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RESUME 

La persistance de 1 ' act i v i té toxique de Bac:: i 1 1 us 

thuringiensis sérovariété israelensis rut testée sur une 

pér i ode de 5 me i s dans 1 e mil i eu aquat i que. Des chambres 

environnementales contenant une préparation commerciale de 

B.t.i. ( 100 mg.L- 1 de produit formulé) et divers substrats 

nature 1 s (eau, séd i ments , végétat i on aquat i que, pér i phyton) 

furent ut i 1 i sés pour réa 1 i ser l'étude de pers i stance. Ces 

chambres environnementales rurent placées dans un lac 

dystrophe peu prorond et ret i rées à i nterva 11 es régu 1 i ers 

pour véririer l'activité résiduelle du produit. Avec le 

substrat "eau du lac", on dénote une actfvité résiduelle qui 

demeure stable à 50~ de la concentration initiale pendant le 

premier mois d'échantillonnage. Suite à cette stabilité, 

1 ' act i v i té tox i que déc 1 i ne brusquement à des concentrat ions 

i nréri eures à 5 mg. L -1 dès 1 a six i ème sema i ne. Pour 1 e 

substrat "périphyton", des résultats similaires sont obtenus . 

Cependant, 

1 ' act i vi té 

en présence 

résiduelle 

de 

dans 

deux 

la 

types de végétation, 

fraction 1 i qui de des 

échantillons démontre une rorte perte au prorit de la 

rract i on so 1 i de devenue tox i que. Dans ces échant i 1 lons de 

végétat i on, une hausse de tox ici té dans 1 a fract ion 1 i qu i de 



peut s'explfquer par un recyclage de spores ( relâchement de 

nouve 1 1 es tox f nes ) et/ou par une désorbt f on de cr i staux 

provenant de la 'fractfon 501 f de. Pour le substrat 

"séd f ment s" , autant pour 1 a 'fract f on 1 f qu f de que pour 1 a 

'fractfon solfde, l'actfvfté résfduelle est très 'fafble 

(fn'férfeure â 5 mg.L- 1), et ce dès la premfère semafne. 
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CHAPITRE 1 

1. INTRODUCTION 

1.1 HISTORIQUE DU BACILLUS THURINGIENSIS SEROVARIETE 

ISRAELENSIS. 

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

une classe à part dans 1 e monde bactér i en, à cause de son 

énorme potentiel pour le contrOle de plusieurs espèces 

d'insectes. Bien que d'autres bactéries soient d'excellents 

candidats pour leur utfllsation comme insecticides 

biologfques, seuls B. thurfngfensis (Bulla et §l, 1980) et B. 

sphaerfcus ont été produfts commercfalement avec succès dans 

plusieurs pays. 

Sa découverte remonte au début du vingtième siècle, plus 

précfsément en 1905, lorsqu'un scientfrique Japonafs fsola 

chez des 1 arves de vers à so i e ma 1 ades ( Bombyx mor i) une 

bactér i e qu' f 1 nomma Bac i 11 us sotto (1 sh f wata, 1905). Cette 

bactér f e, responsab 1 e des symptOmes observés chez 1 e ver à 

so i e, est auJourd' hu f connue sous l' appe 11 at i on de Bac i 11 us 

thurfnglensis sérovarfété sotto (sérotype H4a4b). 

Cependant, b f en qu' 1 sh f wata en 1905 rut 

remarquer que des bactéries pufssent être 

le premi er à 

la cause de 
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certaines maladies chez les insectes, 1 a dénomf nat i on 

Bac f 1 1 us thur i ng i ens f s rev f ent è un chercheur allemand du 

nom de Berliner. Ce dernier travailla entre 1909 et 1912 sur 

une ma 1 ad f e f nfect i euse de 1 a pyra 1 e méd i terranéenne de 1 a 

farine (Anagasta kuchniel la), retrouvée origfnalement dans 

1 es mou 1 i ns de 1 a v f 1 1 e de Thur i nge. 1 1 i so 1 a 1 a bactér i e 

causant l' f nfect f on et 1 a dés f gna sous 1 e nom de Bac i 1 1 us 

thur i ng i ens i s (Ber 1 f ner, 1915) en souven f r de 1 a ville de 

Thuringe. Aujourd'hui cette bactérie est désfgnée sous le nom 

de B.t. sérovariété thurfngfensis ou Berliner. 

Ces Bacfllus (sotto et thuringfensfs), de même que les 

autres sous-espèces de B.t., possèdent les prfncfpales 

caractéristfques suivantes ils sont gram posftffs, 

aérobfques facultatffs, capables de sporulatfon (spore ovale, 

subtermfnale non-déformante) et largement répandus dans 

l'envfronnement (de Barjac et Bonnefof, 1967). 

Phénotypiquement très proche de Bacfllus cereus 

(Carleton et Gonzalez, 1985), Bacfllus thuringfensis se 

distingue de cette dernfère espèce par sa proprfété de 

synthèse d'une f nc lus f on proté i n f que lors de son cyc 1 e de 

sporu 1 at i on. Cette i nc 1 us f on proté f n f que appe 1 ée "cr i sta 1", 

est pathogène pour les larves de certafns fnsectes. La 

présence d'une endotoxfne protéinique (delta-endotoxine) dans 

1 e cr f sta 1 (LUthy et Eberso 1 d, 1981) 

toxfcfté chez plus de 150 espèces 

est responsable de la 

de lépfdoptères, dont 



plus i eurs causent d' importants donvnages agr i co 1 es 

§I, 1985). Cette propriété fait de B.t. 

3 

(Bulla et. 

l'un des 

microorganismes les plus utilisés pour le contrOle des 

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

De façon généra 1 e, en plus de 1 a de 1 ta-endotox i ne, 

certains B.t. peuvent produire plusieurs toxines, soit : a) 

la bèta-exotoxine, b) l'alpha-exotoxine, c) plusieurs 

exoenzymes et protoxines ne démontrant aucune activité 

biologique (LUthy et Ebersold, 1981 )  • La bèta-exotoxine 

thermostable, moins spécifique que la delta-endotoxine, peut 

être toxique pour les mammifères tandis que l'alpha-exotoxine 

n'est produite que sous certaines conditions et présente peu 

d'intérêt dans le cadre d'un contrOle biologique. 

Avec ces découvertes, de nouveaux horizons semblaient 

s'ouvrir pour le contrOle biologique des insectes. Cependant, 

il n'en demeurait pas moins que les insecticides chimiques è 

cette époque avaient une très forte emprise sur ~ marché. Au 

fil des années, l'apparition de résistances aux insecticides 

chimiques, combinée è de plus grandes préoccupations 

environnementales, firent en sorte que l'idée d'utiliser des 

insecticides biologiques refit surface après une quarantaine 

d'années de silence. 

En que 1 ques années, 1 es recherches pour découvr i r de 

nouveaux produits et de nouvelles souches de bactéries 
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entomopathogènes progressèrent très rapidement. A la fin des 

années 50, de nombreuses bactéries pathogènes pour les 

lépidoptères avaient été isolées de plusieurs insectes 

(Delaporte et Béguin, 1955; Talalaev, 1956; Heimpel et Angus, 

1958; Isakova, 1958 ). Etant donné le nombre toujours 

croissant des nouveaux pathogènes, on a da procéder en 1962 

à la classification des différentes souches découvertes, afin 

de bien les distinguer. L'individualisation des diverses 

souches s'est fa i te par une étude séro log i que basée sur 1 a 

technique de l'agglutination flagellaire (de Barjac et 

Bonnefoi, 1962; Bonnefoi et de Barjac, 1963) et a permis de 

distinguer les 

fI age lIa ires) 

différents 

ainsi que 

sérotypes (différents antigènes 

les différents biotypes (mêmes 

antigènes flagellaires, mais différents biochimiquement). 

Jusqu'en 1977, toutes 1 es souches présenta i ent une 

caractér i st i que commune, so i t ce Ile de n'être tox i que que 

pour 1 es 1 arves de 1 ép i doptères . Ces diverses souches (au 

nombrè de 20) éta i ent caractér i sées par 1 es ant i gènes HI à 

H13 (de Barjac et Bonnefoi, 1973a,b; de Barjac et §l, 1977). 

Le B.t. n'était jusqu'alors uti 1 isé que pour lutter contre 

les insectes nuisibles rencontrés surtout en agriculture et 

en foresterie. 

Cependant, en 1977 on découvrit un quatorzième sérotype 

ayant une particularité très spéciale par rapport aux 

sérotypes précédents. Cette nouvelle souche, isolée · par 
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Go 1 dberg et Marga 1 i t (1977) è part i r de moust f ques morts 

provenant d'une mare en Israël, démontra un pouvofr larvicide 

très spécifique pour les larves de certains diptères 

aquatiques. Cette spécificfté touchaft les moustiques 

Anopheles, Uranotaenfa, Culex et Aedes (Goldberg et Margalft, 

1977), de même que plusieurs espèces de mouches noires 

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

Cette nouve 11 e souche nonvnée f srae 1 ens f s et sérotypée 

H 14 par de Bar Jac (1978a) fut 1 a prem f ère è être ut f 1 i sée 

dans 1 e doma i ne de 1 a santé pub 1 i que. En effet, e 11 e peut 

permettre le contrOle de plusieurs espèces de moustiques ou 

mouches noires vectrfces de maladfes fmportantes. En régions 

tropfcales par exemple, ces fnsectes peuvent être vecteurs de 

graves ma 1 ad i es te Iles 1 a fièvre jaune, 1 a ma 1 ar i a, 1 a 

dengue et l'onchocerchose; tandis qu'en Amérique du Nord 

certaines patho 1 og i es an f ma 1 es et huma i nes (encépha 1 i tes, 

fIl ar i oses) peuvent être transm f ses par ces insectes (CNRC, 

1982). 

Ainsi, bien que de nombreuses souches soient mafntenant 

connues et i dent f f'f ées (en 1988, on dénombraft 41 

sérovarfétés de B.t. réparties en 23 sérotypes différents), 

peu de souches autres qu'fsraelensis n'ont démontré une 

act i v i té 1 arv i c f de auss f forte pour 1 es moust i ques et 1 es 

mouches noires. 
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Toutefois, en plus de Bacil lus thurfngiensis sérovariété 

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

démontré une spécificité face aux larves de moustiques (Padua 

et El, 1980; 1984). La première de ces souches est le 

sérotype H11a11c de la sous-espèce kyushuensis (Ohba et 

Aizawa, 1979). Deux autres souches, soit la souche 73 E10-2 

et 1 a souche 73 E 1 0-16, appartenant au sérotype H 10 de 1 a 

sous-espèce darmstadiensfs démontrent aussi 

larvicide contre les moustiques (Kim 

un 

ê..l, 

pouvoir 

1984) . 

Finalement, la quatrième souche, PG14, qui appartient au 

sérotype H8 de la sous-espèce morrisoni, produit des cristaux 

très sim i 1 aires à ceux de B. t. i. (1 barra et F eder ici, 1986a) 

mais qui sont toutefois beaucoup moins toxiques que ces 

dernfers face aux larves de moustiques. 

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

bactérienne retenue pour son pouvoir pathogène ,vis-à-vis les 

1 arves de moust i ques éta i t 1 e Bac i 1 1 us sphaer i cus (S i nger, 

1973; Davidson et El, 1975). Des études ont démontré que 

certaines souches de Bac i 11 us sphaericus étaient très 

toxiques contre les larves de moustiques des genres Culex et 

Anopheles mais présentaient une très faible toxicité pour les 

1 arves de 1 apI upart des espèces d' Aedes (de BarJac et ru, 
1985). Le B.t. i. montre une activité 100 fois supérieure à 

celle de Bacillus sphaericus face aux larves d'Aedes aegypti 

(de Barjac, 1978b). Toutefois, contrairement au B.t. i., le 
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Bacillus sphaericus présente l'avantage d'être plus efficace 

en eaux polluées où il démontre une plus grande persistance, 

mais il est cependant inefficace contre les simulies (mouches 

no ires) (N i co 1 as , 1986). 

1.2 CARACTERISTIQUES ET PROPRIETES DE B.T.I. 

L' intérêt maj eur susc i té par Bac i 1 1 us thur f ng f ens i s 

sérovariété israelensis (B.t. i.) est son pouvofr larvfcide 

spécifique pour certains diptères aquatiques, plus 

précisément les moustfques et les mouches noires (de Barjac, 

1978a; Undeen et Nagel, 1978). 

Cette propriété que possède la bactérie est associée è 

la présence d'un crfstal protéinfque produft lors de la 

sporulation du bacille. Chez la sous-espèce fsraelensis, ce 

cristal (ou inclusfon) possède une forme ovoYde, irrégulière 

et multisegmentée (Insell et Fitz-James, 1985; Lee et Bulla, 

1986). Il est donc très différent des formes bi-pyramidales 

des autres sous-espèces de B.t. (Bulla et §I, 1980). 

Le cristal possède une grosseur moyenne d'environ 0,6 ~  

de diamètre (Charles, 1984) mais il est toutefois possible de 

le retrouver sous des grosseurs allant de 0,2 ~  jusqu'è 1,5 

J.,Jm de d f amètre (Lee et §I, 1985). Le ·cr i sta 1 est entouré 

d'une enveloppe (Bulla et §l, 1980; LUthy et Ebersold, 1981; 

Insell et Fitz-James, 1985 ) et il se compose de 79 è 92 ~ de 

protéines (variable selon la méthode de dosage employée) et 
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environ 6 % d'hydrates de carbone dont le glucose, le 

mannose, le Fucose, le rhamnose, le xylose et le 

galactosamfne. Mentfonnons que l'on retrouve seulement le 

glucose et 1 e mannose chez 1 es autres sous- espèces de B. t . 

(Bulla et §l, 1980). 

Cette inclusfon multfsegmentée est Formée de deux 

composantes dfstfnctes du pofnt de vue structural et 

biochimique. La microscopie électronique révèla que 

l'fnclusion se compose de segments clairs et Foncés contenant 

diFFérents peptides. Après analyse par électrophorèse, on a 

observé à partfr des bandes claires, 13 polypeptides de poids 

moléculaires diFFérents (25.0 à 145 kdal) tandis que sur les 

bandes Foncées, on en fdentfFfaft seulement que deux (35 et 

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

Se 1 on 1 nse 1 1 et Fitz-James {1985}, des po 1 ypept f des 

d'env i ron 28 kda 1 et as soc f és aux bandes cl aires sera i ent 

responsables de l'actfvfté toxfque chez les larves d'espèces 

v f sées. B f en que plus i eurs auteurs corroborent 1 es 

aFFfrmatfons de Insell et Fitz-James, d'autres auteurs 

croient plutôt que l'actfvité larvicide seraft causée par un 

ou des polypeptfdes de poids moléculafres plus élevés, soit 

les Fractions polypeptidiques de 31-35, 130 ou même 230 kdal . 

Certains auteurs ont même démontré que l'action combinée de 

polypeptides de poids moléculaires diFFérents (ex. 28 et 65 
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kdal) pouvait avoir un effet larvfclde plus grand que chacun 

prfs séparément (synergfe) (tableau 1). 

Par contre, 1 es auteurs s'entendent pour d f re que 1 e 

po f ds mo 1 écu 1 a f re de 1 a fract f on tox f que chez B. t. i. (vo f r 

tab 1 eau 1) est très d f fférent de ce 1 ut retrouvé chez 1 es 

autres sous-espèces de B. t., qu f est de 134 kda 1 pour 1 a 

protoxfne (Huber et êl, 1981; Tyrell et êl, 1981) et 

d'environ 66 Kdal pour la fractfon toxique proprement dfte. 

Les résu 1 tats obtenus par Yamamoto et êl (1983) 

suggèrent qu'étant donné que certafnes souches de B.t.i. 

produisent de fortes quantftés de protéases, fl y auraft une 

possibil ité que les fractfons de pofds moléculaires 

dffférents sofent dérivées de un ou deux précurseurs de pofds 

moléculafres plus élevés (ex. 130 ou 230 kdal). Dépendant des 

fract f ons qu f sont a lors ana lysées, f 1 se pourra f t que 1 a 

fraction causant l'activité toxique soit différente selon les 

auteurs. Cependant, d'autres études produites é partfr 

d'hybridation (Bourgouin ~  1986), afnsf que des études 

fa f tes épart f r de 'mutants (Yamamoto et êl, 1983) tendent é 

démontrer une fofs de plus qu'une fractfon bfen précfse 

causeraft l'effet toxfque, mafs encore lé on ne s'entend pas 

sur l'fdentfté de cette protéfne. 

B f en que le cr i sta 1 ne possède aucune part f cu 1 ar i té 

spécfale du point de vue de sa compositfon en acides aminés, 
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sa dissolution à pH alcalin (pH 10-11) libère des fragments 

polypeptidiques ayant certaines propriétés lytiques. 

Tableau 

Résumé des différentes activités (cytolytiques, hémolytiques 
et larvicides) produites par dfvers polypeptides contenus 

dans le crfstal. 

Activités Polypeptides 

larvicide 28 kdal 

31,34,35 kdal 

65 kdal 

130 kdal 

230 kdal 

synergie 28,65,130 kdal 

cytolytique 28 kdal 

et 

hémolytique 

Auteurs 

Armstrong et ~ 
Insell et Fftz-James 
Davidson et Yamamoto 
Thomas et Ellar 
Yamamoto 

Cheung et Hammock 

Hurley et ~ 
Hurley et ê.l. 
Lee et ~ 
Ward et ê.l. 

Bourgouin et ~ 
Visser et ê.l. 

Visser et ~ 

Hurley et ê.l. 
Ibarra et Federici 
Wu et Chang 

Hurley et ~ 
Bourgouin et ê.l. 
Pfannenstiel et ~ 
Visser et ê.l. 
Hurley et ~ 
Lee et ê.l. 
Wu et Chang 
Armstrong et ê.l. 
Davidson et Yamamoto 
Thomas et Ellar 
Yamamoto 

Années 

1985 
1985 
1984 
1983 
1983 

1985 

1987 
1985 
1985 
1984 

1986 
1986 

1986 

1987 
1986 
1985 

1987 
1986 
1986 
1986 
1985 
1985 
1985 
1984 
1984 
1983 
1983 
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En e'f'fet, 1 a 'fract 1 on po 1 ypept 1 di que de 28 kda l, qu i 

selon certains auteurs est responsable de l'e'f'fet larvicide, 

peut causer la lyse d'érythrocytes de mammi'fères et aussi 

prbdu i re des al térat ions cyto log i ques sur des cu 1 tures de 

cel Iules d'insectes (tableau 1). En ce qui a trait aux 

altérations cytologiques, on observe des altérations 

stucturales, dont le 'fractionnement et la dilatation du 

rét i cu 1 um endop 1 asm i que, 1 a condensat i on pu i sIe gon'f 1 ement 

des mi tochondr i es avec di spar i t i on des crêtes internes, et 

'finalement la lyse des cel Iules (Johnson, 1980; Charles, 

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

Ma 1 gré ces diverses propr i étés 1 yt i ques, 1 e pr i nc i pa 1 

attribut de B.t.i. demeure son utilisation comme insecticide 

biologique (agent larvicide). Son épandage en mi 1 i eu 

aquatique (rivières ou étangs) vise à éliminer certains 

diptères aquatiques cibles au stade larvaire (moustiques et 

mouches noires). 

En condition normale d'utilisation, l'activité toxique 

ne peut se mani'fester par la mort de la larve tant que 

certa i nes étapes n'auront pas été respectées. La 'f i gure 

nous représente ici, 1 es di 'f'férentes étapes requ i ses pour 

mener à 1 a mort de 1 a 1 arve (b i en que notre exemp 1 e so i t 

schémat i sé en 'fonct i on d'une 1 arve de mouche no ire, i 1 est 
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important de mentionner que les mêmes étapes sont réalisées 

avec des larves de moustiques). 

Tout d'abord, que l'organisme soit filtreur ou brouteur, 

i 1 faut que 1 es cr i staux présents dans 1 e mi 1 i eu aquat i que 

puissent être capturés (figure la). Cette étape peut sembler 

banale mais considérant les multiples facteurs pouvant 

entrafner l'inaccessibilité des cristaux (sédimentation, 

adsorption, grosseur des particules, etc ••. ), la capture 

demeure l'étape primordiale pour la réa 1 i sat i on d'une 

activité toxique. 

Une fois le cristal capturé, il faut qu'il soit ingéré 

par l'organisme (figure lb). Encore là, il peut sembler 

superflu de mentionner cette étape qui logiquement succède à 

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 à la mort 

de la larve seraient arrêtées. 

Après l'ingestion des cristaux, il y a digestion de ces 

dern i ers au niveau de 1 ' i ntest i n moyen (f i gure 1 c) . 

L'intestin moyen des larves de diptères aquatiques est 

caractérisé par un pH alcalin (pH 10 à Il) et par une forte 

con cent rat i on et divers i té en enzymes protéo 1 yt i ques (Dadd, 

1975). Le cristal et ses sous-unités sont des protoxines et 
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ils ne démontrent aucune activité bfologique sous cette 

forme. Cependant, lors de 1 a d f gest f on, la protox i ne est 

transformée par les protéases et le pH basfque de l'fntestin 

sous sa forme de delta-endotoxine (LUthy et Ebersold, 1981). 

La di sso 1 ut i on et l' act f vat i on se produ i sent rap i dement et 

1 es prem i ers symptOmes re 1 f és à 1 a tox f c f té se man i f estent 

peu de temps après la dfssolution, pour condufre finalement à 

la mort de la larve (figure Id). 

Du point de vue physiologique, le B • t • i . cause des 

effets myotox i ques et neurotox i ques chez 1 es moust f ques et 

les mouches noires (Federici, 1983). Chez des larves d'Aedes 

aegypti traitées au B.t.f., Singh et ~ (1986a,b) ont 

démontré que les muscles squelettfques gonflaient, la 

membrane plasmfque se séparait des myofibrilles sous-Jacentes 

et les mitochondrfes perdaient leur fntégrfté structurale. 

La séparatfon de la membrane plasmfque des myoffbrflles 

sous-Jacentes, quf coYncide dans plusieurs cas à une 

dépolarisation membranafre, suggère que l'effet causé par 

B.t.i. peut affecter la perméabflfté membranafre et détruire 

l'fntégrfté osmotique des cel Iules musculaires. Une telle 

perte de 1 a régu 1 at f on osmot f que peut en retour causer 1 a 

destruct f on d'organe 11 es ce 11 u 1 a f res te II es que 1 es bandes 

d'actfne et myosfne, rendant afnsf les muscles squelettfques 

f nopérants ma 1 gré 1 es signaux du système nerveux centra l , 
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explfquant afnsf l'état de paralysie générale de la larve que 

l'on observe lors d'une fntoxfcation au B.t.f •• 

Au niveau de l' i ntest in moyen, 1 es pr i nc i paux eFFets 

histopathologiques sont: 1) l'endommagement de l'épithélium 

str i é bordant l' i ntest 1 n, 2) 1 e gonF 1 ement des ce 11 u 1 es 

ép f thé 1 fa 1 es, 3 ) 

Six heures après 

la destructfon des organelles cellulaires. 

1 e tra i tement au B. t. i ., on observe une 

sévère rupture de la paroi fntestinale afnsi que le bris de 

la membrane pérftrophique et de la lame basale (base lamina). 

Le gonFlement des cel Iules éplthél fales coYncide avec la 

cessat i on de 1 a pr i se de nourr f ture tand i s que l'état de 

paralysie générale (décrit précédemment) correspond è la 

rupture de la paroi fntestfnale. 

1.3 SITUATION DE L'ETUDE 

Jusqu'è ce Jour, un certain nombre de travaux ont été 

Fafts relatfvement à l'activité toxfque de B.t.i. sous 

d f FFérentes cond f t ions. La température, 1 e pH, 1 a tox f cf té 

pour des organismes cfbles et non-cibles (Faune annexe), les 

matières en suspensfon, la persistance, etc ••• sont autant de 

paramètres pouvant inFluencer l'actfvité toxique, qui ont été 

étudiés sur le terrain ou en laboratoire. 

Depu 1 s que l'ut i 1 i sat i on de B • t • i . 

grande éche Ile, 1 es études de pers i stance 

l'env i ronnement aquat i que ont susc i té un 

se Fa i t sur une 

du produ f t dans 

v f F f ntérêt • Les 



16 

expér i ences fa i tes par différents chercheurs démontrent que 

le temps de persistance de 1 ' act i v i té toxique est 

relativement court en milieu aquatique. Ces chercheurs 

semb 1 ent unan i mes pour reconna t t re que l' act i v i té 1 arv ici de 

de B.t.i. était totalement disparue de 3 à 14 Jours après le 

début de l'expérimentation (LUthy et §I, 1980; Sinègre et §I, 

1980c; Larget, 1981; Ramoska et êl., 1981; Standaert, 1981; 

Hougard et §I, 1983). 

Toutefois, ces expériences ont été réalisées dans des 

conditions où la température de l'eau était relativement 

élevée (16 à 25 0 C). Dans ces expér i ences, 1 e seu i 1 où 

l'activité toxique devenait non-détectable par des essais 

biologiques Justifiait l'arrêt des travaux. Les auteurs ne 

prenaient pas en considération qu'une réapparition éventuelle 

de la toxicité pourrait survenir plus tard. 

Mais hypothétiquement, qu'arrive-t-il à la suspension 

larvicide une fois dans le mi 1 ieu aquatique (par exemple, 

dans une mare à moustiques)? 

L'activité toxique peut suivre différents cheminements 

dans 1 e temps, soit . . 
1 ) subir une baisse 

II) subir une augmentation 

1 1 1 ) demeurer stable 

1 V) avoir un comportement cycl ique dans le temps 
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Avant de voir en détai 1 les diFFérents cheminements 

possibles, i 1 serait bon de bien distinguer la notion 

d' "act i v i té tox i que" par rapport "aux cr 1 staux" . En eFFet, 

une augmentat i on ou une ba i sse d' act i v i té tox i que n'est pas 

obligatoirement rel iée à une augmentation ou une baisse de la 

quantité des cristaux dans . l'environnement. Dans certains cas 

(ex.: un recyclage de spores ou une dénaturation du cristal), 

i 1 se peut que l' act i v 1 té tox 1 que so i t corré 1 ée de Façon 

positive avec les cristaux (soit dans le cas d'une 

augmentation ou d'une baisse). TouteFois, un nombre constant 

de cristaux dans l'environnement peut parFois amener une 

augmentation (ex. : remise en suspension de cristaux 

sédimentés) ou encore une baisse de l'activité toxique (ex.: 

adsorption sur divers substrats). L'important Ici est de bien 

comprendre que l'activité toxique peut varier selon la 

quantité de cristaux présents dans le milieu ou encore selon 

leur disponibil ité et ce indépendamment de leur nombre. 

Maintenant voyons en détail les diFFérents cheminements 

de l'activité toxique dans le temps. 

1) Dans 1 e cas d'une ba i sse, certa i ns Facteurs sont 

susceptibles d'aFFecter la toxicité ainsi que l'accessibil ité 

des cristaux. Parmi ces Facteurs, nous pouvons retrouver: 
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1) La dégradation et/ou la dénaturation de la protoxine 

a) la température 

b) 1 e pH 

c) l'activité enzymatique 

d) les radiations solaires 

2) L'inaccessibilité du cristal suite à : 

a) l'adsorption sur divers substrats naturels 

b) la sédimentation 

c) la modirication de l'activité toxique sans 

dégradation nt dénaturation 

d) l'ingestion par d'autres organismes 

Ma i ntenant, regardons de plus près 1 es racteurs qu i 

peuvent conduire à une baisse d'activité. 

1) La dégradation et/ou la dénaturation de la protoxine. 

Ces racteurs peuvent être causés par 1 es rad i at ions 

solaires, dont les rayons ultra-violets, ou encore l'activité 

protéolytfque du mflieu. La température et le pH sont aussi 

d'autres racteurs pouvant arrecter la protoxine. 

a) La température 

En ce qui concerne la température, les auteurs ne sont 

pas tous d'accord sur l'erret causé à l'activité toxique . 
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1 gnoffo (1982) st f pu 1 e qu'une formu 1 at f on (1 f qu f de ou 

une poudre primafre) de B.t.f. peut perdre entre 85 et ~ de 

son activfté fnsecticfde après 28 jours d'expositfon è 50· C. 

La structure amorphe du cristal de B.t.f. par rapport è la 

structure bf-pyramfdale des autres sous-espèces de B.t. 

seraft la cause de cette perte d'actfvfté. Dans cette 

structure amorphe, la tox-fne serait plus vulnérable aux 

effets de la température. 

Cependant, ,Dempah (1979) mentionne que la température ne 

peut pas être considérée comme un facteur de dégradation de 

l'endotoxine puisqu'une expositfon de 24 heures è 80· C 

n'entrafne pas de baisse d'actfvfté. De plus, Sinègre (1980b) 

d f t que 1 a stab f 1 f té de l' endotox i ne en mil f eu aqueux est 

totale après sfx mofs de conservatfon è 10 et 35· C, tandfs 

qu' 1 gnoffo et II (1981) ment f onne qu'une suspens f on aqueuse 

contenant du B. t. i. reste stab 1 e pendant plus de 120 jours 

lorsque conservée è 30· C. 

b) Le pH 

Dans 1 e cas du pH, certa i ns auteurs ont trouvé une 

augmentat f on de 1 a tox i c f té quand 1 es 1 arves de moust i ques 

(Si nègre et ll, 1980b) ou de mouches noires (Lacoursfère et 

Charpentier, 1988) étaient exposées è des suspensions de 

B.t.i. è des pH croissants (5 è 9). Cependant, cette 

observatfon n'a pas été corroborée par d'autres auteurs 
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(Garcia et Desrochers, 1979; Mulligan et ~  1980; Ignoffo et 

~  1981). 

c) L'activité enzymatique 

West (1984) suggère, à la suite de ses expériences sur 

1 a pers 1 stance des cr 1 staux de B. t. sérovar 1 été al zawa dans 

le sol, qu'une hydrolyse du cristal protélnlque par des 

protéases pourra 1 t dénaturer 1 a tox 1 ne et compter pour une 

grande partie de la diminution de l'activité toxique. 

Il est Intéressant de noter que jusqu'à ce jour très 

peu de travaux ont traité de l'effet des protéases de 

l'environnement sur la toxine du cristal. Ces dernières 

peuvent pourtant jouer un rôle très 

persistance de l'insectfcide, étant 

fmportant sur la 

donné le nombre 

considérable de protéases présentes dans l'environnement qui 

peuvent dégrader la toxine de nature protéfnfque. 

d) Les radfatfons solafres 

Les auteurs ne semblent pas toujours s'accorder sur les 

effets des radiatfons solafres sur la persfstance du 

larvfcfde. 

Plus f eurs s'entendent pour dire -qu'une trop grande 

expos i t  i on aux rayons so 1 a f res contr f bue grandement à 

dimfnuer la viabilité des spores et des cellules végétatives 

( 1 gnoffo et Gare 1 a, 1978), d'où une plus fa 1 b 1 e poss f b f 1 f té 
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pour le recyclage de spores. La vfabflfté des spores seraft 

d f rectement proport f onne 1 1 e au temps d' expos ft i on (Leong et 

êl. 1980; Ishfguro et Mfyazono. 1982). Cependant. des études 

par Mullfgan et ~ (1980) démontrent qu'une suspension 

larvicide de B.t.i. exposée directement aux rayons du soleil 

(700 11000 lux) pendant cfnq heures conserve 00~ 

d'eFFfcacité. Par contre. une suspensfon larvfcfde de 

Bac f 1 1 us sphaer f eus exposée dans 1 es mêmes cond f t f ons vo f t 

son act' v f té tox f que rédu f te à 0"7. d' eFF f cac f té. Les deux 

mêmes suspens f ons placées à l'ombre pendant cf nq heures ne 

subiront aucune dfmfnution de leur actfvité 00~ 

d'eFFicacité). 

Si les dfvers Facteurs mentfonnés cf-haut réussfssent à 

dégrader ou dénaturer la protoxfne • celle-cf n'a plus aucun 

eFFet léthal. même si le cristal est fngéré et dfgéré. 

2) L'inaccessfbflfté du cristal 

Plusieurs' Facteurs peuvent Faire en sorte que le crfstal 

ne soft plus dfsponfble pour la larve (au nfveau de la 

capture) sous sa Forme orfgfnale. Jusqu'à ce jour, peu 

d'auteurs se sont pourtant attardés sur ces Facteurs. Ces 

dernfers sont tout de même très fmportants à consfdérer. car 

bien que les crfstaux conservent leur potentfel toxique. leur 

inaccessfbilfté compromet leur actfvfté larvfcfde. 
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impliquant les ruisseaux avec et sans végétatfon (Frommer et . --
§l, 1981a,b,c,d). De plus, les résultats montrent de très 

fortes var i at i ons de tox i c f té (entre 30 et 90 ~  et fIs 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 Bofsvert (1986) ont démontré que 

des morceaux de végétat i on, m f s en présence de B. t. i. dans 

des cond i t  f ons nature Iles, pouva i ent demeurer tox i ques plus 

d'un an, ceci démontrant ainsf que les crfstaux peuvent 

demeurer adsorbés très longtemps. 

L'adsorptfon peut aussf se fafre sur des roches 

recouvertes de pér i phyton ,  a f ns f que sur des part i cu 1 es de 

mat i ères organ i ques ou f norgan f ques qu f sont en suspens ion 

dans l'eau (Olejnicek, 1986). En mil feu pollué, l'efficacité 

d'ingestion de l'endotoxine est fortement dfminuée due à 

l'abondance de 1 a mat f ère organ i que qu i absorbe 1 a tox i ne 

(Sinègre et §l, 1981). Ramoska et §l (1982b) ainsi que van 

Essen et Hembree (1982) ont auss i observé une di mf nut i on de 

1 ' act i v f té tox f que en présence de mat i ères en suspens f on, 

tandf s que Dupont et Bof svert (1986) ont démontré que des 

séd f ments éta i ent devenus tox i ques après avo frété mi s en 

présence de B.t.f •• 
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b) La sédimentation 

Dans ce cas, la perte de matière active peut être très 

considérable. Guillet et §l (1980) ont démontré que 50 à 5~ 

de la matière active contenue dans une suspension de B.t.i., 

faite à partir d'une poudre primaire pouvait être sédimentée 

après 4 heures et que 1 a quas i -tota 1 i té éta i t séd i mentée 

après 24 heures. 5 i nègre et §l (1981) ont auss i testé une 

suspension faite à partir d'une poudre primaire et ont évalué 

de leur cOté, une perte de matière active par sédimentation 

de l'ordre de 90 à 5~ après 24 heures. 

Karch et Hougard (1986b) ont cependant observé à partir 

d'une suspens i on concentrée (TEKNARR), une séd i mentat i on de 

la matière active au bout de quelques heures, tandis que les 

spores demeuraient en suspension beaucoup plus longtemps. 

Chez Baci11us sphaericus, l'inclusion toxique étant associée 

à la spore (inclusion produite à l'intérieur de 

1 ' exospor i um), 1 a mat i ère act f ve demeure plus longtemps en 

suspension dans l'eau, augmentant du même coup la persistance 

de la toxicité (Karch et Hougard, 1986b). Si un jour, ce 

phénomène de flottabilité pouvait être exprimé génétiquement 

chez B. t. i ., 1 a pers f stance du produ i t pourra f t  a lors être 

améliorée de beaucoup. 
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Toutes ces expériences ont été faites en bécher et sont 

donc peu représentat ives d' expér i ences qu i sera i ent menées 

dans des mares à moustiques ou en ruisseau. 

Comme on peut le voir, l'adsorption et la sédimentation 

sont des éléments qu i peuvent causer l' i naccess i b i 1 i té des 

cristaux et être à l'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 espèces de moustiques qui se nourrissent à la 

surface de l'eau (top feeders). Les organismes brouteurs 

pourraient encore subir les effets léthaux de la toxine 

(adsorbée ou séd i mentée) à cond i t i on que ce 1 1 e-c in' ait pas 

été dénaturée ou dégradée. Cependant, étant donné que 

certains organismes brouteurs font une sélection des 

particules qu'ils ingèrent, il se pourrait que le cristal ne 

soit pas ingéré car i 1 aurait acquis une nouve 11 e 

configuration (voir section "c" qui suit) ou parce qu'i 1 

serait devenu répulsif. 

c) Mod if i cat i on de l' act i v i té tox i que sans 

dégradation ou dénaturation de la protoxine. 

Cette modification peut prendre la " forme d'une 

aggrégat i on ou d'une fragmentat i on des part i cu 1 es tox i ques . 

Si par exemple nous avons 10 larves en présence de 10 

cr i staux et que chaque 1 arve ingère et digère un cr i sta l , 
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nous pourr ions avo i r 100 1. de morta 1 i té sion prend pour 

acquis qu'un seul cristal peut tuer une larve. Toutefois, si 

ces IOcr i staux s' agg 1 omèrent en 2 groupes de 5 cr i staux, 

ceci donne une nouvelle configuration au cristal qui ne sera 

peut-être plus susceptible d'être · capturé (01. de mortalité). 

Advenant le cas où il pourrait être encore capturé, ingéré et 

digéré, nous n'aurions alors que 201. de mortalité (2 larves / 

10). Donc, comme on peut 1 e constater, i 1 peut y avo i rune 

baisse de l'activité, sans qu'il y ait eu une dégradation ou 

une dénaturation du cristal. 

D'un autre cOté, si nos cr i staux se fragmentent en 

plusieurs petits cristaux, la toxicité peut demeurer 

inchangée s'i 1 n'y a qu'une fraction toxique dans le cristal. 

Donc, i 1 n' y aura mort de 1 a 1 arve seu 1 ement sil a fract ion 

tox i que est ingérée et digérée. Cec i ag i t a lors comme s' i 1 

n'y avait qu'un seul cristal, les autres fractions du cristal 

étant. inactives. Cependant si la fraction toxique est 

répart i e partout dans 1 e cr i sta 1 et que 1 es fragments sont 

capturés, il peut y avoir augmentation de la toxicité. 

Bien que ces différents énoncés ne constituent que des 

hypothèses qui restent à être prouvées, il n'en demeure pas 

moins qu'elles sont tout à fait plausibles et démontrent que 

la capture et l'ingestion des cristaux sont des facteurs non 

négligeables à considérer lors d'études sur la persistance de 

la toxicité en mil ieu naturel. 
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d) Ingestfon par d'autres organfsmes 

L'fngestfon des crfstaux de B.t.f. peut être rafte par 

certa f ns organ f smes non-c f b 1 es , rendant a f ns f ces cr f staux 

inaccessfbles pour les organfsmes visés. Selon les organismes 

f mp 1 i qués (r f 1 treurs ou brouteurs), certa f ns pourront sub f r 

l 'erret 1 étha 1 du 1 arv f cf de; comme par exemp 1 e, certa f nes 

espèces de baét i dés, de ch i ronom i des et de b 1 éphar fcér f dés 

(Miura et §.i, 1980; Garcia et §.i, 1981; Mohsen et Mulla, 

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

II) Dans le cas d'une augmentatfon de l'activité 

toxique, celle-cf peut être reliée entre autre è la 

mod i ri cat f on du cyc 1 e de reproduct f on de 1 a bactér i e. Chez 

Bac fIl us thur i ng i ens f s,le cyc 1 e de reproduct f on peut être 

mod f ri é du cyc 1 e norma 1 lorsque 1 a bactér i e rencontre des 

condftfons adverses. 

Dans le cas d'un cycle normal de reproduction où les 

cond f t f ons de cro f ssance sont ravorab 1 es, f 1 y aura 

accrofssement des cellules végétatives. 

Cependant dans des condftions moins ravorables où fI y 

aura épufsement des ressources nutrftives et/ou dans un 

contexte physico-chfmique non-adéquat, la bactérie aura 

recours è 1 a sporu 1 at f on (propr i été part i cu 1 i ère des 

bactér i es rormant une endospore de rés f stance) pour pa IIi er 



28 

aux conditions défavorables à la survie de la cellule 

végétative. 

Chez 1 e B. t. i ., et auss i chez d'autres Bac i 1 1 us, 1 a 

format i on de 1 a spore s'accompagne de 1 a product i on 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 à 

des cond i t ions favorab 1 es , elles pourront produ i re d' aut res 

cellules végétatives et les spores pourront aussi donner de 

nouvelles cellules végétatives, si les conditions pour germer 

sont présentes. 

environnementales 

pourraient sporuler 

Cependant, 

host i 1 es, 

et de ce 

face 

des 

faft, 

à des 

ce 11 u 1 es 

1 i bérer 

conditions 

végétatives 

de nouveaux 

cristaux. Ces derniers, relâchés en milieu aquatique, seront 

susceptibles de faire augmenter l'actfvité toxique ou de la 

faire réapparattre si celle-ci étaft devenue absente. 

Cet aspect est fmportant à consfdérer car une 

réappar f t i on de tox ici té peut surven i r plus i eurs Jours ou 

mofs après que la toxfcfté fnftfale soft dfsparue. C'est de 

cette éventualfté que les premfers chercheurs n'ont pas tenu 

compte, ce quf les amenaft à conclure sur la courte 

persistance de B.t.i .• 
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AuJourd'huf. nous savons qu'un recyclage de spores est 

poss f b 1 e dans 1 es cadavres de 1 arves de moust i ques. et ce 

autant de la part de B.t. f. (Aly. 1985; Aly et ~  1985; 

Khawaled et ê..l. 1986; Zarftsky et Khawaled. 1986a.b,c) que 

chez Bac f l lus sphaer feus (Dav f dson et ê..l. 1984; Char l es et 

Nicolas. 1986; Desrochers et Garcia. 1986; Karch et Coz, 

1986a; 

( 1986) 

Nicolas et ê.l. 

ont démontré 

1987c). De 

que B. t. i • 

plus. Dupont et Bo i svert 

pouvait se recycler et 

relècher de nouveaux cristaux en mil feu naturel. Il est donc 

pos s i b l e que l es cond i t  f ons env i ronnementa l es 

frofdes. manque de nutrfments, etc .•• ) 

sporulatfon de cellules végétatives 

augmentation de la toxicfté. 

et 

(températures 

favor i sent la 

causent une 

De plus. une désorptfon de crfstaux rendus fnaccessibles 

suite à une adsorptfon à des substrats naturels et/ou encore 

une remfse en suspension de cristaux sédimentés peuvent aussi 

provoquer une augmentation de toxicité. 

III) Comme troisfème cheminement. f l se pourrait que 

l'activfté demeure stable dans le temps. Nous pouvons avancer 

l'hypothèse que les condftions environnementales (protéases. 

pH, u.v. . etc ••• ) favorisant la dégradatfon des vfeux 

cr f staux peuvent f ndu f re l a format f on de nouveaux cr f staux 

v f ale processus de sporu l at i on. ce qu f pourra i t créer une 

certafne stabilité au nfveau de la toxicfté. Il se pourraft 
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aussi que la toxfne demeure stable à cause des températures 

Frofdes. 

IV) Considérant les nombreux Facteurs quf peuvent entrer 

en f nteract i on avec 1 es cr f staux, i 1 est poss i b 1 e que 1 a 

toxicfté subisse des varfatfons cyclfques. Une inFluence 

combinée des trots éléments précédents (baisse, augmentatfon 

ou stabilité) sur la toxfcfté semble beaucoup plus probable 

que chacun des éléments pris indivfduellement. 

1.4 BUT ET OBJECTIFS SPECIFIQUES 

En mil i eu aquat f que, 1 es études de pers f stance de 

1 ' act f v f té tox f que ont surtout été Fa f tes dans des rég ions 

comme le sud des Etats-Unis et l'AFrfque, où les températures 

sont élevées. 

Les condftfons d'eaux Froides et les varfatfons 

importantes de température que l'on retrouve au Canada dans 

les zones nordfques d'épandage, représentent donc un élément 

fmportant peu étudfé. 

Jusqu'à mafntenant, quelques auteurs (Lacey ~  1978; 

Holloy et ~  1981a,b; Wrafght et ~  1981; Olejnfcek, 1985; 

Lacoursfère et Charpentfer, 1988) ont démontré que l'actfvfté 

toxique était fnFluencée (dfmfnuée) par les basses 

températures, surtout au niveau de la capture, de l'ingestion 

et de 1 a  d f gest i on des cr f staux par 1 es 1 arves de mouches 
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nofres. Les basses températures Jouent un rOle non seulement 

sur l' ef'f' i cac f té du 1 arv f c i de ma i s auss i sur 1 a pers i stance 

de celuf-ci. 

Le but de notre étude est d'étudier la persistance de 

l'activfté toxfque du larvfcfde sous nos condftfons 

env i ronnementa 1 es. Les pr f nc i paux obJect i f's spéc f f'i ques que 

nous nous sommes f' f xés pour mener à bien 1 a réa 1 i sat f on de 

cette étude f'urent prem i èrement, d' étud fer l' importance de 

f'acteurs environnementaux tels le pH, les protéases, la 

présence de divers substrats et les varfations de température 

sur la persistance du B.t.i. en mil ieu aquatique; 

deuxièmement, de déterminer le rOle des cellules végétatives 

et des spores de B.t.f. dans un cas de recyclage de 

l'activité toxique résiduelle. 



CHAPITRE II 

MATERIEL ET METHODES 

Dans le but de réalfser nos objectfFs spécfFfques, des 

expér f ences ont été eFFectuées sur 1 e terra f n  a  f ns f qu'en 

laboratoire. 

Pourétudfer l'importance de dfFFérents ~  

env f ronnementaux (pH, protéases, présence de substrats 

naturels et varfations de température) sur une Formulatfon de 

B.t.f., nous avons décidé de soumettre cette dernière è des 

cond f t  f ons nature 1 1 es qu f peuvent var f er de Façon al éato f re 

et non pas è des condftions contrôlées de laboratoire. 

De plus, pour notre expérfmentatfon, nous avons chofsf 

une Formulatfon conmercfale de préFérence è des crfstaux 

pur f F f és de B . t. f ., car nous vou 1 f ons savo f. r  s fla présence 

de spores (que l'on retrouve dans 1 es Formu 1 at f ons 

conmercfales) 

larvfcfde. 

pouvaft Fafre varfer la persfstance du 

Nous avons donc placé dans un -étang des chambres 

envfronnementales contenant un fnsecticide biologique è base 

de B.t.i., et des substrats pouvant interagfr avec celuf-cf. 

La concentratfon de la Formulatfon est bfen déFfnfe, de même 
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que les quantités (volumes et/ou poids) des substrats mis en 

sa présence. Après un certain temps, des chambres 

env i ronnementa 1 es sont ret i rées de l'étang et des tests en 

laboratoire sont effectués pour quantifier l'activité 

résiduelle du produit dans les chambres. 

Nous devons quantifier et analyser l'effet des paramètres 

environnementaux qui ont pu affecter la persistance de 

l'insecticide. Tout d'abord, nous déterminons l'activité 

toxique résiduelle présente dans la chambre environnementale 
, 

à l'aide d'essais biologiques (bioessais). 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 d'échantillonnage, tandis qu'un 

test enzymat i que sert à quantifier les protéases au 

laboratoire. 

Toutefois, une variation de l'activité toxique doit 

auss i être env i sagée. Des décompte's bactér i ens (spores et 

ce 11 u 1 es végétat ives) sont a lors fa its en 1 aboratoi re, afi n 

de vér i fier s' i 1 n' y aura i t pas eu un recyc 1 age de ces 

éléments dans ·le temps. 

Fi na 1 ement, l'ana 1 yse de toutes ces données, so i ent 

prises indfviduellement ou de façon combinée, nous aidera à 
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mieux comprendre le(s) mécanisme(s) de disparition du B.t.i. 

en mi 1 ieu naturel. 

II.1 CHOIX DU SITE 

Le choix d'un site représentatif des conditions 

cl i mat i ques des zones hab i tue Iles d'épandage est de rigueur 

pour étudier la persistance de l'insecticide. 

Le site choisi fut le lac Troglodyte situé à la Réserve 

St-Maurice, local isée à environ 100 km au nord-ouest de 

Trois-Rivières (Québec, Canada) (46 0 57' Nord, 73 0 02' 

Ouest) . 

Les caractér i st i ques recherchées sont si mp 1 es, ma i s 

essentielles pour la bonne marche de l'étude. Tout d'abord, 

précisons que le Troglodyte est un lac dystrophe, légèrement 

acide (pH 6) et dont la profondeur n'excède pas deux mètres. 

Le pourt.our du 1 ac est ci rcu 1 aire et 1 e diamètre d'env i ron 

200 mètres. La bordure du lac se compose d'herbes aquatiques 

et de petits arbustes. Son aspect général rappelle celui d'un 

étang et ses caractér i st i ques en font un exce 11 ent g f te à 

moustiques. De plus, i 1 est très accessible lors des 

échantillonnages. 

Ce site reflète bien les diverses conditions qui 

caractérisent les zones cibles de traitement retrouvées 

habituellement dans les sites d'épandage plus nordiques. 
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II.2 CHAMBRE ENVIRONNEMENTALE 

Pour évaluer l'activité résiduelle du larvicide dans le 

mi 1 i eu aquat i que, nous devons être capab 1 e de 1 e soumettre 

aux conditions environnementales tout en ayant la possibil ité 

de le récupérer après un temps déterminé. 

Le système qu i permet 1 a réa 1 i sat i on de ces diverses 

conditions consiste en l' emp loi 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'être soumis aux différentes conditions règnant dans le lac, 

grâce à 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 scel lé par un joint d'étanchéité (voir figure 2). 

Les membranes util isées sont faites de difluoride 

polyvynilidène (Millipore, U.S.A.) et possèdent une porosité 

de 0,22 ~  ,ce qui empêche les bactéries, spores et cristaux 

de sort i r de 1 a chambre env i ronnementa 1 e. Une. fo i s dans 1 e 

1 ac, 1 a poros i té permet 1 es échanges de gaz di ssouts, de 

protéases et de divers éléments chimiques et nutritifs 

di ssouts. De plus, 1 e matér i au composant 1 a membrane rend 
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MEMBRANE SEMI-PERMEABLE 

DE 0,22 ~  (POROSITE) JOINT O'ETANCHEITE 

COUVERCLE 

POT DE VERRE 

BOCAL MASON 

, 
FABRIQUE AU 

CANADA 

Figure 2. Schéma représentant les diFFérentes 

.composantes de la chambre environnementale. 



37 

ce 1 1 e-c i inerte, donc elle n'absorbe pas 1 es se 1 s mi néraux, 

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

Donc les conditions du lac sont très semblables à 

l'intérieur comme à 1 ' extér i eur de la chambre 

environnementale. Nous avons alors comme avantage, la 

possibi 1 ité d'avoir un reflet assez précis de notre 

environnement aquatique. 

II.3 PREPARATION COMMERCIALE 

La préparation commerciale utilisée est le TEKNARR HPD 

(H i gh Potency Di spersab 1 e) produ i t par 1 a firme ZOECON L TD 

(Texas, U.S.A.). Cette préparation a été produite en 1985 et 

n'a fait l'objet que de très peu de travaux, ce qui contraste 

avec le TEKNAR R WDC (Water Dispersable Concentrate). Le 

TEKNARR HPD est moins visqueux, se disperse mieux et contient 

deux fois plus d'unités toxiques que le WDC (3000 AA 

un i tés. mg -1 par rapport à 1500). De plus, 1 e HPD cont i ent 

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

Des essais biologiques en laboratoires ont déjà permis 

de déterminer que la CL 50 (concentration léthale qui tue 50~ 

des i nd i v i dus) de l' i nsect ici de face aux moust i ques éta i t 

inférieure à 1.6 mg.L- 1 . Etant donné les diverses conditions 

rencontrées dans 1 e mil i eu aquat 1 que, i 1 est probab 1 e que 

notre activité toxique subisse une baisse tout au long de la 

durée de l'expérimentation. Face à cette éventual ité, nous 



avons placé dans nos chambres 

suspension larvicide concentrée de 

envf ronnemental es 

100 -1 mg.L . Ceci 
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une 

nous 

permet donc de pouvo i r ca 1 cu 1 er de Façon préc i se une perte 

d'activité de plus de 99%. Cette suspension est Faite avec de 

l'eau déminéralisée stérile pour éviter les eFFets de 

contaminants indésirables. 

1 1 .4 SUBSTRATS 

Pour 1 a réa 1 i sat i on de l'étude, i 1 est important de 

cho i sir des substrats représentat iFs du mil i eu étud i é. La 

végét.at i on aquat i que 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 i naccess i b i 1 f té des cr i staux . et du même 

coup une diminution de toxfcité. De plus, la Fraction active 

des cr i staux étant de nature proté in i que, l' adsorpt i on peut 

aussi se Faire aux sédiments sous l'eFFet d'interactions 

électrostatiques (Pussemier et de Borger, 1984). 

Considérant les éléments exposés précédemment, les 

substrats choisis pour l'étude de persistance Furent: 

1) de l'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 à l'aide de bouteilles en 

plastique. Pour les sédiments, la récolte s'est faite à 

l'aide d'une benne Ekman (modèle 21 W 0156). Après analyse en 

l aborato ire, 1 es résu 1 tat.s ont démontré que 1 es séd i ments 

étaient constitués de 86,4% d'eau, de 8,5% de résidus 

vo 1 at i 1 es (composés organ i ques) et de 5, 1 % de rés i dus fixes 

(composés inorganiques) (Standard method for the examination 

of water and wastewater, 15 ième édition, 1981). 

Le choix de deux types de végétation est justifié par le 

fait que l'on désire vérifier si les différentes surfaces de 

contact disponibles jouent un r01e sur la quantité de 

cristaux adsorbés. Le premier type recueilli est représenté 

par une graminée, soit le ca1amagrostis du Canada 

(Ca 1 amagrost i s canadens i s) qu i pousse généra 1 ement dans 1 es 

1 ieux humides et près des rivages. Le deuxième type est 

représenté par un mélange de feui 1 les et de racines de 

différentes graminées décomposées. Le ca1amagrostis du Canada 

est caractérisé par de longues feuil les effilées d'environ 2 

à 5 mm de 1 argeur tand i s que 1 e mé l ange de feu i 1 1 es et de 

racines de graminées décomposées ressemble p1utOt à de longs 

filaments très fins (comme des mèches de cheveux). Cependant 

à po i ds égaux, l' ensemb le de feu i l l es et de rac i nes possède 

une surface de contact plus grande que le calamagrostis. 

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

été co l on i sées pendant un mo i s 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 la. étaient placées sur un portoir (voir Figure 3). 

Ce porto i r avec 1 ames nous permetta i t d' avo i r une surFace 

connue couverte par le périphyton. 

II.5 NATURE ET NOMBRE D'ECHANTILLONS 

Voici maintenant les diFFérents types d'échantil Ions qui 

ont été placés dans le lac Troglodyte: 

1) Des échantillons contenant les divers substrats. plus 

du TEKNAR R HPD (HPD R) à 100 mg.L- I . Ces échanti 1 Ions servent 

à suivre l'activité résiduel le du produit. 

2) Des échanti lions contenant les divers substrats. plus 

de l'eau du 1 ac Trog 1 odyte. Ces échant i lions ag i ssent comme 

des témoins servant à déterminer si les divers substrats ou 

encore les Facteurs physico-chimiques diFFusant dans les 

chambres env i ronnementa 1 es ne dev i endront pas une source de 

toxicité durant la durée de l'étude. 

3) Des échantillons contenant les divers substrats. plus 

une Formulation de TEKNAR R HPD mais sans spores ni cristaux 

(HPD R sp- cr-) à 100 mg. L -1 (Formu 1 at i on Fourn i e par ZOE CON 

LTEE. U.S.A.). Ces échanti lions servent à vériFier si cette 

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

à la colonisation par le pérlphyton. 

~ ____________________________ ___ 



42 

dev i ent pas tox i que dans 1 e temps. en présence des divers 

substrats. 

4) Oes échantillons contenant seulement du TEKNARR HPO 

(HPOR ) ou du TEKNARR HPO sans spores ni cr i staux (HPO R sp-

cr-) ; tous à une concentrat i on de 

déminéralisée stérile. Toutefois ici 

100 -1 mg.L d'eau 

la membrane semi-

perméable a été remplacée par un couvercle scellé. Ces 

échantillons (témoins scellés) ont pour but de vérifier la 

stabilité relative du larvicide dans le temps lorsque celui-

ci n'est pas en contact avec 1 es éléments diffuseurs. ni 1 es 

substrats. Il ne subit que les variations de température. 

Le tableau 2 présente ici le nombre d'échantillons pour 

chacun des substrats. 

Tableau 2 

Nombre d'échantil Ions pour chacun des substrats. 

Substrats HPO R Eau du lac HPO R sp- cr-
(témoins) 

Eau la 5 3 

Sédiments la 5 3 

Vég. type la 5 3 

Vég. type 2 la 5 3 

Périphyton 8 4 3 

Témoin scel lé 5 3 
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Le nombre total d'échantillons placés dans le lac a été 

déterminé en fonction de raisons bien précises, soit: 

1) Considérant le fait que nous avions cinq substrats et 

que nous couvrions une période de cinq mois, le nombre 

d'échanti lIons placés dans le lac (95 échantil Ions) 

constituait un éventail assez grand pour avoir des résultats 

valables. Nous avons décidé de prendre cinq substrats plutôt 

qu'un seul car nous voul ions connaître le comportement de 

l'activité toxique face à plusieurs substrats. Cependant, 

selon les résultats obtenus, il sera possible plus tard 

d'étudier 1 ou 2 substrats plus spécifiquement et ainsi avoir 

plus d'échantil Ions par substrat; donc une plus grande 

précision dans le temps des variations de la toxicité. 

2) La préparat i on et 1 ami se à l'eau de ces 95 

échantil Ions 

échantil Ions 

ainsi que 

(séparation 

le traitement de ces mêmes 

des fract. ions, analyses 

microbiennes, enzymatiques et bioessais) demandaient beaucoup 

de temps pour une seule personne. 

3) Nous devions prévoir à ce que l'élevage de moustiques 

puisse être capable de subvenir à nos besoins lors des essais 

biologiques. 



Exemple 

nombre mi ni ma 1 de larves (excluant 1 es témo i ns ) 

eFFectuer un bioessai 

Fourchette 3 di lutions x 10 larves = 30 

échantil Ion 8 dilutions x 30 larves x tripl icat = 720 
750 
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pour 

On a 95 Fractions 1 iquides et 69 Fractions solides. ce qui 

Fait en tout 164 essais biologiques (bioessais) à Faire. 

Donc. 164 bioessais x 750 larves = 123.000 larves 
bioessai 

Pour les échantil Ions où il y a présence d'un substrat. 

chaque chambre environnementale se voit attribuer une 

quantité suFFisante du substrat pour permettre une 

interaction signiFicative avec la suspension larvicide. Pour 

chaque échantil Ion. nous notons le poids ou le volume de tous 

les éléments présents dans la chambre environnementale 

(tableau 3). 

Toutes les chambres environnementales sont mises à l'eau 

dans des paniers de plastique et placées à l'aide d'ancres et 

de bouées de Façon à être maintenues verticales à environ 0.5 

m du Fond et ce dans 1 a part f e 1 apI us proFonde du 1 ac (2 

mètres). En suspendant nos échantillons de cette Façon. nous 

évitons ainsi le risque d'enl isement dans la boue et cela 

permet une meilleure circulation de l'eau autour de la 

chambre environnementale. 



Tableau 3 

Volume et poids des dirrérents substrats placés dans les 

chambres environnementales. 

Substrats Poids ou volume Volume de HPO R, eau du 

lac ou de HPOR sp- cr-

Eau 250 ml complète à 525 ml 

Sédiments 100 9 " " " " 

Vég. type 30 9 " " " " 
Vég. type 2 30 9 " " " " 
Périphyton 10 lames colonisées " " " " 

II.6 ECHANTILLONNAGE 
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L'échantillonnage s'est rait sur une période d'environ 

cinq mois. A partir du mois de mai, Jusqu'à la rin de Juin, 

nous avons réco 1 té des échant f 1 lons à toutes 1 es sema i nes • 

Pour cette période, quatre sessions d'échantillonnage ont été 

errectuées, soit le 30 mai ainsi que les 6, 13 et 20 juin 

1985. Etant donné qu'à cette pér i ode de l'année la 

température est suscept f b 1 e de sub f r de rortes var i at ions, 

nous vou 1 ions savo f r si ces écarts marqués de température 

inrluenceraient la stabilité de l'activité toxique. Si jamais 

ces écarts de température inrluençaient la stabilité de 

1 ' act i v f té tox i que au cours du prem fer mo i s, nous aur f ons 



alors un éChantillonnage serré dans le temps qui 

permettrait de bien identiFier cette période. 
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nous 

Durant la saison estivale, les prélèvements 

d'échantillons Furent espacés de deux semaines étant donné la 

stab i 1 i té re 1 at ive de 1 a température, qu i à ce moment se 

maintient autour du maximum. Au cours de cette période, cinq 

sessions d'échantillonnage Furent réalisées, soit le 4 

juil let, les 1er , 15 et 29 août ainsi que 12 septembre 1985. 

Fi na 1 ement, 1 a dern i ère réco 1 te Fa i te 1 e 23 octobre 

1985, nous permetta i t d' avo i r un échant i lIon qu i de nouveau 

avait subit de gros écarts de température, écarts similaires 

à ceux qui se produisent au début de juin. 

Lors des échantillonnages, nous avons relevé à chaque 

Fois la température minimum-maximum à l'aide d'un thermomètre 

Tay 1 or et des échant i lIons d'eau éta i ent amenés au 

laboratoire aFin d'en déterminer le pH. Lors du transport au 

1 aborato ire, 1 es échant i lIons d'eau ai ns i que 1 es chambres 

environnementales étaient maintenus à 4°C dans une glaciaire. 

II.7 PREPARATION DES FRACTIONS 

Rendu au 1 aborato ire, 1 es échant i lIons · ne contenant 

qu'une Fract ion 1 i qu i de ne sub i ssa i ent aucune mod iF i cat i on, 

tand i s que nous dev i ons séparer 1 a Fract ion 1 i qu i de de 1 a 

Fract i on so 1 i de pour 1 es autres chambres env i ronnementa 1 es 
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contenant ces deux types de Fraction. Ces manipulations 

étaient nécessaires avant de pouvoir procéder aux diFFérentes 

analyses (essais biologiques, comptes de spores et de 

cellules végétatives ainsi que des tests de protéases) Faftes 

séparément sur les Fractfons lfquides et solfdes. 

Avant de séparer les Fractions, on brasse énergfquement 

les chambres environnementales pendant une minute. Ce 

brassage permet de ne garder adsorbé aux substrats que 1 es 

cristaux ayant une aFFinfté réelle pour le substrat présent. 

Pour tous 1 es substrats, sauF 1 es séd f ments, nous 

lafssons reposer la chambre environnementale pendant cinq 

minutes sufte au brassage. Ensuite nous décantons pour 

séparer la Fraction liquide de la Fractfon solfde, puis nous 

notons les volumes et les poids récupérés . Finalement, nous 

plaçons les dfFFérentes Fractions dans des sacs de plastique 

(Whirlpacks). Pour les sédiments, nous devons laisser reposer 

2,5 heures avant de décanter, sinon nous récupérons une trop 

grosse partfe des sédiments dans la Fraction liquide. 

Comme il est impossible d'analyser immédfatement toutes 

les Fractions obtenues lors d'un échant i 1 1 onnage, les 

dfverses Fractfons sont préservées è -30· C. Des expérfences 

eFFectuées en 1 aborato f re ont démontré que 1 a congé 1 at i on 

n'aFFecte pas la toxicité des cristaux, les décomptes de 

spores (Dupont, C.; données non-pub 1 i ées) et 1 es protéases 
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(Culling. 1974). Les auteurs Dagnogo et Coz (1982) ont aussi 

démontré que des températures de -20 0 C et - 80 0 C n'avaient 

aucune influence sur l' act i v i té toxique de Bac i 1 1 us 

sphaericus. 

II.8 ESSAIS BIOLOGIQUES ET ANALYSES STATISTIQUES DES TESTS 

BIOLOGIQUES 

Pour mesurer l'activité résiduelle de notre larvicide. 

des essais biologiques (bioessais) sont effectués sur toutes 

les fractions liquides et solides récupérées lors des 

échantillonnages. 

Les essais biologiques sont faits à partir de larves de 

quatrième stade d'Aedes triseriatus (Say) élevées en 

laboratoire (Université du Québec à Trois-Rivières) et selon 

la méthode proposée par de Barjac et Larget (1979) et adoptée 

par l'Organisation Mondiale de la Santé (Rishikesh et 

Qué 1 en nec • 1983). 

Pour chacune des fractions 1 iquides de nos échantil Ions. 

huit dilutions sériel les (0.65 en 0,65) sont réalisées. 

L' obj ect i f de cette procédure est d' obten i r au mo i ns deux 

pourcentages de mortal ité de part et d'autre de 50% et 

différents de 0 et 100 %. 

Pour les différentes fractions sol ides. la procédure est 

que 1 que peu mod if i ée. Etant donné que nous ne pouvons pas 
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fa ire de di 1 ut ions sér i elles à part i rd' un même vo 1 ume de 

départ, nous gardons 1 e même pr i nc i pe de di 1 ut i on (0,65 en 

0,65) mais en plaçant individuellement le poids correspondant 

à notre dilution dans chaque contenant. 

Exemple 

x 0,65 

x 0,65 

di 1 ut ion = 6,5 g de végétation + 93,5 ml 

dilution 2 = 4.2 g de végétation + 95.8 ml 

dilution 3 = 2.7 g de végétation + 97.3 ml 

eau 

eau 

eau 

Dans les deux cas (fractions liquides et solides), un 

volume de 100 ml de la suspension diluée reçoit 30 larves et 

chaque dilution est testée en triplicat. 

Bien que 1 a méthode proposée par de Barjac et Larget 

( 1979) recommande que 1 es tests b i 0 1 og i ques so 1 ent répétés 

sur trois jours consécutifs afin de s'assurer de la constance 

du t .aux de morta 1 i té pour une même di 1 ut i on, i 1 nous fut 

malheureusement Impossible de réal iser cette étape. En effet, 

pour certains échanti 1 Ions la quantité disponible (volume 

total) n'était pas assez élevée pour réaliser les tests sur 

trois jours consécutifs. De plus, avec le nombre total 

d'échantil Ions à tester, ceci aurait 

d'environ 370,000 larves, ce qui 

nécessité un total 

était techniquement 

impossible à 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 

consécut i fs, nos résu 1 tats sont tout de même très va 1 ab 1 es 
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étant donné que la souche de moustiques uti 1 isée. Aedes 

tr i ser i at.us. démontre des réponses très constantes dans 1 e 

temps (très peu de var i at i ons au niveau des standards et 

entre les triplicats d'une même dilution). 

Su i te è ces di 1 ut ions. 1 es 1 arves sont ma i ntenues en 

contact avec l' échant i lIon è tester pendant 24 heures dans 

des chambres de croissance maintenues constantes è 250 C. En 

eFFet. une variation de température lors des diFFérentes 

expériences peut aFFecter la mortalité des larves. 

Après 24 heures. on dénombre 1 a quant i té de 1 arves 

vivantes et mortes ainsi que les nymphes. Etant donné que ces 

1 arves peuvent être nécrophages. 1 e nombre de 1 arves mortes 

est calculé en Faisant la diFFérence entre le nombre initial 

de larves (30) et les larves vivantes plus les nymphes après 

24 heures. De plus. considérant que les nymphes ne sont pas 

aFFectées par le larvicide. leur nombre est aussi déduit du 

nombre in i t  i a 1 de 1 arves lors du ca 1 cu 1 du pourcentage de 

mortalité. Si le nombre de nymphes dépasse 5%. le test n'est 

pas valable. 

AFin de déterminer l'activité résiduelle de chaque 

échantillon. nous ~  les résultats obtenus è un 

standard de concentration connue. Une nouvel le ~  

larvicide de -1 
100 mg. L  • préparée è part i r de TEKNARR HPD 
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gardée à 4° C au laboratoire, nous sert de standard lors de 

chaque série d'essais biologiques. 

Récemment mis au po f nt, 1 e prog ici el SPSSX (Norus i , 

1983) peut étab 1 i rune re 1 at i on 1 i néa ire pondérée entre 1 a 

mortalité exprimée en "probit" et le logarithme de la 

concentration, en employant le "Maximum likelihood Procedure" 

(F i nney, 1971). 

A part i r de ce programme, nous pouvons déterm i ner 1 a 

dilution de notre préparation originale qui causera 50"1. de 

mortal ité (Cl 50 ). Afïn de val ider la droite "probit" et la 

Cl 50 obtenue, nous utilisons la distribution Khi-carrée avec 

k-2 degrés de 1 iberté (k = nombre de di lutions) et un 

interval le de confiance au seuil de 95%. 

Exemple Calcul pour trouver l'activité résiduel le d'un 

échant i lIon. 

( 1 ) 
[] en mg/l = 

( 2 ) 
dil. pour CL50 du std 

d'un échant. dil. pour Cl50 de l'écho 
(3) 

(4) 
x [J mg/l du std 

Valeurs trouvées expérimentalement à l'aide d'essais 
biologiques (exemple) 

( 2 ) = 0,01 
(3) = 0, 10 
(4) = 100 mg/l 

( 1 ) = { 2 2 x (4 ) = O! 0 1 x 100 maLI = 10 mg/l 
(3 ) 0, 10 
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Donc, notre échantillon contient l'équivalent de 10 mg/l 

de TEKNARR HPD. 

Au départ, lors de la mise à l'eau de nos échantillons, 

nous avions une concentration de TEKNARR HPD de 100 mg/l pour 

chaque échant i 11 on. Dans notre échant f 11 on, i 1 nous reste 

alors 10 ~ de notre activité originale, ou encore nous 

pouvons interpréter cette lecture de 10 mg/l comme étant une 

baisse de 0~ de notre activité initiale. 

Exemple 10 mg!l x 100 = 0~ de l'activfté initiale 
100 mg/l 

:(100 mg!l - 10 mg!l) x 100 = 
100 mg/l 

0~ de perte de notre 
actfvité initiale 

En eFFectuant ce calcul pour tous nos échantillons d'un 

même substrat, nous pouvons interpréter les diFFérentes 

Fluctuations (baisse, hausse ou stabilité) de notre activité 

larvicide en produisant un graphique de l'activité résiduelle 

en Fonction du temps. 

II.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 l'aFFirmative (diminution 

des cellules végétatives et augmentation des spores), de 

nouvelles toxines pourraient être relêchées dans le mi 1 ieu, 
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pouvant a f ns f amener une augmentatfon substantfelle de 

toxfcfté dans nos échantfllons. 

Les comptes de spores et de cellules végétatfves ont été 

fa i ts par 1 a méthode d' éta 1 age sur gé 1 ose çJécr f te dans 1 e 

"Standard method for the examfnatfon of water and wastewater" 

(15ième édftfon, 1981). Des dilutfons (10 en 10 dans de l'eau 

phosphatée; Annexe A) provenant des fract f ons 1 f qu f des de 

chaque échantillon sont ensemencées en trfplfcat sur un 

mflieu NYPC (vofr Annexe B), sélectff pour le B.t.i. (Yousten 

~  1982). 

Pour les cellules végétatfves, on place directement le 

liqufde (1 ml ou 0.1 ml) sur la gélose et, sufte aux 

ensemencements, on place è l'étuve è 37- C. Après 48 heures, 

on faft le décompte bactérfen des géloses contenant entre 30 

et 300 colonies. Toutefofs, si è partir de notre solution 

pure le décompte est fnférfeur è 30, nous notons quand même 

le résultat obtenu. Ces résultats peuvent être plus ou mofns 

valables statfstfquement, mafs f 1 s peuvent être très 

i nd f cat f fs lors de l'ana lyse des données. Les co l on i es de 

B.t.f. sont fcf facflement fdentfffables étant donné que sur 

ce m f l feu sé 1 ect f f  f 1 n' y  a que ces dern f ères qu f poussent 

(s f d'autres bactér f es parvena f ent è  -pousser, ce 11 es-c f 

serafent facflement distfnguables par rapport au B.t.f.). Les 

colonfes présentes correspondent a lors è des ce 1 lu 1 es 

végétatfves et/ou des spores ayant germées spontanément. 
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Pour les comptes de spores, la démarche est Identique 

sauf que notre échant 1 11 on de départ (so 1 ut 1 on pure) est 

placée dans un bain-marie à 65° C pendant 15 minutes • Cette 

étape détruit les cellules végétatives sensibles à la chaleur 

1 a issant 1 es spores intactes. Après tra i tement, 1 es spores 

soumises à des conditions normales de croissance devraient 

germer et former des colonies sur botte de Pétrf. 

Les décomptes de spores et de cellules végétatives ont 

été faits sur les fractions liquides seulement, et les 

résu 1 tat s sont expr 1 més en nombre de spores ou de ce 1 lu les 

végétatives par ml de l'échantfllon liquide original. 

II.10 TESTS DE PROTEASES 

Comme on 

environnementaux 

l'a vu 

peuvent 

précédemment, 

causer la 

beaucoup d ' éléments 

dégradat i on ou la 

dénaturat 1 on du cr 1 sta 1 proté 1 nique. Les enzymes 

protéolytiques (protéases) sont un de ces éléments qui, 

dépendant de leur concentration, peuvent avoir un effet sur 

1 a v f tesse de dégradat f on de la tox f ne. Ces protéases sont 

des enzymes extracellulafres produftes par dffférents 

organ f smes et présentes de façon nature 11 e dans 1 es eaux du 

lac et les substrats solfdes. 
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Le test de protéases peut nous permettre d ' amener des 

éléments supp l émenta f res d' i nf'ormat f on, pour exp l f quer une 

hausse ou une bafsse de toxfcfté . 

L' act f v i té protéo l yt f que des f'ract f ons l f qu i des est 

déterm i née à part f r du test proposé par Hart f n et ê..l (1981) 

en ut i l f sant le substrat Azoco 11. L' Azoco 11 est const i tué 

d'un colorant (azo) f'ixé à une protéine insoluble, le 

collagène. Suite à l'activité protéolytique, une partfe de la 

proté i ne (dépendant de la concentrat i on de protéases) sera 

hydro lysée en pet i ts pept ides so l ub l es co l orés et libérés 

dans la f'raction l iqufde. Une lecture de cette f'raction 

l i qu i de au spectrophotomètre nous donne l'activité 

enzymatfque contenue dans chaque échantfllon . 

Le choix de substrat s'avère donc très intéressant, car 

i l nous permet de quant i f' i er de f'açon préc f se l' act i v f té 

enzymatique contenue dans chaque chambre environnementale. 

Procédure expérfmentale 

Dans des tubes jetables pour culture (13 x 100 mm) f'afts 

de verre borosilicate (Fisher, U. S.A . ), on place 15 mg 

d'Azocoll (Calbiochem) auxquels on ajoute 0,5 ml de notre 

f'ractfon lfqufde à tester et 0,5 ml de tampon phosphate (vofr 

Annexe Cl. Ce mélange est incubé à 37° C pendant 3 heures et 

brassé à toutes les 30 minutes. Après le temps d'fncubatfon, 

la réactfon enzymatfque est arrêtée par l'ajout de 3,5 ml de 
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-3 HCl 10 N. Par la suite, on filtre â travers de la laine de 

verre placée dans une pipette Pasteur et on récupère le 

fil trat. Une 1 ecture d' absorbance du fil trat est fa i te au 

spectrophotomètre â une longueur d'onde de 520 nm et comparée 

â un témo i n ( 0 ,5 ml d'eau di st i 1 1 ée remp 1 ace 1 e 0,5 ml de 

notre solution â tester). Les unftés sont exprimées en 

"unités d'activité enzymatique" (u.a.e.) / ml d'échanti llon. 

Pour chaque échantfllon testé, l'expérience est faite en 

tr i pli cat. 

Pour le calcul des unités nous considèrerons les points 

suivants : 

1) 1 unité d'activité enzymatique (u.a.e.) correspond â 

une augmentat f on de 0,001 de 1 a dens f té opt f que par m f nute 

prise â une longueur d'onde de 520 nm (00520 ). 

2) le temps d'fncubation est de 3 heures (180 minutes) 

3) notre solution se trouve â être diluée 9 fois lorsque 

la lecture est au spectrophotomètre, soit 0,5 ml de notre 

so 1 ut f on â tester dans 0,5 ml de tampon plus 3, 5 ml de HC 1 

10-3 N ( 0,5 ml dans 4,5 ml de solutfon totale). 

4) on prend 0,5 ml de notre solution â tester et les 

unités finales se donnent en fonctfon de 1 ml de solution â 

tester. On doit donc multfplier notre valeur finale par deux 

pour obtenir une valeur pour 1 ml de solution â tester. 
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Donc par exemple, sf notre lecture au spectrophotomètre 

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

0,1 00520 x 
180 mfn 

1 U.B.e. = 
0,001 00520 
1 mf n 

0,555 u.a.e. 

On multiplie par 9 è cause des dflutfons, soft: 

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

On a 5 u.a.e. pour 0,5 ml de notre solutfon de départ, 

on doft alors multiplfer par 2 pour ramener le tout è un ml, 

d'où 5 u.a.e. x 2 = 10 u.a.e. / ml. 

Donc, en gardant 1 es mêmes cond f t i ons pour chaque 

échantillon, nous nous apercevons d'après le calcul raft 

précédemment que nous n'avons qu' è mu 1 t f pl fer nos 1 ectures 

obtenues au spectrophotomètre par 100, et nous obt fendrons 

directement la valeur de nos unftés par ml de l'échantfllon 

liquide orfgfnal. 



CHAP 1 TRE 1 1 1 

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 1 es di vers 

substrats (activité toxique. décomptes de spores. de cellules 

végétatives et de protéases) ainsi que la température et le 

pH. 

Les Figures et les tableaux auxquels nous Ferons 

réFérence dans le texte se retrouvent tous à la Fin du 

présent chapitre (pages 73 à 84). 

111.1 LES TEMOINS 

Comme on peut 1 e vo i r au tab 1 eau 4. 1 es Fract ions 

solides des témoins "eau du lac" et "TEKNARR HPD sans spores 

nier i staux" (HPD R sp- cr-) ne démontrent aucune morta 1 i té 

durant toute la saison d'échantillonnage. La Fraction solide 

ne démontrant aucune tox ici té. on peut s'attendre à ce que 

les Fractions 1 iquides soient aussi négatives. TouteFois. les 

Fract ions 1 i qu i des montrent de 1 égères morta 1 i tés (tab 1 eau 

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 ,car 

i 1 n' y a pas de B. t. f. dans ces témo f ns et 1 es morta 1 i tés 

sont trop faibles. 

Cependant, il est toujours possible (pour fins de 

comparaison) de faire correspondre ces pourcentages de 

morta 1 i té à des va 1 eurs expr i mées en mg. L -} (comme dans 1 e 

cas des valeurs obtenues lors du calcul de l'activité toxique 

résiduelle avec du B.t.i.). 

Dans le cas de la fraction liquide avec "eau du lac", la 

moyenne des cinq pourcentages moyens de mortalité est 

d'env i ron 1.21 1., tand i s que ce Ile de 1 a fract i on 1 i qu i de 

avec "TEKNARR HPD sp- cr-" est d'env i ron 1.66 1.. Cons f dérant 

que 1 a CL 50 (50 "/. de morta 1 i té) pour un standard de B. t. i . 

correspond à environ } .6 -} mg.L , nos pourcentages de 

morta 1 i té pour nos deux fractions 1 iquides équivalent 

respectivement à 0.036 mg.L- l et 0.049 -1 mg.L , soit des 

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

Il est aussi important de mentionner que dans le cas des 

fract ions 1 i qu i des de ces deux témo i ns, des 1 arves d' Aedes 

atropa 1 pus furent ut i 1 i sées lors .des essa i s b i 0 log f ques. En 

effet, étant donné que théoriquement on s'attendait à ce que 
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tous ces tests s01ent négatiFs, nous avons ut111sé un lot de 

1 arves d' Aedes atropa 1 pus, une souche sauvage provenant de 

.dépress10ns rocheuses (rock pool), que nous possédions déjé 

au laboratoire. Tout ceci aFin d'épargner notre élevage 

d'Aedes triser1atus, qui é ce moment-lé éta1t peu productiF. 

Les larves d'Aedes atropalpus étant gardées depu1s déjé 

un certain temps é 4- C, il se peut qu'au moment de Faire les 

essa i s b i 0 log 1 ques, ces 1 arves Furent mo i ns rés i stantes et 

que les mortalités obtenues soient de cause purement 

naturelle. Cette hypothèse devient très plausible si on 

cons i dère que l'on a retrouvé des pourcentages de morta 1 f té 

équ i va 1 ents dans des témo 1 ns contenant seu 1 ement de l'eau 

distillée non-dém1nérallsée et des larves d'Aedes atropalpus. 

Etant donné que nous avons obtenu de très Fa i b 1 es 

pourcentages de mortalité dans nos témoins (tableau 4) et que 

ces Faibles pourcentages sont peu signiFicatiFs (pourcentages 

1 égèrement supér i eurs ou égaux aux témo i ns Fa i ts avec de 

l'eau distillée non-déminéralisée), nous n'avons pas Jugé bon 

de 1 es soustra ire de chaque pourcentage de morta 1 i té obtenu 

avec les échantillons contenant du B.t.i • • 

Pour 1 es témo i ns "TEKNARR HPD sce 11 é", on remarque en 

consultant la Figure 4, que l'activité toxique demeure 

relativement stable lors des 42 premiers jours, celle-cf ne 

subissant qu'une baisse de 13 ~ entre les jours 0 et 42. La 
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toxicité subit cependant une très Forte baisse entre les 

jours 42 et 98, 1 ' act i vi t .é n'étant plus qu'à 5 1. de 

l'activité initiale. Finalement, la toxicité diminue jusqu'à 

2 % de l'activité de départ (Jour 152). 

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

augmentation graduelle à partir du premier échantillon 

jusqu'au dernier; le décompte Final atteignant environ trois 

Fois la valeur du premier échantil Ion (jour 14). 

Pour 1 es ce 1 1 u 1 es végétat ives (tab 1 eau 5), ce 1 1 es-c i 

mont rent une augmentat i on entre 1 e prem i er et 1 e deux i ème 

échanti 1 Ion. Par la suite, les valeurs vont toujours en 

décroissant pour Finalement atteindre une valeur très près de 

zéro au jour 152. 

Fi na 1 ement, en ce qu i a tra i t aux protéases, on vo i t 

d'après le tableau 5, que la quantité baisse de Façon 

constante tout au long de l' échant i 1 lonnage (perte tota 1 e 

d'envi ron 50 1.). 

1 1 est intéressant de noter que dans 1 es témo i ns 

"TEKNARR HPD sce lIé" , 

végétatives et les 

l'activité toxique, 

protéases suivent des 

1 es ce 1 1 u 1 es 

cheminements 

simi laires (à la baisse) après le deuxième échanti Ilonnage, 

tand i s que 1 es spores su i vent un chem i nement tout à Fa i t 

inverse. 
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111.2 LES SUBSTRATS 

Commme mentionné précédemment dans la section Il.3, la 

concentration initiale de TEKNAR R HPD placée dans chaque 

chambre environnementale était de 100 mg.L- I . Les différentes 

concentrst i ons de B. t. i. contenues dans nos échant i lIons et 

calculées à partir des essais biologiques sont a lors 

comparées à notre concentrat i on de départ, pour ai ns i nous 

donner l'activité résiduel le contenue dans chaque chambre 

environnementale. 

111.2.1 Substrat EAU DU LAC (figure 5 et tableau 6) 

Après avoir subit une perte de 50 % au cours des deux 

premières semaines (jours 0 à 14), la toxicité demeure stable 

à 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 à une baisse considérable 

de l'activité toxique jusqu'à 5 % de la toxicité initiale, ce 

qui correspond à une perte de 90 % par rapport au jour 28. La 

toxicité demeure stable à ce niveau jusqu'au jour 70 

(augmentation non-significative à ce point) pour ensuite 

décrottre jusqu'à 1. de l' act i v i té de départ au jour 84. 

Jusqu'au jour 152, nous réuss i ssons à détecter en moyenne 

environ 1 % de la toxicité de départ, ce qui correspond aussi 

aux morta 1 i tés retrouvées dans les témo i ns. Donc, on peut 
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dire qu'à partir du jour 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 sub i ssent une forte ba i sse entre l es jours 14 et 

28. Par la suite, les valeurs montrent une très forte hausse 

entre les jours 28 et 42 pour rediminuer de nouveau (d'un 

facteur équ i va lent à l a hausse précédente) au jour 70. Les 

valeurs réaugmentent entre les jours 70 et 84 et montrent par 

la suite une légère baisse jusqu'au jour 112. Finalement, les 

décomptes subissent une augmentation 

152. 

entre les jours 112 et 

Chez les protéases (tableau 6), les résultats montrent 

qu'à partir du jour 14, les valeurs sont toutes cyclées 

(va leur basse, va leur haute, va leur basse, etc ... ) ma i s en 

al l ant toujours vers des va leurs croi ssantes, et atte i gnant 

un sommet au jour 112. Chez les spores et les cellules 

végétat ives, un sommet dans l es décomptes est atte i nt dans 

les deux cas au jour 42. 

111.2.2 Substrat PERIPHYTON (figure 6 et tableau 7) 

Pour la fraction liquide des échantillons de périphyton, 

nous notons à la figure 6 qu'au jour 42, il ne reste que 40 % 

de l'activité initiale, soit une perte de 60 % par rapport au 
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jour 28 (dans ce cas-ci le jour 28 correspond au jour 0 étant 

donné 1 e dé 1 a i pour 1 ami se à l'eau des échant i lIons de 

périphyton). A partir du jour 42, nous assistons à une baisse 

graduelle de la toxicité jusqu'au moment d'atteindre 1 % de 

la toxicité originale, ce qui constitue une perte de 98 % par 

rapport au jour 42. Par la suite, l'activité demeure stable à 

environ 2 % jusqu'à la Fin. 

Cependant, dans 1 a Fract i on so 1 ide (F i gure 6), 1 e 

premier échanti 1 Ion (jour 
-1 résiduelle de 12 mg.L . Ceci 

42) démontre une activité 

correspond à une augmentation 

signiFicative, montrant ainsi que des cristaux ont été 

adsorbés au périphyton étant donné qu'à l'origine, lors de la 

mise à l'eau des échantil Ions, le périphyton était exempt de 

tous cristaux. De plus, les témoins des Fractions solides du 

périphyton étant négatiFs, la présence de toxicité 

conFirmerait l'adsorption de cristaux. 

s'aperçoit que dès le deuxième échantillon 

Par contre, 

(jour 70), et 

on 

ce 

jusqu'au dernier (jour 152), on dénote aucune activité 

résiduel le sur le périphyton. 

Ma i ntenant au niveau des spores, on vo i t d'après 1 e 

tableau 7 que, du jour 42 à 112, il est possible de 

considérer le nombre de spores comme étant constant (en 

considérant les intervalles de conFiance). Ce n'est qu'entre 

1 es jours 1 12 et. 152 que nous ass i stons à une augmentat i on 

des décomptes (environ deux Fois plus). 
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Pour 1 e décompte des ce 1 1 u 1 es végétat ives, ce 1 u i -c i 

demeure constant du jour 42 à 84 (valeurs significativement 

semblables) pour ensuite subir deux baisses successives, soit 

aux jours 98 et 112. Finalement, comme dans le cas des 

spores, nous assistons à une hausse des cellules végétatives 

(augmentation d'environ 2.7 fois) entre les jours 112 et 152. 

En ce qui a trait aux protéases, celles-ci réagissent de 

façon simi laire à ce qui se passe dans le cas de "l'eau du 

lac". Nous constatons que les valeurs sont cyclées une à une 

mais tout en allant vers des valeurs croissantes; ces valeurs 

atteignant, encore ici, un sommet au jour 112. 

111.2.3 Substrat VEGETATION A 

tableau 8) 

( figures 7 et 8 et 

Après avoir subit une forte perte d'environ 85 % après 7 

jours (figure 7), une faible toxicité résiduelle, soit en 

moyenne 12 % de l'activité initiale, caractérise la fraction 

l i qu i de des jours 7 à 28. Entre l es jours 28 et 42, nous 

assistons à une augmentation significative de l'activité 

toxique. Celle-ci augmente à un taux correspondant à 58 % de 

l'act.ivité initiale, soit une hausse d'environ 5 fois par 

rapport au jour 28. Su i te à cette forte hausse, l' act i v i té 

demeure stable jusqu'au jour 70 pour ensuite subir une baisse 
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jusqu'à 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 TEKNAR R se retrouvent 

principalement dans les deux premières semaines (jours 7 et 

14). Il faut se rappeler ici que, comme dans le cas du 

péri phyton , lors de la mise à l'eau des échantillons 

contenant de la végétation, cette dernière était exempte de 

B. t. i .. Le fa i t de détecter 1 a présence de tox ici té sur 1 a 

végétation est alors très significatif. Par la suite, nous 

détectons de l' act i v i té tox i que sur 1 a végétat i on jusqu'au 

jour 152 mais à des concentrations toutefois inférieures à 1 

mg.g- 1 , soit en moyenne 0.655 mg.g- 1 (figure 8). 

Pour 1 es comptes de spores (tab 1 eau 8), on remarque 

qu'au cours des deux premières semaines (jours 7 à 14), les 

décomptes sont stab 1 es. Entre 1 es jours 14 et 21, i 1 Y a 

augment.at i on des comptes d'env i ron du doub 1 e, et su i te à 

cette hausse, 1 es décomptes demeurent stab 1 es jusqu'au jour 

28. Cette stabi1 ité est suivie d'une très forte baisse 

(diminution d'environ 17 fois entre les jours 28 et 42), qui 

est i mméd i atement su i vie d'une hausse (jour 70) qu i ramène 

les décomptes à une valeur similaire à celle du jour 28. Au 

jour 84, 1 es spores sub i ssent de nouveau une ba i sse (env i ron 

cinq fois) pour remonter, mais à un taux moindre au jour 98. 

Finalement, les décomptes baissent à une valeur très basse au 
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jour 112 et restent ainsi stables jusqu'au dernier 

échantillon (jour 152). 

Pour les cel Iules végétatives (tableau 8), les décomptes 

sont stables jusqu'au jour 21 pour ensuite subir une hausse 

d'environ 3 rois entre les jours 21 et 28. Les cel Iules 

végétatives subissent par la suite une rorte chute entre les 

jours 28 et 42, su i vie d'une très rorte hausse ent.re 1 es 

jours 42 et 70. Su i te au jour 70, 1 e décompte des ce 1 1 u 1 es 

végétat ives demeure à un niveau assez stab 1 e ma i s avec des 

valeurs plus raibles qu'au début de la saison 

d'échantillonnage. 

De leur cOté, les protéases démontrent des valeurs qui 

peuvent être regroupées en trois groupes distincts et qui 

rorment un cycle, soit les jours 7 à 21 (moyenne de 8.1), les 

jours 28 à 98 (moyenne de 28.8) et les jours 112 à 152 

(moyenne de 15.4). On remarque que la période où l'on 

retrouve de rortes quant i tés de protéases (jours 28 à 98) 

correspond à 1 a pér i ode où i 1 y a de nombreuses var i at ions 

dans les décomptes de spores et de cel Iules végétatives. 

111.2.4 Substrat VEGETATION B 

tableau 8) 

(ri gures 7 et 8 et 

A l'inverse de la végétation A, la végétation B démontre 

au cours des trois premières semaines une très bonne 

pers i stance de l' act i v i té résiduel le dans la fraction 



68 

liquide. Après une perte d'activité de 40 % après 14 jours, 

1 ' act i v i té reste stab 1 e à env i ron 60 % de l' act i v i té de 

départ pu i s sub i tune ba i sse jusqu'à 28 1. de 1 a tox ici té 

originale entre les jours 21 et 28 (diminution d'environ 53 % 

par rapport au jour 21). Par la suite, l'activité résiduelle 

demeure relativement stable entre les Jours 28 et 84. A 

partir du jour 84, la toxicité subit une baisse graduelle 

pour Finalement atteindre 2 % de la toxicité initiale au jour 

152. 

Pour la Fraction solide, on voit à la Figure 8, qu'après 

21 jours, peu de toxicité se retrouve sur la végétation 

(concentration inFérieure à -1 mg.g ). Cependant, aux jours 

28 et 42, nous atte i gnons 1 es plus hauts taux déce 1 és dans 

des échantillons, soit 16 et 1500 mg.g- 1 . Par la suite, nous 

assistons à une ba i sse gradue 11 e d' act i v i té dans les 

fractions solides et ce jusqu'au jour 152, où nous avons une 

concentration d'environ 0.6 -1 mg.g . Par contre, entre les 

jours 42 et 84, le jour 70 fait exception en démontrant une 

très forte perte d'activité. 

Maintenant, en ce qui concerne les décomptes de spores 

(tab 1 eau 8), ceux-c i demeurent stab 1 es et élevés ent re 1 es 

jours 14 et 28 pour ensuite subir une baisse (diminution 

d'environ la moitié) entre les jours 42 et 70. Au jour 84, 

les décomptes remontent à des valeurs semblables à celle du 

premier mois, mais entre le jour 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 ce 1 1 u 1 es végétat ives (tab 1 eau 8) de 

leur cOté montrent dès le début (j6ur 14) un très haut 

décompte qui diminue cependant de moitié dès la semaine 

su i vante (jour 21). Au jour 28. 1 es ce 1 1 u 1 es végétat ives 

remontent à une va 1 eur plus élevée. ma i s i nterméd i aire aux 

deux précédentes. Les cel Iules végétatives subissent une 

autre baisse au jour 42 (diminution de moitié par rapport au 

jour 28) et demeurent stables jusqu'au Jour 98 (valeurs 

' statistiquement semblables). Entre le jour 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 1 es protéases, on s' aperço i t que 1 es va 1 eurs 

varient soit à la hausse ou à la baisse tout au long de la 

saison d'échantillonnage. Dans ce cycle on remarque deux des 

plus fortes quant i tés de protéases obtenues (i nc 1 uant tous 

les substrats) soit. 41.4 (jour 70) et 46.0 u.a.e./ ml (jour 

1 12) . 

111.2.5 Substrat SEDIMENTS (tableau 9) 

Après 7 jours seu 1 ement. i 1 ne reste que 4 "/. de 

l'act, ivité initiale dans la fraction liquide (tableau 9). A 
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partir du jour 14, déjà nous ne détectons qu'à de très 

raibles concentrations (inrérieures à 0.1 mg.L- 1 ) la présence 

de toxicité (tableau 9). 

Au niveau des rract ions so 1 ides (tab 1 eau 9), 1 e même 

phénomène se produit; une raible activité de l'ordre de 2.35 

mg.L- l peut être détectée dans le premier échantillon. 

Toutero i s, à part i r du jour 14, nous ne détectons qu'à de 

très raibles concentrations la présence de toxicité. 

Pour les comptes de spores (tableau 9), les résultats 

mont.rent que 1 e décompte du jour 7 présente une très haute 

valeur mais que par la suite, entre les jours 14 et 28, les 

décomptes sont nettement plus bas (entre 6 et 9 ro i spI us 

bas) ma i s stab 1 es. Au jour 42, 1 es spores remontent à une 

très haute valeur (augmentation de sept rois par rapport au 

jour 28). Suite à cette rorte hausse, les valeurs diminuent 

de nouveau mais de raçon graduel le pour atteindre au jour 98 

une valeur simi laire à celle du jour 28. Au jour 112, on 

augmente d'un peu plus du double le nombre de spores du jour 

98 pour rinalement resubir une rorte perte (diminution 

d'environ 6.5 rois) au jour 152. Notons ici que c'est la 

première rois que nous retrouvons certains décomptes de 

spores aussi élevés (jour 7 = 600, jour 42 = 780, jour 70 = 
420) . 
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Pour 1 es comptes de ce 1 1 u 1 es végétat ives (tab 1 eau 9). 

ceux-ci montrent le même cheminement que les spores au cours 

du premier mois. Au jour 7. le compte de cel Iules végétatives 

est très élevé. mais entre les jours 14 et 28. 

di m i nuent que 1 que peu. ma i s demeurent stab 1 es. 

les décomptes 

Au jour 42. 

les cellules végétatives subissent une baisse. mais remontent 

dès 1 e jour 70 pour de nouveau ba i sser au jour 84 è une 

valeur équivalente è cel le du jour 42. Une augmentation 

d'environ trois fois survient au Jour "98. pour encore revenir 

au taux précédent au jour 112 et finalement demeurer stable 

jusqu'au Jour 152. 

Pour 1 es protéases. 1 es va 1 eurs cyc 1 ent. d'une va 1 eur 

haute è basse. è partir du jour 7 jusqu'au jour 70. A partir 

du jour 84. les valeurs demeurent stables et basses jusqu'à 

la fin. exception faite du jour 98 où nous retrouvons la plus 

forte valeur jamais enregistrée. soit 47.6 u.a.e./ml. 

111.3 TEMPERATURE ET pH (figure 9) 

Le pH demeure très stable durant toute la saison. les 

valeurs allant de 5.8 (au début et è la fin de la saison) è 

6.0 (au mil ieu de la saison). 

Pour la température. elle a fluctuée selon . la saison. La 

va 1 eur moyenne pour 1 es températures min i ma au cours de 1 a 

saison d'échantillonnage fut de 13.7° C tandis que la valeur 

moyenne pour les températures maxima fut de 17.5° C. 
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Les plus gros écarts de température entre la température 

minimum et maximum lors d'un échantillonnage furent aux jours 

42, 70, et 152 avec des écarts respect ifs de 6.0 0, 5.0 ° et 

10.0° C. La plus basse température fut enregistrée entre le 

12 septembre et 1 e 23 octobre 1985 (jours 112 et 152) et 

était de 6° C, tandis que ' la plus haute fut enregistrée entre 

le 1er et le 29 août 1985 (jour 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 HPO sp- cr-". 

tt 
Témoin Fraction Substrat # Témoins '% moyen mort. 

Eau 5 1.85 .,. 
Veg A 5 1. 93 .,. 

Liquide Veg B 5 0.44 .,. 
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 .,. 
Veg A 3 0.77 .,. 

Liquide Veg B 3 2.22 .,. 
Sédiments 3 0 .,. 

HPOR Périphyton 3 0.75 .,. 
sp- cr- Veg A 3 0 .,. 

Solide Veg B 3 0 .,. 
Sédiments 3 0 .,. 
Périphyton 3 0 .,. 

tt Chez les témoins raits avec de l'eau disti llée non-

dém i néra 1 i sée 9 on ne dénombra i t aucune morta 1 i té ( 0 .,. de 

morta 1 i té) • 
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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/ml) (UFC/ml) (u • a . e • lm 1 ) 

7 

* 14 22 37 14.8 

21 

28 

42 30 60 12.8 

70 57 23 * 9.4 

84 

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 à 30 colonies. 
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TABLEAU 6 

Nombre de spores. de cellules végétatives et d'unités de 

protéases contenues dans l'eau du lac. 

JOURS EAU DU LAC 

SPORES C.VEG. PROTEASES 

(UFC/ml) (UFC/ml) (u • a • e • /m 1 ) 

* 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 

98 46 13 10.6 

112 42 30 33.2 

152 93 126 21.4 

* Données non-disponibles 
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TABLEAU 7 

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

protéases contenues dans les fractions liquides du 

périphyton. 

JOURS PERIPHYTON 

SPORES C.VEG. PROTEASES 

(UFC/ml) (UFC/ml) ( u • a • e • lm 1 ) 

7 

14 

21 
tt 

28 

42 1 17 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 

79 

tt Ceci correspond au jour 0 pour les échantillons de 

périphyton. 
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TABLEAU 8 

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

protéases contenues dans les rractions liquides de la 

végétation A et de la végétation B. 

JOURS VEGETATION A VEGETATION B 

SPORES C.VEG. PROTEASES SPORES C.VEG. PROTEASES 

82 

( UFC/ml ) (u.a.e./ml) ( UFC/ml ) (u.a.e./ml) 

• 7 123 1 17 6.6 

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 1 10 150 15.8 

70 206 121 29.4 118 166 41.4 

84 40 6'0 21.6 260 103 23.4 

98 103 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 (rraction liquide et solide), 

nombre de spores, de cel Iules végétatives et d'unités de 

protéases contenues dans les sédiments. 

JOURS SEDIMENTS 

* ACTIVITE TOXIQUE SPORES C.VEG. PROTEASES 

* * ( 1 i qu i de) (so 1 ide) (UFC/ml) (UFC/ml)(u.a.e./ml) 

7 

14 

21 

28 

42 

70 

84 

98 

112 

152 

* 

** 

4. 13 2.35 600 400 

** 0.00 0.00 67 290 

0.00 0.00 83 323 

0.00 0.00 107 323 

0.00 0.00 780 136 

0.00 0.00 420 290 

0.00 0.00 173 137 

0.00 0.00 106 443 

0.00 0.00 256 150 

0.00 0.00 40 190 

-1 Les unités de l'activité toxique sont en mg.L • 

19.6 

9.2 

32.8 

16.0 

25.4 

20.8 

10.2 

47.6 

14.8 

10.4 

La valeur 0 signirie ici des valeurs inrérieures à 

-1 0.1 mg.L • 
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CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

L'objectir de ce projet était d'étudier la persistance 

de la toxicité d'une rormulation à base de B.t.i. en milieu 

aquat i que et de déterm i ner l' efret de que 1 ques paramètres 

pouvant influencer cette toxicité. 

Après avo i r décr i t 1 es di rrérents résu 1 tats obtenus 

(Chap f tre 1 1 1 ). ana 1 ysons ma i ntenant ces données de raçon 

individuelle ou comparée. de façon à voir les errets produits 

sur 1 a pers i stance de notre f nsect ici de. Nous verrons tout 

d'abord les résultats des dirrérents témoins et par la suite 

ceux obtenus avec les cinq substrats. 

IV.l LES TEMOINS 

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

En ce qui concerne ces témoins. nous avions convenu dans 

le Chapitre 111.l que les témoins contenant les dfvers 

substrats 

substrats 

plus 

plus 

de 

du 

l'eau du 1 ac 

flTEKNAR R HPD 

et 

sp-

ceux 

cr-fi 

contenant les 

seraient tous 

consfdérés comme négligeables étant donné leurs très raibles 

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 augmentat i on potent i elle 

échant il lons contenant du B. t. f • 

de tox i c f té , 

et les dfvers 

dans 1 es 

substrats, 

serait causée ·par les cristaux, et non pas provoquée par une 

toxicfté intrinsèque développée par les substrats. 

Ces témofns négatfFs nous ont aussf permis de constater 

que 1 es chambres env i ronnementa 1 es ont bien remp 1 f es 1 eur 

rOle. Les éléments nutrftfFs ont bel et bfen dfFFusés à 

travers la membrane, permettant aux algues mfcroscopiques 

contenues dans l'eau du lac de colonfser légèrement tout au 

long de la safson 1 es parof s f nternes des chambres 

env f ronnementa 1 es. Les échant f 11 ons contenant 1 e B. t. f. ont 

donc pu bénfFfcier de ces mêmes avantages. De plus, sf 

certafns éléments toxfques ont pu être produits par les 

substrats, l'absence de toxicité nous indique qu'ils ont 

diFFusés rapidement à travers la membrane pour se dfluer dans 

l'environnement externe. 

IV.l.2 Les témoins avec B.t.i. (avec couvercle) 

Chez les témofns "TEKNARR HPD scellé" (faits avec de 

l'eau distillée stérile et non de l'eau du lac), on remarque 

que l'activité toxique se maintient à un niveau très élevé au 

début de la saison d'échantillonnage, soft pendant les 
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quarante premiers jours (Figure 4). Les températures Froides 

règnant à ce moment (Figure 9) pourraft expl fquer cette 

stabi 1 i té. Par 1 a sui te, 1 a toxi cité subi t une très Forte 

ba f sse entre 1 es jours 42 et 98, jusqU' à 5~ de l' act i v i té 

in i t  i ale. Fi na 1 ement, au jour 152, 1 a tox ici té atte i nt 1 e 

seuil de ~ de l'activité de départ. 

Etant donné les Faibles quantités de protéases présentes 

dans ces témoins (tableau 5), il est alors peu probable que 

cette Forte ba i sse ne so i t assoc i ée seu 1 ement qu'à l'eFFet 

protéolytique. L'adsorption des cristaux aux parois de verre 

de la chambre environnementale, doit aussi être une hypothèse 

à env i sager. Nous avons auss i remarqué que plus 1 a sa i son 

avançait, plus la suspension larvicide à l'intérieur des 

chambres environnementales avaient tendance à Floculer. Bien 

que 1 es échant i lIons Furent bien brassés lors des essa i s 

b i 0 1 og i ques ,  i 1 se peut que 1 "aggrégat i on des cr i staux ait 

contribué à cette Forte perte d'actfvité. 

Dupont et Bo i svert (1986), qu i ont auss i étud f é  1 a 

persistance du B.t.i. en mflieu aquatique à l'aide de 

chambres environnementales, ont remarqué que dans les témoins 

TEKNARR scellés (Faits de la même Façon que nous), la 

suspension larvicide avait aussi tendance- à Floculer. 

Dans leurs expériences avec les témoins scellés, 

1 ' échant i lIon réco 1 té après 160 jours ava i t conservé une 
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toxicité correspondant è environ ~ de l'activité originale, 

ce qu i est re 1 at i vement élevé par rapport au 2'7. que nous 

avons obtenu. 1 1 faut cependant mentionner que leurs 

conditions 

nOtres. 

expérimentales éta i ent très différentes 

Ils ont employé une formulation de TEKNARR 

visiblement très différente de la notre (TEKNARR HPD); è 

des 

WDC 

une 

concentration vingt fois plus forte' (2000 mg.L-1 par rapport 

è 100 mg. L -1) et de plus, 1 a surface de contact avec 1 es 

parois était plus petite, car leurs chambres avaient un 

volume de 125 ml par rapport aux nOtres qui étaient de 525 

ml. 5 il' adsorpt f on joue un rO 1 e dans 1 a perte de tox ici té, 

elle sera plus évidente dans nos échantillons. 

Ils se peut aussf que les protéases contenues dans le 

WDC so i ent en trop fa i b 1 es quant i tés pour Jouer un rO 1 e 

significatif sur la perte de toxicité. Dupont et Boisvert 

( 1986) n'ayant pas fa i ts de tests de protéases. sur 1 eurs 

échantil Ions, il nous est donc fmpossible de prendre ce 

paramètre (protéases) pour comparer nos résultats. 

Chez nos témofns scellés, on remarque que c'est è partir 

du jour 42 que les cellules végétatives commencent è baisser. 

Ceci peut s'expliquer par le fait que les nutriments 

commencent à être mo i ns abondants, aucun nouve 1 apport ne 

pouvant proven f r de l' extér f eur. Cette ba f sse des ce 11 u 1 es 
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végétat t ves se fa t t au prof ft des spores qu t augmentent de 

façon graduelle Jusqu'à la ftn. Cette faible hausse des 

spores ne semb 1 e toutefo 1 s pas assez si gn 1 fi cat i ve pour se 

traduire en une augmentation de toxicité (relâchement de 

nouveaux cristaux). 

La ba 1 sse des ce 1 1 u 1 es végétat 1 ves au prof 1 t d'une 

augmentation de spores correspond bien Ici au principe 

vou 1 ant que dans des cond i t Ions inadéquates, 1 es ce 1 1 u 1 es 

végétatives s'autolysent ou sporulent (voir Chapitre 1.3, 

page 28). Nous verrons cependant plus 101 n que ce pr i nc 1 pe 

n'est pas toujours respecté avec rigueur. 

Pour les protéases, leur baisse 

s'exp 1 i quer par 1 e fa i t qu' e Iles ont 

graduelle 

1 e pouvoi r 

peut 

de 

s'autodlgérer. Etant donné le système scellé (pas d'apports 

extér 1 eurs), 1 a quant i té de protéases ba 1 sse donc de façon 

graduelle Jusqu'à la fin. 

IV.2 LES SUBSTRATS 

Suite aux résultats décrits au Chapitre III, si on 

exam 1 ne l' ensemb 1 e des var i at Ions de tox f c f té du B. t. i. en 

présence des d f fférents substrats ut i 1 i sés, on constate que 

l'on peut regrouper ces derniers 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 "Pérfphyton" 

Si nous reprenons le substrat "Eau du lac", on remarque 

que l' act i v i té tox f que, après être demeurée stab 1 e jusqu'au 

jour 28, subit une très rorte bafsse au jour 42 (rigure 5). 

Il semble donc que les températures rrofdes rencontrées 

jusqu'au jour 28 (rfgure 9) afent pu avofr une fnrluence sur 

la persistance de la toxfcité. 

Dupont et Bo f svert (1986) ava f ent constaté 1 e même 

phénomène après 43 jours, saur que dans leur cas, l'activfté 

avait subft par la sufte une hausse, tandfs que nous, la 

toxicité demeure à un bas niveau jusqu'à la rin de la saison. 

Cependant, ces auteurs avafent observé un recyclage de spores 

beaucoup plus fmportants que le nOtre (0 à 106 spores/ml). 

La température semb 1 e être un racteur f nr 1 uençant 1 a 

pers f stance de l' i nsect f cf de en m f 1 feu aquat i que. En erret, 

la forte bafsse d'actfvité entre les jours 28 et 42, coYncfde 

avec une augmentation de la température maximale dans le lac 

(figure 9). Il est peu propable que la température même soit 

responsab 1 e  à  e 11 e seu 1 e de cette ba f sse. Cependant, e 11 e  a 

pu influencer la floculation des cristaux à ~  des 

chambres ou augmenter l'actfvfté protéolytfque dans ces 

dernières. De plus, cette hausse de température a 

certainement accéléré le processus de colonisatfon des parois 
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internes des chambres, pouvant occasfonner ainsi une 

augmentation de l'adsorption des cristaux sur ces parois. 

Lors de nos sess ions d' échant i 11 onnage, nous avons 

auss i re 1 evé 1 e pH de l'eau, pensant que ce 1 u i -c f pouva i t 

jouer un rOle sur la persistance. Etant donné les valeurs de 

pH enregistrées (pH 5.8 à 6.0; figure 9), nous ne pensons pas 

que celui-ci ait pu jouer un rOle important sur la 

pers i stance. Ces va 1 eurs 1 égèrement ac ides n'affectent 

cependant en rien les cristaux; ces derniers étant plus 

sensibles (dénaturation) à des pH basiques (pH 10 - Il). 

Le tab 1 eau 6 nous montre qu' i 1 Y a eu recyc 1 age 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 théorie, un recyclage de spores 

co 1" nc i de avec 1 a product i on et 1 e re 1 ilIchement de nouveaux 

cr i staux, amenant ai ns il' éventua 1 i té d'une augmentat i on de 

la toxicité. 

Cependant, comme nous l'avons vu au Chap i tre 1 1 .3 

(Situation de l'étude), un nouvel apport de cristaux ne 

signffie pas nécessairement qu'il y aura une augmentation de 

toxicité dans nos échantillons. Divers facteurs peuvent 

dégrader, dénaturer ou même rendre inaccessibles ces nouveaux 

cristaux. 
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Chez 1 es autres substrats, 1 es pér i odes où i 1 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 coYncident nullement avec une augmentation de 

toxicfté, sauf dans le cas de la Végétation B au niveau de la 

fraction solide entre les jours 70 et 84. 

1 1 est toutefo f s intéressant de noter qu'au moment, où 

f 1 Y ava i t des recyc 1 ages de spores, 1 e taux de protéases 

éta i t généra 1 ement élevé. Ces fortes quant f tés de protéases 

peuvent proven i rd' un apport extér f eur et/ou des protéases 

1 f bérées lors de 1 a 1 yse des ce 11 u 1 es végétat ives qu i se 

produit lors de la phase ffnale du processus de sporulation. 

Ceci pourrait expliquer le faft que nous n'avons pas observé 

d ' augmentation de toxfcfté dans les échantillons; les 

protéases détruisant au fur et è mesure les cristaux 

produits. 

De plus, nous avons noté que plus la saison 

d'échantillonnage avançait, plus l'intérfeur des chambres 

env f ronnementa 1 es se couvra i t de pér i phyton (convne dans 1 e 

cas des témofns). En plus des protéases quf peuvent dégrader 

nos cr i staux, f 1 se peut auss f qu'une certa i ne quant i té de 

cristaux s'adsorbent au pérfphyton couvrant les parofs 

f nternes des chambres env i ronnementa 1 es. Back et ~ (1985) 

ont en effet démontré que des organismes brouteurs, tels les 

blépharicéridés, pouvaient subir l'effet larvfcfde du B.t.f. 
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lorsqu' ils brouta i ent du pér f phyton ayant été préa 1 ab 1 ement 

mis en présence de B . t. i .. Etant donné que 1 es cr i staux 

pouva i ent s'adsorber aux paro i s au 'fur et à mesure de 1 eur 

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 (sau'f le périphyton) , la période entre les Jours 28 

et 70 montre aussi de 'fortes variations dans les comptes de 

ce 1 1 u 1 es végétat ives. Ces var i at i ons ne sont toute'fo i s pas 

corrélées avec les comptes de spores. En théorie (comme pour 

les témoins "TEKNARR HPD scellé"), une augmentation de 

ce 11 u 1 es végétat ives devra i t corne i der avec une ba i sse dans 

1 es décomptes de spores. Ce 1 1 es-c i devra i ent germ i ner pour 

donner des cellules végétatives. 1 1 'faut cependant se 

rappeler, que des conditions Jugées 'favorables pour permettre 

la reproduction des ce 11 u 1 es végétatives ne sont pas 

nécessairement des condftions qui permettent de déclencher la 

germination des spores. Il 'faut donc être prudent, une 

augmentation des ce 11 u 1 es végétatives ne sera pas 

obligatoirement associée à une baisse des spores. 

Toute'fo i s, une ba i sse dans 1 es décomptes de ce 11 u 1 es 

végétatfves devrait généralement correspondre à une 

augmentation des spores dans le cas où nous rencontrons des 

conditions dé'favorables à la croissance des ce 11 u 1 es 

végétatives. Il n'y a cependant qu'à un seul endroit où ces 
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énoncés théoriques semblent s'appliquer, soft entre les jours 

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

L'erret combiné de divers racteurs tels la température, 

la quantité de protéases et le type de substrat peuvent être 

une cause de ces résu 1 tats non-conrormes. La présence d'un 

substrat solide peut aussi causer l'adsorption des spores et 

des cellules végétatfves (comme dans le cas des cristaux) et 

ainsi jouer un rOle non-négligeable dans l'interprétatfon de 

ces décomptes. 

Il se peut aussf que les conditfons que nous jugeons 

ravorables pour la croissance des bactérfes (température, 

nutriments, pH, etc ... ) ne soient pas nécessairement les 

conditfons idéales pour Bac fIl us thurfngiensfs var. 

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

mf 1 feu aquat i que. Love 11 et Konopka (1985), · qu i ont étud i é 

l'erret de la température sur la productfon bactérfenne dans 

les lacs, mentionnent que pour les bactéries retrouvées 

hab f tue 1 1 ement en milieu aquat f que ,une production maximale 

n'est pas attefnte tant que la température est sous le seufl 

de 25 0 c. Etant donné que ce seu fIne représente qu'un 

optimum safsonnfer (quf dans notre cas n'a jamais été 

atteint), ces bactéries doivent alors s'adapter à des 

conditfons suboptfmales pendant la majeure partie de l'année. 

Pour ces bactérfes, 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 ainsi expliquer en partie 

les décomptes de cellules végétatives obtenus. 

En mil ieu naturel, les conditions influençant la 

croissance bactérienne varient surtout en fonction de la 

température. On peut donc penser que dans la même Journée, on 

ait des conditions favorisant la croissance des cel Iules 

végétatives, des conditions favorisant la germination, en 

favor i sant 1 a 1 yse des ce 1 1 u 1 es plus des cond i t ions 

végétatives. Ce que nous observons dans nos échant i lIons 

représente la résultante de ces conditions. 

On pourra i t auss i exp 1 i quer 1 es var i at i ons dans 1 es 

décomptes de ce 1 1 u 1 es végétat ives par 1 e fa i t qu' 1 1 Y a pu 

avo i r broutage de 1 a part du zoop 1 ancton présent dans 1 es 

chambres environnementales. Cependant, sur ce poInt, les 

auteurs ne sont pas tous d'accord. King et êl (1980) 

ment i onnent que 1 e zoop 1 ancton a une très fa i b 1 e i nf 1 uence 

sur 1 a popu 1 at i on bactér i enne , tand i s que F enche 1 (1980) a 

montré que 1 e broutage des mi croorgan i smes pouva i t affecter 

la densité bactérienne retrouvée dans l'environnement 

aquatique. Des calculs ont démontré que dans un environnement 

cOt i er (océan), ces organ i smes pouva i ent exp loi ter Jusqu' â 

60% de la biomasse bactérienne produite (Fenchel, 1982; 

Lin 1 ey et êl, 1983). De plus, mise â part 1 e broutage, 1 a 

biomasse bactér i enne peut être affectée par une 1 yse 
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occasfonnée par des prédateurs viraux ou bactérfens (Casida, 

1980). 

Maintenant, considérons le substrat "Pérfphyton" , qui 

fait exception par rapport aux autres substrats, étant donné 

le délai pour la mise à l'eau des chambres envfronnementales. 

Pour la fractfon lfqufde des échantfllons contenant le 

pér i phyton, 1 a courbe de l' act i v f té 1 arv f ci de rés i due Ile en 

fonctfon du temps (figure 6) suit un cheminement trés 

s f mil aire à ce 11 e du substrat "Eau du 1 ac" • Tout comme ce 

dernier, nous notons une perte d'un peu plus de 50~ de 

l'activité initiale et ce après un premier temps de contact 

de 14 jours avec le milieu aquatique. 

Contrairement au substrat "Eau du lac" qui montre une 

stab i 1 f té re 1 at ive de 1 ' act f v i té pendant env i ron deux 

semaines dans le premier mois de l'expérimentation, le 

substrat "Pérfphyton" subit dès le début une bafsse graduelle 

de son act i v i té rés i due 11 e. 1 1 faut se rappe 1 er que ces 

échantillons contenafent plusieurs lames de verre colonisées 

par 1 e pér i phyton (350 2 cm ). Le fa i t que dans ces 

échant f lIons, 1 es cr i staux ont une forte poss i b i 1 f té d'être 

adsorbés sur le périphyton, peut expliquer cette perte rapfde 

de la toxicité dans la fractfon 1 fquide. Il faut aussi 

prendre en consfdération que les échantfllons du subtrat "Eau 

du 1 ac" ont été placés dans 1 e lac un mo i s avant ceux du 
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substrat "Pér f phyton" et que 1 es cond f t i ons de températures 

régnant ~ ce moment (températures froides; Minimum: 11° C , 

Maximum 17· C; figure 9) aient pu contribuer ~ cette plus 

longue stabilité. 

De plus, deux autres points communs caractérisent ces 

substrats. Premièrement, on s'aperçoit que les protéases 

(tableaux 6 et 7) montrent des valeurs équivalentes ~ partir 

du jour 98 jusqu'au jour 152. Cependant, chez 1 a substrat 

"Périphyton", les décomptes de spores et de ce 1 1 u 1 es 

végétatives sont assez stables mais ~ des valeurs plus 

élevées que chez le substrat "Eau du lac". La présence d'une 

plus grande quantité d'éléments organiques (périphyton) peut 

expl iquer cette différence. Deuxièmement, un recyclage de 

spores peut être constaté entre les jours 112 et 152 (tableau 

7) et tout comme chez 1 e substrat "Eau du 1 ac" , aucune 

augmentation de la toxicité n'a pu être observée. Des raisons 

similaires ~ celles évoquées précédemment pour 1'''Eau du lac" 

peuvent auss i être cons i dérées dans ce cas-c i (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 

résiduel le de 12 

avec le premfer échantfllon, une activfté 
-1 mg.L (figure 6). Celle-cf est très 

significative si l'on considère que lors de la mfse ~ l'eau 

des échantfllons, 1 e pér i phyton était exempt de tous 
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négatirs. 

98 

les témoins "Périphyton" sont 

Cependant, les échantillons 2 à 10 ne démontrent aucune 

act i v i té rés i due 1 1 e  ( ri gure 6) , ce qu i théor i quement 

semblerait peu probable compte tenu du rait que le temps de 

contact est plus long entre les cristaux et le périphyton. 

Il raut touterois mentionner que la méthodologie employée 

n'a pas toujours été la même lors des essais biologiques sur 

la rraction sol ide des échantillons de périphyton. 

Pour l'échantillon l, nous avons remis en suspension dans 

l'eau, le périphyton récolté (environ 0.5 g en poids humide). 

Ce 1 u i -c i demeura i t sous rorme d' aggrégats, et nos di 1 ut ions 

sér i elles ra i tes lors des essa i s  b i 0 log i ques ont pu être 

raussées à cause de 1 a présence des aggrégats. Nous avons 

donc déc i dé , pour 1 es échant i 1 lons 2 à 10, de broyer 1 e 

périphyton pour éviter ces erreurs, mafs sans touterois avofr 

ra i t au préa 1 ab 1 e des tests sur l' erret du broyage sur 1 es 

cristaux. 

Nous ne pouvons pas dire s  f ce n'est que par pure 

col"ncfdence, mais c'est à partfr de ce moment que nous ne 

retrouvons plus de tox ici té dans nos rract ions 50 1 ides. Les 

cristaux ont peut-être alors été rendus inactirs par le 

broyage. En erret, Guillet (communication personnelle) a 

observé une très rorte perte d'activité (de l'ordre de 5~  
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après homogénéisation mécanique (blender) d'une suspension de 

B.t.i •. 

Bien que ces erreurs expér 1 menta 1 es ne pu i ssent nous 

permettre ~  qu'il y avait encore de la toxicité sur 

1 e pér f phyton des échant i 1 lons 2 è 10, nous avons tout de 

même prouvé que des cr f staux pouva f ent s' adsorbér sur 1 e 

pér f phyton et être tox i ques. Nos résu 1 tats sont en accord 

avec Back et êl (1985) qui avaient démontré que du 

pérfphyton, après avofr été mfs en présence de B.t.f., 

devenait toxique pour des organfsmes brouteurs tels les 

b 1 éphar i cér i dés. De plus, Dupont et Bo i svert (1986) ava 1 ent 

constaté dans des expér i ences s f m fla f res , que 1 a tox i c f té 

disparaissaft très rapidement dans la Fraction liquide, quand 

une suspens Ion de B. t. i. étal t mi se en présence de ca f 11 oux 

recouverts de pérlphyton. Ces auteurs, même s'Ils n'ont pas 

démontré que 1 e pér 1 phyton éta 1 t tox 1 que, ava i ent exp 1 i quer 

cette observation par l'adsorption des cristaux sur le 

pérlphyton. 

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

SI l'on prend la Végétation A, on remarque que 

1 ' hypothèse, où l'on ment i onne qu'une perte d' act 1 v 1 té dans 

1 a Fract i on 1 f qu i de 1 ra 1 t au proF 1 t de 1 a Fract 1 on so 1 1 de, 

est renForcée par les résultats obtenus dans les 14 premiers 

Jours (Figures 7 et 8). En eFFet, une Faible ~  dans la 
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Fraction liquide coTncide avec de Forts taux d'activfté dans 

1 a Fract ion so 1 ide. i nd i quant qu' i 1 Y a eu adsorpt i on de 

cristaux sur la végétatfon. 

Par contre. un phénomène de désorption est aussf observé 

dès le Jour 28. Une augmentation signiFicative survient alors 

dans la Fractfon liquide entre les jours 28 et 42 (Figure 7) 

et cel le-cf pourrait possiblement être expl iquée par une 

désorptfon de crfstaux provenant de la Fractfon solfde. cette 

dernière montrant une baisse de toxicité à cette même 

période. 

Après une stabilfté de l'actfvfté jusqu'au jour 70 dans 

1 a Fract i on 1 f qu f de. une nouve 11 e ba i sse est observée entre 

les jours 70 et 84. Celle-ci pourrait être occasfonnée par 1) 

une dégradation par les Fortes quantités de protéases 

présentes à ce moment (tab 1 eau 8). 2 ) une adsorpt i on aux 

parois de la chambre environnementale ou 3) une réadsorption 

sur la végétation (on ne dénote cependant aucune hausse 

d'activfté signiFicative sur la Fraction solide durant cette 

pér iode) • 

Sf on considère maintenant les spores et les cellules 

végétatives chez la Végétation A. la période entre les jours 

28 et 70 montre de Fortes variations dans les décomptes. Bien 

qu'il y ait eu recyclage de spores (jours 14-21. 42-70. 84-

98; tableau 8). l'actfvfté dans la Fractfon lfquide ne subit 
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aucune augmentatfon de toxfcfté durant ces pérfodes. Il faut 

i c f ment i onner, que 1 a pér f ode entre 1 es jours 28 et 98 

représente le moment où nous retrouvons les plus fortes 

quantités de protéases (moyenne: 28.8 u.a.e./ml; tableau 8). 
\ 

Ces fortes quant i tés peuvent f nh f ber un nouve 1 apport de 

cr f staux lors du recyc 1 age et auss f contr f buer è garder de 

faibles taux d'actfvité dans la fractfon solide (taux 

inférieurs è 1 mg.g-1) è partir du jour 21. 

Chez les échantfllons de la Végétation S, on constate que 

1 a tox f cf té demeure élevée dans 1 a fract f on 1 f qu i de pendant 

les 21 premfers jours, pendant que pour la même pérfode, la 

fract i on so 1 i de montre de fa i b 1 es taux (f f gures 7 et 8). 

Cependant, comme pour la Végétatfon A, des phénomènes 

évidents d'adsorptfon sur la végétation sont observés entre 

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

La fract f on 1 i qu f de demeure par 1 a su f te stab 1 e à un 

taux moyen d' act f v i té d'env f ron 5~ de l' act f v f té f n f t  f ale 

jusqu'au jour 112. Pour la fraction sol ide, la toxfcfté 

demeure élevée jusqu'au Jour 112, sauf entre les jours 42 et 

70. A ce moment, une très forte perte d' act f v i té (1 a plus 

forte Jamafs enregfstrée) s'est produfte. 

Cette forte perte d' act f v f té dans 1 a fract f on so 1 f de 

pourra f t  1 a f s ser présager une augmentat f on de 1 a tox f c f té 

dans la fraction liqufde da à une désorptfon. Mais tel n'est 
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pas le cas, l'actfvité dans la Fractfon liquide demeure 

stab 1 e, ma i s un des taux 1 es plus élevés Jama f s rencontrés 

chez les protéases (Jour 70; tableau 8) coTncfde avec cette 

période. Les protéases pouvant alors Jouer un rôle de 

régu 1 ateur dans ces échanges de cr f staux entre 1 a Fract f on 

liquide et solfde. 

Entre les Jours 70 et 84, on remarque que la toxicité 

remonte è de très Fortes va 1 eurs dans 1 a Fract i on so 1 ide. 

Cette hausse pourrait être associée è un recyclage de spores 

où pour la première Fois (en considérant tous les substrats), 

une augmentation de toxicfté y serait corrélée. 

Maintenant, comparons nos deux types de végétatfon pour 

voir l'inFluence sur le comportement de l'activité toxique. 

Au début de la saison d'échantillonnage, la Végétation A 

montre beaucoup d'activité toxfque 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 è 

un niveau plus bas qu'en début de sa i son, tand f s que 1 a 

Fraction 1 iquide atteint un plus Fort taux d'activité en 

mil ieu de saison (Figure 7 et 8). Pour la Végétation B, c'est 

l'inverse qui se produit. La Fraction 1 iquide est 

caractérfsée par de Forts taux d'activité en début de saison 

pour ensuite se stabiliser è des taux plus bas (Figure 7). Du 

cOté de la Fractfon solide, les plus hauts taux d'activité se 
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situent en milfeu de saison (ffgure 8). De plus, en comparant 

nos résultats, on constate que la Végétation B (composée de 

racines et de feuil les de gramfnées décomposées) adsorbe 

beaucoup plus de cristaux que la Végétatfon A (feuilles plus 

larges) da à sa plus grande surface de contact (ffgure 8). 

Il est important de remarquer que pour les deux types de 

végétation, il reste envfron 0~ d'activfté dans les 

fract ions 1 i qu i des au Jour 1 12 (f i gure 7) par rapport aux 

taux obtenus à 1 a même pér i ode pour les fract ions 1 f qu ides 

des substrats "Eau du 1 ac" et "Pér i phyton", so i t en moyenne 

~ d'activité (figures 5 et 6). La présence du substrat 

"Végétat ion" semb 1 e favor i ser une plus grande pers i stance de 

l'activfté dans la fraction liqufde par rapport à des 

échantillons ne contenant pas de substrats solides. 

Toutefois, dans la cas du substrat "Périphyton" , la très 

faible quantfté de substrat (environ 0.5 g en poids humide 

par échantfllon) ne nous permet pas d'être aussf catégorique 

sur l'énoncé précédent. 5'fl nous étaft possible d'avoir dans 

nos chambres environnementales une quantité équivalente à 

celle de la végétatfon (environ 30 g), nous aurfons peut-être 

obtenus des résultats sfmilafres à ceux de la végétatfon. Il 

ne faut pas oub lier qu' auss i peu que 0.5 g de pér i phyton 

avait montré une toxicité de 12 mg.L-1 avec le premfer 

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

Pour le substrat "Sédiments", mise è part la période 

entre 1 es jours 28 et 70 où l'on retrouve encore ici de 

rortes variations dans les comptes de spores et de cellules 

végétatives (tableau 9), la pr'ncipale caractéristique réside 

dans le rait qu'autant pour les rractions liqu'des et 

sol 'des, nous ne retrouvons de la toxicité, que dans le 

premier échantfl Ion. 

Plusfeurs raisons peuvent expl iquer cette raible 

act' v i té . Dans 1 a rract i on 1 f qu i de, 1 a perte rap i de sera i t 

poss i b 1 ement causée en majeure part i e par l' adsorpt i on des 

cristaux sur les particules des sédiments; nous constatons en 

erret que le premier échantillon solide est devenu toxique. 

Certa i ns auteurs (van Essen et Hembree, 1982; Ohana et ê.l, 

1987) ont constaté ce ra i t, qu i peut même parro i s · semb 1 er 

irréversible. 

Pussemier et de Borger (1984) ment'onnent que 

1 ' adsorpt ion des cr'staux se 

d'interactions électrostatiques. Si 

rera't 

ces 

sous 

1 i ens 

l'erret 

sont le 

me i ndrement pu issants, i 1 n' y aura i t pas de poss f b f 1 i tés de 

désorption. Les cristaux adsorbés ont touterois la chance de 

pouvo i r être capturés, · sil' aggrégat rormé n'est pas trop 

gros. Etant donné 1 es i nteract ions é 1 ectrostat i ques, i 1 se 

peut alors que les protéases de l'intestin ne puissent 
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s'attaquer aux cristaux et libérer la toxine. Comme on l'a vu 

aux Chapitre 1.3 (Situation de l'étude), pour qu'il y ait une 

actfvfté ~  fl Faut que les cristaux soient capturés, 

ingérés et digérés. 

Mise è part les hypothèses cf-haut mentionnées, il peut 

toujours y avoir adsorption des cristaux sur les parois de la 

chambre env i ronnementa 1 e, en plus de l'eFFet des protéases 

présentes dans les échantfllons. 

Dans la Fraction solide, les principales causes pouvant 

expliquer la perte rapide d'activité sont 1 ) la non-

access i b i  1 i té des cr i staux (mé 1 angés aux séd i ments), 2) 1 a 

possibilité de broutage de la part de certafns 

microorganismes présents dans les sédfments (West et §I, 

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

Dupont et Bo i svert (1986) ont auss f démontré que 1 a 

Fract i on so 1 ide éta f t devenue tox i que après 21 Jours è un 

taux d'env f ron ~ de l' act i v f té f n f t  i ale et demeura a f ns i 

pendant les 43 jours suivants. Seulement, après ce temps, les 

témoins "Sédfments" constitués d'eau de lac et de sédiments 

dev f nrent auss i tox i ques que 1 es échant f 11 ons contenant 1 e 

B.t.i .• En ce quf nous concerne, seul 

montre de la toxfcfté è un taux 

le premier échantillon 

-1 
d'environ 2.35 mg.L 

(tableau 9). TouteFois, nos témoins demeurent négatiFs tout 

au long de 1 a sa f son d' échant i 1 lonnage (tab 1 eau 4). Cec i 
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fndique bfen que la présence de toxfcfté observé dans 

l'échantillon 1 correspond bfen à une toxfcfté causée par le 

B. t. f. et non pas à une tox f cf té f ntr f nsèque qu f se sera i t 

développée dans les sédiments. 

En gu i se de conc 1 us ion, nous pouvons tirer de cette 

étude sur la persistance de B.t.f. dans l'environnement 

aquatique, les principaux éléments suivants: 

De Façon générale, nous constatons qu'il y a 

pers i stance de 1 a tox ici té chez tous 1 es substrats, ma i s à 

des taux dfFFérents et pendant dIFFérentes périodes de temps. 

Il est intéressant de soulIgner que pour tous les substrats 

(sauF 1 e pér i phyton) , 1 a pér i ode entre 1 es Jours 28 et 70 

const i tuent un 1 aps de temps où beaucoup de changements se 

produisent au niveau de l'activité toxique, des spores et des 

ce 11 u 1 es végétatIves (Figures 4,5,6,7,8 et tableaux 

5,6,7,8,9). 

Des expér i ences sim i 1 aires, eFFectuées à l'a i de de 

chambres environnementales par Dupont et Boisvert (1986), ont 

aussi démontré de nombreuses variations dans l'activité 

tox i que, 1 es spores et 1 es ce 1 1 u 1 es végétat ives durant 1 a 

même période • 

. Les spores peuvent se recycler dans l'environnement 

aquatique, mais de Façon très irrégulière. Dupont et Bolsvert 

(1986) ainsi que Mikhnovskaya et §l (1987) ont aussi démontré 
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que 1 es spores de B. t. i. pouva i ent se recyc 1 er. . Dans notre 

cas, il semble que le recyclage ne soft pas assez important 

pour provoquer une augmentatfon de toxfcfté dans nos 

échantillons, considérant les phénomènes d'adsorptfon et de 

dégradatfon des cristaux. 

Il est fntéressant de noter qu'en général, dans 

1 es échant f 11 ons où i 1 Y a présence d'un substrat so 1 f de 

(impliquant une plus grande quantité d'éléments organlques), 

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 rOle sur la 

persfstance. Cependant, fl nous est fmpossfble de ~  

l'apport des protéases versus 1 es autres ~  pouvant 

auss f ~~  l' act f v f té tox i que (adsorpt f on, broutage par 

d'autres organfsmes, etc ••. ) • 

• On remarque aussf que toutes les bafsses d'actfvité 

semb 1 ent se produ ire en même temps, so ft vers 1 e Jour 42. 

Cette pérfode coYncfde 

température maxfmale et 

~  • 

avec 

â une 

une augmentat f on de 1 a 

actfvfté enzymatfque plus 

. En présence de substats naturels ~ les sédiments), 

1 a température ~  f de semb 1 e augmenter 1 e temps de 

persfstance de l'fnsectfcfde en mflieu aquatfque. 
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Des cinq substrats testés, nous constatons que nous 

pouvons les regrouper en trofs groupes dfstfncts : 

1. Les substrats "Eau du 1 ac" et "Pér i phyton" où nous 

constatons une perte rapide de la toxfcité dans la Traction 

liqufde. Pour le substrat "Périphyton", nous avons démontré 

que les cristaux pouvafent y être adsorbés. 

2. Les substrats "Végétat i on A" et "Végétat i on B" où 

nous observons dans les deux cas la plus longue persistance 

et ce autant dans la Traction liquide que solide. Le 

phénomène d'adsorption y est très bfen. représenté, des 

résultats démontrant lors des essais 

morceau de végétat f on pesant auss f peu 

occasfonner 00~ de mortalfté. 

biologiques qu'un 

que 50 mg pouva f t 

3. Le substrat "Sédiments" où l'activité est disparue le 

plus rapidement (entre 7 et 14 Jours) et ce aussf bien dans 

la Traction liquide que dans la Traction solfde. 
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ANNEXE A 

Préparation d'eau phosphatée. 

Pour chaque litre de solution d'eau phosphatée, on suit 

la démarche suivante: 

- 5 ml de MgS04 .7H 20 0.2 M 

- 1.25 ml de KH 2P04 0.25 M 

- on complète à un litre avec de l'eau d'stil lée. 

- qn stérilise à l'autoclave. 

Pour faire le KH 2P04 0.25 M : 

- on dissout 34 9 de KH 2P04 dans 500 ml d'eau distillée. 

- on ajuste à un pH de 7.2 avec du NaOH 1 N 

- on dilue à un litre avec de l'eau distillée. 

Pour faire le MgS04 .7H2 0 0.2 M 

- on dissout 50 9 de MgS04 .7H 20 dans un litre d'eau 

distillée. 
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ANNEXE B 

Gélose NYPC sélective au B.t.i. 

Pour fabriquer le mi 1 ieu NYPC (Nutrient agar, Difco; 

Yeast extract, Difco; Polymixine B sulfate, Sigma; 

Chloramphénicol, Sigma), on procède de la façon suivante: 

-Agar nutritif (Difco) : 23 g 

-Extrait de levure (Difco) : 0.5 g 

- On ajoute un 1 i tre d'eau di st i lIée et on chauffe 

Jusqu'à éclaircissement de la gélose (elle devient 

translucide). 

- On autoclave la gélose et quand la solution est 

refroidie (60 à 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 

ant i b i ot i ques ont préa 1 ab 1 ement été préparés sous forme de 

solutions concentrées et filtrés sur un filtre de 0.22 ~  
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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 NaH2P04.H20 0.2 M 

-30.5 ml de Na2HP04 0.2 M 

-on dilue ~ 100 ml avec de l'eau ~ 

-ceci nous donne un tampon phosphate 0.1 M ~ pH 7. 

Pour préparer le NaH2P04.H20 0.2 M, on pèse 27.8 9 du 

produit que l'on dilue dans un 1 ftre d'eau distillée. 

Pour préparer 1 e Na2HP04 O. 2 M, on pèse 28.4 9 du 

produit que l'on dilue dans un litre d'eau distillée. 




