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RESUME

Avec tous les problémes engendrés par les mouches noires et ce, a travers le

~monde, la découverte de larvicides bactériologiques tels que le Bacillus
~ thuringiensis var. israelensis, le Bacillus sphaericus et le Clostridium
bifermentans sérovar. malaysia, a suscité un espoir nouveau dans le controle
adéquat de ces populatiéns de diptéres. L’apparition de résistance observée
chez certains moustiques envers le Bsph laisse toutefois planer un doute.
Cette résistance devient donc un obstacle majeur dans les différents moyens
de contrble en vigueur et c’est pourquoi nous avons procédé a différentes
~combinaisons de larvicides bactériologiques. Ainsi, en plus d'accroitre leurs
efficacités par effet de synergisme, ces combinaisons diminueront les risques
d'apparition de résistance. De plus, un mélange permet de diminuer les
doses a appliquer en nature tout en minimisant les colts engendrés par les
traitements.

Une seule combinaison regroupant les trois larvicides bactéﬁo!ogiqdes aété
testée sur les larves d’'été. L'effet antagoniste obtenu n’a pu étre comparé a
aucun autre bioessai ni aucune étude. Pour ce .qui est des différents
mélanges de deux produits qui ont &té testés, ce sont le Bti + Bsph, le Bti +
Cbm et le Bsph + Cbm. Le mélange composé de Bti et de Bsph a donné un
effet antégoniste, peu importe les concentrations utilisées et ce, tant sur les
lérves de mouches noires d’hiver que d’été. Par contre, pour les deux autres
meélanges (Bti + Cbm et Bsph + Cbm), plusieurs effets ont été obtenus allant
de I'antagonisme au synergisme pour une méme combinaison. Pour chaque
bioessais ou du synergisme a été observé, le Cbm était toujours impliqué
dans le mélange et ce, autant chez les larves de mouches noires d’hiver que
dété. '
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INTRODUCTION

Nuisance pour les estivants, travailleurs et propriétaires en bordure de cours
d'eau, vecteurs de différentes maladies tant humaines (onchocercose ou cécité
des riviéres) qu'animales et entrainant la baisse de productivité dans les milieux
agricoles, forestiers et de loisirs, les mouches noires sont devenues un
probléme sanitaire et économique dans plusieurs régions du globe. Comme
leur aire de distribution est mondiale, les problémes reliés aux mouches noires
le sont également.

Insectes de l'ordre des Diptéres, la famille des Simuliidae compte plus de 1800
espéces identifiées a ce jour (Crosskey et Howard, 2004). Au Canada
seulement, on dénombre plus de 160 espéces (Adler et al., 2004) dont trois
particulierement nuisibles a 'homme et aux animaux, soient Prosimulium
mixtum, 'Simulium truncatum et Simulium venustum (Fredeen, 1973 et
Lacoursiére et Boisvert, 2004). Au Québec, c'est 72 espéces qui y sont
répertoriées (Lacoursiére et Boisvert, 2004).

Le type d'habitat de croissance spécifique (I'eau courante) des larves de
mouches noires, qui sont aquatiques, est particuliérement favorable a un
contrdle par-des produits toxiques. La grande concentration de larves dans ce
type d'habitat et la possibilité d'un traitement trés localisé font des larves de
Simuliidae des cibles de choix pour un contrble efficace des mouches noires
(Lacoursiére, 1984). Les larves se nourrissent de deux fagons : par broutage
et/ou par filiration (Raymond et al, 1990). Les larves filtrent continuellement
leur nburriture a l'aide de leurs éventails céphaliques (encerclé a la FIGURE 1)
dans lesquels elles captureni les particules en suspension qui passent a leur
portée et ce, peu importe la nature de la particule (Gaugler et Molloy, 1980).



Seule la grosseur des particules semble avoir un impact sur Fingestion ou non
de cette derniére (Chance, 1970, cité par Gaugler et Molloy, 1980). Chance
rapporte d'ailleurs que les larves de Simulium vittatum privilégieraient les
particules d’envirdn 25 um de diamétre avec une échelle de grandeur allant de 1
a 285 pym. Quant a Kurtak (1978), il estime querle diamétre idéal pour qu’une
particule soit ingérée par une larve de S. vittatum, est de 100 a 150 pm.
D'aprés Kurtak, les particules dont la taille serait supérieure aux espaces
‘compris entres Ies rayons de I'éventail seraient mgérées plus facilement et en

plus grand nombre que les plus petites.

FIGURE 1 : La section encerclée montre un éventail céphalique sur une larve de
simulie.

Certaine larves, comme celles de Prosimulium mixtum, »sont des larves d'hiver
(espéces univoltines). L'adulte des espéces d’hiver pond ses ceufs au début de
I'été et ces derniers entrent en diapause jusqu’a Fautomne. Les larves qui vont
émerger de ces ceufs se développeront lentement tout au long de Fhiver pour
devenir adultes au mois de mai suivant et seront les premiers a assaillir les



3

animaux ainsi que les hommes au printemps. Lorsque les. P. mixtum
commencent a mourir, les Simulium venustum (larves d'été), simulies a pattes
blanches communes aux terrains boisés du Canada, prennent la reléve. Cette
espéce produit plusieurs générations au cours de ['été (multivoltine). La
derniére génération d’ceufs pondus a 'automne entre en diapause tout 'hiver et
les larves n’en sortiront qu’au printemps suivant, lorsque les températures
seront plus clémentes (Wood, 1985).

Le “Global Program for Malaria Eradication” visant a contrbler ié vecteur de la
malaria (un diptére de 'ordre des Ahopheies) a vu, dans lutilisation du DDT
(dichloro-diphényl-trichloréthane), le produit miracle par excellence. Le
biochimiste Paul Muller a d’ailleurs recu, en 1948, le prix Nobel de physiologie
ou médecine pour avoir révélé les propriétés insecticides du DDT. Ce produit
aux multiples vertus a tot fait de contrer I'apparition et 'expansion de maladies
mortelles (Bourassa, 2000). Mais, malgré une réduction sur l'incidence de Ia
malaria vers 1961-62, une résistance est vite apparue dans les populations
d’Anopheles, ne laissant du DDT que les traces que I'on connait aujourd’hui et
qui perdurent encore malgré l'arrét de son utilisation dans les années 1970
(Regis et al., 2000). Ce produit a aussi été utilisé avec succes sur les
mouches noires en URSS de 1955 41965. Ainsi, a Angara et a Oka en Sibérie,
des traitements au DDT ont été faits sur des larves et des aduites de mouches
noires. Dans certains secteurs, on a constaté la disparition compléte des
populations de simulies avec des taux de mortalite atteignant les 100%
(Dubitskii, 1981). Pourtant, dés 1963, Rachel Carson langait un cri d’alarme en
publiant “Printemps silencieux” aux éditions Plon. Dans ce livre, elle constate
que les oiseaux insectivores qui se nourrissaient sur les lieux oy le DDT avait
été épandu, mouraient en grande quantité. Les désavantages écologiques
engendrés par les insecticides chimiques comme le DDT, le téméphos, le
malathion et bien d’autres ont eu pour effet, notamment, d’apporter un regard
nouveau sur la fragilité de notre écosystéme planétaire et un intérét croissant



4

- pour la lutte bactériologique dans le contrdle de certaines populaﬁohs
dinsectes.

C’est a2 ce moment que les insecticides biologiques prennent de Fampleur. Pour .
les larves de Simuliidae, I'efficacité du Bacillus thuringiensis var. israelensis ‘(Bti)
a fait ses preuves et bien qu'aucune résistance n’ait été observée face a ce
larvicide (comme pour les produits chimiques), la possibilité d'une résistance de
la part de ces diptéres face aux différentes souches de Bt n'est pas a écarter.
Quant au Bacillus sphaericus (Bsph), dés 1994 on rapporte des cas de
résistance chez Culex quinquefasciatus, diptére de la famille des Culicidae
(Regis et al., 2000). Pour le Bti, la seule résistance répertoriée a ce jour fut
induite en laboratoire aprés plus de 32 générations de moustiques en contact
continu avec une dose de Bti (CLgs) (Georghiou cité par Lacoursiére et Boisvert,
2004; Goldman et al., 1985). |

Le Bti ainsi que le Bsph sont deux bactéries naturelles des sols. Ces bactéries
sont des bacilles a8 Gram positif, aérobies et sporulées. Elles produisent des
protéines cristallisées (cristaux) qui, une fois dans le milieu alcalin du systéme
digestif des larves cibles, se dissolvent au contact d'enzymes, les protéases
alcalines, libérant le fragment toxique appelé 6-endotoxine. Ce dernier se fixe
aux recepteurs cellulaires créant, par un changement de conformation
moléculaire (ANNEXE 1), des ouvertures dans les membranes des cellules de
I'épithélium de Tlintestin. Ces ouvertures modifient I'équilibre ionique en
permettant la sortie d'ions et I'entrée massive d'eau. Les larves cessent de se
nourrir et meurent dans les heures qui suivent leur exposition & ces bactéries
(Chillcott et al. 1990). La différence majeure pour le Bsph réside dans le
contenu de son cristal. Ce dernier produit deux toxines et c’est pourquoi on les
nomme toxines binaires. Toutefois, pour étre toxique, le Bsph doit suivre la
méme voie que le Bti.



La Clostridium bifermentans sérovar. malaysia (Cbm) est également une
bactérie Gram positif en forme de batonnet mais anaérobie stricte. Le Cbm
serait toxique par ingestion pour les larves de moustiques et de simulies. Cette
toxicité serait liée aux cellules sporulées qui contiennent, a coté des spores, des
inclusions protéiques parasporales dont la composition en acides aminés est
comparable a celle des cristaux du Bti et du Bsph (De Barjac ef al. 1990). Le
genre Clostridium forme un groupe irés hétérogéne d’environ 100 espéces
appartenant a la famille des Bacillaceae (Barioy, 1997).

L’approche expérimentale consistera donc, par des séries de bioessais, a
combiner par deuk ou par trois, a difféerentes concentrations, ces différents
insecticides biologiques sur des larves de simulies d'hiver (dans un premier
temps) en majorité composées de Prosimulium fuscum, Cnephia mutata et
Simulium vittatum. Puis, les bioessais se poursuivront sur des larves d'été
composées principalement de S. venustum, S. verecundum et S. vittatum.
Ainsi, il sera possible de déterminer s’il y a un effet synergique, additif ou
antagoniste selon les descriptions faites par Benz (1971) entre les différentes
combinaisons de larvicides. Les larves seront aussi identifiées a l'espéce a
laide des clés d'identification élaborées par Wood ef al. (1963) et Adler ef al.
(2004). Cette identification permettra de déterminer si certaines espécés sont
plus sensibles que d’autres aux différents larvicides utilisés.

S'il y avait un effet de synergie entre deux.ou trois produits bactériologiques tels
que le Bti, le Bsph et le Cbm, il serait alors possible de diminuer les doses des |
formulations a utiliser sur le terrain et/ou d'augmenter le pourcentage de
mortalité. Deux larvicides offrent également moins de chances de voir -
apparaitre de la résistance chez les espéces visées. En effet, une combinaison
de Bsph 2362 et de Bti (Mulla et a/., 2003) chez C. quinquefasciatus a retardé
de beaucoup le développement de la résistance.
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L'objectif premier de cette étude sera donc de déterminer s'il existe une
interaction synergique entre différentes concentrations létales d'une formulation
commerciale de Bt (Vectobéc-AS), de Bsph (Vectolex-WGD) et de: Cbm
(souche CH18, Institut Pasteur). Le synergisme conduira au deuxiéme objectif
qui est une diminution des doses a appliquer et, se faisant, une diminution des
colits de traitement. '



DESCRIPTION DES LARVICIDES ET LEURS MODES D’ACTIONS
Description du Bacillus thuringiensis var. israelensis

Le Bti est une bactérie faisant partie du genre des Bacillus, c'est-a-dire, des
bactéries ayant la forme d'un batonnet et elles sont aérobies strictes ou
facultatives. Ce sont des bacilles sporogénes dont la grande majorité sont des
saprophages (se nourrissenf de matiéres organiques en déoomposition) et que
F'on retrouve naturellement dans le sol, 'eau et I'air ainsi que sur le feuillage des
plantes (http:llwww.inchem.org/documerits/ehclehclehc21 7.htm). On les dit
ubiquistes c'est-a-dire, qu’on les retrouve a plusieurs endroits sur le globe. Le
Bt (FIGURE ’2) est une bactérie Gram positif, ce qui lui confére une grande
‘tolérance a la dessiccation. Ainsi, lorsque la spore du Bt se retrouve dans un
milieu favorabie, elle se réhydrate et germe pour donner naissance a une cellule
végétative en forme de batonnet qui constitue la phase active du cycle vital. Les
Bacillus sont tous mobiles sauf Bacillus anthracis.

- FIGURE 2 : Bacillus thuringiensis



Contrairement aux autres espéces de Bt, le corps parasporal du Bti est de forme
sphérique et entouré d’une enveloppe. A lintérieur de cette enveloppe se
trouvent quatre protéines majeures (27, 65, 128 et 135 kDa) assemblées en
trois types d’inclusions différentes (Federici ef a/, 1990). C’est I'action combinée
de ces protéines qui ont des effets synergiques et pathogénes sur différentes
espéces d'insectes. L’existence du cristal du Bt a été notée pour la premiére
fois en 1915 par Berliner et par Mattes en 1927, mais ce n’est qu'autour de 1950
que sa composition protéique a été décrite. En 1954, Angus établi le role
pathogéne de ce cristal (Frankenhuyzen, 1993, Dulmage ef al. 1971) et en
1967, Heimpel nomme cet agent toxique la S-endotoxine. Depuis, les
recherches n'ont de cesse d’exploiter cette famille de bactéxies des plus
prometteuses dans la lutte aux différents arthropodes, vecteurs de maladies.

Mode d’action du Bacillus thuringiensis var. israelensis

Le Bti garde sa toxicité plus longtemps en eau claire car les polluants sembient
inactiver ses toxines (Nicolas, 1990). L'efficacité du Bti pour le contrble des
larves de simulies qui vivent en eau courante serait donc plus élevée qu'en eaux
stagnantes, car moins polluée que ces derniéres.

Quand linclusion cristalline du Bti est ingérée par la larve, elle est solubilisée
dans lintestin moyen de la larve et les 0-endotoxines sont relachées. Ces
protoxines sont activées par les protéases de l'intestin moyen et les fragments
toxiques clivés entre en interaction avec I'épithélium de lintestin de la larve
causant des dommages dans lintégrité de la membrane (FIGURE 3) (Gill et al.,
1992, Nicolas, 1990). Pour étre solubilisée, la toxine du Bti doit étre en contact
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avec le pH alcalin (autour de 10) présent dans Fintestin moyen des larves de

simulies.
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FIGURE 3 : Tiré de l'article de Gill, Cowles et Pietrantonio (1992), voici un modéle
de la formation des pores induits par les toxines du Bt.
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Description du Bacillus sphaericus |

Ces bactéries aérobies strictes ont des spores rondes, en position terminale et
déformante. Tout comme le Bti, c’est un saprophyte naturel des sois et des
milieux aquatiques. La principale toxine de cette souche est composée de deux
endoprotéines (51,4 kDa/BinB et 42,0 kDa/BinA) qui sont cristallisées dans un
corps parasporal appelé cristal (Baumann et al. 1985, Davidson et Yousten
1990, Charles et al. 1996, Federici ef al. 2003) et produites uniquement lors de
la sporulation (Karch et al. 1987, Zhang et al.1998).

Bien qu;il soit inoffensif pour les espéces non cibles et plus sélectif que le Bti au
niveau de sa toxicité envers certaines espéces (Anopheles et Culex), le Bsph
n'est pas toxique pour les larves de simulies. Il a été prouvé que le Bsph était
beaucoup plus efficace en eau polluée ol sa toxicité peut étre conservée
pendant des semaines (Nicolas, 1990, Regis et al., 2000). Cela semble di au
fait que le cristal du Bsph est étroitement refié a la spore par un exosporium qui
conférerait a ce complexe spore/cristal une protection contre I'environnement,
contrairement au cristal du Bti qui lui, est physiquement indépendant de la spore
(Nicolas, 1990). I pourrait agir de facon synergique avec d'autres produits
contre les larves de simulies méme si, pour linstant, il n’'y a pas eu de
synergisme détecté avec, entre autre, une combinaison de Bsph et de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (Lacey et al. 1978) sur des larves de simulies. Des
bioessais ont révélé que le Bsph était efficace contre les larves de certaines
sirhulies mais a des concentrations de l'ordre de 3000 ppm et plus pour des
mortalités d’environ 10% (TABLEAU 3, section résultats). Comme Pa démontré
Kurtak (1978), une grande concentration de particules peut entrainer, chez les
larves de certaines simulies, 'arrét d'ingestion de nourriture, expliquant en partie
la raison de [inefficacité du produit sur les larves de simulies é' de si fortes
concentrations.
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Mode d’action du Bacillus sphaericus

La propriété toxique des protéines qui composent le cristal du Bsph envers les
larves de certaines espéces de moustiques a été suggérée pour la premiére fois
par Singer en 1973 (Davidson et Yousten, 1990). Depuis, il a été démontré par
plusieurs chercheurs qu'il y avait une corrélation directe entre la production du
cristal, la sporulation et I'activité larvicide du Bsph (Baumann et al, 1985).
Aujourd’hui, nous savons que les toxines du Bsph, composées de différentes
protéines, doivent absolument étre solubilisées dans le milieu alcalin de lintestin
moyen de la larve ciblée pour étre actives. C’est seulement apres l'ingestion du
complexe spore/cristal par les larves que les protéines se clivent sous leffet
combiné du pH élevé de lintestin et d’'une protéase donnant des polypeptides
de 43,0 et 39,0 kDé respectivement. C’est sous cette forme que la toxine est
relachée dans toutes les espéces et ce, méme chez les espéces peu sensibles
au Bsph comme A. aegypli (Charles et al., 1996). Cette toxine binaire se lie a
un récepteur cellulaire spécifique, une glucosidase membranaire, une enzyme
présente sur les microvillosités de Pintestin moyen des insectes (Darboux ef al.,
2001). Cette liaison cause la lyse des cellules par la formation de pores dans la
membrane des cellules épithéliales provoquant ainsi la mort de la larve
intoxiquée (Davidson, 1988). Selon Nielsen-Leroux et al. (2002) et Darboux et
al. (2001), la liaison de la toxine binaire sur le récepteur spécifique a la surface
des cellules épithéliales de l'intestin moyen serait initiée par la protoxine BinB
' (42,0 kDa). La BinA (51,4 kDa) conférerait la toxicité (Darboux et al, 2001). Le
fait que la toxicité du Bsph soit associée a une seule classe de récepteurs dans
lintestin moyen, VEa les composantes de la BinA (Nielsen-Leroux et Charles
1992, Silva-Filha et al. 1999, Yuan et al. 2003, Poopathi et Tyagi, 2004),
expliquerait pourquoi la résistance envers cette toxine peut étre aussi facilement
" induite. Toutefois, 'action par synergie de la BinA et de la BinB donne au Bsph
une plus grande toxicité que la BinA seule (Nicolas et al. 1993, Charles et al.
2000, Poopathi et Tyagi, 2004).
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Chez les larves sensibles, les premiers symptomes d'intoxication au Bsph
peuvent étre détectés entre 30 minutes et une heure aprés fingestion (Karch et
Coz 1986, Davidson 1984, Davidson et Yousten 1990, Charles et al. 2000).
Aprés quatre heures, les larves cessent de se nourrir et aprés 36 heures, c’est
une paralysie générale du corps qui se produit (Singh et Gill, 1988). Ce n'est
généralement qu'aprés 48 heures que I'on peut déterminer la mortalité réelle
cependant, la vitesse d’action serait dépendante des doses ingérées (Mulla et
al. 1984, Davidson et Yousten 1990).

D’autres facteurs seraient aussi impliqués dans les différents degrés de
sensibilités chez différentes espéces. Chez A. aegypt, le faible taux de toxicité
envers cette espéce serait di au fait que la toxine ne trouverait pas ou peu de
récepteur sur lequel se lier (Rodcharoen et Mulla, 1995). Pour les espéces
d’Anopheles, la toxine du Bsph pourrait se lier mais -avec une spécificité et une
affinité moins élevées que chez les Culex. 1l pourrait en étre de méme pour les
especes de simulies. Il a également été démontré par Mulla et al. (1984) que
les larves de moustiques d'un stade plus avancé (stade 4) étaient de deux a dix
fois moins sensibles que les larves de deuxiéme stade. Le stade larvaire joue
donc un rdle important.

Plusieurs études ont démontré que l'action toxique du cristal sur les larves
susceptibles suivait une série de cing étapes (FIGURE 4). 1) lingestion du
complexe cristal/spore/celiule, 2) la solubilisatioh dans lintestin moyen sous
l'effet du pH alcalin, 3)'les protéineé de 51,4 et 42,0 kDa qui se clivent pour
donner des protéines de 43,0 et 39,0 kDa, 4) la liaison de la protéine toxique
aux cellules du caecum gastrique et de Fintestin moyen, 5) Peffet toxique par
différents mécanismes plus ou moins bien connus (Baumann ef al 1991,
Poopathi et Tyagi 2004).
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FIGURE 4: Représentation schématique du mode d'action des cristaux de
Bacillus sphaericus sur une larve de moustique. Aprés ingestion,
les cristaux sont dissous dans le liquide alcalin du tube digestif (1),
libérant de longues chaines de protéines (2) qui sont par la suite
sectionnées par des enzymes pour produire les segments toxiques
(3). Cefte toxine binaire se fixe sur une classe de récepteurs
spécifiques localisés sur la membrane des cellules formant la paroi
du caecum gastrique et de l'intestin moyen postérieur (4). L'effet
toxique s’exerce par un mécanisme encore inconnu (5), la cellule se
gonfie (6) et il y a création de pores ou de canaux dans la
membrane cellulaire (7) avant 'éclatement de la cellule. (Texte, réf :
Baumann et al. 1991, Charles et al. 2000) et (schéma tiré de:
http://www.mddep.gouv.qc.ca/pesticides/virus-nil/bti/, de J.O.
Lacoursiére et J. Boisvert, 2004).

Description du Clostridium bifermentans sérovar. malaysia

Plusieurs Clostridium sont responsables de maladies humaines comme C.
tetani pour le tétanos, C. perfringens pour la gangréne,.C. bofulinum pour le
botulisme et plusieurs autres bactéries pour plusieurs autres maladies (Barloy,
1997).
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L’'entomopathogéne qui nous intéresse a été isolé en Malaisie dans les
sédiments humides des foréts de mangroves et étudié a l'nstitut Pasteur. Cette
bactérie est un batonnet Gram positif (FIGURE 5), anaérobie stricte, mobile,
formant a la sporulation des inclusions (de Barjac ef al. 1990). Les»spores de
cette bactérie sont ovales, centrales a subterminales et non déformantes pour la
cellule. Le genre Clostridium forme un groupe dont les principales
caractéristiques sont la production de toxines trés puissantes, la capacité a fixer
lazote, la synthése de solvants et la sécrétion d’enzymes dégradant les
polyméres. Ce sont des hites naturels des sols et commensaux des animaux.
On les retrouve aussi dans les sédiments marins, les déchets animaux et
végétaux, dans la flore intestinale des vertébrés et de certains invértébrés dont
les insectes.

FIGURE 6 : Clostridium bifermentans sérovar. malaysia

Contrairement au Bti et au Bsph, la toxicité du Cbm n'est pas clairement
associée a la production d’inclusions et les composantes toxiques n’ont pas
encore été isolées (Charles et Nielsen-LeRoux, 2000). L’analyse biochimique
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suggeére toutefois qu’il y aurait trois protéines (66,18 et 16 kDa) impliquées dans
la toxicité de la bactérie. Ces protéines ne sont pas immunologiquement reliées
aux toxines de Bti et Bsph et pourraient constituer une nouvelle classe de
toxines a pouvoir insecticide.

De nouvelles découvertes depuis 1992 tendent a prouver qu’inclusion et toxicité
ne sont pas clairement associées puisque certaines cultures de Cbm CH18 ne
présentant pas ces inclusions demeurent tout de méme toxiques (Barloy, 1997).
Il est & noter que les tests, effectués sur les invertébrés non-cibles ainsi que sur
les vertébres, confirment I'innocuité de cette bactérie'(T hiéry et al. 1992).

Mode d’action du Clostridium bifermentans sérovar. malaysia

Bien que le Cbm semble agir par ingestion, le mode d’action précis de ce
produit n’est pas encore connu. D’autres mécanismes pourraient étre impliqués
comme une action par contact ou encore, un mode d’action n’'impliquant pas de
récepteur(s) spécifique(s) (Barloy, 1997).

On présume que la toxicité serait due & une protéine toxique susceptible a
I'action de p'rotéases et remise en circulation lors de la lyse cellulaire (Barloy et
al, 1996). Toutefois, la vitesse d’action du Cbm est p!us rapide que celle du
Bsph avec des temps qui varient entre trois et seize heures selon la
concentration appliquée mais est moins rapide que celle du Bti (Barioy, 1997). |

Dans une étude portant sur linnocuité du Cbm sur les vertébrés aquatiques
non-cibles (Yiallouros et al. 1994), il a été démontré que seul Psychoda
afternata (Pulmonata) et Chaoborus crystallinus (Isopoda) montraient une
réaction au produit. Par contre, une autre étude portant cette fois sur la toxicité
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de ce méme produit mais envers des mammiféres n’a révélé aucune toxicité
(Seleena et Lee, 1998). '

PROPRIETES D’UN BON INSECTICIDE

Selon un rapport fait par I'Université de Sydney sur les insecticides en général
(hitp://bugs.bio.usyd.edu.auw/Entomology/Pests/insecticides.html), les propriétés
d’un parfait insecticide pourraient se résumer en 6 points : |

1) Grande toxicité pour l'insecte visé

2) Toxicité sélective ou les insectes non cibles ne sont pas affectés
3) Sans effet nocif pour les plantes et les organismes non cibles

4) Sans résidu tdxique | |

5) Peu colteux et sécuritaire a produire

6) Stable lors du stockage |

Des larvicides utilisés dans cette recherche, deux répondent a ces critéres mis a
part le fait quils sont. plus colteux a produire' que certains insecticides
chimiques soit le Bti et le Bsph. Pour le Cbm, la contrainte de la stabilité du
produit lors du stockage s’ajoute aussi aux inconvénients.

- Plusieurs études menées sur limpact de ces larvicides biologiques sur
'environnement ont démontré qu’a application nbrmale (doses prescrites), deux
des tfois produits utilisés (Bti et Bsph) n’étaient dommageables ni pour
environnement, ni pour 'homme et ni pour les organismes non cibles autant
terrestres qu’aquatiques (Frankenhuyzen, 1993).

Enfin, il faudrait ajouter a cette liste rincapacité de linsecte a développer de la
résistance a linsecticide utilisé, ce qui est rarement le cas. C’est pourquoi
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différents moyens sont utilisés pour contrer ce phénoméne de résistance qui
sera développé dans la prochaine section.



RESISTANCE

La résistance aux insécticides est le développement de I'habileté a survivre a
des doses d’insecticides auparavant létales pour la majorité des individus de la
population visée (Abedi'et Brown 1960, Mouchet 1968 et Georghiou 1980):
C’est avant tout un phénomene d'origine génétique qui est devenu monnaie
courante dans les années 1950 et affectait, en 1980, plus de 414 espéces
d’arthropodes qui sont régulierement visés par les traitements chimiques
(Georghiou, 1980). Aujourd’hui, ce sont les larvicides bactériologiques qui nous
inquiétent puisque des signes de résistance sont apparus. Certains culicidés
sont devenus résistants-au Bsph tout comme Plutella xylostella (un lépidoptére)
est devenu résistant au Btk (Bacillus thuringiensis var. kurstaki) (Tabashnik et
al., 1991). Il est urgent de développer de nouveaux moyens de contrdle et/ou
d’améliorer ceux déja existants. Siles apparitions de résistance au Bsph sont si
importantes c'est que son mode d’'action n'implique qu’un seul site d’ancrage de
la toxine binaire et gu’il a une persistance, selon certains, d’environ 60 jours. En
comparaison, le Bfi implique plusieurs sites d’ancrage des toxines et la
persistance n'est que de quelques jours. |

Il y a différents types de résistances. En premier lieu, la résistance simple qui
est, a proprement parler, le fait de développer un mécanisme de résistance pour
un insecticide donné. Ensuite, la résistance multiple, c'est-a-dire lorsque
) plusieurs mécanismes de résistance envers différents produits se développent. -
Par exemple, le doryphore de la pomme de terre est résistant & plusieurs
insecticides en utilisant des mécanismes differents pour chacun d’eux.
- Toutefois, notamment pour le doryphore, il peut aussi exister des modifications
comportementales (mécanisme d'évitement) gu’il ne faut pas confondre avec de
la résistance multiple. Enfin, il y a la résistance croisée ol un seul mécanisme
permet de résister a plusieurs produits, souvent analogues de par leurs
structures chimiques.
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Les premiers cas de résistances répertoriées concernaient des produits
chimiques. Aujourd’hui, le développement de la résistance va au-dela des
insecticides chimiques et atteint les produits microbiens et viraux. L’arrivée de
produits entomopathogénes comme le Bti, le Btk et le Bsph no;is a laissé croire
pendant plusieurs années que le probléme de résistance était révolu a cause de
la variété des toxines produites par ces derniers. Toutefois, différentes études
ont t6t fait de rapporter les premiers cas de résistance, tant en laboratoire que
sur le terrain, chez différentes espéces de moustiques (Silva-Filha et al. 1995,
Nielsen-Leroux et al. 1997, Brogdon et McAllister, 1998, Pei et al. 2002) et de
Iépidoptéres (Tabashnik et al. 1991, Tabashnik et McGaughey, 1994).
Rodcharoen et Mulla (1995) réussissaient a induire une résistance au Bsph
chez C. quinquefasciatus par des expériences menées en laboratoire. Et dés
1994, on voit les premiéres mentions de résistance au Bsph en milieu naturel et
ce, presque simuitanément en France, en Inde et au Brésil (Regis et al. 2000).

Apres la solubilisation et I'activation de la toxine produite par le Bsph et la liaison
a un recepteur spécifique logé dans F'intestin moyen de finsecte, il y a lyse de la
cellule et déréglement de la pression osmotique, causant la mort de l'insecte
(Charles et al. 1996, Chevillon et al. 2001). De 13, la résistance est
probablement due & une mutation du site cible de Pinsecticide qui aurait pour
effet de diminuer la sensibilité a l'insecticide ou encore, un changement qualitatif
et/ou quantitatif des enzymes de détoxification (Chevillon et al. 2001, Small,
2001, adresse internet). Selon Nielsen-Leroux et al. (2002), un haut niveau de
résistance serait di & une interruption dans la liaison récepteur/toxine alors
gu’'une faible résistance serait due a une concentration relativement faible de
récepteurs dans les cellules de lintestin moyen de la larve.
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Différents mécanismes de résistance

Différents mécanismes semble étre impliqués dans le développement de la
résistance envers le Bsph et ce, chez une méme espéce. Ces mécanismes
vont d’'une diminution de la concentration du nombre de récepteurs disponibles
jusqu’a la mutation de certains génes. Par exemple, un document publié par
Weill et al. (2003) portant sur la résistance mentionne que °...le moustique ne
mute pas pour résister aux insecticides. De trés nombreuses mutations existent
déja dans les populations de moustiques.” Ainsi donc, les individus ayant des
mutations de résistance a certains insecticides survivront et se reproduiront.
D’aprés ces mémes auteurs, les moustiques résistants sont donc sélectionnés
et non engendrés par le traitement insecticide ou par la pression sélective.
Donc, plus on utilise un produit, plus on exerce une pression sélective sur les
populations en cause et plus les individus résistants de ces populations risquent
d’étre sélectionnés. C’est ce que confirme une étude menée par Paul et al.
(2005) dans 'Etat de New York avec quatre larvicides différents (méthopréne,
phénothrine, Bsph et Bti) et un aduiticide (phénothrine). Paul et son équipe
démontrent en effet que la résistance est généralement plus élevée la ou les
larvicides sont les plus utilisés.

Prévention de la résistance : différentes solutions

Il faut tenter de comprendre et déterminer les mécanismes de résistance
(simple, multiple ou croisée) de différentes espéces de moustiques envers
difféerentes souches de Bsph. Cela servira a développer des solutions pour
prévenir, retarder, diminuer ou renverser la résistance de ces derniers lors des
différentes stratégies de contrdles utilisant le Bsph (Yuan et al. 2003) ou un
autre insecticide microbien, comme le Bt par exemple, sur d'autres espéces de
diptéres comme les simulies.
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Selon Regis et al. (2000), avant méme de débuter un programme de contrdle, il
faudrait d’abord élaborer des stratégies de prévention de résistance. Pour
"Lenormand et Raymond (1998), la superficie de territoire a traiter est un
paramétre important a considérer lors d’'une planification de stratégie de
traitement. Les différentes tactiques utilisées pour contrer la résistance
devraient consister en une réduction de la pression sélective. Pour ce faire,
plusieurs solutions sont suggérées dont la rotation du Bsph avec d’autres
larvicides et la réduction du nombre de traitements, ce qui évite ou diminue la
pression sélective sur les populations d’insectes visées. Ces différentes
méthodes ne sont que quelques-unes parmi tant d’auires qui visent avant tout
un programme adéquat de contrdle de la résistance afin de diluer ou de prévenir
le développement d'une résistance dans la population_cible.

Mélange

Un des principaux moyens utilisés pour contrer la résistance est 'emploi d’'un
mélange de différents produits. Le principe du mélange de produits suppose
qu’il y a un géne de résistance pour chaque famille de produit, autant chimique
que biologique, et que de les retrouver tous présents chez une méme espéce
d’'insecte est rare. |l semble important de mélanger des produits qui ont des
modes d’action différents ou des sites d'ancrages différents pour les toxines
comme c'est le cas pour les trois larvicides utilisés dans cette recherche.
L'utilisation du Bti dans un mélange avec le Bsph est un bon candidat pour une
stratégie visant a interrompre la pression sélective causée par le Bsph (Zahiri et
al. 2002, Yuan et al. 2003, Mulla et al. 2003, Su et Mulla 2004, Oliveira et al.
2004). Les concentrations a utiliser lors des mélanges de produits larvicides
demeurent a déterminer. '

Une autre méthode trés utilisée est la rotation de deux produits. Zahiri et Mulla
(2003) ont démontré que la rotation pouvait augmenter la vitesse d'apparition de
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la résistance au Bsph (aprés 15 générations en rotation avec le Bti). Par contre,
en utilisant un mélange de ces deux mémes produits, ils n‘ont pas noté
d’émergence de résistance et ce, méme aprés 36 générations. ~ Ainsi, tout
comme Mulla et al. (2003), Zahiri et Mulla (2003) sont d’accord avec le fait gu’'un
mélange serait plus efficace qu’une rotation pour prévenir 'émergence d’'une
résistance.

SYNERGISME

En 1971, Georg Benz nous offrait une terminologie et une classification des
différents effets que peuvent avoir deux produits une fois combinés.

Le mot synergisme vient du grec “synergos” et veut dire “travailler ensemble".
C’est un terme qui fait référence, notamment, a l'interaction entre deux produits
ou plus. Le synergisme, ou leffet synergique, cest lorsque I'action de deux
produits differents, combinés et agissant ensemble, crée un effet plus grand que
la somme des actions produites par chacun des produits pris indépendamment.
Voici un apergu de quelques effets pouvant étre obtenus selon la nomenclature
de Benz (1971) :

Effet additif : on emploi ce terme quand 'effet de la combinaison est égal a la
somme des deux produits pris individuellement. C’est I'effet le plus commun.

2+2=4 .

Potentiation : terme employé lorsqu’une substance n’a aucun effet toxique
mais qui, une fois combinée a une substance toxique, rend cette derniére
encore plus toxique.

0+2>2
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Antagonisme : effet opposé du synergisme. C’est I'effet produit lorsque deux
produits ou plus, combinés ensemble, est moins toxique que lorsque les
produits sont utilisés séparément.

2+2<4

.L’effet antagonisme est a la base de plusieurs antidotes contre des poisons ou
dans les traitements médicaux.

Synergisme : par comparaison avec l'effet antagonisme, I'effet combiné de
deux produits est plus grande que la somme de chacun d’eux pris séparément.

2+2>>4

Voici un exemple de synergisme chez 'humain. En médecine, les barbituriques
ont des effets amplifiés sur le systeme nerveux central (SNC) et provoquent une
dépression du SNC lorsqu'ils sont consommés en méme temps que des
anesthésiques généraux, de l'alcool (consommation aigué), des analgésiques
narcotiques et d'autres somniféreslsédatifs (http:ilwww.cchst.calrepohsessst
/chemicals/syhergism.html).

‘Synergisme entre toxines

Plusieurs études parlent' du synergisme qui existe entre les différentes toxines
d’'un méme produit. Pour le Bti par exemple, Schnepf et al. (1998) ont procédé
a la combinaison de ses différentes toxines et bien que plusieurs dé ces
combinaisons aient démontrés des effets toxiques, aucun agencement n'est
plus efficace que le Bti comme tel.

Il en est de méme pour la toxine binaire (BinA et BinB) du BSph. Cette fois,
c'est Poopathi ef al. (2002) ainsi que Nicolas et al. (1993) qui ont démontré que
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la BinA, utilisée seule, pouvait étre toxique a de frés fortes doses en labsence
de la toxine BinB. Ce n'est pas le cas de la toxine BinB lorsqu’elle est utilisée
seule. Toutefois, la présence des deux toxines démontre une toxicité plus
grande du fait qu’elles agiraient de fagon synergique entre elles. Aussi, la toxine
BinB est essentielle pour qu’il puisse y avoir une liaison de la foxine sur le
récepteur, mettant en évidence leffet de synergie existant dans ce mode
d’action (Yuan et al. 2001). Ceci implique donc que I'action combinée des deux
toxines est plus efficace en termes de toxicité que Paddition des deux toxines
utilisées séparément.

Des effets de synergisme pourraient aussi se produire avec des produits
différents selon les concentrations utilisées et ce, méme si certains produits ont
une action limitée sur les insectes cibles. Deux produits agissant par
synergisme verraient donc leur potentiel toxique augmenter. C’est précisément
la conclusion de deux études menées par Wirth et al. (2004) qui ont démontré
que le Bti pouvait accroitre la toxicité du Bsph chez les larves de C.
quinquefasciatus (devenues résistantes au Bsph) ainsi qué chez les larves de
Aedes aegypfi qui sont naturellement peu susceptible au Bsph.

En 1987, Kelada et Shaker ont démontr_é que le Bsph pouvait étre combiné avec
d’autres insecticides, aussi bien bactériologiques que chimiques. En effet, les
chercheurs en ont augmenté I'effet toxique envers des larves de Cx. pipiens et

Ae. Aegypti, tout en minimisant les concentrations a utiliser et donc, en
diminuant les risques potentiels contre I'environnement.

MODELES MATHEMATIQUES

La littérature nous propose pluSieurs modeles mathématiques pour traiter les
effets combinés d’insecticides biologiques : le modéle de Finney ainsi que le
modéle quadratique que I'on retrouve dans l'article de Brousseau et al. (1998) et
le modéle de Tabashnick (1992). De ces trois modéles, celui de Finney a été
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retenu tout d’abord pour sa simplicité mais aussi pour le manque de données.
Le modéle quadratique et celui de Tabashnick auraient nécessité beaucoup plus
de données que celles recueillies pour cette recherche.



MATERIEL ET METHODES
Sites d’échantillonnages

Les sites d'échantillonnages se situent dans la région de la Mauricie (FIGURE 6).
Différents lacs et riviéres ont été explorés afin de trouver des larves de mouches
noires en quantités suffisantes pour pertnettre plusieurs bioessais avec un
" méme échantillon. Les rivieres Yamachiche a St-Boniface de Shawinigan
(46°30'N et 72°49'0) et St-Elie 3 St-Elie-de-Caxton (46°29'N et 72°58°0) ont été
retenues pour les échantillorinages de larves et ce, autant en hiver qu’en été.

FIGURE 6 : Sites d’échantillonnages utilisés dans la région de la Mauricie.
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Prélévement des larves

Les différents 'substrats (feuilles, branches, pierres) sur lesquels les larves se
fixent sont recueillis et déposés dans des seaux remplis d'eau de la riviere. Les
échantillons sont ensuite transportés directement au laboratoire de recherche a
F'UQTR.

Maintenance des larves

Dés 'arrivée au laboratoire de l'université,
les seaux sont déposés dans une chambre
environnementale ol de leau est
entreposée a une certaine température
(4°C en hiver et 12°C en été). La
photopériode est également ajustée selon
la saison, reproduisant ainsi le mieux
possible les conditions existantes dans
Penvironnement naturel. Des diffuseurs
d'air sont instaliés dans les seaux afin de
reproduire les conditions d'oxygénation des
cours d'eau (FIGURE 7) nécessaire a la
survie des larves de simulies.

FIGURE 7 : Systéme de maintenance des larves en laboratoire.

Au laboratoiré, un nettoyage plus minutieux des brindilles et autres substrats
recueillis est ensuite effectué et les larves sont remises dans les seaux. Cette
manipulation permet d'éviter la surcharge de matiéres organiques en
décomposition. Des plaquettes de plastique (FIGURE 7) sont insérées dans
chacun des seaux, ce Qm permettra, en plus de servir de substrat artificiel, de
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faciliter les manipulations ultérieures. De I'eau distillée et non déminéralisée (d-
n-d) est ajoutée tous les trois ou quatre jours dans les seaux contenant les
larves. Ensuite, les larves sont nourries avec de la nourmriture a lapin,

préalablement broyée.
PREPARATION DES SUSPENSIONS POUR LE TRAITEMENT

Bacillus thuringiensis var. israelensis

A partir d'une p‘réparation commerciale de Bti (Vectobac-AS, Abbott
laboratories, 10t-90-065-BA) brassée énergiquement, une dilution de 107 a été
préparée. Cette dilution sert de solution mére qui, a son tour, est brassée
pendant 30 minutes avec un agitateur pour ensuite étre diluée d'un facteur 100.
On préléve donc 5 mi de solution mére que I'on dissout dans 495 ml d'eau d-n-
d. La concentration sera alors de 100 ppm.

Clostridium bifermentans sérovar. malaysia

A partir d’'une souche lyophilisée (CH18, de I'nstitut Pasteur), le Cbm est
ensemenceé selon la méthode décrite par De Barjac ef al, (1990) (FIGURE 8). Les
bouillons de culture ainsi obtenus sont centrifugés dans une centrifugeuse IEC
Centra-7A a 2000 rpm pendant 30 minutes a 4°C. On récupére le culot obtenu
a partir duquel différentes dilutions sont préparées. On conserve ensuite la
partie non utilisée au congélateur (-20°C) afin d'en préseiver la toxicité
(Yiallouros et al. 1994). La solution qui servira pour les bioessais aura une
concentration de 300 ppm. Cette concentration a été déterminée en pesant un
volume connu de culot séché au four.
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FIGURE 8 : Incubation des bouillons de culture de Cbm en jarres anaerobiques.

Bacillus sphaericus

A partir de la préparation commerciale de Bsph (Vectolex, WDG, Valent
Biosciences, lot 125-858-PG), une solution mére est préparée a partir de 4 g de
poudre diluée dans 100 ml d’eau distiliée et non déminéralisée. La solution
finale aura une concentration de 40 000 ppm. |

Préparation du matériel pour les bioessais des larvicides individuels

L'eau nécessaire pour les bioessais, afin d'obtenir 40 ml de solution suite a
I'ajout du larvicide pour chacune des concentrations, est mise dans des tubes
oxygénés a partir de tuyaux (batons a café) (FIGURE 9a) dans une chambre
environnementale & 4°C pour les larves d'hiver et a 12°C pour les larves d'été
pour une période d'une heure afin de stabiliser a température désirée. La
photopériode est également ajustée selon la période de lannée de
échantillonnage (FIGURE 9b). L'eau utilisée pour les bioessais et pour les tubes
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contréle sans larvicide est distillée mais non déminéralisée (d-n-d), tel que
recommandé par 'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) lors des tests de
sensibilité aux insecticides (Lacoursiére, 1984). Un total de 40 larves est alors
ajouté dans chacun des tubes contenant l'eau d-n-d puis laissées dans la
chambre environnementale pour une période d'adaptation d’'une heure. Le
larvicide est ensuite ajouté a intervalles de 10 minutes entre chaque
concentration pour une heure de contact. Ensuite, les trois tubes de chacune
des concentrations ainsi que les tubes témoins sont vidés puis rincés deux fois
(avec de leau d-n-d) au-dessus d'un coton a fromage recouvert d'un essuie-
tout. Ceci permet de récupérer les larves qui se sont décollées (I'essuie-tout
facilite grandement la récupération des larves qui peuvent se décoller des parois
de I'éprouvette durant cette manipulation) (FIGURE 10). Une bonne quantité
d'eau d-n-d est préalablement mise en chambre environnementale afin que 'eau
de rincage soit & la méme température que l'eau des bioessais. A la suite de
ces ringages, 40 ml d'eau d-n-d sont ajoutés aux tubes. Aprés ce dernier ajout
d'eau, les larves décollées sont récupérées et remises dans le tube, lequel est
rémis en chambre environnementale pour 48 heures.

Les mémes opérations sont répétées pour chaque larvicide utilisé ainsi que pour
_ les différentes combinaisons de larvicides.

A la fin de chacun des bioessais, les tubes d'aération (batons a café), aprés
autoclavége, sont jetés et remplacés avant de procéder a un autre bioessai.
Quant aux éprouvettes, une fois autoclavées, elles sont lavées, rincées puis
trempées pendant une heure dans I'eau d-n-d avant de pouvoir étre utilisées
pour d'autres bioessais. Les solutions de larvicides utilisées pour les bioessais
ainsi que l'eau de rincage recueillis dans I'erlenmeyers (FIGURE 10) sont
passées a lautoclave avant d’étre jetées. |
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FIGURE 10 : Systéme de ringage des tubes et de récupération des larves.
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Mesures prises lors des bioessais

Aprés la période de 48 heures, le contenu de chaque éprouvette est versé dans
une boite de Pétri pour faciliter le dénombrement des larves mortes et vivantes.
Dans un premier temps, les larves vivantes facilement observables a 'ceil nu
(FIGURE 11), sont enlevées et comptées. Ensuite, une légéere pression' est
exercée sur 'abdomen des autres larves; celles qui n'ont aucune réaction sont

’ observées sous binoculaire avant d'étre déclarées officiellement mortes. Les
- larves moribondes (qui ne bougent pas lorsqu'une légére pression est exercee
sur Fabdomen mais qui, sous binoculaire, présentent des signes de vie) ont été
déclarées comme mortes (Stephens 2004, Poopathi ef al., 2002, Mouchet et al.,
1977). Toutefois, certains auteufs dont Lepage (1992) considérent les larves
moribondes comme étant vivantes. Des spécimens de larves mortes et vivantes

‘ont été conservés dans l'alcool 95% pour fin d'identification. Des échantillons
récoltés lors d'une premiere étude au cours de lhiver 2003 étaient
principalement composés de Simulium vittatum, de Prosimulium fuscum, de
Cnephia mutata et de C. dacotensis (FIGURE 12).

FIGURE 11 :'Larves vivantes de simulies vues sous binocutaire.



33

" _
o ——

2 W S. vittatum

y OP. fuscum

[} .

' M inconnu

':; OC. mutata

s C. dacotensis

Espéces de simulies

Figure 12: Pourcentages des espéces de larves de simulies d’hiver recueillies
et identifiées au cours de I'hiver 2003,

Pour les échantillons recueillis et identifiés a I'été 2006 et qui ont servi aux
bioessais, ils étaient composés principalement de S. vitfatum, S. venustum et S.

verecundum (FIGURE 13).
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FIGURE 13: Pourcentages des espéces de larves de simulies d’été recueillies et
identifiees au cours de I'été 2006. '
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_ Bioessais de combinaisons de larvicides (deux a la fois)

Aprés avoir déterminé les doses létales a utiliser pour chacun des larvicides, on
procéde aux combinaisons des larvicides en duo. Différentes concentrations
seront utilisées pour une méme combinaison de larvicides. Un premier bioessai
sera réalisé avec trois tubes contenant du Bti, trois tubes contenant du Cbm
ainsi que frois tubes contenant du Bti + Cbm avec les concentrations létales
déterminées sans oublier trois tubes témoins (FIGURE 14). Suivront ensuite le
Bti + Bsph et le Bsph + Cbm. Chacun des bioessais est répété au moins trois
fois avant de pouvoir conclure a un effet quelconque.

Le montage effectué pour ces bioessais ainsi que les différentes manipulations
sont les mémes que pour les bioessais de larvicide seul.
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FIGURE 14 : Montage d’'un bioessai de différents mélanges: mélange de deux
larvicides (en haut) et de trois larvicides (en bas).
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Bioessais de combinaisons de larvicides (trois a la fois)

Encore une fois, on détermine les doses létales a utiliser pour chacun des
larvicides puis on procéde aux combinaisons des larvicides en trio. Un seul
bioessai sera réalisé a trois reprises avec trois tubes contenant du Bti, trois
tubes contenant du Cbm, trois tubes contenant du Bsph ainsi que trois tubes
contenant du Bti + Cbm + Bsph avec les concentrations Iétales déterminées
sans oublier trois tubes témoins (FIGURE 14, en bas). '

Le montage effectué pour ces bioessais ainsi que les différentes manipulations
sont les mémes que pour les bioessais précédents.

Identification des larves

Les larves de mouches noires qui sont utilisées pour les bioessais sont
identifiées ‘é I'espéce a laide de différentes clés d'identification (Wood 1963,
Adler ’et al. 2004). Pour des espéces comme Cnephia mutata et Cnephia
dacotensis, l'identification se fait essentiellement a partir de I'échancrure, des
antennes et des dents hypostomiales qui péuvent étre observées sous un
binoculaire (FIGURE 15a et 15b). Les larves identifiées comme étant des
Prosimulium, de par la présence des plumeaux céphaliques secondaires,
doivent étre identifiées a I'espéce suite a I'observation des dents hypostomiales
au microscope (FIGURE 15 ¢, d et e). '
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FIGURES 15: Critéres d’identification morphologique des larves de simulies.

Standardisation des bioessais

Selon Lacoursiére (1984) et Mouchet et al. (1977), du 2° au 5° stade larvaire,
les larves de simulies sont plus sensibles aux larvicides que des larves de 6° ou
7° stade (FIGURE 16) qui elles, cessent de se nourrir. Il est donc important de
faire en sorte que des larves de demiers stades ne se retrouvent pas dans les
échantillons lors des bioessais car c'est le bioessai complet qu'il faudrait refaire.
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FIGURE 16 : Larves de 6° ou 7° stade, on peut voir les branchies filamenteuses
de la nymphe sur les cOtés (spirale noire encerclée).

Aussi, afin d’éviter d’obtenir des résultats qui pourraient étre erronés, d’autres
larves doivent parfois étre exclues du décompte, comme cette larve de la figure
17 ol la présence d’un parasite (un mermithide) est facilement décelable. Dans
le cas ou une larve parasitée.est retrouvée parmi les larves mdrtes, cette
derniére n'est pas comptabilisée car il est difficile de déterminer si la larve est
morte par intoxication au larvicide ou par parasitisme.

FIGURE 17 : Larve de Cnephia mutata parasitée par un mermithide.
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ANALYSES STATIST!QUES ET TRAITEMENT DES DONNEES

Calculs utilisés

Les taux de mortalité observés en laboratoire sont corrigés afin de tenir compte
de la mortalité naturelle des tubes témoins. Pour ce faire, la formule adaptée
d'Abbott (1925) a été utilisée : '

% mortalité corrigée = (% mortalité observée) - (% mortalité témoin)

X 100
(100) - (% mortalité témoin)

Pour déterminer I'éffet obtenu lors des bioessais des différentes combinaisons
de larvicides pris deux par deux, une mortalité théorique doit étre calculée. La
formule utilisée est la suivante (Finney cité par Brousseau ef al. 1998):

P=P+Pyo(1-Py/100)

P = mortalité théorique

PL1 = mortalité observée, larvicide 1 seul

P2 = mortalité observée, larvicide 2 seul

Le P de cette équation étant équivalent au taux de mortalité éttendu de la
combinaison de deux larvicides qui agiraient indépendamment.

, A partir de cette formule, mais avec quelques modifications, on a obtenu une
mortalité théorique avec une combinaison de trois larvicides. Cette formule,
proposée par Alain Chalifour, professeur au département des mathématiques de
FUQTR (comm. pers.), est la suivante :

Pn=1-[ (1-Pr4 /100) *(1- P,_2/1OO)*( 1-P/100) ]
Pm = mortalité théorique ‘
P.1 = mortalité observée, larvicide 1 seul
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P2 = mortalité observée, larvicide 2 seul

P.3; = mortalité observée, larvicide 3 seul

Le Pm de cette équation étant équivalent au taux de mortalité attendue de la
combinaison de trois larvicides qui agiraient indépendamment.

L’écart-type

. Afin de déterm‘iner la variabilité existant entre les différents bioessais
comportant les mémes concentrations, on détermine I'écart-type. Pour ce faire,
Microsoft Office Excel 2003 a été utilisé. '

Traitement SPSS 11.0

Les résultats des figures 20 a 25 des annexes 2 et 3 ont été recueillis au cours
des années 2002 et 2003. Ces données ont été transformées a I'aide du logiciel
SPSS 11.0 puis placées sur un graphique log-probit. Cette transformation de la
concentration en logarithme puis de la mortalité en échelle probit permet
d'obtenir une relation approximativement linéaire en plus de déterminer
différentes CL (Finney, 1971, cité par Lacoursiére, 1984).



RESULTATS
Détermination des CL a utiliser pour chacun des larvicides

Tous les résultats obtenus lors des différents bioessais effectués en 2002 et
2003 sur des larves d’hiver, pour le Bti et le Bsph, sont compilés dans les
~annexes 2 et 3. Ces mémes annexes comprennent également les graphiques
log-probit pour ces larvicides. Ce sont les résultats compilés dans cette section
qui ont servi comme point de départ pour les nouveaux essais (2005-2006) et
ce, autant sur les larves d’hiver que sur les larves d’été. Toutefois, pour la
présente section des résultats, seuls seront présentés les tableaux des
bioessais dans lesquels ont été obtenues les CL utilisées lors des différents
bioessais effectués en 2005 et 2006.

Pour déterminer les concentrations létales & utiliser pour chacun des larvicides,
les moyennes et les écarts-types des taux de mortalités obtenus a chaque
concentration et pour chacun 'de;s larvicides sont compilés dans les tableaux 1, 2
et 3. Chacune des moyennes obtenues pour les différentes concentrations'
évaluées ont un écart-type qui nous indique la variabilité qu'il peut y avoir entre
les bioessais. Lorsque I'écart-type n'est pas indiqué, c’est qu'un seul bioessai a
été effectué ou un seul a été retenu.

Pour les larves d’hiver autant que pour les larves d’été, c’est le Cbm qui semble
étre le plus constant d’un bioessais a 'autre. Toutefois, le Bti obtient les plus
hauts taux de mortalité avec les plus faibles concentrations, allant de 1 a 10
ppm pour les larves d'hiver et de 1 a 3 ppm pour les larves d’été pour des
mortalités allant de 5,3 a 33,8%. Vient ensuite le Cbm avec des concentrations ,
un peu 'plus élevées, soit entre 8,25 et 165,00 ppm pour les larves d’hiver et
entre 8,25 et 16,50 ppm pour les larves d’'été pour des mortalités variant de 0,0
a 10,6%. Le Bsph arrive troisieme avec des doses qui varient entre 1000 et
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5000 ppm (larves d’hiver) pour des mortalités ne dépassant pas les 10.1% de
mortalité corrigée (autant en hiver guen été). Chaque fois que' le taux de
mortalité des tubes témoins était supérieur & 5% pour un bioessai donné, ce
dernier n’était pas comptabilisé, tel que pratiqué par Chevillon et al. 2001.

‘Les concentrations retenues pour les bioessais combinés sur les larves d’hiver
sont de 8,25 et 16,50 ppm pour le Cbm avec des taux de mortalité corrigée
respectifs de 0,4 et 0,0% (TABLEAU 1). Dans le cas du Bfi, ce sontles 1 et 3
ppm qui ont été sélectionnées avec des taux de mortalité corrigée de 5,3 et 11,4
respectivement (TABLEAU 2). Quant au Bsph, les cbncentrations choisies sont
de 1000 et 2000 ppm avec des taux de mortalité corrigée de 4,0 et 3,9%
respectivement (TABLEAU 3).

TABLEAU 1

Pourcentage de mortalité moyenne (observée et corrigée) causée par le
Cbm sur des larves de simulies d’hiver a différentes concentrations.

Concentration Témoins Mortalité Mortalité Ecart-type

(ppm) (mortalité) observée corrigée ’

: (%) (%) (%)

8,25 1,0 1,3 0,4 0,6
16,50 . 0,9 0,9 0,0 -2
24,75 3,0 44 1,9 3,2
82,50 1,2 6,1 49 2,8
165,00 ‘ 0,5 7,2 , 6,7 3,9

? : Lorsqu’aucun écart-type n’est inscrit c’est qu'un seul bioessai a été fait ou retenu
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Pourcentage de mortalité causée par le Bti sur des larves de simulies
d’hiver a différentes concentrations.

Concentration Témoins Mortalité Mortalité Ecart-type
(ppm) (mortalité) observée. corrigée
(%) (%) (%)

1 2,7 7,8 53 415
3 24 13,57 11,35 7,6

5 2,7 25,5 23,3 71

7 2,7 20,9 18,7 0,3
10 0 33,8 33,8 2

2 : Lorsqu’aucun écart-type n'est inscrit c’est qu'un seul bioessai a été fait ou retenu

TABLEAU 3

Pourcentage de mortalité causée par le Bsph sur des larves de simulies
d’hiver a différentes concentrations.

Concentration Témoins . Mortalité Mortalité Ecart-type
(ppm) (mortalité) observée corrigée

(%) (%) (%)
1000 3,4 7.3 40 2,4
2000 1,4 53 3,9 4,0
3000 3,0 12,0 95 7.8
5000 2,0 12,0 10,2 0,2

Sur les larves d’été, les différentes concentrations utilisées sont sensiblement
les mémes que celles utilisées sur les larves d’hiver obtenant toutefois des
différences au niveau des taux de moralité. Pour le Cbm, les mémes
concentrations de 8,25 et 16,50 ppm sont utilisées avec des pourcentages de
mortalité corrigée de 3,8 et 10,6% respectivement (TABLEAU 4). Pour le Bti, seul
une dose de 2 ppm a été utilisée avec une mortalité corrigée de 11,1%
(TABLEAU 5). Quant au Bsph, des concentrations de 1000 et 2000 ppm ont été

utilisées, résultant en des mortalités respectives de 8,2 et 4,3% (TABLEAU 6).
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TABLEAU 4

Pourcentage de mortalité causée par le Cbm sur des larves de simulies
d’été a différentes concentrations.

Concentration Témoins Mortalité Mortalité Ecart-type
(ppm) (mortalité) observée corrigée
(%) (%) (%)
8,25 4.1 7,8 3,8 2,5
16,50 49 ’ 15,0 10,6 2

2 Lorsqu’aucun ééart—type n'est inscrit c’est qu'un seul bioessai a été fait ou retenu

TABLEAU 5

Pourcentage de mortalité causée par le Bti sur des larves de simulies
d’été a différentes concentrations. :

Concentration Témoins Mortalité Mortalité Ecart-type

(ppm) (mortalité) observée corrigée
(%) (%) (%)
1 5,8 20,0 15,1 =
2 49 15,5 11,1 93
3 5,8 30,3 _ 26,0 -

2 : Lorsqu’aucun écart-type nest inscrit C'est qu’un seul bioessai a été fait ou retenu

TABLEAU 6

Pourcentage de mortalité causée par le Bsph sur des larves de simulies
d’été a différentes concentrations.

Concentration Témoins Mortalité Mortalité Ecart-type

(ppm) (mortalité) observée corrigée
| (%) (%) (%)
1000 44 12,1 82 49
2000 4.6 8,7 _ 43 _ 3,3
3000 ’ 58 3,3 0,0 2

2 : Lorsqu'aucun écart-type nest inscrit C’est qu'un seul bioessai a été fait ou retenu
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Certains résultats montrent que d'autres concentrations auraient pu étre testées
puisque les CL se rapprochent de 10%. Par exemple, le tableau 1, rapportant
les mortalités causées par le Cbm, montre gu’a une concentration de 165 ppm,
les mortalités corrigées sont de 6,7%. Bien que ce taux de mortalité soit plus
prés de la CLi que les concentrations choisies pour les mélanges (8,25 et
16,50), le choix s’est porté sur celles-ci puisqu'un des objectifs de cette
recherche est une diminution des doses a appliquer é.ur le terrain. Le méme
choix a été effectué pour le Bsph ou les mortélités ne dépéss’ent pas 10,2%
pour des concentrations allant jusqu’a 5000 ppm et ce, autant sur les larves
d’hiver que d’été. ‘

Bioessais des différents mélanges testés

Connaissant maintenant les CL voisinant les 10%, nous sommes en mesure de
procéder aux différents mélanges. Les tableaux 7, 8 et 9 donnent les résultats
de différentes combinaisons de larvicides qui ont été testées a différentes
concentrations et au moins a trois reprises sur des larves d'hiver (sauf la
combinaison Bti (3) + Cbm (1850)). Pour chacune des combinaisons, les
mortalités obtenues pour les larvicides seuls (MLs et ML,), sont similaires a
celles des bioessais initiaux des tableaux 1 a 3. L'effet obtenu selon la
nomenclature de Benz (1971) y est également compilé.. Cette fois, tous les
bioessais dont les mortalités témoins étaient inférieures a 10% ont été
conserves faute de quoi, trop de bioessais auraient été rejetés. On remarque
que sur cing combinaisons testées (TABLEAUX 7, 8 et 9), seulement deux
présentent des effets de synergisme dit supplémentaire (Bti (1) + Cbm (8.25) et
Bsph (1000) + Cbm (8,25)) puisque la mortalité observée est plus éIevée que la
somme algébrique des effets des larvicides employés seuls. Toutes les autres
‘combinaisons ont donné des interactions antagonistes ou additifs, peu importe
les concentrations individuelles utilisées puisque cette fois, les mortalités
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observées sont inférieures aux mortalités théoriques. Des trois combinaisons
de Bti + Cbm qui ont été évaluées (TABLEAU 7), une seule obtient des effets de
synergisme, soit le Bti (1) + Cbm (8,25). Pour cette derniére, deux bioessais sur
cing ont obtenu un effet de synergisme et trois des effets antagonistes. Les
deux autres combinaisons n'ont obtenu que des effets antagonistes pour tous
les bioessais. Pour ce qui est de la combinaison Bsph (1000) + Cbm (8.25)
(TABLEAU 9), sur quatre bioessais, trois ont obtenu du synergisme et un, un effet
additif.

TABLEAU 7
Bioessais de synergisme entre le Bti et le Cbm sur des larves d’hiver.

Larvicide Mortalité ML1 ML2 Mortalité Mortalité Effet
témoin (%) (%) attendue observée

(%) (%) (%)

Bti++Cbmg 25 5,6 41 00 3,9 0,6 antagonisme
Bti«+Cbmg 25 4.1 16 00 2,4 7.5 synergisme
Bti1+Cbmg 25 0,0 40 81 9,1 6,9 antagonisme
Bti1+Cbmg 25 45 145 3,0 15,8 0,0 antagonisme
Bti1+Cbmg 25 2,7 18 05 2,3 7.0 synergisme
Bti++Cbmys s 4,5 34 3,0 6,18 - 5,0 antagonisme
Btii+Cbms 7,9 345 148 32,3 12,1 antagonisme
Bti;+Cbmyg s 0,0 70 86 14,5 72 antagonisme
Bti;+Cbmye s 0,8 87 15 93 . 33 antagonisme

ML, = 1* larvicide seul, ML, = 2° larvicide seul, attendu = mortalité théorique attendu et
observé = le pourcentage de mortalité corrigée observé. .



Larvicide

Btiz+ BSphzooo
Bﬁ3+BSphzooo
Btis+ BSphgooo
Btis+ BSphzooo
Btix+ BSphzooo

Mortalité
témoin
(%)

1,7
5,1
1.1
2,8
7,5

ML1
(%)

8,6
13,8
9,8
7,8
47,0

TABLEAU 8
Bioessais de synergisme entre le Bti et le Bsph sur des larves d’hiver.

ML2 Mortalité Mortalité
attendue Observée

(%)

6,7
0,0
1.1
8,0
1,7

(%)

13,7 .

14,8
9,8
14,6
47,5

(%)

10,9
6.1
4,0
71
78
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Effet

antagonisme
antagonisme
antagonisme
antagonisme
antagonisme

ML, = 1% larvicide seul, ML, = 2° larvicide seul, attendu = mortalité théorique attendu et

observé = le pourcentage de mortalité corrigée observé.

Larvicide

BS1000+Cbme 25
Bs1000+Cbms 25
Bs1000+Cbms 25
Bs1000+Cbms 25

Mortalité ML1
témoin (%)
(%)
2,7 6,0
45 5,0
4,5 0,8
56 6,1

TABLEAU 9
Test de synergisme entre le Bsph et le Cbm sur des larves d’hiver.

ML2 Mortalité Mortalité
attendue Observée

(%)

0,5
3,0
0,0
0,0

(%)
6,5
6,0
1,0
57

(%)
11,4
6,1

5,0
10,1

Effet

synergisme
additif

synergisme
synergisme

- ML, = 1¥ larvicide seul, ML, = 2° larvicide seul, attendu = mortalité théorique attendu et

observe = le pourcentage de mortalité corrigée observe.

Les tableaux 10, 11 et 12 montrent les résultats des combinaisons administrées

sur des larves d’été. Comme paur les tests effectués sur les larves d’hiver, les

bioessais des différents mélanges ont été conservés tant que la mortalité des

témoins était inférieure a8 10%. Des quatre combinaisons analysées, deux

seulement ont été mesurées en triplicata. Toutes ont obtenu, & au moins une

reprise, des effets de synergisme ou additif.

Toutefois, pour. chacune des

combinaisons, des effets antagonistes ont également été obtenus, sauf pour le



47

| mélange Bti (2) + Bsph (2000) pour lequel un seul bioessai a pu étre effectué et
dont le résultat est un effet additif (TABLEAU 11). Le manque de larves et la
difficulté a conserver les larves d’été au laboratoire sont les causes principales
du petit nombre de bioessais qui ont pu étre fait et compilés.

_ TABLEAU 10 ,
Test de synergisme entre le Bti et le Cbm sur des larves d’été.

Larvicide Mortalité ML1 ML2 Moﬁalité Mortalité Effet

téemoin (%) (%) attendue Observée
(%) (%) (%)
Bti+Cbms 25 49 211 06 216 10,6 antagonisme
Bti;+Cbmgos . 9,6 18,3 18,3 33,3 13,9 antagonisme
Bti>+Cbmg 25 9,9 70 20 8,9 29,3 synergisme
Btio+Cbmys 5 9,5 183 20 19,9 214  addsyn
Bti,+Cbmye 5 49 21,1 10,6 27,2 14,1 antagonisme

ML, = 1 larvicide seul, ML, = 2° larvicide seul, attendu = mortalité théorique attendu et
observé = le pourcentage de mortalité corrigée observé.

TAaBLEAU 11
Test de synergisme entre le Bti et le Bsph sur des larves d’été.

Larvicide Mortalité ML1 ML2 Mortalité Mortalité Effet

témoin (%) (%) attendue Observée
(%) (%) (%) ,
Bti>+Bsphaooo 50 3,6 8,1 48 50 add-anta

ML, = 1¥ larvicide seul, ML, = 2° larvicide seul, attendu = mortalité théorique attendu et
observé = le pourcentage de mortalité corrigée observé.
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, TABLEAU 12
Test de synergisme entre le Bsph et le Cbm sur des larves d’été.

Larvicide Mortalité ML1 ML2 Mortalité  Mortalité Effet
témoin (%) (%) attendue Observée -
(%) (%) (%) :
Bsp2ooo+Cbmg o5 29 4,7 32 7,7 6,8 antagonisme
Bsp2o00+Cbmg 25 3,0 7,7 6,5 13,4 9,7 " antagonisme
Bsp2ogotCbmg 25 29 4.9 3,2 79 10,2 synergisme

ML, = 1¥ larvicide seul, ML, = 2°larvicide seul, attendu = mortalité théorique attendu et
observé = le pourcentage de mortalité corrigée observé.

Effets du mélange des trois larvicides

Un bioessai combinant les trois larvicides (TABLEAU 13) a pu éftre réalisé a trois
reprises sur des larves d’été. Un effet d’antagonisme a été observé.

TABLEAU 13
Test de synergisme entre le Bti, le Bsph et le Cbm sur des larves d’été.

Larvicide Mort. ML1 ML2 ML3 Mortalité Mortalité Effet
tem. (%) (%) (%) attendue Observée
(%) (%) (%)
Bto+Bs2ooe+Cbms2s 30 65 74 109 22,9 14,8 antagonisme
Bty +Bsy000+Cbmg s 5,4 16 08 84 10,6 52 antagonisme
Bt+ BSzooo'*'Cbma’zs 54 4.4 0,0 36 7.9 2.4 antagonisme

ML¢ = 1% larvicide seul, ML, = 2° larvicide seul, ML; = 3° larvicide seul, attendu =
mortalité théorique attendu et observé = le pourcentage de mortalité corrigée observé.



DISCUSSION

Le contrdle d’'une espéce nuisible peut causer I'apparition de résistance envers
les produits utilisés. De la 'importance de connaitre les risques potentiels de
résistance envers les produits en question et si possible, prévoir des plans
d’actions pour la déjouer, la retarder ou encore la diminuer. Lorsqu'une
résistance est détectée, on évite, entre autre, de faire un mélange avec un autre
insecticide de méme catégorie impliquant ainsi les mémes mécanismes de
résistance que le produit précéden{ (Small, 2001, adresse internet). C’est
pourquoi un mélange de Bti et de Bsph dont les toxines et les récepteurs sont
différents est un mélange intéressant. Ce mélange a d'ailleurs déja fait ses
preuves sur certaines espéces de d"iptéres dont Culex quinquefasciatus. Pour
ce qui est du Cbm, contrairement au Bti et au Bsph, sa toxicité n’'est pas
associée a la production d’inclusion et les composants toxiques n‘ont pas
encore été isolés (Charles et Nielsen-LeRoux, 2000), donc les récepteurs n’en
sont pas connus.

Avant de procéder aux bioessais de différents mélanges de larvicides, nous
avons procédé a des tests en utilisation simple pour chacun d’eux afin de
déterminer les concentrations & utiliser. Le choix de ces concentrations, en
ppm, de ces différents larvicides lors des bioessais mixtes a été fait en fonction
du taux de mortalité obtenu pour chacun deux pris isolément. Les
concentrations létales (CL) se rapprochant le plus de 10% ont été retenues afin
de permetire une meilleure évaluation du potentiel synergique pouvant exister
entre deux ou trois larvicides. Ainsi, deux concentrations de Cbm (8,25 et
16,560 ppm) (TABLEAUX. 1 et 4), trois concentrations de Bti (1, 2 et 3 ppm)
(TABLEAUX 2 ét 5) et deux concentrations de Bsph (1000 et 2000 ppm)
(TABLEAUX 3 et 6) ont été retenues pour les bioessais sur les larves de mouches
noires dhiver et d'été. Lorsque plusieurs concentrations d'un larvicide
obtenaient des mortalités oscillant autour de 10%, les concentrations les moins
élevées étaient choisies, respectant ainsi un des objectifs de I'étude qui est de
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diminuer les doses a appliquer sur le terrain. Une autre raison est qu’avec le
Bsph, avec lequel plusieurs concentrations offraient des mortalités d’environ
10% sur les larves de simulies d’été, le choix de la plus faible concentration
possible s'est imposé. En effet, lors des bioessais effectués avec les plus fortes
concentrations (3000 ppm, voire le 4000 ppm qui a été retiré) de Bsph et sous
Peffet de 'oxygénation dans les tubes, la production de bulles était telle que les
larves étaient expulsées hors des tubes et certains bioessais ont donc di étre
répétés (FIGURE 18). Aussi, la courbe log-probit de la figure 25 (ANNEXE 3)
demontre bien qu'avec le Bsph, on obtient un seuil de mortalité (ou un plateau)
ou les concentrations en log vont de 2,5 2 3,5 (soit l’équiValent de 500 a 5000
ppm). Donc, pour une méme mo_rtalité, plusieurs doseé peuvent étre utilisées.

FIGURE 18 : Larves (pointées par les fleches) expulsées du tube par les bulles
causées par le Bsph a des concentrations de 3000 et 4000 ppm.

Il est a noter que les mortalités corrigées obtenues avec le Cbm sont toutes
inférieures & 10% a part une mortalité 10,6% obtenue avec le 16,50 ppm sur
des larves d’été (TABLEAU 4). Aussi, dans le tableau 1 concemant les bioessais



51

sur les larves d’hiver, on remarque que des concentrations de 8,25 et 16,50
ppm de Cbm obtiennent des mortalités corrigées de 0,4 et de 0,0% alors que
sur les larves d’été (TABLEAU 4), ces deux mé€mes concentrations obtiennent des
mortalités corrigées de 3,8 et 10,6%. Pour le Bti, les taux de mortalités
corrigées obtenus avec 1 et 3 ppm sur les larves d'été (TABLEAU 5) sont
également plus élevés que sur les larves d’hiver (TABLEAU 2). Cette
augmentation de la mortalité avec laugmentation des températures est
confirmée par Lacoursiére et Charpentier (1988). Leurs recherches ont
démontré que les larves d'été meurent a des concentrations plus faibles et avec
des temps de contact plus courts. Quant au Bsph, les tableaux 3 et 6 montrent
que les mortalités corrigées sont également plus élevées sur les larves d'été
que sur les larves d’hiver, exception faite du dosage de 3000 ppm.

Sur les différentes combinaisons évaluées, deux ont obtenu des effets de

‘synergisme dit supplémentaire (selon la nomenclature de Benz (1971)) sur les
larves d’hiver et sur les larves d’été respectivement. Ces combinaisons sont le
Bti (1) + Cbm (8.25) et Bsph (1000)+ Cbm (8,25) pour les larves d’hiver et Bti (2) +
Cbm (8,25) et Bsph (2000) + Cbm (8.25) pour les larves d'été. A aucun moment, le
mélange de Bti et de Bsph n’a obtenu de synergisme sur les larves de simulies
d’hiver et d’été, contrairement a ce qui avéit été obtenu sur C. quinquefasciatus
(Mulla et al. 2003).

Il est important de mentionner qu'il est fréquent de refrouver des variations
importantes entre les résultats de deux bioessais identiques et ce, méme en
suivant rigoureusement le protocole établi (Benz, 1971). Dailleurs, les
differences sont si élevées entre certains bioessais que les écarts—types,
devenaient, par moments, équivalents ou plus élevés que les mortalités
corrigées, comme pour le Bsph a 2000 ppm ou F'écart-type est équivalent 3 la
mortalité corrigée (TABLEAU 3).
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Les résultats obtenus pour les combinaisons de Bti et de Bsph ont résulté en
des effets antagonistes, peu importe la saison et les concentrations utilisées.
- Un effet additif a toutefois été obtenu avec le mélange de Bti (2) + Bsph (2000)
. sur les larves d’été mais comme un seul bioessai a pu étre effectué, on ne peut
conclure de facon claire. De tels résultats étaient attendus puisque le Bsph
n'est pas réputé étre toxique pour les larves de simulies, sinon 3 de trés fortes
doses. Toutefois, ce sont les conclusions de deux études menées par Wirth et
al. (2004) qui avaient motive ce choix de melange. lis ont en effet démontré que
le Bti pouvait accroitre la toxicité du Bsph mais chez des larves de C.
quinquefasciatus et de Aedes aegypti qui sont des especes de moustiques. De
par les résultats obtenus dans cette étude, il s’avére que les larves de simulies
ne démontrent pas la méme sensibilité a cette combinaison de larvicides.

Il est également a noter qu'aucun facteur biotique ou abiotique n'a été pris en
compte lors des bioessais sinon la toxicité du larvicide lui-méme utilisé seul ainsi
que la température de I'eau selon la saison. Lacoursiére et Charpentier (1988)
a démontré que le pH pouvait avoir une influence sur l'effet du Bti envers les
larves de mouches noires. De plus, selon Lacoursiére (1984), du 2° au 5° stade
larvaire, les larves seraient plus sensibles face aux larvicides. Aussi, lors des
derniers bioessais qui on eut lieu a I'été 2006, des larves de 6° et 7° stade (ces
larves cessent de se nourrir pour nympher) étaient présentes dans les
échantilions. Bien qu’un tri visuel soit effectué lorsque les larves sont mises
dans les tubes au début des bioessais, les larves de 5° et 6° stade sont difficiles
. a differencier et cela peut contribuer @ augmenter la variabilité des résultats
obtenus.

En pilus de la température de l'eau, la saison (hiver vs été) a aussi son
influence. On sait que lorsque les températures sont plus chaudes (printemps
et été), le métabolisme des larves n’est pas le méme qu’en hiver. Lors des
bioessais sur les larves d’été, il est arrivé, a quelques reprises, de déposer des
larves dans les tubes au début du bioessai et d'y retrouver des nymphes 48
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heures plus tard. La température de I'eau influence également effet toxique
des bactéries qui est directement proportionnel & cette température, donc, plus
efficace en termes de toxicité I'été que I'hiver. Lacey et Fedirici (1979) ont
d’ailleurs noté qvue le Bti était non seulement plus toxique lorsque la température
de l'eau était plus élevée mais aussi que la mortalité survenait plus rapidement,
soit aprés 24 heures seulement. ‘

La présente étude est aussi réalisée avec des populations différentes de
simulies (hiver et été) présentant des conditions de développements distincts.
Aussi, tel que mentionné dans lintroduction, les especes de mouches noires
échantillonnées ne sont pas les mémes selon la saison. En hiver, on a surtout
retrouvé des Prosimulium fuscum, des Cnephia mutata et des Simulium vittatum
alors quen eté, les echantillons etaient principalement composés de S.
venustum, S. verecundum et S. vittatum. ‘Dans un méme échantillon on pouvait
donc retrouver plusieurs especes différentes alors que chacune delle est
susceptible a des degrés divers comme I'ont démontré Molloy et al. (1981). lis
ont observé que les larves de S. verecundum étaient plus susceptibles au Bti
que les larves de S. vitfatum, deux espéces qui peuvent se retrouver dans un
meéme bioessai puisque les deux se développent en été.

Tous ces critéres ont-ils eu des effets sur les résultats? Voila une question pour
laquelle bien d’autres bioessais seront nécessaires.



CONCLUSION

Plusieurs facteurs, tant biotiques qu'abiotiques, peuvent influencer I'activité du
Bsph envers les espéces cibles et les espéces non-cibles. En plus de I'espéce
proprement dite, ajoutons le stade larvaire et le mode de nutrition (filtreur vs
brouteurs) des différentes espécés. Des facteurs environnementaux comme la
température, la turbidité de l'eau (quantité de matiéres en suspension), la
pollution (dégradation du milieu naturel) et bien d’autres peuvent aussi agir sur
lefficacité du Bsph. La formulation utilisée, le dosage (en spores/ml ou
unités/ml) de la bactérie dans le produit et la fréquence des traitements sont
autant de facteurs qui peuvent également influencer la toxicité du larvicide
- (Lacey et Merritt, 2003). Plusieurs de ces facteurs ont également été évalués
avec le Bti et la méme conclusion a été émise; I'efficacité du Bti est influencée
par plusieurs paramétres extérieurs tel que le pH et la température (Lacoursiére
et Charpentier, 1988). Pour ce qui est du Cbm, bien qu'’il soit encore a I'étude,
on sait déja que la température est un facteur trés important pour cette bactérie.
En effet, les toxines de cette derniére se dégradent rapidement perdant ainsi
leur effet avec augmentation des températures, d’ol la nécessité dé congeler
la solution entre chaque bioessai. Pour la conservation a plus long terme ou
'entreposage du larvicide, la lyophilisation semble étre une trés bonne solution
afin d'en préserver sa toxicité (De Barjac et al., 1990).

Cette étude a permis de démontrer qu'en certaines conditions expérimentales
en laboratoire, I'usage simultané de trois larvicides bactériologiques d'une
formulation commerciale de Bti, Cbm et de Bsph peut s'avérer moins efficace
que lorsqu'on utilise chacun des larvicides indépendamment. |l ne faut toutefois
pas abandonner cette possibilité puisqu’'une seule combinaison de trois
larvicides a été testée sur des simulies d’été. Lorsque deux larvicides sont
combinés, des résultats mitigés ont été obtenus. Effectivement, pour une méme
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combinaison, des résultats synérgiques, d'antagonisme et additifs ont été

obtenus.

Lorsque des résultats autres que synergisme et antagonisme sont obtenus pour
une série de bioessais d'une méme combinaison, il est évident que d'autres
essais doivent étre effectués afin de confirmer les effets réels de ces mélanges
de larvicides. Toutefois, il est intéressant de remarquer que pour chaque
bioessai ol un effet de synergisme ou additif est obtenu, le Cbm était impliqué
dans le mélange.

Différentes recherches ont démontré que les mouches noires ne sont pas
susceptibles au Bsph (sinon a de trés fortes doses, tableaux 3 et 6) et ce, méme
si une des souches les plus toxiques pour les moustiques, soit la souche 2362,
a été isolée a partir d'une simulie (Davidson et Yousten, 1990). Le Bsph a
pourtant été intégré a cette étude puisqu'il était important d'évaluer son efficacité
lorsque combiné a d'autres larvicides. Le mélange Bti + Bsph a déja été
éprouvé avec succés sur des larves de C. quinquéfasciatus (Wirth et al. 2004)
mais son impact potentiel envers les larves de mouches noires n'avait pas
encore été évalué. Les bioessais n'ont démontré aucun effet de synergisme
avec ce mélange. De surcroit, les bioessais ont démontré un effet
d'antagonisme.

Les bactéries pathogenes d'insectes et les différentes toxines qui les

composent ont été et doivent demeurer des sujets de recherches importants.
Ces études permettront de mieux connaitre le mode d’action des toxines ainsi
que les mécanismes conduisant au développement de la résistance. Cette
compréhension devient maintenant nécessaire car la résistance aux larvicides
bactériologiques est actuelle; on a pu l'observer sur le terrain chez certaines
espéces de moustiques.envers le Bsph (Silva-Filha ef al. 1995, Nielsen-Leroux
et al. 1997; Brogdon et McAHistef, 1998, Pei et al. 2002).
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D’autres solutions peuvent étre envisagées pour de futurs bioessais. Par
exemple, des traitements différés pourraient étre tentés, c’est-a-dire, une
premiére application d’un larvicide au temps zéro (t;) et lapplication du
. deuxiéme larvicide au temps un (t1). Naturellement, un épandage par avion ou
par hélicoptére est a exclure si 'on tient compte des colts engendrés par une
telle solution. Pour ce genre de procédé, 'encapsulation pourrait s’avérer un
bon moyen puisqu’elle permet @ un second produit d’étre expulsé aprés un
certain temps dans Penvironnement, obtenant ainsi une activité prolongée des
larvicides. Gunasekaran et al., (2002) ont démontré qu’'une formulation de Bti
encapsulée dans falginate augmentait la durée de la persistance de Pactivité
toxique du Bti, permettavnt ainsi une diminution de 'abondance des pupes chez
C. quinquefasciatus de plus de 80%. En effet, le produit est libéré de fagon plus
continue dans le temps. Pour notre étude, les capsules pourraient étre
recouvertes d’'une couche d'un des larvicides puis lintérieur de la capsule
pourrait contenir un deuxiéme larvicide. Ainsi, un premier ptoduit serait dissous
dans l'eau dés le premier contact () et une fois la capsule dissoute, le
deuxiéme larvicide se répandrait dans I'eau (t4).

Un moyen biochimique tel que I'ajout d’'un additif pour augmenter l'efficacité d’un
produit bactériologique peut également étre envisagé. En optimisant les
conditions a lintérieur du tube digestif de linsecte, on obtient la formation de
fractions toxiques a partir de. I'endotoxine intacte non toxique. Ce procédé
consiste a incorporer au larvicide un composant, non toxique et peu colteux,
ayant différents modes d’actions avec 'endotoxine (El-Moursy et al., 1993). Par
ce moyen, Salama et al. (1985) ont réussi a augmenter le potentiel d’efficacité
des endotoxines du Bacillus thuringiensis var. entomocidus contre Spodoptera
littoralis. lls ont ajouté des additifs tels que des agehts émulsifiants, des agents
qui aident la solubilisation des protéines (disodium glycérophosphate) ou des
composants non toxiques (composés azotés).
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Biais d’erreurs .

Les grandes variations obtenues entre les bioessais (parfois les coefficients de
variation pouvéient dépasser le résuitat de certains bioessais) suggérent que
davantage de bioessais d'une méme combinaison devraient étre effectués afin
d'établir une moyenne de mortalité qui soit utilisable aux fins de comparaison.
Aussi, la standardisation des bioessais (larves aux mémes stades et méme
espece) peut-étre plus que le nombre de bioessais, pourrait confirmer de facon
plus efficace les résultats obtenus. Une des démarches qu'il serait peut-étre
intéressante de suivre, serait de dénombrer la mortalité obtenue pour chaque
espéces lors des bioessais. ’

Par ailleurs, comme les écarts entre deux bioessais d'une méfne combinaison
sont trés éleveés, il serait pertinent de revoir en profondeur la méthodologie
employée. Du moment de I'échantilionnage jusqu'au décompte des larves
mortes, il y a probablement des techniques et/ou des appareils qui permettraient
d'augmenter la reproductibilité des bioessais. '

~

Dans le méme ordre d'idée, un coefficient de variation fixé a [l'avance
concernant les variations sur les mortalités pourrait étre établi. Ainsi, si I'écart-
type d'un essai est trop élevé en comparaison des autres valeurs obtenues, le
bioessai aberrant serait alors rejeté.

Recommandations

A la lumiére des résultats obtenus, il convient de poursuivre les recherches en
mettant 'emphase sur les mélanges de Bti + Cbm ou Bsph + Cbm. En
conservant ces deux mémes meélanges, mais en évaluant différentes
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concentrations, nous trouverons peut-étre une combinaison plus efficace et/ou
plus économique a utiliser. Il serait également envisageable d'augmenter les
concentrations létales des larvicides utilisés seuls, voire jusqu’a 20 ou 30% ou
encore les diminuer de fagbn a atteindre une CL de 0% et de détecter, non plus
un effet de synergisme, mais un effet de potentiation. En utilisant des doses
sub-létales d’un produit pour un mélange et des doses normales pour le
deuxiéme produit on réussit du coup a diminuer les doses et les colts de
traitement. Le Cbm semble étre tout désigné pour cette étude puisque plusieurs
bioessais, a certaines concentrations, ont obtenu des taux de mortalité presque
nuls, voire méme de 0% (FIGURE 1 et 4). |

A ce jour, le Bti demeure un excellent moyen de contrble pour les espéces de
simulies. Toutefois, le Cbm mérite gu’on s’y attarde puisqu’on le sait également
efficace contre les larves de simulies. |l faut donc approfondir les
connaissances déja acquises avec ce produit afin d’étre davantage en mesure
d’en tirer le maximum.

Les recherches doivent donc se poursuivre pour une gestion efficace d'une
pdssible apparition de résistance envers les larvicides bactériologiques. Avecle
retour du paludisme FOMS a autorisé l'utiliser du DDT aprés plus de frente ans
d’abandon du produit (OMS, 2006). Avec les dangers réels que ce produit
chimique provoque a 'environnement, il devient urgent de trouver une solution
écologique. Pour ce faire, d’autres insecticides biologiqueé pourraient étre
évalués comme l'huile de Neem (ou azadirachtine) ou encore des molécules
derivees de ce produit (Charbonneau et al. 2007). Le Spinosad
 (http://www.dowagro.com/fr/success4/) ou dautres souches bactériennes
comme le Photorhabdus ou le Xenorhabdus pourraient étre ehvisagées afin de
contrer une éventuelle résistance de la part des larves de simulies. Aussi,
d’autres souches de Clostridium dont le C. bifermentans sérovar. paraiba (Cbp),
qui a été isolé en 1997, (Seleena et al. 1997, cité par Charles et Nielsen-Leroux,
2000) pourraient étre utilisées dans un mélange avec le Bti ou le Bsph.



De plus, lors de tésts ultérieurs, il serait important de connaitre la composition
des différentes formulations commerciales de larvicides utilisés. La
connaissance des ingrédients actifs et inertes de chacun des produits pourrait
permettre de mieux comprendre linteraction possible entre les différentes

combinaisons.

Les resultats obtenus pourraient permettre, dans un premier temps,
d’augmenter les connaissances déja acquises mais également de permettre
d’orienter les études ultérieures.. Bien que certains mélanges analysés sur les
larves de simulies d’hiver et d’été aient obtenu des résultats positifs
encourageants, les essais devraient étre validés avant\ de pouvoir affirmer,
notamment, qu'un mélange impliquant le Cbm s’avére vraiment efficace.

Pour une prochaine étude, il sefait approprié de ne se concentrer que sur un
seul type de larves, préférablement celles d'été. Les possibilités de
comparaison et de dosages sont si nombreuses que cela faciliterait la
comparaison.
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ANNEXE 1

STRUCTURE ET FONCTIONNEMENT DE LA DELTA-ENDOTOXINE

FIGURE 19 : La §-endotoxine est constituée de trois domaines. Le Domaine | est
formé par 7 hélices-a qui peuvent s'insérer dans les membranes
des cellules de lintestin créant des pores d'ol les ions peuvent
circuler librement. Le Domaine Il consiste en ftrois feuillets-B
antiparaliéles qui se lient aux récepteurs de la paroi cellulaire de
lintestin. Quant au Domaine Ill, il serait la partie charniére
composée de deux feuillets-B. C'est ce demier qui, par son
changement de conformation, ferait basculer le Domaine | dans la
membrane des cellules intestinales.

(http://helios.bto.ed.ac.uk/bto/microbes/bt.htm)



ANNEXE 2

RESULTATS DES DIFFERENTS TESTS EFFECTUES AVEC LE BTi SUR DES LARVES D’HIVER
EN 2002 ET 2003

TABLEAU 14

Pourcentage de mortalité causée par le Bti sur des larves de Simuliidae a .
différentes concentrations. (Premiére expérience servant de pratique
. aux différentes manipulations).

Concentration (ppm) - _Mortalité moyenne (%) Mortalité corrigée (%)
Témoin , 3,60 -

10 : 41,62 39,44

25 , 36,71 34,35

50 24,58 21,76

100 _ ' 54,98 , - 53,30

150 _ 58,18 56,62

TABLEAU 15

Pourcentage de mortalité causée par le Bti sur des larves de Simuliidae a
différentes concentrations.

Concentration (ppm) Mortalité moyenne (%) Mortalité corrigée (%)
1 . 5,78 (t=4.59) 1,24
3 - 15,44 (t=4.59) ‘ 11,37
10 ‘ 19,38 (t=0) ' 19,38
30 35,53 (t=0) 35,53
50 : 27,80 (t=1) - 27,07

% de mortalité moyen des témoins qui ont servi pour ces concenfrations.
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TABLEAU 16

Pourcentage de mortalité causée par le Bti sur des larves de Simuliidae a
différentes concentrations. (Larves fraichement prélevées).

Concentration (ppm) Mortalité moyenne (%)  Mortalité corrigée (%)
Témoin 0,70 —

1 7,70 7,05
5 -~ 8,80 8,16

10 ’ 714 6,49

100 22,00 . . 21,45

250 ‘ 23,20 ' 22,66

TABLEAU 17

Pourcentage de mortalité causée par le Bti sur des larves de Simuliidae a
différentes concentrations.

Concentration (ppm) Mortalité moyenne (%) Mortalité corrigée (%)
Témoin 1,00 -—

10 17,70 16,87

50 - 27,80 . 27,07

100 37,30 36,67

500 23,80 23,03

1000 , 44,20 43,64

TABLEAU 18

Pourcentage de mortalité causée par le Bti sur des larves de Simuliidae 2
différentes concentrations.

Concentration (ppm) . Mortalité moyenne (%) Mortalité corrigée (%)
Témoin . 0 —
10 19,38 19,38

50 ' ' 35,53 35,53
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TABLEAU 19

Pourcentage de mortalité causée par le Bti sur des larves de S:mulndae a
dlfférentes concentrations.

Concentration (ppm) Mortalité moyenne (%) Mortalité corrigée (%)
Témoin 4,59 -

1 ; 5,78 - 1,24

3 15,44 ' 11,37

Les C. sur courbe log-probit

Les résultats des différents bioessais ont été transformés a I'aide du logiciel
SPSS 11.0 puis placés sur un graphique log-probit. Cette transformation de la
concentration en logarithme puis de la mortalité en échelle probit permet
d'obtenir une relation approximativement linéaire (Finney, 1971, cité par
Lacoursiére, 1984). Ces mémes transformations ont été faites sur les résultats
du Bsph (ANNEXE 3)

8,01
7,01
6,04

509 o e B
4 B . o

h a
404 -8

% mortalité probit
. i .
&

3,04

204

1,03
8 10 12 14 16 18 20 22

Concentration en log

FIGURE 20: Mortalité corrigée (Probit) en fonction du log de la concentration (10,
25, 50, 100 et 150ppm) d'exposition au Bti sur des larves de
Simulium, (données du tableau 14).
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FIGURE 21: Mortalité corrigée (Probit) en fonction du log de la concentration (1,
5, 10, 100 et 250ppm) d'exposition au Bti sur des larves de Simulium
(données du tableau 16).
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FIGURE 22: Mortalité corrigée (Probit) en fonction du log de la concentration (10,

50, 100, 500 et 1000ppm) d'exposition au Bti sur des larves de
Simulium (données du tableau 17).



ANNEXE 3

RESULTATS DES DIFFERENTS TESTS EFFECTUES AVEC LE BSPH SUR DES LARVES
D’HIVER EN 2002 ET 2003

TABLEAU 20

Pourcentage de mortalité causée par le Bsph sur des larves de Simuliidae
a différentes concentrations. (Taux de mortalité trop élevé).

Concentration (ppm) Mortalité moyenne (%) Mortalité corrigée (%)

Témoin 213 —

25000 ‘ . 92,83 92,67

30000 95,87 95,78

45000 97,21 : 97,15
TABLEAU 21

Pourcentage de mortalité causée par le Bsph sur des larves de Simuliidae
a différentes concentrations. (Trop de ressemblance dans les données).

Concentration (ppm) Mortalité moyenne (%) Mortalité corrigée (%)
Témoin 1,47 -—

1000 - 17,65 16,42

2000 ' 18,54 17,32

3000 N 18,25 17,03

4000 : 11,56 10,24

5000 17,23 16,00
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TABLEAU 22

Pourcentage de mortalité causée par le Bsph sur des larves de Simuliidae
a différentes concentrations.

Concentration (ppm) ' Mortalité moyenne (%) Mortalité corngge (%)
Témoin 4,99 -—-
250 10,05 ' 5, 33
500 21,69 - 17,58
750 11,33 ' 6,67
7500 26,26 22,39
10000 50,63 48,04
8,0 .
7‘051 a a : .
6,07 i
E ]
® ]
3.0:
.2,05
1.()E . . .
43 44 45 46 47

Concentration en log

FIGURE 23: Mortalité corrigée (Probit) en fonction du log de la concentration
(25000, 30000 et 45000 ppm) d'exposition au Bsph sur des larves
de Simulium (données du tableau 20).
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FIGURE 24:. Mortalité corrigée (Probit) en fonction du log de la concentration

(1000, 2000, 3000, 4000, et 5000 ppm) d'exposition au Bsph sur
des larves de Simulium (données du tableau 21).
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FIGURE 25 : Mortalité corrigée (Probit) des larves de Simuiudae en fonction du

log de la concentration d'exposition au Bsph. Données combinées
des tableaux 20, 21 et 22.





