

L adsorption peut aussi se falre sur des roches
recouvertes de périphyton, ainsi que sur des particules de
matieres organiques ou Iinorganiques qui sont en suspension
dans 1°eau (Olejnicek, 1986). En milieu pollué, 1‘efficacité
d’ingestion de |[’endotoxine est fortement diminuée due a
1”abondance de la matiere organique qui absorbe la toxine
(Sinegre et al, 1981). Ramoska et al (1982b) ainsi que van
Essen et Hembree (1982) ont aussi observé une diminution de
l“activité toxique en présence de matieéres en suspension,
tandis que Dupont et Bolisvert (1986) ont démontré que des

sédiments étaient devenus toxiques apreés avoir été mis en

présence de B.t.1..
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b) La sédimentation

Dans ce cas, la perte de matiere active peut étre tres
considérable. Guillet et al (1980) ont démontré que 50 & 75%
de la matiere active contenue dans une suspension de B.t.i.,
faite a8 partir d’une poudre primaire pouvait étre sédimentée
aprés 4 heures et que la qguasi-totalité était sédimentée
aprés 24 heures. Sinégre et al (1981) ont aussi testé une
suspension faite a partir d’une poudre primaire et ont évalue

de leur coté, une perte de matiere active par sédimentation

de 1’ordre de 90 & 95% apres 24 heures.

Karch et Hougard (1986b) ont cependant observé a partir
d‘une suspension concentrée (TEKNARR), une sédimentation de
la matiere active au bout de quelques heures, tandis que les
spores demeuraient en suspension beaucoup plus longtemps.

Chez Bacillus sphaericus, 17inclusion toxique étant associeée

a la spore (inclusion produite a 1“intérieur de
] “exosporium), la matiere active demeure plus longtemps en
suspension dans 1’eau, augmentant du méme coup la persistance
de la toxicité (Karch et Hougard, 1986b). Si un jour, ce
phénoméne de flottabilité pouvait étre exprimé géneéetiquement
chez B.t.i., la persistance du produit pourrait alors étre

amél iorée de beaucoup.
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Toutes ces expériences ont été faites en bécher et sont
donc peu représentatives d’expériences qgui seraient menées

dans des mares a moustiques ou en ruisseau.

Comme on peut le voir, |’adsorption et la sédimentation
sont des éléments qui peuvent causer 1’inaccessibilité des
cristaux et étre a 1‘origine d’une baisse de toxicité dans le
milieu. Cependant, il faut mentionner qu’ils concernent
surtout les organismes filtreurs tels les mouches noires et
certaines espéces de moustiques qui se nourrissent a la
surface de 1‘eau (top feeders). Les organismes brouteurs
pourraient encore subir les effets 1léthaux de la toxine
(adsorbée ou sédimentée) & condition que celle-ci n’ait pas
été dénaturée ou dégradée. Cependant, étant donné que
certains organismes brouteurs font une sélection des
particules qu’ils ingérent, il se pourrait que le cristal ne
soit pas ingéré car il aurait acquis une nouvelle
configuration (voir section "C" qui suit) ou parce qu’il

serait devenu répulsif.

c) Modification de 1’activité toxique sans

dégradation ou dénaturation de la protoxine.

Cette modification peut prendre la forme d’une
aggrégation ou d’une fragmentation des particules toxiqgues.
Si par exemple nous avons 10 larves en présence de 10

cristaux et que chaque larve ingére et digére un cristal,
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nous pourrions avoir 100 % de mortalité si on prend pour
acquis gu’un seul cristal peut tuer une larve. Toutefois, si
ces 10 cristaux s’agglomérent en 2 groupes de 5 cristaux,
ceci donne une nouvelle configuration au cristal qgui ne sera
peut—-étre plus susceptible d’étre. capturé (0% de mortalité).
Advenant le cas ou il pourrait étre encore capturé, ingéré et
digéré, nous n‘aurions alors gque 20% de mortalité (2 larves /
10). Donc, comme on peut le constater, il peut y avoir une
baisse de l’activité; sans qu’il y ait eu une dégradation ou

une dénaturation du cristal.

D’un autre cote, si nos cristaux se fragmentent en

plusieurs petits cristaux, la toxicité peut demeurer
inchangée s’il n’y a gu’une fraction toxigque dans le cristal.
Donc, il n’y aura mort de la larve seulement si la fraction

toxique est ingérée et digérée. Ceci agit alors comme s’il
Ny avait qu’un seul cristal, les autres fractions du cristal
étant inactives. Cependant si la fraction toxique est
répartie partout dans le cristal et que les fragments sont

capturés, il peut y avoir augmentation de la toxicité.

Bien que ces différents énoncés ne constituent que des
hypothéses qui restent a étre prouvées, i1 n‘en demeure pas
moins au’elles sont tout & fait plausibles et aémontrent que
la capture et 1’ingestion des cristaux sont des facteurs non
négligeables a considérer lors d’études sur la persistance de

la toxicité en milieu naturel.
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d) Ingestion par d’autres organismes

L’ ingestion des cristaux de B.t.i. peut étre fafte par
certains organismes non-cibles, rendant ainsi ces cristaux
inaccessibles pour les organismes visés. Selon les organismes
impliqgués (filtreurs ou brouteurs), certains pourront subir
1’effet 1éthal du larvicide; comme par exemple, certalnes
espéces de baétidés, de chironomides et de blépharicéridés
(Mfura et al, 1980; Garcia et al, 19813 Mohsen et Mulla,

1982; Mulla et al, 1982; Back et al, 1985; Treverrow, 1985).

II) Dans le cas d’une augmentation de 1‘activité
toxique, celle-ci peut étre reliée entre autre a la
modification du cycle de reproduction de la bactérie. Chez

Bacillus thuringiensis, le cycle de reproduction peut étre

modifié du cycle normal lorsque 1a bactérie rencontre des

conditions adverses.

Dans le cas d’un cycle normal de reproduction ou les
conditions de croissance sont favorables, il y aura

accroissement des cellules végétatives.

Cependant dans des conditions moins favorables ou {1 vy
aura épuisement des ressources nutritives et/ou dans un
contexte physico-chimique non-adéquat, la bactérie aura
recours a la sporulation (propriéteé particulieéere des

bactéries formant une endospore de résistance) pour pallier
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aux conditions défavorables a la survie de 1la cellule

végétative.

Chez le B.t.i., et aussi chez d‘autres Bacillus, la
formation de la spore s‘’accompagne de la production d‘un

cristal protéinique qui sera libéré dans le milieu ambiant.

Dans les formulations commerciales, nous retrouvons des
cristaux, des spores et possiblement des cellules
végétatives. Si ces cellules végétatives se retrouvent face a
des conditions favorables, elles pourront produire d’autres

cellules végétatives et les spores pourront aussi donner de

nouvelles cellules végétatives, si les conditions pour germer
sont présentes. Cependant, face a des conditions
environnementales hostiles, des cellules végétatives
pourraient sporuler et de ce falit, libérer de nouveaux

cristaux. Ces derniers, reléachés en milieu aquatique, seront
susceptibles de faire augmenter 1’activité toxique ou de la

faire réapparaitre si celle-ci était devenue absente.

Cet aspect est Important & considérer car une
réapparition de toxicité peut survenir plusieurs jours ou
mois aprés que la toxicité inftiale soit disparue. C’est de
cette éventualité que les premiers chercheurs n‘ont pas tenu
compte, ce qui les amenalt & conclure sur la courte

persistance de B.t.f..
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Aujourd’hui, nous savons qu’un recyclage de spores est
possible dans les cadavres de larves de moustiques, et ce
autant de 1a part de B.t.i. (Aly, 1985; Aly et al, 1985;
Khawaled et al, 1986; Zaritsky et Khawaled, 1986a,b,c) que

chez Bacillus sphaericus (Davidson et al, 1984; Charles et

Nicolas, 1986; Desrochers et Garcia, 1986; Karch et Coz,
1986a; Nicolas et al, 1987c). De plus, Dupont et Boisvert
(1986) ont démontré que B.t.i. pouvalit se recycler et
relacher de nouveaux cristaux en milieu naturel. [l est donc
possible que les conditions environnementales (températures
froides, manque de nutriments, etc...) favorisent 1a
sporulatfon de cellules végétatives et causent une

augmentation de la toxiciteé.

De plus, une désorption de cristaux rendus inaccessibles
suite a une adsorption a des substrats naturels et/ou encore
une remise en suspension de cristaux sédimentés peuvent aussi

provoguer une augmentation de toxiciteé.

IIl) Comme troisieme cheminement, {1 se pourrait que
l“activité demeure stable dans le temps. Nous pouvons avancer
1“hypothése que les conditions environnementales (protéases,
pH, wu.v., etc...) favorisant la dégradation des vieux
cristaux peuvent induire la formation de nouveaux cristaux
via le processus de sporulation, ce qui pourralit créer une

certaine stabilité au niveau de la toxicité. Il se pourralit
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aussi que la toxine demeure stable & cause des températures

froides.

IV) Considérant les nombreux facteurs qui peuvent entrer
en interaction avec les cristaux, il est possible que la
toxicité subisse des variations cycliques. Une influence
combinée des trois éléments précédents (baisse, augmentation
ou stabilité) sur la toxicité semble beaucoup plus probable

que chacun des éléments pris individuel lement.

1.4 BUT ET OBJECTIFS SPECIFIQUES

En milieu aquatique, les études de persistance de
l’activité toxique ont surtout été faites dans des régions
comme le sud des Etats-Unis et 1‘Afrique, ou les températures

sont élevées.

Les conditions d’eaux froides et 1les variations
importantes de température que 1‘on retrouve au Canada dans
les zones nordiques d’épandage, représentent donc un élément

important peu étudié.

Jusqu’a maintenant, quelques auteurs (Lacey et al, 1978;
Molloy et al, 198la,b; Wraight et al, 1981; Olejnicek, 1985;
Lacoursiere et Charpentier, 1988) ont démontré que 1’activiteée
toxique était influencée (diminuée) par les basses
températures, surtout au niveau de la capture, de |’ingestion

et de la digestion des cristaux par les larves de mouches
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noires. Les basses températures Jjouent un réle non seulement
sur 1‘efficaclité du larvicide mais aussi sur la persistance

de celui-ci.

Le but de notre étude est d‘étudier la persistance de
1"activité toxique du larvicide sous nos conditions
environnementales. Les principaux objectifs spécifiques qgue
nous nous sommes fixés pour mener a bien la réalisation de
cette étude furent premierement, d‘étudier 1‘importance de
facteurs environnementaux tels le pH, 1les protéases, la
présence de divers substrats et les varfations de température
sur la persistance du B.t.i. en milieu aquatique;
deuxiemement, de déterminer le réle des cellules végétatives
et des spores de B.t.i. dans un cas de recyclage de

1activité toxique résiduelle.



CHAPITRE 11

MATERIEL ET METHODES

Dans le but de réaliser nos objectifs spécifiques, des
expériences ont été effectuées sur le terrain ainsi qu’en

laboratoire.

Pour 'étudfer 1 importance de différents facteurs
environnementaux (PH, protéases, présence de substrats
naturels et variations de température) sur une formulation de
B.t.i., nous avons décidé de soumettre cette derniére & des
conditions naturelles qui peuvent varijier de fagon aléatoire

et non pas & des conditions contrdlées de laboratoire.

De plus, pour notre expérimentation, nous avons choisi

une formulation commerciale de préférence a des cristaux

purifiés de B.t.i., car nous voulions savoir si la présence
de spores (que 1’on retrouve dans les formulations
commerciales) pouvait faire varier la persistance du

larvicide.

Nous avons donc placé dans un -étang des chambres
environnementales contenant un insecticide biologique & base
de B.t.i., et des substrats pouvant interagir avec celui-ci.

La concentration de la formulation est bien définie, de méme
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que les quantités (volumes et/ou poids) des substrats mis en
sa présence., Apreés un certain temps, des- chambres
environnementales sont retirées de 1°étang et des tests en
laboratoire sont effectués pour quantifier l1activiteée

résiduelle du produit dans les chambres.

Nous devons quantifier et analyser 1’effet des parametres
environnementaux qui ont pu affecter 1la persistance de
1“insecticide. Tout d’abord, nous déterminons 1‘activité
toxique résiduelle présente dans la chambre environnementale
8 1’aide d’essais Dblologiques (biocessais). Ensuite, nous
analysons les différents facteurs qui peuvent causer une
variation potentielle d’activité, soit la température, le pH

et les protéases.

Les résultats concernant la température et le pH sont
obtenus lors des sessions dféchantillonnage, tandis qu’un
test enzymat ique sert a quantifier les protéases au

laboratoire.

Toutefois, une variation de I1’activité toxique doit
aussi eétre envisagée. Des décomptes bactériens (spores et
cellules végétatives) sont alors faits en laboratoire, afin
de vérifier s’il n’y aurait pas eu un recyclage de ces

éléments dans .1e temps.

Finalement, 1‘analyse de toutes ces données, soient

prises individuel iement ou de facon combinée, nous aidera a
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mieux comprendre le(s) mécanisme(s) de disparition du B.t.i.

en milieu naturel.

[T.] CHOIX DU SITE

Le choix d’un site représentatif des conditions
climatiques des zones habituelles d’épandage est de rigueur

pour étudier la persistance de 1’insecticide.

Le site choisi fut le lac Troglodyte situé a 1a Réserve
St-Maurice, localisée a environ 100 km au nord-ouest de
Trois—-Rivieres (Québec, Canada) (40° 57’ Nord, 73° 02°

Quest) .

Les caractéristiques recherchées sont simples, mais
essentielles pour la bonne marche de 1’ étude. Tout d’abord,
précisons que le Troglodyte est un lac dystrophe, Iégerement
acide (pH 6) et dont la profondeur n’excéde pas deux metres.
Le pourtour du lac est circulaire et le diametre d’environ
200 metres. La bordure du lac se compose d’herbes aquatiques
et de petits arbustes. Son aspect général rappelle celui d’un
étang et ses caractéristiques en font un excellent gite a
moustiques. De plus, il est tres accessible lors des

échantillonnages.

Ce site reflete bien Jles diverses conditions qui
caractérisent les zones cibles de traitement retrouvées

habituel lement dans les sites d’épandage plus nordiques.
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I1.2 CHAMBRE ENVIRONNEMENTALE

Pour évaluer 1’activité résiduelle du larvicide dans le
milieu aquatique, nous devons étre capable de le soumettre
aux conditions environnementales tout en ayant 1a possibilité

de le récupérer apres un temps déterminé.

Le systeme qui permet la réalisation de ces diverses
conditions consiste oen 1“emploi d’une chambre
environnementale. La principale caractéristique de cette
chambre est de contenir une quantité connue de larvicide en
présence de divers substrats et ainsi permettre au larvicide
d’eétre soumis aux différentes conditions regnant dans le lac,

grace a une membrane semi-perméable.

La chambre se compose d’un pot Mason (pot en verre de
borosilicate) d’un volume de 525 ml. Le couvercle, ouvert en
son centre, maintient une membrane semi-perméable et son

rebord est scellé par un joint d’étanchéité (voir figure 2).

Les membranes utilisées sont fsaites de difluoride
polyvynilidene (Millipore, U.S5.A.) et possédent une porosite
de 0,22 um ,ce qui empéche les bactéries, spores et cristaux
de sortir de la chambre environnementale. Une. fois dans le
lac, la porosité permet les échanges de gaz dissouts, de
protéases et de divers éléments chimiques et nutritifs

dissouts. De plus, 1le matériau composant 1la membrane rend
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celle-ci inerte, donc elle n’absorbe pas les sels minéraux,

protéases, etc... et est non-biodégradable.

Donc les conditions du lac sont tres semblables a
l“intérieur comme a 1 “extérieur de la chambre
environnementale. Nous avons alors comme  avantage, la
possibilitée d’avoir un reflet assez preécis de notre

environnement aquatique.

I1.3 PREPARATION COMMERCIALE

La préparation commerciale utilisée est le TEKNARR HPD
(High Potency Dispersable) produit par la firme ZOECON LTD
(Texas, U.S5.A.). Cette préparation a été produite en 1985 et
n‘a fait 1°objet gque de tres peu de travaux, ce gui contraste
avec e TEKNARR  WDC (Water Dispersable Concentrate). Le
TEKNARR HPD est moins visqueux, se disperse mieux et contient
deux fois plus d’unitéé toxiques que le WDC (3000 AA

]

unités.mg par rapport a 1500). De plus, le HPD contient

environ 10,000 fois moins de spores que le WDC.

Des essais biologiques en laboratoires ont déja permis

de déterminer que la CLSO (concentration l1éthale gui tue 50%

des individus) de 1’insecticide face aux moustiques était
inférieure a 1.6 mg.L_l. Etant donné les diverées conditions
rencontrées dans le milieu aquatique, il est probable aque
notre activité toxigue subisse une baisse tout au long de la

durée de |’expérimentation. Face & cette éventualité, nous
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avons placé dans nos chambres environnementales une
suspension larvicide concentrée de 100 mg.L”!. Ceci nous
permet donc de pouvoir calculer de facon précise une perte
d’activité de plus de 99%. Cette suspension est faite avec de
1“eau déminéralisée stérile pour éviter les effets de

contaminants indésirables.
I11.4 SUBSTRATS

Pour 1la reéalisation de 1’étude, il est important de
choisir des substrats représentatifs du milieu étudié. La
végeétation aquatique avec ses grandes surfaces de contact
ainsi que le périphyton sont considérés comme une cause
potentielle d’adsorption des cristaux. Cette adsorption
pouvant amener une inaccessibilité des cristaux et du méme
coup une diminution de toxicité. De plus, la fraction active
des cristaux étant de nature protéinique, 1’adsorption peut
aussi se faire aux sédiments sous 1’effet d’interactions

électrostatiques (Pussemier et de Borger, 1984).

Considérant les éliéments exposés précédemment, les

substrats choisis pour 17étude de persistance furent

1) de 1’eau de surface provenant du lac Troglodyte
2) des sédiments de surface (3-5 cm)
3) deux types de végétation

4) du périphyton
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L’eau du lac a été récoltée a 1’aide de bouteilles en
plastique. Pour les sédiments, la récoite s’est faite a
1’aide d"une benne Ekman (modele 21 W 0156). Apreés analyse en
laboratoire, les résultats ont démontré que les sédiments
étaient constitués de 86,4% d’eau, de 8,5% de reésidus
volatiles (composés organiques) et de 5,1% de résidus fixes
(composés inorganiques) (Standard method for the examination

of water and wastewater, ISieme édition, 1981).

Le choix de deux types de végétation est justifié par le

fait que 17on désire vérifier si les différentes surfaces de
contact disponibles jouent un réle sur la quantité de
cristaux adsorbés. Le premier type recueilli est représenté
par une graminée, soit le calamagrostis du Canada

(Calamagrostis canadensis) qui pousse généralement dans les

lieux humides et pres des rivages. Le deuxieme type est
représenté par un mélange de feuilles et de racines de
différentes graminées décomposées. Le calamagrostis du Canada
est caractérisé par de longues feuilles effilées d’environ 2
a 5 mm de largeur tandis que le mélange de feuilles et de
racines de graminées décomposées ressemble p]utOt a de longs
filaments trés fins (comme des meches de cheveux). Cependant
a poids égaux, l’ensemble de feuilles et de racines possede

une surface de contact plus grande que le calamagrostis.

En ce gqui concerne le périphyton, des lames de verre ont

été colonisées pendant un mois dans le lac, avant de les
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placer en présence du larvicide dans les chambres
environnementales. Les lames (lames pour microscopie), au
nombre de 10, étaient placées sur un portoir (voir figure 3).
Ce portoir avec lames nous permettait d’avoir une surface

connue couverte par le périphyton.

[1.5 NATURE ET NOMBRE D’ECHANTILLONS

Voici maintenant les différents types d’échantillons qui

ont été placés dans le lac Troglodyte :

1) Des échantillons contenant les divers substrats, plus

1

du TEKNARR HPD (HPDR) & 100 mg.L '. Ces échantillons servent

a suivre 1’activité résiduelle du produit.

2) Des échantillons contenant les divers substrats, plus
de 1’eau du lac Troglodyte. Ces échantillons agissent comme
des témoins servant a déterminer si les divers substrats ou
encore les facteurs physico—-chimiques diffusant dans les

chambres environnementales ne deviendront pas une source de

toxicité durant la durée de 1’étude.

3) Des échantillons contenant les divers substrats, plus
une formulation de TEKNARR HPD mais sans spores ni cristaux

(HPDR sp— cr-) a 100 mg.L”!

(formulation fournie par ZOECON
LTEE, U.S.A.). Ces échantillons servent a vérifier si cette

suspension ( ou baignent habituellement les cristaux ) ne
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Figure 3. Figure montrant le portoir avec lames servant

a la colonisation par le périphyton.
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devient pas toxigue dans le temps, en présence des divers

substrats.

4) Des échantillons contenant seulement du TEKNARR HPD

(HPDR) ou du TEKNARR HPD sans spores ni cristaux (HPDR sp—
cr—>); tous a une concentration de 100 mg.L_1 d’eau
déminéralisée stérile. Toutefois ici la membrane semi-—

- perméable a été remplacée par un couvercle scellé. Ces
échantillions (témoins scellés) ont pour but de veéerifier la
stabilité relative du larvicide dans le temps lorsgue celui-
ci n“est pas en contact avec les éliéments diffuseurs, ni les

substrats. 11 ne subit que les variations de température.

Le tableau 2 présente ici le nombre d’échantillons pour
chacun des substrats.
Tableau 2

Nombre d’échantillons pour chacun des substrats.

Eau du lac HPDR sp—- Ccr-
(témoins)

Substrats HPD

Eau 10 5 3
Sédiments 10 5 3
Vég. type 1 10 5 3
Vég. type 2 10 5 | 3
Périphyton 8 4 3

Témoin scellé 5 - 3
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Le nombre total d’échantillons placés dans le lac a éte

déterminé en fonction de raisons bien précises, soit

1) Considérant le fait que nous avions cing substrats et

que nous couvrions une période de cing mois, le nombre
d’échantillons placés dans le lac (95 échantillons)
constituait un éventail assez grand pour avoir des reésultats

valables. Nous avons décidé de prendre cing substrats plutdt
qu’un seul car nous voulions connaitre le comportement de

l1“activité toxique face a plusieurs substrats. Cependant,

selon les reésultats obtenus, il sera possible plus tard
d’étudier | ou 2 substrats plus spéciFiquement et ainsi avoir
plus d’échantillons par substrat; donc une plus grande

précision dans le temps des variations de la toxicite.

2) La préparation et la mise & 1°’eau de ces 95
échantillons ainsi que le traitement de ces mémes
échantillons (séparation des fractions, analyses
microbiennes, enzymatiques et bioessais) demandaient beaucoup

de temps pour une seule personne.

3) Nous devions prévoir a ce que 1’élevage de moustiqgues
puisse étre capable de subvenir a nos besoins lors des essais

biologiques.



44

Exemple :
nombre minimal de larves (excluant les témoins) pour

effectuer un biocessai :

fourchette : 3 dilutions x 10 larves = 30

échantillon ¢ 8 dilutions x 30 larves x triplicat = 720
750

On a 95 fractions liguides et 69 fractions solides, ce qui

fait en tout 164 essais biologiques (bioessais) a faire.

Donc, 164 bioessais x 750 larves = 123,000 larves
bioessai
Pour les échantillons ou il y a présence d’un substrat,

chaque chambre environnementale se voit attribuer une
quantiteé suffisante du substrat pour permettre une
interaction significative avec la suspension larvicide. Pour
chague échantillon, nous notons le poids ou le volume de tous
les éléments présents dans la chambre environnementale

(tableau 3).

Toutes les chambres environnementales sont mises a |’eau
dans des paniers de plastique et placées a 1’aide d’ancres et
de bouées de facon & étre maintenues verticales & environ 0,5

m du fond et ce dans la partie la plus profonde du lac (2

metres). En suspendant nos échantillons de cette facon, nous
évitons ainsi le risque d’enlisement dans la'boue et cela
permet une meilleure circulation de 1’eau autour de la

chambre environnementale.
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Tableau 3

Volume et poids des différents substrats placés dans les

chambres environnementales.

Substrats Poids ou volume Volume de HPDR, eau du

lac 6u de HPDR sp— Cr-

Eau 250 ml compleéte a4 525 ml
Sédiments 100 g " "noonon
Vég. type 1 30 g " TR TR T
Vég. type 2 30 g " " oon own
Périphyton 10 lames colonisées " moonoom

I1.6 ECHANTILLONNAGE

L’échantillonnage s’est fafit sur une période d’environ
cing mois. A partir du mois de mafi, Jjusqu’a la fin de juin,
nous avons reécolté des échantillons a toutes les semaines.
Pour cette période, quatre sessions d’échantillonnage ont éteé
effectuées, sofit le 30 mai ainsi que les 6, 13 et 20 Juin
1985. Etant donné qgu’a cette pér iode de 1 “année la
température est susceptible de subir de fortes variations,
nous voulifons savoir si ces écarts marqués de température
influenceraient la stabilité de 1’activité toxique. Si Jjamais
ces écarts de température influencajent la stabi]ité de

1’activité toxique au cours du premier mois, nous aurions
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alors un échantillonnage serré dans le temps qui nous

permettrait de bien identifier cette période.

Durant la saison estivale, les prélevements
d’échantillons furent espacés de deux semaines étant donné la
stabilité relative de la température, gui a ce moment se
maintient autour du maximum. Au cours de cette période, cinqg

sessions d’échantillonnage furent reéalisées, soit le 4

juillet, les ler, 15 et 29 aolt ainsi que 12 septembre 1985.

Finalement, la derniere récolte faite le 23 octobre
1985, nous permettait d’avoir un échantillon gui de nouveau
avait subit de gros écarts de température, écarts similaires

a ceux gui se produisent au début de juin.

Lors des échantillonnages, nous avons relevé a chaque
fois la température minimum-maximum a 1’aide d un thermometre
Taylor et des échantillons d’eau étaient ameneés au
laboratoire afin d’en déterminer le pH. Lors du transport au
laboratoire, les échantillons d’eau ainsi que les chambres

environnementales étaient maintenus a 4°C dans une glaciaire.

II.7 PREPARATION DES FRACTIONS

Rendu au laboratoire, les échantillons ne contenant
gu’‘une fraction liguide ne subissaient aucune modification,
tandis qgque nous devions séparer la fraction ligquide de la

fraction solide pour les autres chambres environnementales
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contenant ces deux types de fraction. Ces manipulations
étaient nécessalfres avant de pouvoir procéder aux différentes
analyses (essais biologiques, comptes de spores et de
cellules végétatives ainsi que des tests de protéases) faites

séparément sur les fractions liquides et solides.

Avant de séparer les fractions, on brasse énergigquement
les chambres environnementales pendant une minute. Ce
brassage permet de ne garder adsorbé aux substrats que les

cristaux ayant une affinité réelle pour le substrat présent.

Pour tous les substrats, sauf les sédiments, nous
laissons reposer 1la chambre environnementale pendant cing
minutes suite au brassage. Ensuite nous décantons pour
séparer la fraction liquide de la fraction solide, puis nous
notons les volumes et les poids récupérés. Finalement, nous
placons les différentes fractions dans des sacs de plastique
(Whiripacks). Pour les sédiments, nous devons laisser reposer
2,5 heures avant de décanter, sinon nous récupérons une trop

arosse partie des sédiments dans la fraction liquide.

Comme 11 est impossible d’analyser immédiatement toutes
les fractions obtenues lors d’un échantillonnage, les
diverses fractions sont préservées a -30° C. Des expériences
effectuées en laboratoire ont demontré- que la congélation
n‘affecte pas la toxicité des cristaux, les décomptes de

spores (Dupont, C.; données non-publiées) et les protéases
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(Culling, 1974). Les auteurs Dagnogo et Coz (1982) ont aussi
démontré gque des températures de -20° C et -80° C n‘avaient
aucune influence sur 1“activite toxique de Bacillus

sphaericus.

I11.8 ESSAIS BIOLOGIQUES ET ANALYSES STATISTIQUES DES TESTS

BIOLOGIQUES

Pour mesurer 17activité résiduelle de notre larvicide,
des essais biologiques (bioessais) sont effectués sur toutes
les fractions liguides et sol ides récupérées lors des

échantillonnages.

Les essais biologiques sont faits a partir de larves de

quatriéme stade d’ Aedes triseriatus (Say) éleveées en

laboratoire (Université du Québec a Trois—-Rivieres) et selon
la méthode proposée par de Barjac et Larget (1979) et adoptée
par 1“Organisation Mondiale de la Santé (Rishikesh et

Quélennec, 1983).

Pour chacune des fractions liguides de nos échantillons,
huit dilutions sérielles (0,65 en 0,65) sont réalisées.
L‘objectif de cette procédure est d’obtenir au moins deux
pourcentages de mortaiité de part et d’autre de 50% et

différents de 0 et 100 %.

Pour les différentes fractions solides, la procédure est

quelque peu modifiée. Etant donné qgque nous ne pouvons pas
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faire de dilutions sérielles & partir d’un méme volume de
départ, nous gardons le méme principe de dilution (0,65 en
0,65) mais en placant individuellement le poids correspondant

a notre dilution dans chagque contenant.

Exemple : dilution |1 6,5 g de végétation + 93,5 ml eau

x 0,65 dilution 2

4.2 g de végétation + 95.8 ml eau

x 0,65 dilution 3

2.7 g de végétation + 97.3 ml eau

Dans les deux cas (fractions liquides et solides), un
volume de 100 ml de la suspension diluée recoit 30 larves et

chaque dilution est testée en triplicat.

Bien que la méthode proposée par de Barjac et Larget
(1979) recommande que les tests biologiques soient répétés
sur trois Jjours consécutifs afin de s’assurer de la constance
du taux de mortalité pour une méme dilution, il nous fut
malheureusement impossible de réaliser cette étape. En effet,
pour certains échantillons 1la quantité disponible (volume

total) n’était pas assez élevée pour reéaliser les tests sur

trois Jjours consécutifs. De plus, avec le nombre total
d’échantillons & tester, ceci aurait nécessité un total
d’environ 370,000 larves, ce qu i était techniquement

impossible a obtenir considérant la productiVité de notre
élevage (2500 larves / semaine). Malgré le fait qu’il nous
fut impossible de produire les tests sur trois Jours

consécutifs, nos reésultats sont tout de méme tres valables
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étant donné que la souche de moustiques utilisée, Aedes

triseriatus, démontre des réponses treés constantes dans le

temps (treés peu de variations au niveau des standards et

entre les triplicats d’une méme dilution).

Suite & ces dilutions, les larves sont maintenues en
contact avec 17échantillon & tester pendant 24 heures dans
~des chambres de croissance maintenues constantes a 25° C. En
effet, une variation de température lors des différentes

expériences peut affecter la mortalité des larves.

Apres 24 heures, on dénombre Jla quantité de larves
vivantes et mortes ainsi que les nymphes. Etant donné que ces
larves peuvent étre nécrophages, le nombre de larves mortes
est calculé en faisant la différence entre le nombre initial
de larves (30) et les larves vivantes plus les nymphes apreés
24 heures. De plus, considérant que les nymphes ne sont pas
affectées par le larvicide, leur nombre est aussi déduit du
nombre initial de larves lors du calcul du pourcentage de
mortalité. Si le nombre de nymphes dépasse 5%, le test n’est

pas valable.

Afin de déterminer 17activité résiduelle de chaque
échantillon, nous comparons les résultats obtenus a un
standard de concentration connue. Une nouvelle suspension

larvicide de 100 mg.L—l, préparée a partir de TEKNARR HPD
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gardée a 4° C au laboratoire, nous sert de standard lors de

chaque série d’essais biologiques.

Récemment mis au point, le progiciel SPSSX (Norusi,
1983) peut établir une reiation linéaire pondérée entre la
mortalité exprimée en "probit" et le logarithme de la

concentration, en employant le "Maximum Likel ihood Procedure"

(Finney, 1971).

A partir de ce programme, nous pouvons déterminer la
dilution de notre préparation originale qui causera 50% de

mortalite (CLSO)' Afin de wvalider la droite "probit" et 1la

CL50 obtenue, nous utilisons la distribution Khi—-carrée avec
k-2 degrés de liberté (k = nombre de dilutions) et un
intervalle de confiance au seuil de 95%.
Exemple : Calcul pour trouver 17activité résiduelle d’un
échantillon.
(1) (2) (4)

[] en mg/] = dil. pour CL50 du std x []J mg/l du std
d’un échant. dil. pour CL50 de 17éch.

(3)

Valeurs trouvées expérimentalement & 17aide d’essais
biologiques (exemple)

(2) = 0,01

(3) = 0,10

(4) = 100 mg/1

(1) = (2) x (4) = 0,01 x 100 mg/1 = 10 mg/]

(3) 0,10
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Donc, notre échantillon contient 1‘équivalent de 10 mg/1

de TEKNARR HPD.

Au départ, lors de la mise & 1’eau de nos échantillons,
nous avions une concentration de TEKNARR HPD de 100 mg/1 pour
chaque échantillon. Dans notre échantillon, il nous reste
alors 10 % de notre activité originale, ou encore nous
pouvons interpréter cette lecture de 10 mg/l.comme étant une

baisse de 2907 de notre activité inftiale.

Exemple ¢ 10 mg/1 x 100 = 10% de 1’activité initiale
100 mg/1
: (100 mg/1 - 10 mg/1) x 100 = 90% de perte de notre
100 mg/1 activitée initiale

En effectuant ce calcul pour tous nos échantillons d’un
méme substrat, nous pouvons interpréter les différentes
fluctuations (bgisse, hausse ou stabflité) de notre activite
larvicide en produisant un graphique de 1‘activité résiduelle

en fonction du temps.

I1.9 DECOMPTES DE SPORES ET DE CELLULES VEGETATIVES

Les comptes de spores et de cellules végétatives sont
effectués afin de vérifier si, durant notre saison
d’échantillonnage, un recyclage de spores et de cellules
végétatives se serait produit. Dans 1 affirmative (diminution

des cellules végétatives et augmentation des spores), de

nouvelles toxines pourraient étre relédchées dans le milieu,
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pouvant ainsi amener une augmentation substantielle de

toxicité dans nos échantillons.

Les comptes de spores et de cellules végétatives ont éteé
faits par la méthode d’étalage sur gélose décrite dans le
"Standard method for the examination of water and wastewater"
(15ieme édition, 1981). Des dilutions (10 en 10 dans de 1‘eau
éhosphatée; Annexe A) provenant des fractions 1liquides de
chaque échantillon sont ensemencées en triplicat sur un
milieu NYPC (voir Annexe B), sélectif pour le B.t.i. (Yousten

et al, 1982).

Pour les cellules végétatives, on place directement le
liquide (1 ml ou 0.1 ml) sur 1la gélose et, suite aux
ensemencements, on place &8 1’étuve & 37° C. Aprés 48 heures,
on fait le décompte bactérien des géloses contenant entre 30
et 300 colonies. Toutefois, si & partir de notre solution
pure le décompte est inférfeur & 30, nous notons quand méme
le résultat obtenu. Ces résultats peuvent étre plus ou moins
valables statistiquement, mals ils peuvent étre treés
indicatifs 1lors de 1’analyse des données. Les colonies de
B.t.1. sont fici facilement identifiables étant donné que sur
ce milieu sélectif il n’y a que ces dernieres gui poussent
(sf d’autres bactéries parvenaient & - pousser, celles-ci
seraient facilement distinguables par rapport au B.t.i.). Les
colonfes présentes correspondent alors & des cellules

végétatives et/ou des spores ayant germées spontanément.
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Pour les comptes de spores, Ia.démarche est fidentique
sauf que notre échantillon de départ (solution pure) est
placée dans un bain-marie & 65° C pendant 15 minutes . Cette
étape détruit les cellules végétatives sensibles & la chaleur
laissant les spores Intactes. Aprés tralitement, les spores
soumises & des conditions normales de croissance devraient

germer et former des colonies sur boifte de Pétri.

Les décomptes de spores et de cellules végétatives ont
été falts sur les fractions 1liquides seulement, et Iles
résultats sont exprimés en nombre de spores ou de cellules

végétatives par ml de 1’échantillon liquide original.

I1.10 TESTS DE PROTEASES

Comme on 1’a wvu précédemment, beaucoup d’éléments
environnementaux peuvent causer la dégradation ou la
dénaturation du cristal protéinfique. Les enzymes
protéolytiques (protéases) sont un de ces éléments qul,
dépendant de leur concentration, peuvent avoir un effet sur
la vitesse de dégradation de la toxine. Ces protéases sont
des enzymes extracel lulaires produites par différents
organismes et présentes de facon naturelle dans les eaux du

lac et les substrats solides.
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Le test de protéases peut nous permettre d’amener des
éléments supplémentaires d’information, pour expliquer une

hausse ou une balisse de toxicite.

L’activité protéolytique des fractions Iliquides est
déterminée & partir du test proposé par Martin et al (1981)
en utilisant le substrat Azocoll. L’Azocoll est constitué
d’un colorant (azo) fixé a une protéine insoluble, le
col lagéne. Suite a 1’activité protéolytique, une partie de 1la

protéine (dépendant de 1la concentration de protéases) sera

hydrolysée en petits peptides solubles colorés et 1ibérés
dans la fraction 1liguide. Une lecture de cette fraction
liquide au spectrophotometre nous donne l"activité

enzymatique contenue dans chaque échantillon.

Le choix de substrat s’avere donc trés intéressant, car
il nous permet de quantifier de fagon précise 1‘activiteé

enzymatique contenue dans chague chambre environnementale.

Procédure expérimentale

Dans des tubes jetables pour culture (13 x 100 mm) faits
de verre borosilicate (Fisher, U.S.A.), on place 15 mg
d’Azocoll (Calbiochem) auxquels on ajoute 0,5 ml de notre
fraction liquide a tester et 0,5 ml de tampon phosphate (voir
Annexe C). Ce mélange est incubé a 37° C pendant 3 heures et
brassé a toutes les 30 minutes. Apreés le temps d’incubation,

la réaction enzymatique est arrétée par 1’ajout de 3,5 ml de
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HC1 1073

N. Par la sulite, on filtre & travers de la laine de
verre placée dans une pipette Pasteur et on récupére le
filtrat. Une lecture d’absorbance du filtrat est faite au
spectrophotometre & une longueur d’‘onde de 520 nm et comparée
& un témoin (0,5 ml d’eau distillée remplace le 0,5 ml de
notre solution & tester). Les unités sont exprimées en
"unités d’activitée enzymatique" (u.a.e.) / ml d’échantillon.

Pour chaque échantillon testé, 1’expérience est faite en

triplicat.

Pour le calcul des unités nous considérerons les points

suivants :

1) 1 unité d’activité enzymatique (u.a.e.) correspond a
une augmentation de 0,001 de la densité optique par minute

prise a8 une longueur d‘onde de 520 nm (00520),
2) le temps d’incubation est de 3 heures (180 minutes)

3) notre solution se trouve & étre diluée 9 fois lorsque
la lecture est au spectrophotometre, soit 0,5 ml de notre
solution a8 tester dans 0,5 ml de tampon plus 3,5 ml de HCI

1073 N ¢ 0,5 ml dans 4,5 ml de solution totale).

4) on prend 0,5 ml de notre solution a tester et les
unfités finales se donnent en fonction de | ml de solution a
tester. On doit donc multiplier notre valeur finale par deux

pour obtenir une valeur pour | ml de solution & tester.
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Donc par exemple, si notre lecture au spectrophotomeétre

nous donne 0,1 00520, les unités finales seront :

0,1 DO520 x 1 u.a.e. = 0,555 u.a.e.
180 min 0,001 DO520
1 min

On multiplie par 9 &8 cause des dilutions, soit :

0,555 x 9 = 5 u.a.e.

On a 5 u.a.e. pour 0,5 ml de notre solution de départ,
on doit alors multiplier par 2 pour ramener le tout & un ml,

d’'ou 5 u.a.e. x 2 = 10 u.a.e. / ml.

Donc, en gardant les mémes conditions pour chaque
echantillon, nous nous apercevons d’apreés le. calcul fait
précedemment que nous n‘avons qu’ad mulitiplier nos lectures
obtenues au spectrophotometre par 100, ét nous obtiendrons
directement la valeur de nos unités par ml de 1’échantillion

liquide original.



CHAPITRE I11

RESULTATS

Nous verrons dans un premier temps si les témoins placés
en présence de divers substrats ont pu développer une
certaine toxicité dans le temps. Par la suite, nous décrirons
les différents résultats obtenus concernant les divers
substrats (activité toxigque, décomptes de spores, de cellules
veégétatives et de protéases) ainsi que la température et le

pH.

Les figures et les tableaux auxguels nous ferons
référence dans le texte se retrouvent tous a la fin du

présent chapitre (pages 73 a 84).

IT1.1 LES TEMOINS

Comme on peut 1le voir au tableau 4, les fractions
solides des témoins "eau du lac" et "TEKNARR HPD sans spores
ni cristaux" (HPDR sp— cr—-) ne démontrent aucune mortaliteé
durant toute la saison d‘échantillonnage. La fraction solide
ne démontrant aucune toxicite, on peut s’attendre a ce que
les fractions liquides soient aussi négatives. Toutefois, les
fractions liguides montrent de Ilégéres mortalités (tableau

4).
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Dans le tableau 4, nous quantifions la mortalité obtenue
lors des essais biologiques en pourcentages moyens de
mortalité, et non pas en équivalent de B.t.i. en mg.L_l. car

il n‘y a pas de B.t.i. dans ces témoins et les mortalités

sont trop faibles.

Cependant, i1 est toujours possible (pour fins de
comparaison) de faire correspondre ces pourcentages de

1 (comme dans le

mortalité a des valeurs exprimées en mg.L
cas des valeurs obtenues lors du calcul de 1’activité toxique

résiduelle avec du B.t.i.).

Dans le cas de la fraction ligquide avec "eau du lac", la
moyenne des cing pourcentages moyens de mortalité est
d’environ 1.21 %, tandis que celle de la fraction liquide

avec "TEKNARR HPD sp- cr-" est d’environ 1.66 %. Considérant

que la CL50 (50 % de mortalité) pour un standard de B.t.i.
correspond a environ 1.6 mg.L_l, nos pourcentages de
mortalité pour nos deux fractions liguides équivalent

1

respectivement a 0.036 mg.L et 0.049 mg.L—l, soit des

valeurs 44 et 33 fois plus petites que le standard de B.t.i..

I est aussi important de mentionner que dans le cas des
fractions liquides de ces deux témoins, des larves d’Aedes
atropalpus furent utilisées lors des essais biologiques. En

effet, étant donné que théorigquement on s’attendait a ce que
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tous ces tests soient négatifs, nous avons utilisé un lot de

larves d’Aedes atropalpus, une souche sauvage provenant de

.dépressions rocheuses (rock pool), que nous possédions déja
au laboratoire. Tout ceci afin d‘épargner notre élevage

d’Aedes triseriatus, qui a ce moment-1a était peu productif.

Les larves d’Aedes atropalpus étant gardées depuis deéja

un certain temps a 4° C, il se peut qu’au moment de faire les
essais biologiques, ces larves furent moins résistantes et
que les mortalités obtenues soient de cause purement
naturelle. Cette hypotheése devient treés plausible si on
considére que 1°on a retrouvé des pourcentages de mortalité
équivalents dans des témoins contenant seulement de 1’eau

distillée non-déminéralisée et des larves d’Aedes atropalpus.

Etant donné que nous avons obtenu de trés faibles
pourcentages de mortalité dans nos témoins (tableau 4) et que
ces faibles pourcentages sont peu significatifs (pourcentages
légérement supérfeurs ou égaux aux témoins fafits avec de
1’eau distillée non-déminéralisée), nous n’avons pas Jjugé bon
de les soustraire de chaque pourcentage de mortalité obtenu

avec les échantillons contenant du B.t.f..

Pour les témoins "TEKNARR HPD scellé", on remarque en
consultant 1la figure 4, que 1’activité toxique demeure
relatfivement stable lors des 42 premiers Jjours, celle-ci ne

subissant qu’une baisse de 13 % entre les Jjours 0 et 42. La
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toxicité subit cependant une tres forte baisse entre les
jours 42 et 98, l“activité n’étant plus qgqu’a 5 % de
1"activité initiale. Finalement, la toxicité diminue Jjusqu’a

2 % de l7activité de départ (jour 152).

Pour les comptes de spores (tableau 5), on remargque une

augmentation graduelle &a partir du premier échantillon
Jusqu’au dernier; le décompte final atteignant environ trois
fois la valeur du premier échaptillon (jour 14).

Pour les cellules végétatives (tableau 5), celles-ci
montrent une augmentation entre le premier et le deuxiéme
échantillon. Par la suite, les valeurs vont toujours en
décroissant pour finalement atteindre une valeur tres prés de

zéro au Jjour 152.

Finalement, en ce qui a trait aux protéases, on voit
d’apres le tableau 5, que la quantité baisse de facon
constante tout au long de 1’échantillonnage (perte totale

d’environ 50 %).

11 est intéressant de noter que dans les témoins

"TEKNARR HPD scellé", l“activité toxique, les cellules
végétatives et les protéases suivent des cheminements
similaires (& la baisse) apres le deuxieme écﬁantillonnage,
tandis que les spores suivent un cheminement tout &a fait

inverse.



I11.2 LES SUBSTRATS

Commme mentionné précédemment dans la section 11.3, la
concentration initiale de TEKNARY HPD placée dans chaque
chambre environnementale était de 100 mg.L—l- Les différentes
concentrations de B.t.i. contenues danslnos échantillons et
calculées a parfir des essais biologiques sont alors
comparées a notre concentration de départ, pour ainsi nous
donner 17activité résiduelie contenue dans chague chambre

environnementale.

[11.2.1 Substrat EAU DU LAC (figure 5 et tableau 6)

Apreés avoir subit une perte de 50 % au cours des deux
premieres semaines (jours 0 a 14), la toxicité demeure stable
a ce niveau pendant les 14 jours suivants, soit jusqu’au jour
28 (points significativement semblables). Par la suite, entre
les jours 28 et 42, nous assistons & une baisse considérable
de 1’activité toxique Jjusqu’a 5 % de la toxicite initiale, ce
qui correspond a une perte de 90 % par rapport au jour 28. La
toxicité demeure stable a ce niveau Jjusqu’au jour 70
(augmentation non-significative & ce point) pour ensuite
décroitre Jjusqu’a | % de 17activité de départ au jour 84.
Jusqu’au Jour 152, nous réussissons a détecter en moyenne
environ | 7% de la toxicité de départ, ce qui correspond aussi

aux mortalités retrouvées dans les témoins. Donc, on peut
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dire qu’a partir du Jjour 84, il ne reste plus d’activité

toxique.

Pour les comptes de spores et de cellules végétatives,
le tableau 6 nous indique que dans les deux cas, les valeurs
suivent des cheminements identiques. Tout d’abord, les
décomptes subissent une forte baisse entre les jours 14 et
28. Par la suite, les valeurs montrent une tres forte hausse
entre les Jjours 28 et 42 pour rediminuer de nouveau (d’un
facteur équivalent a la hausse précédente) au Jjour 70. Les
valeurs réaugmentent entre les jours 70 et 84 et montrent par
la suite une légere baisse Jjusgqu’au jour 112. Finalement, les
décomptes subissent une augmentation entre les jours 112 et

152.

Chez les protéeases (tableau 6), les résultats montrent
qu’a partir du Jjour 14, 1les valeurs sont toutes cyclées
(valeur basse, valeur bhaute, valeur basse, etc...) mais en
allant toujours vers des valeurs croissantes, et atteignant
un sommet au Jjour 112. Chez les spores et 1les cellules
végétatives, un sommet dans les décomptes est atteint dans

les deux cas au Jjour 42.

111.2.2 Substrat PERIPHYTON (figure 6 et tableau 7)

Pour la fraction liquide des échantillons de périphyton,
nous notons & la figure 6 qu’au jour 42, il ne reste que 40 %

de 1’activitée initiale, soit une perte de 60 % par rapport au



64

jour 28 (dans ce cas-ci le Jour 28 correspond au jour 0 étant
donné 1le délai pour la mise a 1°’eau des échantillons de
périphyton). A partir du jour 42, nous assistons a une baisse
graduelle de la toxicité jusgu’au moment d’atteindre 1 % de
la toxicité originale, ce qui constitue une perte de 98 7 par
rapport au jour 42. Par la suite, 1’activité demeure stable a

environ 2 % Jusqu’a la fin.

Cependant, dans la fraction solide (figure 6), le

premier échantillon ( jour 42) démontre une activite

1 Ceci correspond a une augmentation

résiduelle de 12 mg.L—
significative, montrant ainsi que des cristaux ont été
adsorbés au périphyton étant donné qu’a 1’origine, lors de la
mise a 1’eau des échantillons, le périphyton était exempt de
tous cristaux. De plus, les témoins des fractions solides du
périphyton étant négatifs, la présence de toxicité
confirmerait 1 “adsorption de cristaux. Par contre, on
s’apercoit que deés le deuxiéme échantillon (jour 70), et ce

jusqu’au dernier ( jour 152), on dénote aucune activite

résiduelle sur le périphyton.

Maintenant au niveau des spores, on voit d’apres le
tableau 7 que, du Jjour 42 a 112, i1 est possible de
considérer 1le nombre de spores comme €étant -constant (en
considérant les intervalles de confiance). Ce n’est qu’entre
les Jjours 112 et 152 que nous assistons & une augmentation

des décomptes (environ deux fois plus).
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Pour le décompte des cellules végétatives, celui-ci
demeure constant du jour 42.8 84 (valeurs significativement
semblables) pour ensuite subir deux baisses successives, soit
aux Jjours 98 et 1l12. Finalement, comme dans 1le cas des
spores, nNous assistons a une hausse des cellules végétatives

(augmentation d’environ 2.7 fois) entre les Jjours 112 et 152.

En ce gqui a trait aux protéases, celles—-ci réagissent de
facon similaire a ce qgqui se passe dans le cas de "l’eau du
lac". Nous constatons gque les valeurs sont cyclées une a une
mais tout en allant vers des valeurs croissantes; ces valeurs

atteignant, encore ici, un sommet au Jjour 112.

111.2.3 Substrat VEGETATION A (figures 7 et 8 et

tableau 8)

Apres avoir subit une forte perte d’environ 85 % aprés 7
Jours (figure 7), une faible toxicité résiduelle, soit en
moyenne 12 % de 1’activité initiale, caractérise la fraction
liguide des Jjours 7 a 28. Entre les jours 28 et 42, nous
assistons a une augmentation significative de 1’activité
toxique. Celle-ci augmente a un taux correspondant a 58 % de
l1"activité initiale, soit une hausse d’environ 5 fois par
rapport au Jjour 28. Suite a cette forte hausse, 1’activite

demeure stable Jjusqu’au jour 70 pour ensuite subir une baisse
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Jusgu’a un taux moyen d‘environ 30 mg.L—l pour les jours 84,

98, 112 et 152.

Pour la fraction solide (figure 8), nous remarquons que
les plus fortes concentrations de TEKNARR se retrouvent
principalement dans les deux premieéres semaines (jours 7 et
14). 11 faut se rappeler ici que, comme dans le cas du
périphyton, lors de la mise & |1’eau des échantillons
contenant de la végétation, cette derniere était exempte de
B.t.i.. Le fait de détecter la présence de toxicité sur la
vegetation est alors tres significatif. Par la suite, nous
détectons de 1’activité toxique sur la végétation jusqu’au
Jour 152 mais a des concentrations toutefois inférieures a |1

-1 1

mg.g ., soit en moyenne 0.655 mg.g @ (figure 8).

Pour 1les comptes de spores (tableau 8), on remarque
qu’au cours des deux premieres semaines (jours 7 a 14), les
décomptes sont stables. Entre les jours 14 et 21, il y a
augmentation des comptes d’environ du double, et suite a
cette hausse, les décomptes demeurent stables Jjusqu’au Jjour
28. Cette stabilité est suivie d‘une trés forte baisse
(diminution d’environ 17 fois entre les jours 28 et 42), qui
est immédiatement suivie d’une hausse (Jjour 70) qui ramene
les décomptes a une valeur similaire a celle dQ Jour 28. Au
Jour 84, les spores subissent de nouveau une baisse (environ
cing fois) pour remonter, mais a un taux moindre au jour 98.

Finalement, les décomptes baissent a une valeur tres basse au
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Jjour 112 et restent ainsi stables Jjusqu’au dernier

échantillon (Jjour 152).

Pour les cellules végétatives (tableau 8), les décomptes
sont stables Jjusqu’au jour 21 pour ensuite subir une hausse
d’environ 3 fois entre les Jjours 21 et 28. Les cellules
végétatives subissent par la suite une forte chute entre les
Jours 28 et 42, suivie d’une tres forte hausse entre les
Jours 42 et 70. Suite au Jjour 70, le décompte des cellules
végétatives demeure & un niveau assez stable mais avec des
valeurs plus faibles qu’au début de la saison

d’échantil lonnage.

De leur cété, les protéases démontrent des valeurs qui
peuvent étre regroupées en trois groupes distincts et qui
forment un cycle, soit les jours 7 a 21 (moyenne de 8.1), les
jours 28 a 98 (moyenne de 28.8) et les Jjours 112 a 152
(moyenne de 15.4). On remarque que la période ou 1’on
retrouve de fortes quantités de protéases (jours 28 a 98)
correspond a la période ou il y a de nombreuses variations

dans les décomptes de spores et de cellules végétatives.

IlIl.2.4 Substrat VEGETATION B (figures 7 et 8 et

tableau 8)

A 17inverse de la végétation A, la végétation B démontre
au cours des trois premieres semaines une tres bonne

persistance de }7activiteé résiduel le dans la fraction
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liqguide. Apreés une perte d’activité de 40 % apreés 14 jours,
l’activité reste stable a environ 60 9% de Il‘activité de
départ puis subit une baisse Jusqu’a 28 % de la toxicite
originale entre les Jjours 21 et 28 (diminution d’environ 53 %
par rapport au jour 21). Par la suite, 1’activité résiduelle
demeure relativement stable entre les jours 28 et 84. A
partir du Jjour 84, la toxicité subit une baisse graduelle
pour finalement atteindre 2 % de la toxicité initiale au jour

152.

Pour la fraction solide, on voit a la figure 8, qu’apreés
21 Jjours, peu de toxicité se retrouve sur la végétation
(concentration inférieure a |1 mg.g_l). Cependant, aux Jjours
28 et 42, nous atteignons les plus hauts taux décelés dans
des échantillons, soit 16 et 1500 mg.g—l. Par la suite, nous
assistons & wune baisse graduelle d’activité dans les
fractions solides et ce Jjusqu’au jour 152, ou nous avons une
concentration d’environ 0.6 mg.g—l. Par contre, entre les
Jours 42 et 84, le Jjour 70 fait exception en démontrant une

tres forte perte d’activiteé.

Maintenant, en ce qui concerne les décomptes de spores
(tableau 8), ceux—-ci demeurent stables et élevés entre les
jours 14 et 28 pour ensuite subir une baisée (diminution
d’environ la moitié) entre les jours 42 et 70. Au jour 84,
les décomptes remontent & des valeurs semblables a celle du

premier mois, mais entre le Jjour 84 et 98, il y a de nouveau
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une baisse des valeurs (environ quatre fois). Finalement, les
décomptes demeurent stables et peu élevés entre les jours 98

et 152.

Les décomptes de cellules végétatives (tableau 8) de
leur co6té montrent deés le début (jour 14) un tres haut
décompte qui diminue cependant de moitié des 1la semaine
suivante (jour 21). Au Jjour 28, les cellules végétatives
remontent & une valeur plus élevée, mais intermédiaire aux
deux précédentes. Les cellules végétatives subissent une
autre baisse au jour 42 (diminution de moitié par rapport au
jour 28) et demeurent stables Jjusgu’au Jjour 98 (valeurs
‘statistiquement semblables). Entre le Jjour 98 et 112, il y a
une augmentation d’environ trois fois du décompte pour
finalement subir une nouvelle baisse d’environ quatre fois au

jour 152.

Pour 1les protéases, on s’apercoit que les valeurs

varient soit a8 la hausse ou & la baisse tout au long de la

saison d’échantilionnage. Dans ce cycle on remarque deux des
plus fortes quantités de protéases obtenues (incluant tous
les substrats) soit, 41.4 (jour 70) et 46.0 u.a.e./ ml (Jjour
112).

111.2.5 Substrat SEDIMENTS (tableau 9)

Apres 7 Jjours seulement, i1 ne reste que 4 9 de

l1’activité initiale dans 1a fraction liquide (tableau 9). A
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partir du jour 14, déja nous ne détectons qu’a de tres
faibles concentrations (inférieures a 0.1 mg.L-l) la présence

de toxicité (tableau 9).

Au niveau des fractions solides (tableau 9), le méme

phénomene se produit; une faible activité de 1’ordre de 2.35

rng,L_1 peut étre détectée dans le premier échantillon.

Toutefois, & partir du Jjour 14, nous ne détectons qgu’a de

tres faibles concentrations la présence de toxiciteée.

Pour les comptes de spores (tableau 9), les reésultats
montrent que le décompte du jour 7 présente une tres haute
valeur mais que par la suite, entre les Jjours 14 et 28, les
décomptes sont nettement plus bas (entre 6 et 9 fois plus
bas) mais stables. Au jour 42, les spores remontent & une
tres haute valeur (augmentation de sept fois par rapport au
jour 28). Suite a cette forte hausse, les valeurs diminuent
de nouveau mais de facgon graduelle pour atteindre au jour 98
une valeur similaire a celle du Jjour 28. Au jour 112, on
augmente d’un peu plus du double le nombre de spores du Jjour
98 pour finalement resubir wune forte perte (diminution
d’environ 6.5 fois) au Jjour 152. Notons ici que c’est la
premieére fois qgue nous retrouvons certains décomptes de
spores aussi élevés (jour 7 = 600, jour 42 = 780, jour 70 =

420).
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Pour 1les comptes de cellules végétatives (tableau 9),
ceux-ci montrent I1le méme cheminement que les spores‘au cours
du premier mois. Au Jjour 7, le compte de cellules végétatives
est trés élevé, mais entre les Jjours 14 et 28, les décomptes
diminuent quelque peu, mais demeurent stables. Au jour 42,
les cellules végétatives subissent une baisse, mais remontent
dés le Jjour 70 pour de nouveau baisser au Jjour 84 & une
valeur équivalente a celle du Jjour 42. Une augmentation
d’environ trois fois survient au jour 98, pour encore revenir
au taux précédent au Jjour 112 et finalement demeurer stable
jusqu’au jour 152.

Pour les protéases, les valeurs cyclent, d’une valeur
haute & basse, a partir du Jjour 7 Jjusqu’au jour 70. A partir
du jour 84, les valeurs demeurent stables et basses jusqu’a
la fin, exception faite du jour 98 ou nous retrouvons la plus

forte valeur Jjamais enregistrée, soit 47.6 u.a.e./ml.

IT1.3 TEMPERATURE ET pH (figure 9)

Le pH demeure treés stable durant toute la saison, les
valeurs allant de 5.8 (au début et a la fin de la saison) a

6.0 (Aau milieu de la saison).

Pour la température, elle a fluctuée selon la saison. La
valeur moyenne pour les températures minima au cours de 1la
saison d’échantilionnage fut de 13.7° C tandis que la valeur

moyenne pour ltes températures maxima fut de 17.5° C.
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Les plus gros écarts de temﬁérature entre la température
minimum et maximum lors d’un échantillonnage furent aux jours
42, 70, et 152 avec des écarts respectifs de 6.0°, 5.0° et
10.0° C. La plus basse température fut enregistrée entre le
12 septembre et le 23 octobre 1985 (jours 112 et 152) et
était de 6° C, tandis que:  la plus haute fut enregistrée entre

le 1°7 et le 29 aout 1985 (Jjour 70 et 98) et était de 22° C.
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TABLEAU 4
Pourcentages moyens de mortalité des témoins "eau du lac" et
"TEKNARR HPD sp- cr-".
Témoin Fraction Substrat # Témoins % moyen mort.*
Eau 5 1.85 %
Veg A 5 1.93 %
Liquide Veg B 5 0.44 9
Sédiments 5 0.70 %
Eau du Périphyton 4 1.13 %
lac
Veg A 5 0%
Solide Veg B 5 0 %
Sédiments 5 0 %
Périphyton 4 0 %
Eau 3 4.56 9,
: Veg A 3 0.77 %
Ligquide Veg B 3 2.22 %
Sédiments 3 0%
R Périphyton 3 0.75 %
HPD
sp—- cr-— Veg A 3 0 %
Solide Veg B 3 0 %
Sédiments 3 0 %
Périphyton 3 0 %
® Chez les témoins faits avec de 1’eau distillée non-
déminéralisée, on ne dénombrait aucune mortalité (0 % de

mortalité).
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TABLEAU 5

Nombre de spores, de cellules végétatives et d’unités de

protéases contenues dans le témoin TEKNARR HPD scellé.

JOURS HPD SCELLE
SPORES C.VEG. PROTEASES
(UFC/m1) (UFC/m1) (u.a.e./ml)
. e R N
14 22" 37 14.8
21 ——— _— ——
28 ——— —— ———
42 30 60 12.8
70 57 23" 9.4
84 —— —— S
98 65 2.3" 6.7
112 — —— ———
.

152 62 0.3 7.2

* Voir le texte dans MATERIEL ET METHODES (p. 53) sur les

comptes inférieurs a 30 colonies.
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TABLEAU 6

Nombre de spores, de cellules végétatives et d’unités de

protéases contenues dans 1‘eau du lac.

JOURS EAU DU LAC
SPORES C.VEG. PROTEASES
(UFC/m1) (UFC/m1) (u.a.e./ml)
7 * ———— - — ————
14 118 176 4.0
21 58 70 4.5
28 26 30 2.2
42 176 250 6.1
70 19 17 2.5
84 76 70 12.0
o8 46 13 10.6
112 42 30 33.2 .
152 93 126 21.4

* Données non-disponibles
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Nombre de spores, de cellules végétatives et d'unités de

TABLEAU 7

79

protéases contenues dans les fractions liquides du
périphyton.
JOURS PERIPHYTON
SPORES C.VEG. PROTEASES
(UFC/m1) (UFC/m1) (u.a.e./ml)
7 ——— —_— _—
14 — _— _—
21 — —— ——
28 * ———— ———— ————
42 117 93 14.6
70 127 100 21.5
84 135 120 20.0
98 : 87 70 10.4
112 127 30 32.6
152 233 80 15.9
* Ceci correspond au jour 0 pour les échantillons

pér iphyton.
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Nombre de spores,

protéases contenues dans

TABLEAU 8

de cellules végétatives et d’unités de

végétation A et de

les fractions

liguides de la

la végétation B.

82

JOURS VEGETATION A VEGETATION B
SPORES C.VEG. PROTEASES SPORES C.VEG. PROTEASES
( UFC/m1 ) (u.a.e./ml) ( UFC/m1 ) (u.a.e./ml)
7 123 117 6.6 e - e
14 107 93 8.6 255 422 26.6
21 233 100 9.2 230 200 21.6
28 223 280 34.5 230 336 9.2
42 13 33 28.7 110 150 15.8
70 206 121 29.4 118 166 41 .4
84 40 60 21.6 260 103 23.4
o8 103 97 30.0 60 120 23.8
112 13 33 13.6 57 390 46.0
152 16 53 17.2 13 100 16.2

*  Données non—-disponibles
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TABLEAU 9

Activité toxique résiduelle (fraction liquide et solide),
nombre de spores, de cellules végétatives et d’unités de

protéases contenues dans les sédiments.

JOURS SEDIMENTS

ACTIVITE TOXIQUE* SPORES C.VEG. PROTEASES

(liquide)* (solide)* (UFC/m1) (UFC/mi) (u.a.e./ml)

7 4.13 2.35 600 400 19.6
14 "* 0.00 0.00 67 290 9.2
21 0.00 0.00 83 323 32.8
28 06.00 0.00 107 323 16.0
42 0.00 0.00 780 136 25.4
70 0.00 0.00 420 290 20.8
84 6.00 0.00 173 137 10.2
98 0.00 0.00 106 443 47.6
112 0.00 0.00 256 150 14.8
152 6.00 06.00 40 190 10.4
* Les unités de l’activité toxique sont en mg.L_l.

bl La valeur 0 signifie ici des valeurs inférieures a

0.1 mg.L_l.
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CHAPITRE 1V

DISCUSSION

L’objectif de ce projet était d’étudier la persistance
de la toxicité d’une formulation & base de B.t.i. en milieu
aquatique et de déterminer 1’effet de quelques parametres

pouvant influencer cette toxicite.

Aprés avoir décrit les différents résultats obtenus
(Chapitre I111), analysons maintenant ces données de facon
individuelle ou comparée, de fagcon a voir les effets produits
sur la persistance de notre Iinsecticide. Nous verrons tout
d’abord les résultats des différents témoins et par la suite

ceux obtenus avec les cing substrats.

IV.1 LES TEMOINS

IV.l.1 Les témoins sans B.t.i. (avec membrane)

En ce qui concerne ces témoins, nous avions convenu dans

le Chapitre 11l1.1 que les témoins contenant les divers
substrats plus de 1“eau du lac et ceux contenant les
R

substrats plus du "TEKNAR HPD sp- cr-" serajient tous
considérés comme négligeables étant donné leurs trés faibles

valeurs.
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L’absence de toxicité dans ces témoins durant la durée
des expériences est intéressante car cela nous démontre
qu’une augmentation potentielle de toxicite, dans les
échantillons contenant du B.t.i. et les divers substrats,
serait causée par les cristaux, et non pas provogquée par une

toxicité intrinseque développée par les substrats.

Ces témoins négatifs nous ont aussi permis de constater
que les chambres environnementales ont bien remplies leur
réle. Les éléments nutritifs ont bel et bien diffusés a
travers 1la membrane, permettant aux algues microscopiques
contenues dans 1’eau du lac de coloniser Ilégérement tout au
long de la saison les parois internes des chambres
environnementales, Les échantillons contenant le B.t.i. ont
donc pu bénificier de ces mémes avantages. De plus, si
certains éléments toxiques ont pu étre produits par les
substrats, 1’absence de toxicité nous i{indique qu’ils ont
diffusés rapidement & travers la membrane pour se diluer dans

1“environnement externe.
IV.1.2 Les témoins avec B.t.1. (avec couvercle)

Chez les témoins "TEKNARR HPD scelle" (falts avec de
1“eau distillée stérile et non de 1’eau du lac), on remarque
que l1’activité toxique se maintient &8 un niveau treés élevé au

début de Ja saison d’échantillonnage, soit pendant les
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quarante premiers jours (figure 4). Les températures froides
regnant a8 ce moment (figure 9) pourralt expliquer cette
stabilité. Par la suite, la toxicité subit une treés forte
baisse entre les Jjours 42 et 98, Jjusqu’a 5% de l’activite
initiale. Finalement, au Jour 152, la toxicité atteint le

seuil de 2% de l1’activité de départ.

Etant donné les faibles quantités de protéases présentes
dans ces témoins (tableau 5), {1 est alors peu probable que
cette forte baisse ne soit associée seulement qu’a 1’effet
protéolytique. L’adsorption des cristaux aux parois de verre
de la chambre environnementale, doit aussi étre une hypothése
a envisager. Nous avons aussi remarqué que plus la saison
avancait, plus 1a suspension larvicide & 1’intérieur des
chambres environnementales avaient tendance & floculer. Bien
que les échantillons furent bien brassés 1lors des essalis
biologiques, i1 se peut que 1’aggrégation des cristaux ait

contribué a cette forte perte d’activite.

Dupont et Boisvert (1986), qui ont aussi étudié 1la
persistance du B.t.i. en milieu aquatique & 1’aide de

chambres environnementales, ont remarqué que dans les témoins

TEKNARR scellés (faits de 1la méme fagcon que nous), la

suspension larvicide avait auss{ tendance-a floculer.

Dans leurs expériences avec les témoins scellés,

1’échantillon reécolté aprés 160 jours avait conservé une
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toxicité correspondant & environ 33% de 1’activité originale,
ce qui est relativement élevé par rapport au 2% que nous
avons obtenu. Il faut cependant mentionner que leurs
conditions expérimentales étaient tres différentes des

ndbtres.

I1ls ont employé une formulation de TEKNAR® wDC

R

visiblement tres différente de 1a ndtre (TEKNAR  HPD); a une

concentration vingt fois plus Forte>(2000 mg.L"l par rapport

a 100 mg.L”!

) et de plus, la surface de contact avec les
parois était plus petite, car leurs chambres avaient un
volume de 125 ml par rapport aux ndtres qui étaient de 525

ml. Si 1’adsorption joue un rdéle dans la perte de toxicité,

elle sera plus évidente dans nos échantillons.

[ls se peut aussi que les protéases contenues dans le
WDC soient en trop faibles quantités pour Jjouer un roéle
significatif sur la perte de toxicité. Dupoﬁt et Boisvert
(1986) n’ayant pas faits de tests de protéases. sur leurs
échantillons, il nous est donc impossible de prendre ce

parametre (protéases) pour comparer nos résultats.

Chez nos témoins scellés, on remarque que c’est a partir
du jour 42 que les cellules végétatives commencent a baisser.
Ceci peut s’expliquer par Jle fait qgue les nutriments
commencent &8 étre moins abondants, aucun nouvel apport ne

pouvant provenir de 1’extérieur. Cette baisse des cellules
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végétatives se falt au profit des spores qgul augmentent de
fagon graduelle Jusqu’aé la fin., Cette faible hausse des
spores ne semble toutefois pas assez significative pour se
traduire en une augmentation de toxicité (reladchement de

nouveaux cristaux).

La baisse des cellules végétatives au profit d’une
augmentation de spores correspond bien ici au principe
voulant que dans des conditions Inadéquates, 1les cellules
végétatives s’autolysent ou sporulent (voir Chapitre 1.3,
page 28). Nous verrons cependant plus loin que ce principe

n‘est pas toujours respecté avec rigueur.

Pour les protéases, leur baisse graduelle peut
s’expliquer par le fait qu’elles ont le pouvoir de
s’autodigérer. Etant donné le systéme scellé (pas d’apports
extérieurs), la qgquantité de protéases baisse donc de facon

graduelle Jusqgu’a la fin.

IV.2 LES SUBSTRATS

Suite aux résultats décrits au Chapitre I1Il, si on
examine 1’ensemble des variations de toxicité du B.t.i. en
présence des différents substrats utilisés, on constate que
1“on peut regrouper ces dernfers en trois groupes :

1. Les substrats "Eau du lac" et "Périphyton
2. Les substrats "Végétation A" et "Végétation B"

3. Le substrat "Sédiments"
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IV.2.1 Substrats "Eau du lac" et "Périphyton"

Sf nous reprenons le substrat "Eau du lac", on remarque
que l’activite toxique, apres eétre demeurée stable Jjusqu’au
Jour 28, subit une tres forte baisse au Jjour 42 (figure 5).
Il semble donc que les températures froides rencontrées
Jusqu’au jour 28 (figure 9) aient pu avoir une fnfluence sur

la persistance de la toxicite.

Dupont et Bolsvert (1986) avaient constaté 1le méme
phénoméne apreés 43 jours, sauf que dans leur cas, |‘activite
avait subit par la suite une hausse, tandis que nous, la

toxicité demeure a un bas niveau jusgqu’a la fin de la saison.
Cependant, ces auteurs avaient observé un recyclage de spores

beaucoup plus importants que le nétre (0 a 106 spores/ml).

La température semble étre un facteur Iinfluencant la
persistance de 1’ insecticide en milieu aguatique. En effet,
la forte baisse d’activité entre les jours 28 et 42, coincide
avec une augmentation de la température maximale dans le lac
(figure 9). 11 est peu propable que la température méme soit

responsable a elle seule de cette baisse. Cependant, elle a

pu influencer la floculation des cristaux a 1’intérieur des
chambres ou augmenter 1’activité protéolytique dans ces
derniéres. De plus, cette hausse de température a

certainement accéléré le processus de colonisation des parois
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internes des chambres, pouvant occaslionner alnsi une

augmentation de 1’adsorption des cristaux sur ces parois.

Lors de nos sessfions d’échantillonnage, nous avons
aussi relevé le pH de 1’eau, pensant que celui-ci pouvait
jouer un rédéle sur la persistance. Etant donné les valeurs de
pH enregistrées (pH 5.8 a8 6.0; figure 9), nNnous ne pensons pas
que _celui—ci ait pu Jouer un roéle important sur la
persistance. Ces valeurs l1égérement acides n’‘affectent
cependant en rien les cristaux; ces derniers étant plus

sensibles (dénaturation) a des pH basiques (pH 10 = 11).

Le tableau 6 nous montre qu’il y a eu recyclage de
spores au cours de la saison (augmentation au moins du double
des décomptes, soit aux jours 28-42, 70-84 et 112-152), mais
nous ne détectons aucune augmentation de la toxicité dans nos
échantillons. On sait qu’en théqrie. un recyclage de spores
coincide avec 1la production et 1le relachement de nouveaux
cristaux, amenant ainsi 1’éventualité d’une augmentation de

la toxicité.

Cependant, comme nous 1°avons vu au Chapitre [I.3
(Situation de 1’étude), un nouvel apport de cristaux ne
signifie pas nécessalirement qu’il y aura une augmentation de
toxicité dans nos échantillons. Divers facteurs peuvent
dégrader, dénaturer ou méme rendre inaccessibles ces nouveaux

cristaux.
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Chez 1les autres substrats, les périodes ou i1 y a
recyclage de spores (Périphyton : Jour 112-152; Végétation A
: Jours 14-21, 42-70 et 84-98; Sédiments : Jours 28-42 et 98-
112) ne coincident nullement avec wune augmentation de
toxicité, sauf dans le cas de la Végétation B au niveau de la

fraction solide entre les Jours 70 et 84.

Il est toutéFois intéressant de noter qu’au moment, ou
il y avait des recyclages de spores, le taux de protéases
était généralement élevé. Ces fortes quantités de protéases
peuvent provenir d’un apport extérieur et/ou des protéases
libérées lors de la lyse des cellules végétatives qui se
produit lors de la phase finale du processus de sporulation.

Ceci pourrait expliquer le fait que nous n’avons pas observeé

d’augmentation de toxjcité dans les échantillions; les
protéases deétruisant au fur et & mesure les cristaux
produits.

De plus, nous avons noté que plus la saison
d’échantillonnage avancait, plus 1’intérieur des chambres
environnementales se couvrait de périphyton (comme dans le

cas des témoins). En plus des protéases qui peuvent dégrader

nos cristaux, i1 se peut aussi qu’une certaine quantité de
cristaux s’adsorbent au périphyton couvrant les parois
internes des chambres environnementaies. Back et 1 (1985)

ont en effet démontré que des organismes brouteurs, tels les

biépharicéridés, pouvaient subir 1’effet larvicide du B.t.i.
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lorsqu’ils broutafent du périphyton ayant eété préalablement
mis en présence de B.t.i.. Etant donné que 1les cristaux
pouvaient s”adsorber aux parois au fur et a mesure de leur
production, nous ne pouvons donc pas envisager une

augmentation de toxicité dans la fraction liquide.

Chez le substrat "Eau du lac", ainsi que chez les autres
substrats (sauf le périphyton), la période entre les jours 28
et 70 montre aussi de fortes variations dans les comptes de
cellules veégétatives. Ces variations ne sont toutefois pas
corrélées avec les comptes de spores. En théorfie (comme pour
les témoins "TEKNARR HPD scellé"), wune augmentation de
cellules végétatives devrait coVncider avec une baisse dans
les décomptes de spores. Celles-ci devraient germiner pour
donner des cellules végétatives, [l faut cependant se
rappeler, que des conditions jugées favorables pour permettre
la reproduction des cellules végétatives ne sont pas
nécessalrement des conditions qui permettent de déclencher la
germination des spores. [1 faut donc étre prudent, une
augmentation des cellules végétatives ne sera pas

obligatoirement associée a une baisse des spores.

Toutefois, une baisse dans les décomptes de cellules
végétatives devrait généralement correspondre a une
augmentation des spores dans le cas oU nous rencontrons des
conditions défavorables a la croissance des cellules

végétatives. Il n’y a cependant qu’a un seul endroit ou ces
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énoncés théoriques semblent s’appligquer, soit entre les jours

98 et 112 chez le substrat "Sédiments" (tableau 9).

L’effet combiné de divers facteurs tels la température,
la quantité de protéases et le type de substrat peuvent étre
une cause de ceé résultats non-conformes. La présence d’un
substrat solide peut aussi causer 1|‘adsorption des spores et
des cellules végétatives (comme dans le cas des cristaux) et
ainsi jouer un rdéle non-négligeable dans 1’interprétation de

ces décomptes.

Il se peut aussi que les conditions que nous Jjugeons
favorables pour la croissance des bactéries (température,
nutriments, pH, etc...) ne soient pas nécessairement les

conditions idéales pour Bacillus thuringiensis var.

israelensis, qui n’est pas dans son élément naturel dans un

milieu aquatique. Lovell et Konopka (1985), qui ont étudié
1’effet de la température sur la production bactérienne dans
les lacs, mentionnent que pour les bactéries retrouvées
habituellement en milieu aquatique, 'une production maximale
n‘est pas atteinte tant que la température est sous le seulil
de 25° C. Etant donné que ce seuil ne représente qu’un

’

optimum saisonnier (gui dans notre cas n‘a jamais été
atteint), ces bactéries doivent alors s’adapter & des
conditions suboptimales pendant la majeure partie de 17année.

Pour ces bactéries, une réduction de température agit

fortement sur leur productivité. Il est alors permis de
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croire que des variations de température peuvent aussi
affecter la croissance de B.t.i. et ainsif expliquer en partie

les décomptes de cellules végétatives obtenus.

En milieu naturel, 1les conditions Iinfluencant 1la
croissance bactérienne varient surtout en fonction de 1la
température. On peut donc penser que dans la méme Journée, on
ait des éonditions favorisant 1la croissance des cellules
végétatives, des conditions favorisant 1la germination, en
plus des conditions favorisant la lyse des cellules
végétatives. Ce que nous observons dans nos échantillons

représente la résultante de ces conditions.

On pourrait aussi expliquer les variations dans les
décomptes de cellules végétatives par le fait qu’il y a pu
avoir broutage de la part du =zooplancton présent dans les
chambres environnementales. Cependant, sur ce point, les
auteurs ne sont pas tous d’accord. King et al (1980)
mentionnent que le =zooplancton a une tres faible influence
sur la population bactérienne, tandis que Fenchel (1980) a
montré que le broutage des microorganismes pouvait affecter
la densité bactérienne retrouvée dans 1“environnement
aquatique. Des calculs ont démontré que dans un_environnement
cétier (océan), ces organismes pouvaient exploiter Jusqu’a
60% de 1la biomasse bactérienne produite (Fenchel, 1982;
Linley et al, 1983). De plus, mise & part le broutage, la

biomasse bactérienne peut étre affectée par une lyse
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occasionnée par des prédateurs viraux ou bactériens (Casida,

1980) .

Maintenant, considérons le substrat "Périphyton", qui
fait exception par rapport aux autres substrats, étant donné

le délal pour la mise &8 1’eau des chambres environnementales.

Pour la fraction liquide des échantillons contenant le
périphyton, la courbe de 1’activité larvicide résiduelle en
fonction du temps (figure ©6) suit un cheminement trés
similaire &8 celle du substrat "Eau du lac". Tout comme ce

dernier, nous notons une perte d‘un peu plus de 50% de
l"activité initiale et ce apreés un premier temps de contact

de 14 jours avec le milieu aquatique.

Contrairement au substrat "Eau du lac" qui montre une
stabilite relative de l’activité pendant environ deux
semaines dans le premier mois de 1’expérimentation, le
substrat "Périphyton" subit dés le début une baisse graduelle
de son activité résiduelle. I1 faut se rappeler que ces
échantillons contenafent plusieurs lames de verre colonisées
par le périphyton (350 cm2)- Le fait «que dans ces
échantillons, les cristaux ont une forte possibilité d’étre
adsorbés sur le périphyton, peut expliquer cette perte rapide
de 1la toxicité dans 1la fraction liquide. 11 faut aussi
prendre en considération que les échantillons du subtrat "Eau

du lac" ont été placés dans le lac un mois avant ceux du
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substrat "Périphyton" et que les conditions de températures
régnant a8 ce moment (températures froides; Minimum : 11° C ,
Maximum : 17° C; figure 9) aient pu contribuer a cette plus

longue stabilité.

De plus, deux autres points communs caractérisent ces
substrats. Premierement, on s’apercoit que les protéases
(tableaux 6 et 7) montrent des valeurs équivalentes a partir
du Jour 98 Jjusgu’au Jjour 152. Cependant, chez la substrat
"Pér iphyton", les décomptes de spores et de cellules
végétatives sont assez stables mais & des valeurs plus
€élevées que chez le substrat "Eau du lac". La présence d’une
plus grande qguantité d’éléments organiques (périphyton) peut
expliquer cette différence. Deuxiemement, un recycliage de
spores peut étre constaté entre les jours 112 et 152 (tableau
7) et tout comme chez 1le substrat "Eau du lac", aucune
augmentation de la toxicité n‘a pu étre observée. Des raisons
similaires & celles évoquées précédemment pour 1°"Eau du tlac"
peuvent aussi étre considérées dans ce cas-ci (haut taux de
protéases, adsorption aux lames et aux parois de la chambre

environnementale, floculation)

Pour la fraction solide des échantillons de périphyton,

nous avons obtenu avec le premier échantillon, une activité
résiduelle de 12 mg.L“l (figure 6). Celle—-ci est tres
significative si 1’on considere que lors de la mise a 1’eau

des échantillons, le périphyton était exempt de tous
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cristaux, et qgu’en plus, les témoins "Périphyton" sont
négatifs.

Cependant, les échantillons 2 a 10 ne démontrent aucune
activité résiduelle (figure 6), ce qui théor iguement

semblerait peu probable compte tenu du fajit que le temps de

contact est plus long entre les cristaux et le périphyton.

Il faut toutefois mentionner gque la méthodologie employée
n‘a pas toujours été la méme lors des essais biologiques sur

la fraction solide des échantillons de périphyton.

Pour 17échantillon 1, nous avons remis en suspension dans
l1’eau, le périphyton récolté (environ 0.5 g en poids humide).
Celui-ci demeurait sous forme d’aggrégats, et nos dilutions
sérielles faites 1lors des essais biologiques ont pu étre
faussées & cause de la présence des aggrégats. Nous avons
donc décidé, pour les échantillons 2 a 10, de broyer le
périphyton pour éviter ces erreurs, mals sans toutefois avoir
fait au préalable des tests sur 1‘effet du broyage sur les

cristaux.

Nous ne pouvons pas dire si ce n’‘est que par pure
coincidence, mais c‘est a partir de ce moment gue nous ne
retrouvons plus de toxicité dans nos fractions solides. Les
cristaux ont peut-étre alots été rendus inactifs par le
broyage. En effet, Guillet (communication personnelle) a

observé une treés forte perte d’activité (de 1’ordre de 95%)
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apres homogénéisation mécanique (blender) d’une suspension de

B.t.i..

Bien que ces erreurs expérimentales ne puissent nous
permettre d’affirmer qu’il y avait encore de la toxicité sur
le périphyton des échantillons 2 a 10, nous avons tout de
méme prouvé que des cristaux pouvaient s’adsorbér sur le
périphyton et eétre toxiques. Nos résultats sont en accord
avec Back et al (1985) qui avaient démontré aque du
périphyton, apres avoir été mis en présence de B.t.i.,
devenait toxique pour des organismes brouteurs tels les
blépharicéridés. De plus, Dupont et Boisvert (1986) avaient
constaté dans des expériences similaires, que 1la toxicitée
disparaissait trés rapidement dans la fraction 1iquide, quand
une suspension de B.t.i. était mise en présence de cailloux
recouverts de périphyton. Ces auteurs, méme s’ils n‘ont pas
démontré que le périphyton était toxique, avaient expliquer
cette observation par 1|’adsorption des cristaux sur Ile

périphyton.
IV.2.2 Substrats "Végétation A" et "Végétation B"

Si 1“on prend la Végétation A, on remarque que
1’hypothése, ou 1’on mentionne qu‘une perte d’activité dans
la fraction liquide irait au profit de la fraction solide,
est renforcée par les résultats obtenus dans les 14 premiers

jours (figures 7 et 8). En effet, une faible toxicité dans la
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fraction liquide coVYncide avec de forts taux d’activité dans
la fraction solide, Iindiquant qu’il y & eu adsorption de

cristaux sur la végétation.

Par contre, un phénoméne de désorption est aussi observeée
des le Jjour 28. Une augmentation significative survient alors
dans la fraction liquide entre les Jjours 28 et 42 (figure 7)
et celle-ci pourrait possiblement étre expliquée par une
désorption de cristaux provenant de la fractfion solide, cette
derniére montrant une baisse de toxicité &a cette méme

pérfode.

Apreés une stabilité de l;activité Jusqu’au jour 70 dans
la fraction liquide, une nouvelle baisse est observée entre
les Jours 70 et 84. Celle-ci pourrait étre occasionnée par 1)
une dégradation par les fortes quantités de protéases
présentes & ce moment (tableau 8), 2) une adsorption aux
parois de la chambre environnementale ou 3) une réadsorption
sur la végétation (on ne dénote cependant aucune hausse
d'acfivité significative sur la fraction solide durant cette

période).

Si on considére maintenant les spores et les cellules
végétatives chez la Végétation A, la période entre les Jjours
28 et 70 montre de fortes variations dang les décomptes. Bien
qu’il y ait eu recyclage de spores (Jjours 14-21, 42-70, 84-

98; tableau 8), l1’activité dans la fraction liquide ne subit
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aucune augmentation de toxicité durant ces périodes. 11 faut
fci mentionner, que la période entre les jours 28 et 98
représente le moment ou nous retrouvons les plus fortes
quantités de protéases (moyenne : 28.8 u.a.e./ml; tableau 8).
Ces fortes quant{tés peuvent inhiber un nouvel apport de
cristaux lors du recyclage et aussi contribuer & garder de
faibles taux d’activité dans la fraction solide (taux

inférieurs a | mg.g_l) 8 partir du jour 21.

Chez les échantillons de la Végétation B, on constate que
la toxicité demeure élevée dans la fraction liquide pendant
les 21 premiers Jjours, pendant que pour la méme période, la
fraction solide montre de faibles taux (figures 7 et 8).
Cependant, comme pour la Veégétation A, des phénoménes
évidents d’adsorption sur la végétation sont observés entre

le Jour 21 et 28 (figures 7 et 8).

La fraction liquide demeure par la suite stable a un
taux moyen d’activité d’environ 25% de Il‘activité finitiale
jusqu’au Jour 112. Pour 1la fraction solide, la toxicite
demeure élevée Jjusgqu’au Jour 112, sauf entre les Jours 42 et
70. A ce moment, une trés forte perte d’activité (la plus

forte Jamais enregistrée) s’est produite.

Cette forte perte d’activité dans 1la fraction solide
pourrait lafisser présager une augmentation de la toxicité

dans la fraction ligquide dd & une désorption. Mais tel n’est
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pas le cas, l’activité dans la fraction 1liquide demeure
stable, mais un des taux les plus élevés jamais rencontrés
chez les protéases (jour 70; tableau 8) coincide avec cette
période. Les protéases pouvant alors jouer un rbéle de
régulateur dans ces échanges de cristaux entre 1la fraction

liquide et solide.

Entre les Jours 70 et 84, on remarque que la toxicité
remonte & de trés fortes valeurs dans la fraction solide.
Cette hausse pourrait étre associée & un recyclage de spores
ol pour la premiere fois (en considérant tous les substrats),

une augmentation de toxicité y serait corrélée.

Maintenant, comparons nos deux types de végétation pour

voir 1’influence sur le comportement de 1’activité toxique.

Au début de la saison d’échantillonnage, la Végétation A
montre beaucoup d’activité toxique au niveau de la fraction
solide au détriment de la fraction liquide (figures 7 et 8).
Plus tard dans la saison, la fraction solide se stabilise &
un niveau plus bas qu’en début de saison, tandis que la
fraction 1liquide atteint un plus fort taux d’activité en
milieu de saison (figure 7 et 8). Pour la Végétation B, c’est
1" inverse quf se produit. La fraction = liquide est
caractérisée par de forts taux d’activité en début de saison
pour ensuite se stabiliser a des taux plus bas (figure 7). Du

coHté de la fraction solide, les plus hauts taux d’activité se
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situent en milieu de saison (figure 8). De plus, en comparant
nos reésultats, on constate que la Végétation B (composée de
racines et de feullles de graminées décomposées) adsorbe
beaucoup plus de cristaux que la Végétation A (feuilles plus

larges) du & sa plus grande surface de contact (figure 8).

Il est important de remarquer que pour les deux types de

végétation, il reste environ 207 d’activité dans les
fractions liquldes au jour 112 (figure 7) par rapport aux
taux obtenus & 1la méme période pour les fractions 1liquides

des substrats "Eau du lac" et "Périphyton", soit en moyenne
2% d’activité (figures 5 et 6). La présence du substrat
"végétation" semble favoriser une plus grande persistance de
l“activité dans la fraction liquide par rapport a des

échantillons ne contenant pas de substrats solides.

Toutefois, dans la cas du substrat "Périphyton", la trés
faible quantité de substrat (environ 0.5 g en poids humide
par échantillon) ne nous permet pas d’étre aussi catégorique
sur 1’énoncé précédent. S°i11 nous était possible d’avoir dans
nos chambres environnementales une quantité équivalente a
celle de la végétation (environ 30 g), nous aurions peut-étre
obtenus des résultats similaires a8 ceux de la végétation. 11
ne faut pas oublier qu’aussi peu que 0.5 g de périphyton
avait montré une toxicité de 1|2 mg.L"'l avec le premier

échantillon de la fraction solide.
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IV.2.3 Substrat "Sédiments"

Pour le substrat "Sédiments", mise & part la période
entre les Jjours 28 et 70 ou 1‘’on retrouve encore ici de
fortes varfations dans les comptes de spores et de cellules
végétatives (tableau 9), la principale caractéristique réside
dans le fait qu’autant pour les fractions 1liquides et
sol ides, nous ne retrouvons de 1la toxicité, que dans le

premier échantillon.

Plusieurs raisons peuvent expliquer cette faible
activité. Dans 1la fraction liquide, la perte rapide serait
possiblement causée en majeure partie par 1’adsorption des
cristaux sur les particules des sédiments; nous constatons en
effet que le premier échantillon solide est devenu toxique.
Certains auteurs (van Essen et Hembree, 1982; Ohana et al,
1987) ont constaté ce fait, qui peut méme parfois sembler

frréversible.

Pussemier et de Borger (1984) mentionnent que

1 “adsorption des cristaux se ferait sSOous 1“effet
d’ interactions électrostatiques. Si ces liens sont le
moindrement puissants, il n’y aurait pas de possibilités de

désorption. Les cristaux adsorbés ont toutefois l'a chance de
pouvoir étre capturés, si 17aggrégat formé n’est pas trop
gros. Etant donné les interactions électrostatiques, {1 se

peut alors que Jles protéases de 1’intestin ne puissent
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s’attaquer aux cristaux et libérer la toxine. Comme on 1’a vu
aux Chapitre 1.3 (Situation de 17étude), pour qu’il y ait une
activité toxique, i1 faut que les cristaux soient capturés,

ingérés et digérés.

Mise a part les hypotheéses ci-haut mentionnées, i1 peut
toujours y avolir adsorption des cristaux sur les parois de la
chambre environnementale, en plus de 1|’effet des protéases

présentes dans les échantillons.

Dans la fraction solide, les principales causes pouvant
expl iquer la perte rapide d’activité sont 1) la non-
accessibilité des cristaux (mélangés aux sédiments), 2) la
possibilité de broutage de la part de certains
microorganismes présents dans les sédiments (West et al,

1982) et 3) une dégradation des cristaux par les protéases.

Dupont et Boisvert (1986) ont aussi démontré que la
fraction solide étafit devenue toxique apreés 21 Jjours & un
taux d’environ 8% de 1’activité initfale et demeura ainsi
pendant les 43 Jjours sufvants. Seulement, aprés ce temps, les
témoins "Sédiments" constitués d’eau de lac et de seédiments
devinrent aussi toxiques que les échantillons contenant le
B.t.i.. En ce qui nous concerne, seul le premier échantillon

montre de 1la toxicité &8 un taux d’environ 2.35 n‘ug.L—l

(tableau 9). Toutefois, nos témoins demeurent négatifs tout

au long de 1la saison d’échantillonnage (tableau 4). Cecf
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indique blen que 1la présence de toxicité observé dans
1“"échantillon | correspond bien a une toxiclité causée par le
B.t.i. et non pas a une toxicité intrinséque qui se serait

développée dans les sédiments.

En guise de conclusion, nous pouvons tirer de cette
étude sur 1la persistance de B.t.i. dans 1’environnement

aquatique, les principaux éléments suivants :

. De facon générale, nous constatons qu’il y a
persistance de la toxicité chez tous les substrats, mais a
des taux différents et pendant différentes périodes de temps.
Il est intéressant de souligner que pour tous les substrats
(sauf le périphyton), la période entre les jours 28 et 70
constituent un laps de temps ou beaucoup de changements se
produisent au niveau de 1’activité toxique, des spores et des
cellules végétatives (figures 4,5,6,7,8 et tableaux

596’79899).

Des expériences similaires, effectuées & 1’aide de
chambres environnementales par Dupont et Boisvert (1986), ont
aussi démontré de nombreuses variations dans 1’activité
toxique, les spores et les cellules végétatives durant Ila

méme période.

. Les spores peuvent se recyclier dans 1’ environnement
aquatique, mais de facon treés irrégulieére. Dupont et Bolisvert

(1986) ainsi que Mikhnovskaya et al (1987) ont aussi démontreé
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que les spores de B.t.i. poyvaient se recycler. Dans notre
cas, i1 semble que le recyclage ne soft pas assez important
pour provoquer une augmentation de toxicité dans nos
échantillons, considérant les phénomenes d’adsorption et de

dégradation des cristaux.

. 11 est intéressant de noter gu’en général, dans
les échantillons ou il y a présence d’un substrat solide
(impliquant une plus grande quantité d’éléments organiques),
nous avons des comptes de spores, de cellules végétatives et
de protéases plus élevés que par rapport au substrat "Eau du

lac".

. Les protéases peuvent jouer un roéle sur la
persistance. Cependant, il nous est impossible de quantifier
1“apport des protéases versus les autres facteurs pouvant
aussi affecter l1’activité toxique (adsorption, broutage par

d‘’autres organismes, etc...).

. On remarque aussi que toutes les baisses d’activité
semblent se produire en méme temps, soit vers le Jjour 42.
Cette période coincide avec une augmentation de la
température maximale et & une activité enzymatique plus

forte.

. En présence de substats naturels (sauf les sédiments),
la température froide semble augmenter le temps de

persistance de 1’ insecticide en milieu aquatique.
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. Des cing substrats testés, nous constatons que nous

pouvons les regrouper en trois groupes distincts :

1. Les substrats "Eau du lac" et "Périphyton" ou nous
constatons une perte rapide de la toxicité dans la fraction
liquide. Pour le substrat "Périphyton", nous avons démontreé

que les cristaux pouvaient y étre adsorbés.

2. Les substrats "Végétation A" et "Végétation B" ou
nous observons dans les deux cas la plus longue persistance
et ce autant dans la fraction liquide que solide. Le
phénomeéne d‘adsorption Yy est trés bien représenté, des
résultats démontrant Jlors des essalis Dbiologiques qu’un
morceau de végétation pesant aussi peu que 50 mg pouvait

occasionner 100% de mortalité.

3. Le substrat "Sédiments" ot 1’activité est disparue le
plus rapidement (entre 7 et 14 jours) et ce aussi bien dans

la fraction liquide que dans la fraction solide.
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ANNEXE A

Préparation d’eau phosphatéé.

Pour chague litre de solution d’eau phosphatée, on suit

la démarche suivante:

- 5 ml de M9804.7H20 0.2 M

- 1.25 ml de KH PO4 0.25 M

- on

Pour

Pour

- on

2

compléte 8 un litre avec de 1’eau distillée.

stérilise a8 1’autoclave.

faire le KH2P04 0.25 M :

dissout 34 g de KH PO4 dans 500 ml d’eau distillée.

2
ajuste & un pH de 7.2 avec du NaOH 1 N
dilue & un litre avec de 1’eau distillée.

faire le M9804.7H 0 0.2 M :

2
dissout 50 g de MgSO4.7H20 dans un litre d’eau

distillée.
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ANNEXE B

Gélose NYPC sélective au B.t.i.

Pour fabriquer le milieu NYPC (Nutrient agar, Difco;
Yeast extract, Difco; Polymixine B sul fate, Sigma;

Chlioramphénicol, Sigma), on proceéde de la fagon suivante

- Agar nutritif (Difco) : 23 g

- Extrait de levure (Difco) : 0.5 g

- On ajoute un litre d’eau distillée et on chauffe
Jusqu’a éclaircissement de la gélose (elle devient
translucide).

- On autoclave la gélose et quand la solution est
refroidie (60 a 65° C pour ne pas dénaturer les
antibiotiques), on ajoute 100 mg de sulfate de polymyxine B
et 1.0 mg de chloramphénicol par litre de milieu (les
antibiotiques ont preéalablement été préparés sous forme de

solutions concentrées et filtrés sur un filtre de 0.22 um).
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ANNEXE C

Préparation d’un tampon phosphate.

Pour la préparation d’un tampon phosphate, on suit la
démarche suivante :
- 19.5 ml de NaHZPo4.H20 0.2 M
- 30.5 ml de NaZHPO4 0.2 M
— on dilue a 100 ml avec de 1’eau distilleée.

— ceci nous donne un tampon phosphate 0.1 M a pH 7.
Pour préparer le N8H2P04.H20 0.2 M, on peése 27.8 g du
produit que 1°’on dilue dans un litre d’eau distillée.

Pour préparer le NaZHPo4 0.2 M, on pese 28.4 g du

produit que 1°’on dilue dans un litre d’eau distillée.



