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Perspective de gestion

Ce rapport porte sur le développement méthodolegigécessaire pour suivre la
contamination environnementale des produits desbiwtologie, notamment les protéines et les
genes. Une attention particuliere a été apportésuai de la contamination de I'environnement
aquatique par la protéine CrylAb a proximité dengbs ou I'on cultive du mais génétiguement
modifié pour exprimer CrylAb. Une approche est apssposée pour identifier la source de
contamination (bactéries ou mais géenétiquementfiépdie cette protéine dans I'environnement.
Ce projet a été subventionné par le groupe de @estivironnementale de la biotechnologie

pour la réglementation et la recherche (GEBRR, iBnviement Canada).

Management Perspective

This report presents the methodological developraerdtinitial results of a study on the
release of biotechnology products (proteins andgjeim the environment. Emphasis was placed
on the contamination of the aquatic environmentr rgenetically-modified corn expressing
CrylAb. An approach is also proposed to track thee (bacterial or from genetically-modified
corn) of CrylAb in the environment. This projectsfanded by the Environmental Management

of Biotechnology for Regulation and Research (EMBERvironment Canada).
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Résumé

La pulvérisation de Bacillus thuringiensis (Bt) et les cultures d’organismes
génétiqguement modifiés sont actuellement utilisesgriculture pour controler les infestations
d’insectes ravageurs. L'utilisation de Bt et de srta@insgénique peut potentiellement mener a un
enrichissement de la toxine CrylAb dans I'enviranast, tant aquatique que terrestre. Le but de
cette étude consiste a quantifier la toxine Cry®fAR identifier sa source dans I'environnement.
Pour ce faire, des sols agricoles et des eaux dacsuont été enrichis soit en cristaux
(biopesticide-Dipel®) ou en toxine pure de maislBtteneur en CrylAb a été déterminée par un
immunoessai commercial. De plus, des échantilloeauwl de sols et de sédiments ont été
prélevés dans une région d’épandage de biopesti@tiele culture de mais Bt. Des mesures
isotopiques ont été réalisées sur les deux typaexiges afin de relever des différences dans la
proportion des isotopeSC/°C et °N/*N. Les résultats ont montré que la toxine du mais s
dégrade plus rapidement dans les eaux que danssdles (i, : quatre et neuf jours
respectivement), alors que les cristaux de Bt semiglut6t stables. Le patron isotopique &
et N de la toxine de mais est trés différent de adiluBt et permet donc d’identifier I'origine de
la toxine CrylAb dans I'environnement. Les reledéss les différents sites tendent a montrer

que la toxine Cry1lAb se trouve en trés faibles eatrations dans I'environnement aquatique.



Abstract

The application oBacillus thuringiensigBt) and the practice of growing genetically-
modified crops are two of the methods currentlyngaised to control infestations of crop-eating
insects. The increasing use of these biopesticidgslead to an increase in CrylAb toxin in both
terrestrial and aquatic environments. The aim o skudy was to quantify the levels of CrylAb
toxin in the environment and, if possible, to lec#heir sources. Agricultural land and surface
waters were spiked with crystals of Dipel® biopesti or with pure Bt corn toxin. CrylAb
concentrations were determined by immunoassay.a&arfvater, soils and sediments were
sampled in two areas, one sprayed with Bt karstakiand one where genetically-modified corn
expressing CrylAb was being grown. An isotopic gsialwas performed on both these toxins to
characterize the proportions BE/°C and**N/*N. The results show that Bt corn toxin is more
rapidly degraded in water than in soilg(t4 and 9 days, respectively), while crystals appea
more resilient, as expected. The isotopic patterhs®C and °N in Bt corn toxin differed
markedly from Bt, making it possible to track theusce of CrylAb in the environment.
Preliminary field surveys indicate that CrylAb &@rfy uncommon in aquatic environments and

found only at trace concentrations when it is detkc
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1 Introduction

La culture du mais a pris beaucoup d’'importanc€aébec durant les vingt dernieres
années. Avec plus de 380 000 hectares de terrea@@ées au mais en 1999, cette culture occupe
la plus grande superficie de terres agricoles dmmsovince aprés la paturage et la culture du
foin (environ 17 %). A souligner, toutefois, quen@itié des pesticides employés en agriculture
au Québec sont épandus sur le mais (Gietat, 1997).

Ces derniéres années, la prise de conscience démes de plus en plus complexes en
agriculture — comme [l'utilisation abusive de peadés ou la transformation majeure
d’écosystemes — a conduit au développement de hesivenéthodes sans danger pour
I'environnement afin de lutter contre les inseaeasravagent les cultures, comme la Pyralle du
mais. Une des méthodes les plus recommandées estdars aux biopesticides comme le
Bacillus thuringiensis(Bt). Ce pesticide biologique a connu d’énormesgpgs au cours des
quatre dernieres décennies. Aujourd’hui, une vastmme de produits a base de Bt sont
employés dans divers secteurs, incluant I'agriceltet la foresterie, ainsi qu’en milieu urbain.
Au début des années 1990, le marché des biopestiéichase de Bt valait plus que les 57,2
millions de dollars estimés en Amérique du Nordy{dyi 1991).

A l'origine, Bacillus thuringiensigtait simplement épandu sur les cultures ou leesy
mais depuis dix ans, des plantes génétiqguementfiéegliavec des genes de Bt qui codent pour
des toxines ont été employées pour limiter lesstatéons par les insectes ravageurs.

Ces deux pratiques (épandage de Bt et la cultupgdashdées contenant des genes de Bt)
pourraient possiblement mener a une contaminatiotiedvironnement. Les toxines produites
par la bactérie ainsi que par le gene introduitsdarnplante pourraient étre disséminées dans le
sol et apparaitre éventuellement dans les sédimentss eaux de surface, avec des effets
nuisibles sur des organismes aquatiques non ciblés.

Le Centre Saint-Laurent d’Environnement Canadas daudirection de M. Francois
Gagné, D.Sc., a entrepris un projet pour identifier contamination et les effets sur
I'environnement des produits de la biotechnologie, particulier les organismes génétiquement
modifiés (OGM). Comme il est impossible d'évalueug les produits existant®acillus
thuringiensisa été choisi comme modeéle pour une étude plus fpptie.



Les principaux objectifs de cette étude consistaien

identifier les zones du fleuve Saint-Laurent plusceptibles d’étre contaminées par
'épandage de pesticides a base de Bt et par leseside mais Bt;

évaluer les concentrations de la toxine et du ginenais Bt dans les sédiments, le
sol et les eaux de surface dans les zones voidinaspoint de rejet dans le fleuve
Saint-Laurent, soupconné d’étre contaminé par dedujts Bt;

évaluer les propriétés toxiques des protéines Bot@rine et toxine) pour les
organismes aquatiques;

et déterminer le cycle de vie (devenir, persistaete) de la5-endotoxine CrylAb
dans I'environnement.



2  Apercu du Bt et du mais Bt

2.1 QU'EST-CE QUE LE BT?

Bacillus thuringiensigBt) est une bactérie aérolgjeampositive répandue partout dans
le monde. Elle est présente dans le sol, 'eataitdt a la surface des feuilles (Joung et Cote,
2000).

Cette bactérie peut produire un cristal protéiqueune inclusion parasporale, appelés
d-endotoxines. Ces cristaux contiennent des ségsedeeprotéines toxiques pour diverses
especes d'insectes. Il existe quatre principalassels dé-endotoxines : Cryl spécifique aux
Lépidopteres, Cryll spécifique aux Lépidoptéres aetx Diptéres, Crylll spécifique aux
Coléopteres et CrylV spécifique aux Diptéres. Tfmise une nouvelle nomenclature fondée
uniguement sur la séquence des acides aminéspaogigsée par Crickmomt al (1998). Cette
classification permet de classer ensemble les égxétroitement reliées et évite aux chercheurs
de procéder a des bioessais pour chaque nouveilletavec de plus en plus d’organismes.

Aprés ingestion des cristaux par les insectesy-émdotoxine libere, par hydrolyse
alcaline et protéique, des séquences de protépasekemple les toxines) qui se lient & des
récepteurs spécifiqgues sur les membranes de I&pith de lintestin, ce qui entraine la
formation de pores dans la membrane des celluléhééples. Ce processus déclenche une
dégénération rapide et la mort éventuelle de litesgpar septicémie. Le Bt et son endotoxine
visent spécifiqguement des insectes des ordres omexds ci-haut et ne sont pas supposés étre
toxiques pour les vertébrés et les mammiferes epguil leur manque des récepteurs précis pour
les diverses endotoxines. Cependant, on a décoguertle Bt avait des effets toxiques sur
certaines especes non visées comme le Monargaelatve deChironomus ripariugLoseyet
al., 1999; Kondcet al, 1995).

2.2 LE BT COMME BIOPESTICIDE
2.2.1 En agriculture
Les ravageurs agricoles qui peuvent étre contrpégsle Bt sont la Pyrale du mais

(Ostrinia nubilalig, le Doryphore de la pomme de terte[jtinotarsa decemlineatala Fausse-
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teigne des crucifered(utella xylostelld, la Fausse-arpenteuse du chdudhoplusia n) et la
Chenille du chouRieris brassicag(Environnement Canada, 2002; Doucet, 1994).

Au Queébec, les formulations de Bt ont été employgas une variété de cultures,
incluant celles de pommes de terre, de choux, deobs, de tomates et de mais (Environnement
Canada, 2002). A la différence des insecticidemithies, ce biopesticide a I'avantage de n’étre
toxique que pour certains ordres d’'insectes (wisdction précédente). Cependant, le Bt a des
désavantages : la faible persistance des spordssetristaux a la lumiere ultraviolette, son
enlévement par les eaux de ruissellement, le madgueformité de son application et son
inefficacité contre les insectes ravageurs déjagmts dans les tissus des plantes (Nestat,
2002).

Depuis le milieu des années 1990, des culturestigéeénent modifiées qui produisent
des toxines Bt Cry ont été mises sur le marché pgaarles fermiers aient un meilleur controle
des infestations de ravageurs. Dans le cas du Bbals géne qui code pour la toxine CrylAb a
été introduit dans le génome du mais dans le blinder encore plus les infestations par les
insectes. Ce nouveau type de mais a I'avantageodeipe une toxine a travers ses tissus qui vise
les ravageurs envahissant les tissus des plamesne la Pyrale du mais. Cependant, nous ne
connaissons pas encore quel impact cette nouvaglce pourrait avoir sur I'environnement.

On estime qu’environ 12 millions d’hectares de wd$s Bt transgéniques protégées
contre les insectes sont maintenant plantées damezit a I'échelle planétaire (Nestetr al,

2002). En 2000, presque 40 % de tout les maisgyraitivés au Québec étaient du mais Bt.

2.2.2  En sylviculture

Les insectes, en particulier la Tordeuse des bousyele I'épinette Ghoristoneura
fumiferang, sont considérés comme les ravageurs les plusrtaengs pour I'industrie forestiere
canadienne. L’Arpenteuse de la pruchanibdina fiscellaria fiscellarig la Tordeuse du Pin gris
(Choristoneura pinus pinjs le Diprion de Swaine Neodiprion swaingi et la Spongieuse
(Lymantria dispay sont relativement moins préoccupants. Ces insextet facilement controlés
par I'épandage de Bt (SOPFIM, 1992; Martineau, 1985

Antérieurement, le Fénitrothion, un insecticidenaigjue, servait en général a controler

ces parasites. Il a été remplacé graduellementdgmapplications aériennes de Bt. Les premiers
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produits commerciaux ont été mis en marché en Erancl938 (Nestest al, 2002). Le Bt a été
introduit en sylviculture en Amérique du Nord ddas années 1960. Au Québec, le Bt a été
utilisé conjointement avec le Fénitrothion en 1883986, puis seul pour contrdler les ravageurs
dans les foréts québécoises. Ce biopesticide estéthode de contréle des parasites la plus
utilisée dans les foréts de I'est du Canada, acéption du Nouveau-Brunswick (SOPFIM,
1992).

2.3 TOXICITE DE LA TOXINE DU BT ET DU MAIS BT POUR LES ESPECES
NON VISEES

Comme on I'a mentionné dans la section 2.1, lan®xXZrylAb n’est pas supposée étre
toxique pour les vertébrés et les mammiféres aguedi Il a été observé que la libération de
toxines par I'exsudat des racines du mais Bt n’'gias toxique pour les vers de terre, les
nématodes, les champignons, les protozoaires dtae®ries dans les sols (Saxena et Stotzky,
2001).

Cependant, il a été démontré que le KBrstaki (Bt-k) et le Btisraelensis (Bt-i)
réduisaient la croissance des populations libresémeatodeJ urbatrix acetiet ont été suggérés
pour le contrble des nématodes (Meadavsal, 1990). Dans une autre étude, I'application
répétée de Bt-i dans des étangs a favorisé |'dppard’espéces résistantes de moucherons
Chironomuset le déclin d’autres espéeces plus sensibles (ack 2000). Il existe des preuves a
I'effet que des préparations de Bt peuvent étreagaries pour des espéces non visées comme les
sauterelles (Reat al, 2002). En fait, ces auteurs ont montré que desalies chromosomiques
des cellules testiculaires apparaissaient chezndestes apres qu’ils aient été injectés avec une
préparation de Bt. Toutefois, le réle exact desndotoxines CrylAb dans la génotoxicité
demeure imprécis.

De nombreuses études ont été effectuées sur laitéoxilu Bt pour les organismes
terrestres et aquatiques non visés. Autant que leaechions, aucune n’'a examiné la toxicité de
la toxine du mais Bt pour les organismes aquatiqgQemme la toxine est libérée par I'exsudat
des racines du mais, elle peut atteindre possiloielag eaux de surface et mener a I'exposition
d’'organismes aquatiques non visés. Une recherchendé&sssaire dans ce domaine pour

déterminer le potentiel toxique de la toxine dugrii
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2.4 LE CYCLE DE VIE DE LA $-ENDOTOXINE DU BT ET DE LA TOXINE DU
MAIS BT
La figure 1 illustre le cycle de vie de daendotoxine du Bt et de la toxine du mais Bt

dans I'environnement, comme nous le comprenon&ketoent.

?
BaCIIIwngmnss p. ex. : bactéries Mais Bt
Crystaux HD <~~~ . g
S &Hlo-ll*// \\
\\\ k/ \*
A pH 10-11*

Protoxines\
135 kDa Hydrosoluble, 65 kDa, foren

! trypsine*
Forme stable (135 kDa) d&Na non toxique, yps! CrylAb

toxine dans les sédiments, troncature
1

toxique de la protéine

non soluble

» Adsorption

Dégradation®-~"""""""" "
biologique (argiles)
physique, chimique

Légende :

—> : connu l

------- » :inconnu

* . dans lintestir Sous-produits (acides aminés)
moyen des insectes
Figure 1 Cycle biologique de I&-endotoxine du Bt et de la toxine du mais Bt

Comme on l'a décrit auparavant, apres solubilisagb coupure enzymatique, le Bt
forme durant la sporulation des inclusions parasperde protéines cristallines toxiques pour les
insectes. Ce processus conduit a la formation tlexlae activée. Le mais Bt produit cette toxine

soluble dans l'eau.
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Dans le milieu naturel, les cristaux de Bt se dégné rapidement et sont inactivés par
les rayons UV. Nous ne savons pas, cependant, gdédmadation des cristaux entraine la
formation de protoxines, de toxines ou d’'une apnaéine tronquée et si elle enrichit de cette
facon I'environnement avec ces toxines.

Il a été démontré que le mais Bt libere la toximylBb par le systeme racinaire
(Saxenaet al, 1999) et par la dégradation des tissus dansll¢Ssotzky, 2000). Tapet al
(1994) ont également montré que la toxine s’adsetls®e lie aux particules d’argile dans le sol
et, bien qu’elle soit moins disponible pour la éé&tgtion microbienne, elle demeure toxique pour
les insectes.

L'utilisation accrue de ce type de biopesticidd'@tcroissement des cultures de mais
transgénique vont probablement causer une augrnmentht Bt et de se&-endotoxines dans les
milieux terrestres et aquatiques. Ainsi, dans lemnement, la toxine CrylAb provient des
sources suivantes : a) la toxine CrylAb libéréelgmexsudats des racines du mais Bt comme le
mais MONB810 (Saxenat al, 2002; Saxena&t al, 1999); b) I'épandage de Burstaki pour
controler la prolifération d’insectes Iépidoptecessnme la Pyrale du mai®strinia nubilalig et
le Ver de I'épi du maisHeliothis zeaHudonet al, 1985); c) et les toxines du Bt naturel dans le
sol, dont les concentrations peuvent étre modifiigs’épandage de fertilisants organiques sur
les terres agricoles. D’'un c6té, la forme cristallide CrylAb, que I'on croyait stable dans les
sols, peut étre dégradée sur place, ce qui peutilmoer & augmenter les niveaux de la toxine
soluble dans I'eau provenant du Bt. De l'autre clatdéoxine CrylAb soluble dans I'eau pourrait,
a son tour, se dégrader dans les sols, les sédiraelgs eaux de surface. Il est raisonnable de
soupcgonner que la toxine CrylAb trouvée dans ltemviement, qui est libérée de ces sources
combinées, pourrait atteindre des niveaux toxiqueg des insectes |épidopteres non visés et
pour d’autres especes insoupgonnées.

Dans la perspective de la protection de I'environeset, la localisation et I'identification
des sources potentielles de cette toxine sont &sies pour la gestion de I'épandage de
biopesticides et I'utilisation de cultures genéément modifiées produisant la toxine CrylAb.

Pour les besoins du présent ouvrage&-éndotoxine représente la forme cristalline, la
protoxine, la forme non activée de la toxine a kB3, et la toxine, la toxine soluble et activée a
65 kDa.



3 Développement technologique

3.1 IDENTIFICATION DES AIRES D’ETUDE

Deux types d’'aires d'étude ont été identifiées efeafiant des recherches dans les
bibliotheques gouvernementales et en consultantpgesonnes-ressources. Puis, nous avons
inspecté les lieux ou du Bt a été épandu, surtmusécteurs forestiers et agricoles et les milieux

urbains et, ensuite, des zones ou le mais Btakikiveé.

3.2 TOXINES DU BT ET DU MAIS BT
3.2.1 Extraction des toxines a partir d’échantillons envionnementaux
Des méthodes ont été congues pour extraire leseexiu sol, des sédiments et des eaux

de surface.

3.2.1.1 Echantillonnage
Les premiers 20 cm de sol ou de sédiments ontrélévés a I'aide d’'une pelle ou d’'une

benne. Des échantillons ont été placés dans desdsagolyéthylene, puis I'air en surplus a été
évacué des sacs avant de les attacher. Les saemsuite été placés sur de la glace dans une
glaciére et entreposés dans un réfrigérateliGyjdsqu’a leur analyse.

Les échantillons d’eau ont été prélevés a l'aidend’bouteille propre en polyéthylene
de 4 L, qui a ensuite été placée sur de la glaces dme glaciére et entreposée dans un

réfrigérateur a 4C jusqu’a 'analyse.

3.2.1.2 Sols et sédiments
La méthode d’extraction est similaire pour les étitlans de sol et de sédiments.

Méthode

* Mélanger 5 g de sol ou de sédiments avec 5 mL thampon d’extraction neutre
(PBS, Tween-20 0,2 %, BSA 1 %; voir 'annexe 1)slan tube de 50 mL;

* mélanger les échantillons a l'aide d’'un agitatentateur, réglé a 1 rotation a la
seconde, pendant 1 heure, 34dans I'obscurité;

« centrifuger les tubes a 600 g pendant 10 minute¥Ca
* placer 1,5 mL de surnageant dans un tube de mitrifcgation;



« centrifuger le tube a 12 000 g pendant 7 minu#§Gy

e placer 400uL de surnageant sur un ultrafiltre (100 kDa) etteimer a 12 000 g
pendant 30 minutes &°C;

« conserver tous les échantillons (avant et aprékrdfiitration) a 4 °C jusqu'a
'analyse (le méme jour).
3.2.1.3 Eaux de surface
L'extraction est effectuée a partir d’eau filtré&22 uM) et non filtrée. La filtration
élimine la fraction particulaire ou bactériennd’dehantillon, dont les cristaux CrylAb.
Méthode

» Mélanger 1 mL d’échantillon avec 1 mL de tamporxttaction neutre (PBS, Tween-
20 0,2 %, BSA 1 %; voir I'annexe 1);

* mélanger les échantillons avec un agitateur Vagrendant 30 secondes;

» placer 40QuL d’échantillon filtré sur un ultrafiltre (100 kDa&} centrifuger a 12 000 g
pendant 30 minutes &°C;

« conserver tous les échantillons (avant et aprékrdfiitration) a 4 °C jusqu’a
'analyse (le méme jour).

3.2.2 Mesure de la toxine CrylAb

Pour déterminer la concentration de la toxine dangchantillon environnemental, des
tests ELISA (dosage immunoenzymatique) en « safdwiont été faits sur le surnageant et
l'ultrafiltrat. La technique ELISA est réalisée 'aitle des trousses commerciales d’Envirologix
(Portland, Maine, Etats-Unis). Cette trousse contien anticorps polyclonal qui détecte la
CrylAb et la CrylAc provenant du mais Bt et Bacillus thuringiensis En d’autres mots,
I'anticorps n’est pas spécifique a la toxine Crylddp mais Bt. C'est pour cette raison qu’'une
autre méthode est nécessaire pour distinguer praeist les deux sources de CrylAb (voir la
section 3.2.4).

3.2.3 Comptage du Bt

Le dénombrement dBacillus thuringiensiglans les échantillons de sol, de sédiments et
d’eaux de surface a été effectué par un laborajmiree (Bodycote-Envirolab, Sainte-Foy,
Québec, Canada). La méthode utilisée est expliguémnexe 2. Cette technique a été choisie
pour déterminer s’il existait une relation entrectancentration de la toxine dans les échantillons

et la présence du Bt.
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3.2.4 Evaluation de la persistance et du devenir de Crylidans des échantillons
environnementaux
Des essais en laboratoire ont été effectués paalugvla persistance (demi-vie) des
cristaux et la stabilité de la toxine dans les sbsédiments et dans les eaux de surface.

3.2.4.1 Persistance et devenir des cristaux
La persistance et le devenir des cristaux et dexime du Bt ont été évalués en dopant

des sols riches en silice et en argiles stérile®etstériles ainsi que des eaux de surface awec un
solution de Dipel® a différentes concentrationss tencentrations dans les sols étaient de 1, 2,
4, 8 et 16 ppm et dans les eaux de surface, deg2yl. Des témoins négatifs ont été dopés avec
de 'eau distillée.

Apres addition de la solution, les tubes ont étééagusqu’a homogénéité avec un
agitateur Vortex. Les échantillons de sol ont Bt&ibés pendant 1 heure a°Csdans I'obscurité
pour permettre I'adsorption de la solution surdaegticules de sol. Certains tubes ont été incubés
pendant 4 et 7 jours (P&, cycle de 16 h a la lumiére et de 8 h a la naideisqu’a I'extraction.

Les techniques d’extraction et d’évaluation deobdarte sont similaires a celles décrites
dans les sections 3.2.1.2, 3.2.1.3 et 3.2.2.

Le dénombrement d8acillus thuringiensisa également été fait avec des témoins

négatifs et des échantillons de sols dopés avglasaforte concentration de Dipel®.

3.2.4.2 Persistance de la toxine CrylAb
Pour évaluer la demi-vie de la toxine dans desrédloms environnementaux, des sols

riches en silice et en argile stériles et non Isrinsi que des eaux de surface stériles et non
stériles ont été dopés avec la toxine CrylAb pwemdis Bt (Agdia, Elkhart, Indiana, Etats-
Unis) a une seule concentration (10 ng/g pour ¢¢s et 10 ng/L pour les eaux). Des témoins
négatifs ont été dopés avec de I'eau distillée.

Les étapes suivantes sont similaires a cellestdéatans les sections 3.2.4.1, sauf qu'il

n'y a pas eu de dénombrement de Bt.
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3.2.4.3 Electrophorése
Le poids moléculaire des toxines extraites du sdes sédiments et des eaux de surface

dopés au Dipel® ou avec une toxine pure de mai® aléterminé par électrophorese sur gel
SDS-Page (NUPAGE® Gel, Invitrogen, Carlsbad, Caiifg E.-U.).

3.2.5 Analyse isotopique d€*C et de™N

Les analyses isotopiques ont été réalisées afimodeer une méthode qui permet de
différencier les deux formes de toxines (bactémeon issue du mais Bt) pour tenter de localiser
leurs sources dans la nature. Jennifer McKay du BEUQAM (Montréal, Québec, Canada) a
réalisé les analyses isotopiques de la protoxine ¢t toxine du Bt ainsi que de la toxine du mais
Bt.

3.3 DETECTION DU GENE

La présence du gerseylAbdu mais Bt a été évaluée dans des échantillos®ldele
sédiments et d’eaux de surface prélevés a proxidd@t€éhamps de mais Bt et dans des zones
d’épandage de Bt. De 'ADN a également été exttaitmais naturel, de mais Bt et du Dipel®

pour produire des témoins positifs et négatifs.

3.3.1 Extraction de 'ADN

3.3.1.1 Sols et sédiments
La méthode a été adaptée de Sambeiai (1989).

Méthode

* Peser 1 g de sol ou de sédiments, ajouter 1 mLystezyme de 10GQug/mL et
mélanger a I'agitateur Vortex;

« incuber a 37C dans un bain d’eau pendant 1 heure;

» ajouter 200uL de SDS (dodécyl sulfate de sodium) 10 % (fin&8Ret mélanger a
I'agitateur Vortex;

+ incuber a 70C dans un bain d’eau pendant 30 minutes;

e ajouter 1 volume de phénol-chloroforme-alcool isdpkque et mélanger a
I'agitateur Vortex;

« incuber a 37C dans un bain d’eau pendant 15 minutes;

» centrifuger a 600 g pendant 5 minutes;
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retirer 1 mL de surnageant, ajouter 0,1 volume (1l00d’'acétate de sodium 2 M et
mélanger a I'agitateur Vortex;

transférer 0,5 mL de la solution de surnageantagtéthte de sodium dans un autre
tube de microcentrifugation;

ajouter 1 mL d’isopropanol a chaque tube et mélaadagitateur Vortex;

incuber a —80C pendant 10 minutes;

centrifuger a 12 000 g pendant 5 minutes;

jeter le surnageant et ajouter 100de tampon TE (Tris-EDTA) (voir 'annexe 1);

effectuer une autre précipitation a I'isopropanmlippurifier les extraits;
ajouter 1QuL d’acétate de sodium 2 M et mélanger a 'agitatéontex;
ajouter 20QuL d’isopropanol et mélanger a l'agitateur Vortex;
incuber a —86C pendant 10 minutes;

jeter le surnageant et ajouter 100de tampon TE.

Evaluer la pureté des acides nucléiques en mesiahsbrbance & 260 nm et & 280 nm

(matériau protéique). Un échantillon dont le rappdsso/Azgo €st > 2 est considéré comme

suffisamment pur.

3.3.1.2 Eaux de surface
La méthode suivante a été congue pour I'extract®mBADN des eaux de surface.

Méthode

Filtrer 500 mL a 1 L d’eau (0,22 ou 0,4%);
ajuster le pH a 8,0 avec du tris-acétate 200 mM 8,0,

ajouter 1 g de cellulose de DEAE a 10 mL de NaG20J et de tris-acétate 0,5 mM
a pH 8,0, et centrifuger a 3000 tr/min pendantmiraute pour éliminer le tampon;

ajouter la cellulose de DEAE préactivee a [I'écHamti (1g par 500 mL
d’échantillon);

mélanger pendant 30 minutes;
filtrer (0,45uM) pour éliminer I'échantillon;

laver la cellulose de DEAE avec 1 mL de NaCl 0,kt\Mie tris-acétate 2,5 mM a pH
8,0 sur le filtre;

enlever la cellulose de DEAE et la placer dansetit pécher;

pour récupérer I'’ADN, ajouter 4 mL de NaCl 2 M et tfis-HCI a pH 8,0 et
mélanger;
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verser le tampon dans des tubes de microcentritugat centrifuger a 12 000 g a
température ambiante pendant quelgues secondes;

prélever le surnageant pour I'analyse de 'ADN.

3.3.1.3 Grains de mais
La méthode a été adaptée de celle d’Aljanabi etiver (1997).

Méthode

3.3.14

Homogénéiser 2 g de grains de mais dans 12 mlLnggotad’homogénéisation (voir
'annexe 1) avec un homogénéisateur Polytron;

ajouter 2,4 mL de SDS 10 % (final 2 %);
ajouter 3,6 mL de lysozyme 2 mg/mL (final 40§/mL);
incuber pendant 2 heures a%0

ajouter 9 mL de NaCl 6 M (eau saturée de NaClpé&tanger pendant 30 secondes a
I'agitateur Vortex;

centrifuger a 600 g pendant 30 minutes;
placer le surnageant dans un tube en plastiqué de_1

ajouter 1 volume d’isopropanol froid et mélangengent 30 secondes a I'agitateur
Vortex;

placer a —-80C pendant 20 minutes;

centrifuger a 4000 g a°€ pendant 20 minutes;

jeter le surnageant;

ajouter 1 mL d’éthanol 70 % et mélanger pendargendes a I'agitateur Vortex;
transférer dans des tubes de microcentrifugatiamvetser les tubes pour mélanger;
centrifuger a 12 000 g a°€ pendant 5 minutes;

jeter le surnageant;

sécher le culot pendant 30 minutes sous une hotte;

ajouter 1,5 mL de tampon TE et mélanger a I'agitatértex;

déterminer la pureté de 'ADN (A260/A280) et entvspr a —26C.

Dipel®
La méthode employée ici a été adaptée de Samletcalk(1989).
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3.3.2

Méthode

Préparer une solution-meére de Dipel® de 12 g/200ars de I'eau distillée;

prélever 1 mL de la solution-mére, ajouter 1 mlUyd®zyme 10Qug/mL et mélanger
a l'agitateur Vortex;

incuber a 37C dans un bain d’eau pendant 1 heure;
ajouter 20QuL de SDS 10 % (final 2 %) et mélanger a I'agitatéartex;
incuber a 76C dans un bain d’eau pendant 30 minutes;

ajouter 1 volume de phénol-chloroforme alcool isupkque et mélanger a
I'agitateur Vortex;

centrifuger a 600 g pendant 5 minutes;

prélever 1 mL de surnageant, ajouter 0,1 volum® (10 d’acétate de sodium 2 M et
mélanger a I'agitateur Vortex;

transférer 0,5 mL de la solution de surnageantastéthte de sodium dans un autre
tube de microcentrifugation;

ajouter 1 mL d’isopropanol a chaque tube et mélaadagitateur Vortex;
incuber a —86C pendant 10 minutes;

centrifuger a 12 000 g pendant 5 minutes;

jeter le surnageant et ajouter 300de tampon TE;

effectuer une autre précipitation a I'isopropanmlippurifier I'extrait :

— ajouter 1QuL d’acétate de sodium 2 M et mélanger a I'agitatéontex;
— ajouter 20QuL d’isopropanol et mélanger a 'agitateur Vortex;

— incuber a —-86C pendant 10 minutes;

— centrifuger a 12 000 g pendant 5 minutes;

— jeter le surnageant et ajouter 100de tampon TE.

Détermination de la pureté de 'ADN
La pureté de 'ADN est évaluée par spectrophotométt’aide des rapports,hyAqgo et

AzedAz70. Ces rapports servent a déterminer si les éclmngtisont contaminés par les protéines

ou le phénol. Un rapport de < 2 indique une contation.

Méthode

- Etalonner le spectrophotométre en introduisantllo@le tampon TE dans la cellule

de lecture;

lire I'absorbance avec la lumiére ultraviolette;
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* laver la cellule avec le tampon TE;

* insérer 10QuL d’extrait d’ADN dans la cellule et mesurer l'albsance (260, 270 et
280 nm);

» diluer I'échantillon si nécessaire;

» évaluer les rapports ADN/protéine et ADN/phénolc&s rapports sont < 2, purifier
I'extrait avec de I'acétate de sodium et de l'issganol (voir la section 3.3.1.4).

3.3.3 Mesure de 'ADN

La teneur d’'un extrait en ADN est évaluée par ldhode de Hoechst (Bestet al,
1994).

Méthode

» Préparer la solution de Hoechst : 1 mg de bisbadeipar millilitre de méthanol et
diluer 1 : 1000 (10@L/100 mL) dans un tampon TE;

» préparer une courbe d’'étalonnage avec 'ADN derspate saumon (1Q@y/mL) sur
une microplaque noire : 0 (blanc), 1,14, 2,27, 4569,09ug/mL (ADN + 100uL
Hoechst);

» ajouter 1QuL de I'échantillon d’ADN a 10Q.L Hoechst;

* mélanger brievement;

» mesurer la fluorescence (excitation a 365 nm es&ion a 450 nm).
3.3.3.1 Réaction en chaine de la polymérase

Une réaction en chaine de la polymérase (PCR) otiommelle a été effectuée sur des
extraits d’ADN avec des amorces universetiegl du Bt et des amorces de mais Bt MON810.
Ces amorces ont été produites par Hukabel (Montaatbec).

La séquence des amorces universelles était largaiyBen-Dowet al, 1997) :

e Matrice : 5’-A-T-G-A-T-T-C-A-T-G-C-G-G-C-A-G-A-T-AA-A-C-3’

 Complément : 5-T-T-G-T-G-A-C-A-C-T-T-C-T-G-C-T-T-C-C-A-T-T-3

Pour les amorces de mais Bt MON810, la séquendela&tauivante (Chiueh et al.,
2001) :

« HSP70/Sens : 5-A-G-T-T-T-C-C-T-T-T-T-T-G-T-T-G-C-C-T-C-C-T-3’

* CrylAb/Anti-sens : 5'-G-A-T-G-T-T-T-G-G-G-T-T-G-T-G-T-C-C-A-T-3’
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Méthode
Dans 40QuL,

eau distillée : volume variable;

tampon de PCR 10X : 44.;

2-désoxyribonucléotide triphosphate (ANTP) : a80chaque (8.L);
amorce de matrice : O}V (5 ul);

amorce complémentaire : M (5 uL);

Taq polymérase : 0,05 unit@k/(4 uL);

échantillon d’ADN : 0,01 & jig/mL.

Des échantillons ont été répartis dans deux tubezb@uL pour PCR et placés dans un

thermocycleur (Techne de Techgene). Le cycle dpdeature était le suivant :

dénaturation initiale : 2 minutes a 92;

35 cycles :

— dénaturation : 30 secondes a°@4
- hybridation : 1 minute a 5C;

- extension : 1,5 minute a 7¢2;

- extension finale : 10 minutes a .

Le contenu a été mesuré par la méthode HoeschHa &bncentration d’ADN avait

augmenté fortement apres la réaction en chaina gdelymérase, alors I’ADN avait été récupéré

par la précipitation d’'isopropanol de la facon suite :
Méthode

Ajouter 0,1 volume d’acétate de sodium 2 M et mgédaira I'agitateur Vortex;

ajouter 1 volume de phénol-chloroforme-alcool isugkque et mélanger a
I'agitateur Vortex;

centrifuger a 15 000 tr/min a température ambipetedant 2 a 5 minutes;
transférer le surnageant dans un autre tube;

ajouter 1 volume d’isopropanol et mélanger a latgitir Vortex;

placer a —86C pendant 10 minutes ou a —ZDpendant 1 heure ou toute la nuit;
centrifuger a 15 000 tr/min a température ambipetedant 5 minutes;

enlever le surnageant;

ajouter 10QuL de TE au culot et mélanger a I'agitateur Vonpexir le dissoudre;
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« incuber a 70C pendant 10 a 30 minutes si le culot n’est pasodis.
Les témoins positifs (ADN du biopesticide Dipel®det mais Bt) et négatifs (ADN du

saumon et du mais naturel) et le blanc (eau seul@met été testés en méme temps.

3.3.3.2 Electrophorése
L’électrophorése sur gel d'agarose a été emplopée géterminer si les genes du Bt ou

du mais Bt étaient présents dans les échantillomsomnementaux prélevés au voisinage d’'un
champ de mais Bt.
Méthode

» Diluer al: 6 le colorant de charge avec de Idiatillée;

» placer le gel d'agarose a 2 ou a 4 % dans I'apipdifdectrophoréese;
 diluer les échantillons et les témoins a 1 : 2 dgawlorant de charge;
» verser 1QuL du marqueur de taille dans le premier puit;

» verser 12uL de tampon TE et 1QL d’échantillons et de témoins dilués dans les
puits;

» procéder a I'électrophorese pendant 30 minutes;

» analyser le gel avec un analyseur d’images a léehenultraviolette.
3.3.3.3 Séquence de I'amplicon du Bt

L’amplicon produit avec les amorces de mais Bt MO8 été envoyé a Agriculture et
Agroalimentaire Canada (Sainte-Foy) pour y étreieggeé.

Le vecteur PCRII (Invitrogen) a été employé pownekr I'amplicon, et il a été séquencé

a l'aide d’'un séquenceur automatique Cor 4200L.

3.4 TOXICITE POUR LES ORGANISMES AQUATIQUES

Un des objectifs du projet consistait a étudieoiacité de la toxine CrylAb du mais Bt
pour divers organismes aquatiques couramment edploans les bioessais des études de
réglementation en application de lai canadienne sur la protection de I'environnemerd
toxine pure était vendue par la compagnie Agdigkhart (Indiana, E.-U.), mais son prix était
trop élevé pour la quantité nécessaire aux esseipaskition. Nous avons donc décidé de
produire directement la toxine a partir de la bdetélu Bt et de procéder a des essais de
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dépistage de la toxicité sur quatre organismestages. Les especes sensibles a la toxine du Bt

seraient ensuite exposées a la toxine pure du mais.

3.4.1 Laculture du Bt et la purification des cristaux etde la toxine

Luc Masson de I'Institut de recherche en biotecbgiel nous a fourni du Bt qui produit
uniquement la toxine CrylAb (souche Pab4). Sorstsdi Alberto Mazza, nous a donné une
séance de formation sur les cultures de Bt etelgsniques pour isoler et purifier les cristaux et

les toxines.

3.4.1.1 Culture du Bt
Méthode

« Faire fondre I'aliquote de Bt précédemment placé&04C (voir I'annexe 3);

 inoculer une gélose nutritive spécifique au Bt (M@nnexe 3) a partir de I'aliquote
de Bt a I'aide d’'une boucle d’inoculation;

« incuber a 36C pendant 24 heures;

» préparer le milieu de culture du Bt (2 L) :

bactopeptone (acides casamino) : 7,50 g/L,

glucose : 7,5 g/L,

phosphate de potassium monobasiqueR® : 3,40 g/L,
phosphate de potassium dibasiquélRO;, : 4,35 g/L,
ajuster le pH a 7,2 avec des pastilles de NaOH;

» verser environ 333 mL dans 6 erlenmeyers Fernbachld
» placer des bouchons en coton recouverts de pdpramaum sur les flacons;
« stériliser les flacons et leur contenu (15 mindtdR1°C et 5 minutes de séchage);

» placer les flacons stérilisés a la lumiere ultrietie dans une hotte a flux laminaire
jusqu’a ce que les flacons soient tiedes;

» ajouter 1,65 mL de solution stérile de sels PGSHir(Vannexe 3) dans chaque
flacon juste avant I'inoculation;

* ajouter 1,65 mL de solution stérile de CagiH,O (voir 'annexe 3) dans chaque
flacon juste avant I'inoculation;

» ajuster le pH avant I'inoculation en ajoutant dahaque flacon environ 30 gouttes de
NaOH 1 M;

» ajouter une seule colonie de Bt a un flacon (comément appelée pré-culture);
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incuber le flacon inoculé a 2& dans I'obscurité pendant 1 jour;

inoculer ensuite les cing autres flacons (dansukelsgdes bouillons stériles de sels
PGSM et de CaGlont été ajoutés et le pH ajusté avec 30 goutteNAI@H) avec
1 mL de pré-culture en conditions stériles;

incuber les flacons inoculés a 28 dans I'obscurité pendant 3 a 4 jours jusqu’'a ce
gu'’il y ait sporulation (développement d’écume auaface du milieu de culture).

3.4.1.2 Purification des cristaux et de la toxine
Les cristaux ont été isolés et purifiés selon léhode de Lucet al (1999) a laquelle on

a apporté quelques modifications.
Méthode

Transférer les cultures sporulées dans deux blmstelNalgene de 1 L pour
centrifugation;

centrifuger a 4000 g a température ambiante peridantinutes;

transférer le surnageant dans deux autres bosteMalgene de 1 L pour
centrifugation a I'aide d’'une pipette de 25 mL;

centrifuger a 4000 g a température ambiante peridantinutes;

retirer le surnageant a l'aide d’'une pipette der2%

combiner les 4 culots dans une bouteille Nalgeng d@our centrifugation;
ajuster a 1 L avec de I'eau distillée;

centrifuger a 4000 g a température ambiante peridantinutes;

retirer le surnageant avec une pipette de 25 mdjcetter 60 mL d’eau distillée au
culot; transférer le tout dans deux tubes de 50 mL;

ajouter de la lysozyme (0,5 g/1,5 L de culture0idi3 g/tube);

ajouter de la ribonucléase A (RNAse) (solution deUN/mg: 100 UN/1,5L de
culture, ici 3,3 mg/tube);

mélanger a I'agitateur Vortex et placer sur deldéee pour arréter la réaction;

=> Toutes les étapes suivantes devront étre réaliséas de la glace ou a 4C.

Passer aux ultrasons sur de la glace jusqu’a éadgstoutes les bactéries (environ 1
heure);

transférer la suspension traitée aux ultrasons dares bouteille Nalgene pour
centrifugation;

ajouter 400 mL d’eau distillée et mélanger a l'agtr Vortex;

centrifuger a 4000 g a°€ pendant 60 minutes;
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retirer le surnageant avec une pipette de 25 mL,

ajouter 50 mL de NaCl 0,25 M et de Triton 100X @4 (v/v) et mélanger a
l'agitateur Vortex;

centrifuger a 4000 g a°€ pendant 60 minutes;

retirer le surnageant, ajouter 50 mL d'eau disillét utiliser un Polytron pour
fractionner le culot;

transférer dans deux tubes de 50 mL;

centrifuger a 4000 g a°€ pendant 13 minutes;

remettre les culots en suspension dans 25 mL dlisstiliée par tube;
fractionner les culots avec un Polytron;

centrifuger a 4000 tr/min a°€ pendant 15 minutes;

répéter deux fois ces trois derniéres étapes;

placer les tubes au réfrigérateur jusqu’a la peatfon des toxines.

Méthode de purification des toxingalaptée de Massen al, 1995)

Ajouter 25 mL de tampon de solubilisation (NaHCXD0 mM et EDTA 10 mM a pH
10,0) dans chaque tube;

incuber dans un bain d’eau a ®7pendant une heure; inverser chaque 10 minutes;
ultracentrifuger a 200 000 g #@ pendant 1 heure;

conserver 50 mL de surnageant qui contient la gnoe¢odissoute (poids moléculaire
de 133 kDa) et le mettre au réfrigérateur;

ajouter de la trypsine (2 mg/mL final) au surnagemastant et incuber pendant
3 heures a température ambiante pour produire dtemxthe (poids moléculaire de
65 kDa);

purifier la toxine sur une colonne d’échange d’'asi¢Sep-Pak Classic Accell plus
QMA, Waters Canada) :

laver la colonne avec 5 mL de NaCl 50 mM et de N@&I@,5 mM a pH 10,0;
mettre 7 mL de surnageant (protoxine) par colonne;

laver la colonne avec 5 mL de NaCl 250 mM et de 8@12,5 mM a pH 10,0;
éluer avec 2 mL de NaCl 600 mM et de NaH@®» mM a pH 10,0;

dialyse de la toxine purifiée :

— hydrater les membranes de la dialyse (fermée dté) dans du NaHC{®D,1 mM
et de 'TEDTA 0,1 mM a pH 10,0 durant la nuit 8Gt

- laver les membranes avec de I'eau distillée jugdmtal’introduction de la solution
de toxine;
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— introduire la toxine purifiée dans la membrane hyée de dialyse et fermer, en
vérifiant qu’aucune bulle d’air n’est emprisonnée;

— placer les membranes dans 4 L de NakHGQ mM, d’EDTA 0,1 mM et de NaCl
0,5 mM a pH 10,0;

— conserver a 4C pendant 12 a 24 heures;

- prélever la toxine dialysée des membranes et laetwar a £C jusqu’a analyse
ultérieure;

» effectuer une électrophorése sur gel SDS-Pagevguifier la pureté.
3.4.1.3 Activité de la protoxine et de la toxine Cry1Ab

Nous avons fait parvenir des échantillons de laneactive que nous avons produite a
Kees van Frankenhuyzen, du Service canadien déssfau Centre de foresterie des Grands
Lacs (Sault Ste. Marie, Ontario, Canada) afin quéilifie I'efficacité de notre méthode par des

essais sur la Tordeuse des bourgeons de I'épii@ttaistoneura fumiferana

3.4.2 Essais de toxicité

Pour faciliter les essais de toxicité, nous avomksid® d’employer des trousses
commerciales produites par Microbiotests (DeinzelgiBue). Ces trousses contiennent des
organismes d’essai sous forme enkystée dans dés @eupeuvent éclore juste avant le début
des tests. Cela élimine le besoin de cultures moes et les codts qui leur sont associés.

Cing trousses ont été choisies au départ (Protdx®t Rotoxkit F™, Thamnotoxkit
F™ Daphtoxkit F™ magna et Ostracodtoxkit F™), nsesllement trois ont été retenues pour
I'analyse (Thamnotoxkit F™, Daphtoxkit F™ magnalstracodtoxkit F™). Le choix final était
fondé sur la facilité d’emploi et la reproductitélides résultats.

Le mode d’emploi de chaque trousse ne sera pai déatétail ici. Le lecteur est invité

a consulter la page Web du fournisseunttp://www.microbiotests.be/general.htnNous

expliquerons toutefois le principe de chaque treust mentionnerons les différentes

concentrations des solutions testées.

3.4.2.1 Le Daphtoxkit F™ magna
Cette trousse utilise le crustab@phnia magnaa I'état d’éphippies (oeufs dormants).

Cet organisme est trés utilisé pour détermineox&ité de différentes substances, effluents, etc.

Sa sensibilité aux toxiques est bien connue. Enaement Canada, 'EPA américaine et d’autres
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organismes gouvernementaux ont développé des hisessrmalisés qui emploiefaphnia
magna La sensibilité du Daphtoxkit F™ magna est siméad celle des bioessais de toxicité
normalisés.

Les éphippies sont placées dans de I'eau de cuwtireubées pendant trois jours avant
le début des essais de toxicité. Les tests soatteffs sur des plaques d’essai a puits multiples en
polycarbonate comprenant six puits de rincage ep@ids pour les dilutions de la solution
toxique, avec des néonates<d@4 heures. Un témoin (eau seulement) et 5 coratenmis en 5
répétitions peuvent étre effectuées sur chaquaiplaghaque puit contenait 10 mL de la solution
d’essai et 5 néonates.

La concentration létale pour 50 % des organismésggf@st déterminée apres 24 et 48
heures d’exposition a 10 mL de la solution d’essai.

Pour chaque trousse, il est recommandé de faiessai de contréle avec le toxique de
référence, le dichromate de potassiurgGKO,). Les résultats devraient se situer dans lesdsnit
stipulées sur la feuille de spécification fourniea la trousse. Un autre critere de la validité de
I'essai est que le nombre de morts et d’organismesobiles ne doit pas dépasser 10 % dans le

groupe de contrble. L’essai doit étre répété siritére n’est pas respecté.

3.4.2.2 Le Thamnotoxkit F™
Cette trousse utilise le crustathamnocephalus platyurusonnu pour sa plus grande

sensibilité aux produits chimiques gB&reptocephalus proboscideusn crustacé couramment
utilisée dans les bioessais (Centebal, 1993). Beak Internationat al. (1999) ont montré que
cette trousse permettait d'obtenir des résultatmil@res a ceux obtenus avec I'essai
conventionnel aveDaphnia magna

Les kystes d@hamnocephalus platyuréxlosent 24 heures avant le début des essais de
toxicité. Un test de GJg de 24 heures est effectué sur une plaque de paipst Chaque plaque
contient 24 puits: six puits de rincage, un témetncing concentrations différentes en 3
répétitions dans les puits restants. Un millilide la solution d’essai est introduit dans chaque
puit avec 10 larves.

L’essai de contrble devrait étre effectué avec idrdmate de potassium. Les résultats

devraient se situer dans les limites indiqguéedasteuille de spécifications fournie avec chaque
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trousse. De plus, le pourcentage de mortalité dupg témoin ne devrait pas dépasser 10 %. Si
cela se produit, le test n’est pas valide et it fauecommencer.

3.4.2.3 L’Ostracodtoxkit F™
Cette trousse sert a un test de toxicité de coudiaett de six jours pour les sédiments

d’eau douce. Toutefois, nous n'‘avons pas exposétré@odeHeterocypris incongruengsux
sédiments mais plutdt a des solutions d’essaikystes d'ostracodes ont été placés dans de I'eau
de culture 52 heures avant le début des essai®edsass ont été effectués sur des plaques de 12
puits (soit pour un témoin et deux concentratioms cquatre répétitions, ou pour trois
concentrations en quatre répétitions), dans lesquél mL de solution d’essai (incluant la
nourriture algale en suspension) sont introduiexad ostracodes.

L’inhibition de la croissance et le pourcentagendertalité sont déterminés apres six
jours. La mortalité moyenne du groupe témoin n¢ plas dépasser 20 %, et la longueur moyenne
des ostracodes doit atteindre au moins g0 Si ces criteres ne sont pas respectés, lesessai

sont invalides et doivent étre recommencés.

3.4.2.4 Détermination des concentrations d’essai
Pour trouver la concentration a laquelle les oaes aquatiques seraient exposés

durant un essai de toxicité, nous avons consukéddeuments sur la toxicité de I'endotoxine
Cry1Ab du Bt pour les organismes cibles (CrecchiStetzky, 1998; Tapp et Stotzky, 1995). La
CLso dépend de I'espéce utilisée, la voie d’exposigbla forme de la toxine et peut varier de 0,9
a 26ug/mL. Enfin, nous avons décidé d’exposer des omgaes a 1, 5, 25, 50 et 1g§/mL de
toxine CrylAb du Bt.

Les organismes d’'essai ont également été exposdgpeotoxine et au tampon dans
lequel les toxines étaient présentes apres laigatidn ou la dialyse. Pour la protoxine, les
concentrations d’essai étaient de 2, 10, 50, 10866tug/mL. Avant la dilution des solutions
toxigues et des tampons, le pH a été ajusté a8SHKICl 1 M).



4 Résultats

4.1 IDENTIFICATION DES AIRES D’ETUDE
4.1.1 Epandage de Bt

Antérieurement, le Bt était épandu sur les cultaeshoux, de brocolis et de pommes
de terre au Québec (ministére de I’Agriculture, Bésheries et de I'’Alimentation du Québec ou
MAPAQ, communication personnelle). Cette pratiquesnplus suivie pour bon nombre de
raisons, dont le col(t élevé des biopesticides pppart a celui des insecticides chimiques
courants, la difficulté de leur application et Idaible résistance au soleil et a la pluie. Jean-
Charles Co6té, un chercheur spécialisé dans I'agtjidic du Bt en agriculture chez Agriculture et
Agroalimentaire Canada a Saint-Jean-sur-le-Richgli@uébec) nous a fourni des informations
utiles. Il a également offert d’échantillonner powus un site expérimental d’épandage de Bt.

Pour le milieu urbain, nous avons contacté Jac@osvert (Université du Québec a
Trois-Rivieres, Trois-Rivieres, Québec), ainsi PG Environnement (Cap-de-la-Madeleine,
Québec) et Sylvico (Longueuil, Québec), les deumggpales entreprises d’épandage de Bt pour
le contréle des moustiques. M. Savignac, présidentDG Environnement, a accepté de révéler
I'emplacement des sites d’épandage si nécessaire.

Pour le secteur forestier, nous avons contactérgamesme sans but lucratif, SOPFIM,
qui se spécialise dans la protection des forétgredes insectes et les maladies. Cet organisme
utilise le Bt depuis de nombreuses années pourdentes insectes ravageurs, en particulier la
Tordeuse des bourgeons de I'épine@adristoneura fumiferara Préoccupé par la persistance
de linsecticide Bt dans le sol et I'eau, GhisldRousseau nous a permis de prélever des
échantillons sur les sites traités au Bt.

Apres I'examen de toutes les informations exiswaste I'épandage du Bt dans ces trois
secteurs d’activités, nous avons décidé de nouseotrer sur le secteur de la foresterie. Avec
I'aide de M. Rousseau, qui a mentionné que sorpécanvait remarqué la persistance du Bt dans
le sol et 'eau aprés I'épandage, nous avons gtabbes d’identifier quelques sites en partant de
la zone au nord de la riviere Gatineau jusqu’a féaiten suivant la riviere des Outaouais (figure
2).



25

* Site d’échantillonnage Troks
| Riviére|
[ Aredétude N
W,
?_. [
L= E
E %}_ L %Hﬁ' Rivey 3
-:,a_ __-.'.'h.. * < _ _._:"-z-:':-. j;
'r_}a:“ = _— Lenwaad 'él ] &
= 7 g ) & 2
L i MOMTREAL _r,-s;- i
i Y o= g
Oitawa g £ .5-
o5 . E
- &
Cornwall o8
o & km e . CAMADA
A — L S A
- UNITEDSTATES ~ ~ 7"~ ===

Figure 2 Aire d’étude

Le plan déchantillonnage était le suivant: préleents d’échantillons avant

I'épandage, deux ou trois semaines apres et trois aprés. Les sédiments et les eaux de surface

ont été échantillonnés.

4.1.2 Mais Bt
Pour identifier les endroits ou le mais Bt étailticé, nous avons étudié des cartes de

différentes régions productrices de mais, produtas le ministére de I'Environnement du
Québec (MEQ). Nous avons alors contacté I'Union mleslucteurs agricoles (UPA) du Québec
et Statistiques Canada afin d’obtenir de linforimat sur la culture du mais destiné a

I'alimentation humaine et animale et sur les cormpgagyqui produisent du mais Bt.
Nous avons obtenu l'information la plus pertineste le Bt de Bernard Lachance, du

MAPAQ, a Saint-Hyacinthe (Québec), qui nous a aaié&kentifier notre aire d’étude.
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Nous avons décidé d’échantillonner dans le sedeua riviere du Richelieu, ou le mais
Bt est tres cultivé (figure 2). Ainsi, le sol, legdiments et les eaux de surface ont été
échantillonnés a proximité de champs de mais Bs tsrivieres des Hurons et Richelieu et le
fleuve Saint-Laurent (Québec).

Nous avons décidé de prélever des échantillors finig par année :

« avant 'ensemencement,
» deux a trois semaines apres la pollinisation (anld’aolt),

» deux a trois semaines apres la récolte (a la fimodembre).

4.2 TOXINES DU BT ET DU MAIS BT
4.2.1 Caractérisation de Cry1lAb a partir de cultures de B

Dans le milieu naturel, la toxine CrylAb est hadilement trouvée sous la forme de
cristaux qui sont insolubles dans 'eau a un pHode8. En effet, I'analyse de I'électrophorése
sur gel de la forme cristalline de CrylAb a rév@le ces cristaux avaient une faible résolution
(figure 3A). Lorsque le pH de la suspension detawis était augmenté a 10, le surnageant qui en
résultait (aprés centrifugation a 200 000 g penddniminutes a £C) révélait des bandes a
135 kDa et 65 kDa. Le culot contenait égalementtdees de protéines. Il faut souligner que la
suspension de cristaux, lorsqu’elle est solubiliagéen pH de 10, contient a la fois la toxine
(65 kDa) et la protoxine (135 kDa). Cela indiques des cristaux de la soucB¢ kurstakidans
des milieux avec un pH naturel ne pourraient éte source de la toxine CrylAb, a I'opposé du
mais Bt, qui ne produit que la forme toxique. Unefiration supplémentaire du surnageant par
un traitement a la trypsine-EDTA a un pH alcalinjvee d’une chromatographie d’échange
d’anions, montre un enrichissement de la fractien 6 kDa par rapport a la protoxine.
L’addition de cristaux CrylAb du Bt et de la toxide mais Bt a des échantillons de sol produit
des changements importants (figure 3 B). La CrydalBt se fragmente rapidement et produit
une protéine de 54 kDa au cours de la premiéresrdimélange (et aprés réchauffement &C37
pendant 30 minutes) et disparait rapidement apepurs 4 et 7. La toxine CrylAb du mais Bt
tend a disparaitre aux jours 4 et 7. Le pH du tangextraction n’influence pas la récupération
des protéines ou de la toxine. Ces résultats iedigue la protoxine et la toxine ne sont pas
stables dans les échantillons de sol et tendemtégrader.



27

A
191 kDa
‘ ‘ 133kDa &
64 kDa <= <= . o@m 65102 o
51 kDa
39 kDa
]
28 kDa
A. Etalon de B. Cristaux » C. Protoxine D. Protoxine, E. Endotoxine, F. Endotoxine
poids ultracentri- culot remis en Trypsine-EDTA, (purifiée), fort
moléculaire fugée, pH 10 solution pH 10 échange de
cations, pH 10
B
A B C D E F G H
A. Etalon de poids moléculaire
191KDA . Commd B. Dipel, pH 10,5, non stérile, jour 0
C. Dipel, pH 10,5, non stérile, jour 4
] D. Dipel, pH 10,5, non stérile, jour 7
64 kDa — T
- - - i - - - E. Cry1Ab, pH 7,4, stérile, jour 0
Si0a 8 F. Cry1Ab, pH 10,5, stérile, jour 0
39 kDa ”" G. Cry1Ab, pH 7,4, stérile, jour 4
28 kDa g b _ H. Cry1Ab, pH7,4, stérile, jour 7

Figure 3 Formes moléculaires de CrylAb (A) et stabié (B) dans des échantillons de sol

4.2.2 Persistance des cristaux de Bt dans les sols
Les concentrations de CrylAb dans les sols richesiliee et non stériles, extrait a un

pH de 7,4, ont augmenté Iégerement avec la doseistaux de CrylAb; ces concentrations ont
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diminué dans les échantillons de sol apres la gérincubation (figure 4). Une analyse de la
variance non parameétrique avec deux facteurs iediguiils (la concentration des cristaux
ajoutés et le temps) ont eu une influence signifiea(p < 0,05) sur la quantité de CrylAb
soluble. Toutefois, il N’y a pas eu interactiontdmps et de la concentration, ce qui suggere que
les protéines extractibles a pH 7,4 ne sont padyites avec le temps (les protéines extractibles

sont associées a la quantité initiale de cristjmxt@s et se dégradent avec le temps dans le sol).

0.07

[ ]Cry1Ab, jour 0
0.06 |:|Cry1Ab, jour 4

[ Cry1Ab, jour 7 +

0.05

0.04 T

0.03 } ¥
0.02 T {

L e L

1 ppm 2 ppm 4 ppm 8 ppm 16 ppm

Concentrations de I'endotoxine Cry1Ab (ppb)

-0.01

Concentrations de Dipel (ppm par gramme de sol)

Remarque. — Limite de détection de la méthode = 0,14 ppb; moyenne * erreur standard.

Figure 4 Persistance des cristaux de CrylAb dans sisols riches en silice

Ces échantillons de sol ont également subi uneeidn a pH 10 pour récupérer les
cristaux afin de vérifier si la quantité totale chistaux diminuait avec le temps (figure 5). Les

résultats montrent que la quantité totale de ans{&rylAb extractible a pH 10) est demeurée
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inchangée avec le temps, mais qu'il reste des ugsiltectables de toxines solubles (environ
5 %). Cela indique qu’une petite fraction de CryldAbBt pourrait étre extraite a pH 7,4 dans les
échantillons environnementaux.

0.8

O pBS-Tween-BSA non stérile, pH 7,4
0.7 O NaHCOs-EDTA non stérile, pH 10,5

[E PBS-Tween-BSA stérile, pH 7,4
@ NaHCOs-EDTA stérile, pH 10,5 *

0.6 - a *

0.4

0.3

0.2

Concentrations de I'endotoxine Cry1Ab (ppb)

0.1

0 ] e

Jour 0 Jour 4 Jour7
Jours d’incubation

Remarque. — Les données représentent la moyenne avec une erreur-type de n = 4 répétitions; * Indique une
différence significative entre les traitements.

Figure 5 Influence du pH dans I'extraction de la taine Cry1Ab de sols riches en silice

La récupération de la toxine dans des sols richemr@le était plus faible que dans des
sols riches en silice, que ce soit avec des tampeuases ou alcalins, ce qui a entrainé une forte
variation des répétitions des mémes échantilloésu(tats non présentés). Comme I'ont décrit
Tappet al. (1994) et Crecchio et Stotzky (1988), la toxingX2tb du Btkurstakis’'adsorbe et se
lie aux particules de sol, surtout les particulergille et d’acides humiques, ce qui rend sa

récupération extrémement difficile. La toxine ligeut retenir sa bioactivité envers les insectes
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cibles pendant 234 jours, puisque la toxine eshdisponible pour la dégradation microbienne
(Tapp et Stotzky, 1998).

4.2.3 Persistance et demi-vie

4.2.3.1 Sols
Le mélange de la toxine CrylAb avec des sols ricdhessilice tend a diminuer sa

concentration avec le temps (figure 6A). La denei-estimée () de la toxine CrylAb était de

10 jours dans des sols non stériles et de 9 jams des sols stériles. Les mémes expériences ont
été répétées avec des sols riches en argile, etdaekats montraient une tendance similaire, mais
avec une plus grande variation (résultats non ptésg Comme mentionné précédemment, la
toxine était adsorbée et liée aux particules diergie qui a résulté en une récupération moins

efficace.

4.2.3.2 Eaux de surface
La stabilité de la toxine CrylAb dans les eaux uidase a fait également I'objet d’'une

étude (figure 6B). La présence de microorganisnas des eaux de surface a un impact plus
évident sur la persistance de la toxine. En effetiemi-vie de la toxine était réduite dans 'eau
non filtrée, avec une demi-vie estimée de 4,4 joutélimination des microorganismes par
filtration sur une membrane a pores de 482 a résulté en une absence de dégradation de la

toxine méme aprés sept jours.

4.2.4 Analyse isotopique

Une autre facon de déterminer l'origine de CrylAdng I'environnement consiste a
faire I'analyse isotopiqu&C/*°C et™N/**N de CrylAb (figure 7). Une analyse isotopique ae |
toxine purifiée du Bt et du mais Bt révéle qu'gdlmurrait étre distinguée facilement. En effet, la
toxine CrylAb d'origine bactérienne contient plussatopes lourds *C et **N) que celle
d’origine végétale (mais Bt) et par conséquentééments plus lourds. Ces résultats offrent la

possibilité d’identifier les sources de CrylAb d#ieavironnement.
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Remarque. — Dans le méme groupe — comme les stériles — différentes lettres indiquent une différence significative,
alors qu’un astérisque signifie une différence significative entre les groupes.

Figure 6 Stabilité de CrylAb dans les sols richemesilice (A) et dans les eaux de surface

(B)
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Figure 7 Analyse d’isotopes stables de carbone eldote dans des CrylAb d’origines
bactériennes et végétales

4.2.5 Echantillons environnementaux

Les concentrations de la toxine CrylAb dans desarddlons environnementaux
prélevés d’'une zone traitée au Bt et d’'un siteckipnité d’'un champs de mais Bt sont présentées
au tableau 1. Des traces de CrylAb extraite a gHomt été trouvées aux deux endroits. Fait
digne de remarque, la toxine CrylAb était plus nélo@ dans les sédiments en provenance de la
région du champ de mais Bt. Il n’y avait aucunegélation significative entre les concentrations
de CrylAb et le nombre dBacillus ce qui laisse croire que les concentrations ddAly ne

sont pas liées a la présence de bactéries daokdesscultures de mais Bt.



Tableau 1

Concentrations de Cry1Ab dans une zone arrosée au B

et au voisinage d’un champ de mais Bt
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Nombre total de

Cryl1Ab soluble Bacillus(FCU
Site Milieu (ppb) par mL ou g)
Champ de mais Eaux de surface
2 m en amont <LD <10
Aprés pollinisation 2 m en aval <LD 150
2,5 km en aval (a la jonction de I'affluent 1) BL 230
8,5 km en aval (dans l'affluent 1) <LD <10
16,5 km en aval (& la jonction de l'affluent 2) LB <10
29,5 km en aval (dans l'affluent 2) 0,2 <10
82 km en aval (a la jonction du Saint-Laurent) xL <10
Sédiments
2 m en amont 0,5 11 000
2 men aval <LD 4 000
2,5 km en aval (a la jonction de I'affluent 1) BL 8 000
8,5 km en aval (dans l'affluent 1) <LD 2 200
16,5 km en aval (a la jonction de I'affluent 2) LB 500
82 km en aval (a la jonction du Saint-Laurent) xL 10 000
Sol
Sol (mais sauvage) <LD 13 000
Sol (mais Bt) <LD 14 000
2 semaines apreés le
labour Eaux de surface
2 m en amont <LD 10
2 men aval <LD 10
2,5 km en aval (a la jonction de I'affluent 1) BL <10
82 km en aval (a la jonction du Saint-Laurent) xL <10
Sédiments
2 m en amont 0,7 7 700
2 men aval 0,9 910
2,5 km en aval (a la jonction de I'affluent 1) BL 1800
82 km en aval (a la jonction du Saint-Laurent) 0,6 7 700
Sol
Sol (mais sauvage) <LD 41 000
Sol (mais Bt) 0,3 14 000
Zone traitée au Bt
kurstaki
Septembre 2001 Eaux de surface
Affluent 1 traité 0,5 0,09*
3 km en aval 0,2 ND
27 km en aval (non traitg) 0,1 0,06*
46 km en aval (a la jonction de I'affluent 2) ND DN
74 km en aval (a la jonction de I'affluent 3) 0,6 ND
121 km en aval (dans I'affluent 3) 0,3 ND
214 km en aval (a la jonction du Saint-Laurent 0,7 ND
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Nombre total de

Cryl1Ab soluble Bacillus(FCU
Site Milieu (ppb) par mL ou g)
Sédiments

Affluent 1 traité ND ND

3 km en aval ND ND

27 km en aval (non trait®) 2,0 ND

46 km en aval (dans I'affluent 2) ND ND

74 km en aval (a la jonction de I'affluent 3) ND DN

121 km en aval (dans l'affluent 3) 0,7 ND

214 km en aval (a la jonction du Saint-Laurent) ND ND

Remarque— LD : limite de détection de la trousse ELISAy#ologix) = 0,1 ppb; N.D. : non déterminé.

*

Représente en fait le nombre Bacillus thuringiensivar. kurstakidans 10 000 FCU/L.

a Ce cours d'eau a été traité pour la premiéreeioig001.
b Cours d’eau non traité en 2001 mais traité duesnting années précédentes.

4.3 GENES

L’extraction de I'ADN des échantillons de sol, dglgnents et d’eaux de surface n'a pas

été concluante a cause de la présence d’acidegjhesnqui inhibent la réaction en chaine de la

polymérase (PCR) et de la contamination de certthantillons par des amplicons générés par

la PCR du mais Dipel® et du mais Bt. L'extractiobian fonctionné dans le cas de ces deux

derniers produits, et la PCR effectuée sur lesaggtavec les amorces universelles (poyf) et

mais Bt MON810 a généré les bons amplicons (Dip&l®6 paires de base; mais Bt : 194 paires

de base; figure 8).

La séquence de I'amplicon du mais Bt est la suésant

GATGTTTGGGTTGTtGTCCATGGCYGCTTGGTATCTSCATTACAATGAAATGA
GCAAAGACTATGTcAGTVACACTGGTCAACACTAGGGAGAAGGCATCGAGC
AAGAJACGTATGTRAAGAGAAGCAATAIAGTgTCAGTKGGTAGAYACIAGAYA

CCATCAGGAGGTAAGGMGACCMaCAAAAAGGMaACT

Apres discussions avec M. Charles Greer (Instijutretherche en biotechnologie de

Montréal) au sujet de I'extraction de I'ADN du solpus avons décidé d’employer une autre

méthode d’extraction qui enléve les acides humigless extraits. Cette méthode est décrite a

'annexe 4.
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Figure 8 Electrophorése des extraits de mais Dipel@t Bt aprés la PCR

4.4 TOXICITE POUR LES ORGANISMES AQUATIQUES

Des échantillons de toxines ont été envoyés a M.Rrankenhuyzen pour vérifier leur
bioactivité contre la Tordeuse des bourgeons deinggte (Choristoneura fumiferana
Lepidoptera : Tortricidag Les résultats du bioessai ont indiqué que latoge Bt était inactive,
aucun insecte étant mort durant I'essai. Ainsiuaugioessai n'a été réalisé avec des organismes
aquatiques.

Les raisons possibles de I'absence de bioactiuité:s

* une dégradation rapide de la toxine apres purifioagt ou neutralisation du pH;

* une contamination de la solution de toxines pantdés protéines qui interferent avec
'essai de détermination du contenu en protéinguiaésulte en la surestimation de
la concentration de la protéine CrylAb. Cela engraline sous-exposition des
insectes.
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Nous avons alors décidé d’exposer des organismegiqges a des extraits de protéines
de mais Bt. Aucun test de toxicité n'a été effecawc cet extrait. Sa bioactivité contre

I'organisme cible (la Tordeuse des bourgeons dari&ite) doit étre vérifiee. Ces tests seront
effectués au printemps 2003.



5 Discussion

Les concentrations de CrylAb dans I'environnememvipnnent probablement de
sources diverses, incluant a) le Birstaki (Bt-k) naturel ou d'autres sérotypes (Porcar et
Caballero, 2000; Massaet al, 1998) dans des lessivats; b) I'application dgpeunsions a base
de Bt-k pour contréler les infestations de larvedépidoptéres; et c) le lessivage de CrylAb a
partir du mais Bt (exsudat des racines, dégraddtiopollen et des résidus du mais). La présence
du Bt-k naturel dans les sols est rare, comme Foontré DeLuccat al (1981). En effet, ces
auteurs ont trouvé que parmi un total de 46 37@&ts@rovenant de 115 champs, seulement 94
isolats contenaient du Bt-k (occurrence de 0,21&$eule variété qui avait été épandue pendant
10 ans. Ces résultats ont été confirmés par une @&ttide, ou la faible occurrence du gene
crylAh comparée a celles dey1C, crylD etcrylE a été observée dans des habitats terrestres et
aquatiques (Martinez et Caballero, 2002). La sougtHe n’'exprime pas toujoursrylAl ce qui
montre la complexité des relations entre I'exp@ssiu generylAl ses sérotypes et sa toxicite.
De surcroit, I'expression du gemeylA du Bt suit un patron saisonnier, alors que lesegen
crylAaetcrylC sont souvent trouvés au printemps et que le ggriddaprédomine a lI'automne
(Kim et al, 1998). Pourtant, I'’épandage de Bt est une beonece potentielle de CrylAb dans
les champs agricoles, et les spores peuvent sarlongtemps apres I'épandage (DelLuetal,
1981). Par conséquent, I'épandage de CrylAb sousefale spores et de cristaux (comme
Dipel®) pourrait contribuer au signal immunologigusomme le montre la présente étude.
L’analyse de corrélation des concentrations de Bloytlans I'environnement par rapport a la
présence du germylAbde la bactérie trouvées par les essais de PCRattomdiquer que les
cristaux bactériens sont une source de contammabans la présente étude, I'absence de
corrélation entre le nombre total &acillus et les concentrations de CrylAb trouvée dans les
échantillons de sols et de sédiments laisse cepieestatistiquement au moins, la source la plus
probable de CrylAb était le mais Bt. Une corréfapositive a toutefois été trouveée dans des sols
dopés au Dipel®. Du point de vue environnemeng&lpduveau gene inséré devrait étre muni
d’'un marqueur (comme une séquence précise d’aeait@ses) qui permettrait de le différencier

plus facilement du gene naturel iy1Abdu Bt).
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L’analyse isotopique offre la possibilité d’ideiif les sources de CrylAb dans le
milieu aquatique. En effet, les organismes au lm$adchaine alimentaire (les décomposeurs)
contiennent des éléments plus lourds que les aees situés plus haut (producteurs primaires
et secondaires) (Wads al, 1991). Ceci a été confirmé par des fraction#fipas de CrylAb du
Bt et du mais Bt dans cette étude. Cette approtheamtage de pouvoir identifier les sources de
CrylAb dans des échantillons environnementaux kel soit nécessaire de procéder a de
longues étapes de préparation et de purificatiam pbtenir des quantités adéquates de CrylAb
de pureté suffisante.

La persistance de cette toxine semble reliée pabement aux propriétés des sols et des
eaux de surface. La toxine CrylAb a été trouvée tamhizosphére de sols cultivés au mais Bt,
comme l'ont déterminé des essais immunologiquedeetoxicité avec des larves (Saxena et
Stotzky, 2001). La présente étude a trouvé quesihai-ttie de la toxine CrylAb était de 4 a 10
jours, selon la présence de microorganismes dansdex de surface et les sols. A notre
connaissance, c’est la premiere fois que I'on reegda persistance de la toxine CrylAb dans les
eaux de surface. Le Bdurstakia survécu relativement longtemps (50 % de sunggy'a 55
jours) dans de I'eau distillée, de I'eau du rohiniet I'eau de lac et de I'eau de mer (Menon et De
Mastral, 1985). La survie du Burstakisuivait I'ordre suivant : eau de mer < eau disti#t eau
du robinet < eau de lac. Ces auteurs ont égalementré que la quantité de chlore résiduel
utilisée dans les systemes de traitement des eas@&mblait pas suffire a détruire cette souche de
Bt. L’argile semble agir comme un puit pour cesines, augmentant la demi-vie de la toxine et
réduisant sa disponibilité pour la biodégradatiola ¢oxicité (Saxenat al, 2002; Stozky, 2000).

L’exposition du pollen de mais Bt a la lumiére aNiplette pour plus de 240 heures (10
jours) semble n’avoir aucun effet sur la conceitratle CrylAb et sur sa toxicité pour les larves
d’Ostrinia nubilalis (Ohlfestet al, 2002). Une autre étude a constaté que la pe@iglF des
cristaux d’insecticide dans le plant de ma&#&m mayd.. se dégradait rapidement, avec une demi-
vie de 0,6 jour et un temps de dégradation dedi&j90 % du temps (Hermahal.,2002). En
se fondant sur l'analyse de I'électrophorése suir lgeprésente étude a trouvé que la toxine
CrylAb du mais Bt se dégradait tres rapidementotrae cristalline de Cry1lAb est relativement

stable dans les échantillons de sol qui nécessitestmilieux alcalins et des protéases pour
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produire la protoxine et la toxine CrylAb, bien upe petite fraction de la toxine CrylAb ait pu
étre récupérée a pH 7,4 comme on I'a déterminépassai immunologique.

A partir de travaux de terrain récents, des traee€rylAb extractible & pH 7,4 ont été
trouvées dans des cultures de mais Bt et dans desnmarrosés au Bkurstaki Ces
constatations concordent avec les analyses erdf@iirer de sols et d’eaux de surface dopés avec
des cristaux de CrylAb montrant une libérationalprbtéine dans la fraction soluble a pH 7,4.
La présence de CrylAb extraite a pH 7,4 devradt €tndiée en fonction de la CrylAb extraite en
milieu alcalin (de cristaux). Si les concentratiades CrylAb extraite a pH 7,4 sont corrélées
significativement avec celles a pH 10,5, alorsolarse probable de CrylAb serait les cristaux de
Bt. L’absence de corrélation entre CrylAb en caod# neutres et alcalines indiqueraient que les
cultures génétiguement modifiees exprimant Crylébt $a source. Dans la présente étude, la
source de CrylAb extraite a pH 7,4 de la zone dtlereude mais Bt n’a pas été identifiée, bien
gu’une absence de corrélation avec le nombrBaigllus ait été observée. Parce que toutes les
souches ddacillus ou méme de Bkurstakin’expriment pas toujours la protéine (Martinez et
Caballero, 2002), la corrélation devrait étre véefsoit en fonction de la présence de cristaux
dans I'environnement (avec la CrylAb extraite etiemialcalin) ou de la présence de genes
crylAbd’origine bactérienne. Cependant, une analysepgqie stable semble étre une méthode
plus définitive pour trouver l'origine de CrylAbmal’environnement. Les valeussN pour la
CrylAb provenant du mais Bt sont équivalentes ksétouvées pour le mais naturel (Wada
al., 1991). Toutefois, les valeuss*N de CrylAb étaient trés faibles et se rapprochaikrs des
légumes a C3 que des plantes a C4, ou le maisssti@ avec ce dernier type d’assimilation du
carbone. Si cela s’avére exact, le mais Bt perd@aitapacité d’incorporer le GQ@ans un
composé a 4 atomes de carbone comme |'oxaloacéteestape qui précede la fixation du,CO
dans le cycle C3. Cette signature isotopique pawgalement indiquer que le mais a été cultivé
a des températures fraiches. Cette hypothese rgtno@e par I'observation que des homogénats
de feuille de mais Bt5(**C = 16,16+ 0,08) contiennent beaucoup moins&EC que le mais
naturel § *C = —15,22+ 0,16; test dé, p < 0,001) dans la méme région. Cette hypothésaiievr
bien sar, étre vérifiée avec des essais plus précis

En conclusion, les concentrations de CrylAb darss abmditions neutres et alcalines
pourraient constituer une méthode peu colteuse [fExamen préalable de cette toxine dans
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I'environnement. Dans les échantillons montrant absence de corrélation entre les conditions
alcalines et neutres, une analyse isotopique pbétra employée afin de confirmer la présence

de CrylAb provenant de cultures génétiguement néedifou de bactéries.
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Annexes



1 Composition des solutions

A. Protéines
Tampons d’extraction

Tampon neutre :

» Solution saline tamponnée au phosphate (PBS): N&0I mM, KHPQO, 5mM,
NaHCG; 1 mM, pH de 7,4,

* Tween 20: 0,2 %,
» Albumine sérique de bovin (BSA) : 1 %.

Tampon alcalin :

* NaHCG; 100 mM,
» Acide éthylene diamino tétraacétique (EDTA) 10 npt4, de 10,5.

B. ADN

Tampon d’homogénéisation des grains de mais

* NaCl 0,4 M,
e Tris-HCI 10 mM, pH de 8,0,
» Acide éthyléne diamino tétraacétique (EDTA) 2 mM.

TE

e Tris-HCI 10 mM a pH 8,0
« NaCl 100 mM
 EDTA1mM



47

2 Méthode de dénombrement

Le dénombrement de Bt a été effectué par Bodycotisibn Envirolab de Sainte-Foy

(Québec).

Méthode pour les sols et sédiments

Ajouter 225 mL d’eau peptonée 0,1 % a 25 g d’édlham
mélanger 2 minutes;

étaler 0,2 mL sur 10 géloses MYP*;

incuber 24t 2 heures a 355 °C;

dénombrer les colonies @acillus et

confirmer la présence dgacillus thuringiensien utilisant la coloration de Smirnoff
sur un frottis pour identifier les cristaux.

Méthode pour les eaux de surface

Laver le filtre avec de I'eau peptonée;
filtrer 100 mL d’eau;

ajouter de I'eau peptonée et rincer le filtre;
placer le filtre sur de la gélose MYP*;
incuber 24t 2 heures a 355 °C;
dénombrer les colonies @acillus et

confirmer la présence dgacillus thuringiensien utilisant la coloration de Smirnoff
sur un frottis pour identifier les cristaux.

* Gélose MYP : milieu sélectif et différentiel déwppé par D.A.A. Mossel, M.J. Koopmann et E. Jongeet décrit dans
Applied Microbiology 1967, vol. 15, pp. 650-653.
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3

Cultures de Bt

Préparation du milieu liquide et des préparations @ sels
Milieu liquide

e 7,5gdeNaCl/15L;

7,5 g d’extrait de levure/1,5 L;

e 12,0 g de bactotryptone/1,5 L;

e agar 1,5 % (w/v);

» verser 25 mL de ce milieu dans des boites de &gpiastique stériles sous une hotte
biologique;

» exposer a la lumiéere ultraviolette jusqu’a ce qumllieu ait refroidi;

* mettre les boites de Pétri dans des sacs de plastigux par sac; sceller et placer au
réfrigérateur.

Préparation de sels PGSM

e 12,3 g MgSQ.7H,0/500 mL;

* 0,2 g MnSQ.H,0O/500 mL,;

* 1,4 g 2ZnSQ.7H,O/500 mL;

* 2,09 FeSQ7H,O/500 mL;

+ acidifier au besoin a pH 6,0-6,5 avec un acidelisté&r

« filtrer pour stériliser.

Préparation de CaGI2H,0O
» 18,3 g/500 mL;

« filtrer pour stériliser;

* le milieu peut devenir un peu trouble aprés additle la solution.

Congélation du Bt
Le Bt est inoculé dans une solution de glycérad &b(v/v) et congelé a —8C.
Méthode

» Préparer une solution de glycérol 50 % (v/v) avedNdCl 150 mM,;
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autoclaver la solution
introduire 50QuL de cette solution dans un tube stérile pour degation de 2 mL;

ajouter 500uL de culture de Bt (100 mL) en phase de croissanqmnentielle
(densité optique de 0,6 a 600 nm);

entreposer les tubes a -&D jusqu’a utilisation.
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4

Extraction de '’ADN des sols

A. Méthode
Etapes de lavage

Ajouter 1 mL de tampon pour sol (voir ci-dessou8)mg d’échantillon et mélanger a
'agitateur Vortex pendant 30 secondes, puis irerergendant 1 minute et 30
secondes;

centrifuger a 6000 tr/min pendant 5 minutes°& 4puis retirer le surnageant;

ajouter 1 mL de tampon de lavage 2 (voir ci-dess@us culot et mélanger a
'agitateur Vortex pendant 30 secondes, puis irerergendant 1 minute et 30
secondes;

centrifuger a 6000 tr/min pendant 5 minutes°& 4puis retirer le surnageant;

ajouter 1 mL de tampon de lavage 3 (voir ci-dessetimélanger a I'agitateur Vortex
pendant 30 secondes, puis inverser pendant 1 neh3@ secondes;

centrifuger a 6000 tr/min pendant 5 minutes°& 4puis retirer le surnageant.

Etapes d’extraction

Ajouter 450uL d'eau distillée stérilisée au culot et mélangefagitateur Vortex
pendant environ 2 secondes pour déloger le culot;

ajouter 5QuL de Tris-HCI 250 mM a pH 8,0 contenant 5 mg dehysne;
incuber a 36C et mélanger en inversant pendant 30 minutes;

transférer dans un bain d’eau a°87 incuber pour 30 autres minutes et mélanger en
inversant toutes les 10 minutes;

ajouter 5uL de protéinase K (20 mg/mL), incuber pendant 1rded 37°C et
mélanger en inversant toutes les 10 minutes;

ajouter 50puL de SDS 20 %, incuber a 8% pendant 30 minutes et mélanger
doucement en inversant toutes les 10 minutes;

centrifuger a 13 000 tr/min (13 600 g) pendant liutes a température ambiante
dans une microcentrifugeuse, puis transférer lenag@ant dans un tube pour
centrifugation de 1,5 mL;

ajouter ¥2 volume d’acétate d’'ammonium 7,5 M, métardpucement en inversant et
incuber sur glace pendant 15 minutes;

centrifuger a 13 000 tr/min (13 600 g) pendant Hiutés a 4C, puis transférer le
surnageant dans deux tubes pour centrifugationsdmLL;
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« ajouter 1 volume d'isopropanol froid et précipittADN a -20 °C jusqu’au
lendemain;

 centrifuger a 14 000 tr/min (15 800 g) pendant lisutes a 4°C et décanter le
surnageant;

» laver le culot avec 50QL d’éthanol a 70 % et taper doucement le tube olamgér
en l'inversant;

 centrifuger a 14 000 tr/min (15 800 g) pendant Hutds a 4°C et décanter le
surnageant;

» sécher le culot a I'air (pendant environ 30 minytes

» ajouter 20QuL de TE a pH 8,0 (voir ci-dessous) au culot (LQGoar tube), placer sur
de la glace, puis sur une plaque agitatrice poumettre au culot de se dissoudre
lentement (environ 1 heure) et combiner 'ADN dases.

Etapes de purification

» Ajouter du polyvinylpolypyrrolidone lavé a I'acid®VPP, voir ci-dessous) dans une
solution de phosphate de potassium 20 mM (pH 7abs ddes colonnes vides et
stériles pour microcentrifugation placées a I'iieér d’un tube de microcentrifugeuse
et centrifuger a 2900 tr/min (735 g) pendant 3 rr@ala température ambiante;

* jeter tout liguide accumulé dans le tube;

 insérer I'extrait d’ADN (50 a 10QL) dans le centre de la colonne en veillant a ree pa
toucher les parois de la colonne;

+ centrifuger a 2900 tr/min pendant 3 minutes a teatpée ambiante en s’assurant que
la face inclinée de la colonne remplie fait facaralieu de la centrifugeuse; et

 entreposer I'extrait propre d’ADN a -2G.

B. Tampons de lavage

Tampon pour les sols

Tris-HCI 50 mM a pH 8,3
NaCl 200 mM

EDTA5 mM

Triton X-100 0,05 %

Tampon de lavage 2

e Tris-HCI 50 mM a pH 8,3
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NaCl 200 mM
EDTAS5 mM

Tampon de lavage 3

Tris-HCI 10 mM a pH 8,3
EDTA 0,1 mM

C. Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) lavé a I'acide

Suspendre 150 g de PVPP insoluble dans 4 L de H&leB agiter pendant 12 a 16
heures a température ambiante;

laisser décanter le PVPP et enlever le surnageant;

suspendre le PVPP dans 4 L d’eau distillée, mélapgadant 4 heures et laisser
décanter jusqu’au lendemain 8

enlever le surnageant;

placer le PVPP dans une bouteille en plastiquemrifuger a 2000 tr/min pendant 8
minutes;

enlever le surnageant;

ajouter 4 L de phosphate de potassium 20 mM (pMHet,mélanger pendant 4 heures;
et

répéter jusqu’a ce que le pH atteigne 7,0.



