Résumé de I’Evaluation des Risques effectuée conformément au

Reglement sur les renseignements concernant les substances nouvelles de la
Loi canadienne sur la protection de I'’environnement, 1999

Essais Expérimentaux faits avec Pseudomonas putida CR30RNSLL(pADPTel)
DSN 10642

Ce document vise a expliquer la décision réglementaire prise en vertu de la Partie 6 de la Loi
canadienne sur la protection de I'environnement, 1999 (LCPE 1999) concernant les essais au
champ faits avec Pseudomonas putida CR30RNSLL (pADPTel) par des chercheurs de
I'Université de la Saskatchewan, de I'Université Carleton et du Conseil National de Recherches.

La souche P. putida CR30RNSLL (pADPTel) a fait I'objet d'une déclaration conformément au
paragraphe 29.11 (4) du Réglement sur les renseignements concernant les substances
nouvelles (Réglement sur les RSN) de la LCPE (1999). La Direction des Substances Nouvelles
d’Environnement Canada et le Bureau de I'Evaluation et du Controle des Substances Nouvelles
de Santé Canada ont évalué les renseignements présentés par les personnes citées ci-dessous
et d’autres données scientifiques disponibles en vue de déterminer si P. putida CR30RNSLL
(pPADPTel) est une substance toxique™ ou pourrait devenir une substance toxique™ au sens de
l'article 64 de la LCPE 1999.

Décision Réglementaire

En tenant compte des questions de danger et d’exposition et d’apres leur évaluation conjointe
des risques, Environnement Canada et Santé Canada ont conclu que P. putida CR30RNSLL
(pPADPTel) n’est pas considérée comme toxique pour I'environnement ou pour la santé humaine
au Canada au sens de l'article 64 de la LCPE (1999).

L’organisme peut étre introduit aprés le 8 juillet 2001 dans les trois sites d’essais, c’est-a-dire

i) 'Université Carleton, a Ottawa (Ontario); ii) Le Centre de recherche agricole Eugene Lods,
Campus MacDonald, Université McGill, & Sainte-Anne-de-Bellevue (Québec) et iii) La station de
recherche sur le blé de Saskatchewan (Saskatchewan Wheat Pool Research Station), a
Saskatoon (Saskatchewan).

La présente évaluation ne comprend pas d’'évaluation des risques pour la santé humaine dans
un environnement professionnel ni de I'exposition possible et des risques pour la santé humaine
associés a l'utilisation de I'organisme dans un produit ou en tant qu’élément d’'un produit
assujetti a la Loi sur les Aliments et les Drogues.

Annexe RSN : XVII (Introduction dans le cadre d’'une étude expérimentale sur le terrain)
Identification de

I'organisme : Pseudomonas putida CR30RNSLL (pADPTel)

Type d’organisme : Bactérie

Déclarant (s) J.J. Germida, Université de la Saskatchewan, C.W. Greer, Conseil

National de Recherches et R.C. Wyndham, Université Carleton

Date de la décision : Le 8 juillet 2001

Utilisation proposée: Production en laboratoire et utilisation de Il'organisme P. putida
CR30RNSLL (pADPTel) dans des essais au champ a trois sites différents
afin d’étudier, pendant une période de trois ans, le devenir de I'organisme
et du plasmide qu’il contient dans le sol.

[1] Aux termes de l'article 64 de la LCPE 1999, est toxique toute substance qui pénétre ou peut pénétrer
dans I'environnement en une quantité ou une concentration ou dans des conditions de nature a :

1) avoir, immédiatement ou a long terme, un effet nocif sur I'environnement ou sur la diversité biologique;
2) mettre en danger I'environnement essentiel pour la vie; 3) constituer un danger au Canada pour la vie
ou la santé humaines.



Historique de la Souche / Modifications Génétiques

La souche parentale P. putida CR30 est un microorganisme naturel qui a été isolé de la
rhizosphére de Brassica napus (canola) au site d’essai de I'Université Carleton, a Ottawa.
Cette souche a été isolée sur une gélose tryptone-extrait de levure (TYE) contenant de I'acide
cyanurique (métabolite de l'atrazine et source d'azote). Elle a été formellement identifiée
d’aprés BIOLOG, FAME et I'analyse de la séquence de 'ARNr 16S. La souche CR30 posséde
une résistance intrinseque a des concentrations élevées de chloramphénicol et d’ampicilline, &
des concentrations modérées de tétracycline et a des concentrations faibles de rifampicine,
d’acide nalidixique et de streptomycine.

Les modifications génétiques effectuées sur la souche P. putida CR30 permettent de suivre
simultanément le devenir de la souche faisant I'objet de la déclaration (a I'aide des génes
rapporteurs lac [propriétés colorimétriques] et lux [propriétés de bioluminescence])), et le devenir
des génes portés par son plasmide (atz [génes de dégradation de I'herbicide] et kilAtelAB
[génes de résistance au tellurite]) dans le sol. Les genes atz et kilAtelAB agissent comme
marqueurs de sélection. La souche P. putida CR30RNSLL(pADPTel) a été obtenue comme
suit :

1. P. putida CR30RNS, possédant une résistance élevée a la rifampicine (R), a I'acide
nalidixique (N) et a la streptomycine (S), a été obtenue en exercant une pression
sélective sur la souche CR30. Pour ce faire, 'organisme parental a été cultivé en milieu
TYE contenant des concentrations de plus en plus élevées de chacun des antibiotiques
de maniére a obtenir CR30R, puis CR30RN et finalement CR30RNS.

2. Pour transformer CR30RNS en CR30RNSLL, la cassette de génes lacZY-luxAB
provenant du plasmide pLLM1 (construit avec la méthode de Masson et al. 1993) a été
insérée dans le chromosome de la souche CR30RNS. La cassette de génes lacZY-
luxAB comprend le géne de la béta-galactosidase (Z ) et le géne de la lactose perméase
(Y) d’Escherichia coli (lacZY) (Barry, 1988) ainsi que le gene de la luciférase (luxAB) de
Vibrio harveyi souche B392 (Miyamoto et al., 1985). La cassette lac-lux a été insérée
dans le chromosome de la souche CR30RNS par transposition avec le Tn7. Des
analyses par transfert Southern et par cartographie de restriction ont montré que
l'intégration des genes insérés dans la souche CR30RNSLL est stable.

3. Le plasmide pADP-1 provient de la souche ADP de Pseudomonas sp. isolée d’'un
échantillon de sol prélevé dans un centre de distribution de I'herbicide atrazine au
Minnesota (Mandelbaum et al., 1995; De Souza et al., 1998). Le plasmide contient les
génes atz nécessaires pour dégrader I'atrazine en acide cyanurique. Les autres génes
portés par le plasmide pADP-1 sont indiqués dans le tableau 1. Pour obtenir le
plasmide pADPTel, on a ajouté au plasmide pADP-1 'opéron de la résistance au tellurite
(kilAtelAB) provenant du plasmide pDT1558 (Walter et Taylor, 1989). L'opéron
provenait a I'origine d’'une souche de Klebsiella aerogenes isolée chez un patient de
Birmingham, au R.-U. (Walter et Taylor, 1992). Parallelement & I'étape 2, une deuxieme
aliquote de la souche CR30RNS a été transformée avec le plasmide pADPTel générant
ainsi la souche CR30RNS(pADPTEel). La présence de I'opéron kilAtelAB dans le
plasmide pADPTel a été confirmée par transfert Southern.

4. La souche CR30RNSLL(pADPTEel) faisant I'objet de la déclaration a été obtenue par
transfert conjugationnel du plasmide pADPTel de la souche CR30RNS(pADPTel) a la
souche CR30RNSLL. Les transconjugants ont été cultivés sur un milieu sélectif
contenant du glucose, de I'atrazine (comme seule source d’'azote), de la tellurite, de la
rifampicine et de I'acide nalidixique. lls ont été identifiés par la production d’'un pigment
noir sur le milieu de sélection ainsi que par leur capacité de bioluminescence en
présence de n-decanal.



Examen des dangers

Pathogénicité / Toxicité

En plus d’examiner les renseignements soumis par les déclarants, on a procédé a un examen
du matériel de référence interne et a une recherche exhaustive des ouvrages scientifiques afin
de réunir I'information concernant les effets potentiellement nuisibles pour la santé humaine et
pour I'environnement attribuables a P. putida et aux souches suivantes qui ont été reclassifiées
comme suit: P.putida: P.ovalis, P.convexa, P.rugosa, P.striata, P. schuylkilliensis,
P. eisenbergii, P. incognita et Arthrobacter siderocapsulatus.

P. putida est trés courante dans les sols et les rhizosphéres des plantes et peut étre aussi
isolée de l'eau, des plantes et de sources animales, du milieu hospitalier et de spécimens
cliniques d'origine humaine (OCDE, 1997). Le Bureau de la Sécurité des Laboratoires de
I’Agence de Santé Publique du Canada a désigné P. putida comme un organisme du Groupe
de risque 1. En effet, P. putida est rarement infectieux et il est considéré comme non
pathogéne pour les humains. Dans quelques rares cas, P. putida a été identifiee comme
source d’infections secondaires telles que la septicémie, I'arthrite septique et la bactériémie
chez des personnes immunodéprimées (Anaissie et al., 1987; Romney et al., 2000; Yang et al.,
1996). Malgré une présence fort répandue de cet organisme dans I'environnement et son
utilisation généralisée en recherche et dans des applications environnementales, les cas
d’infection primaire et de réactions allergiques attribués a P. putida sont rares dans la littérature
scientifique.

P. putida peut infecter une grande variété d’animaux, dont les chévres, les koalas, les dindons,
les oies, les poissons, les tortues, les bovins, les chevaux, les écrevisses, les escargots et les
mouches de l'olivier (OCDE, 1997). Dans certains cas signalés, la maladie a été attribuée a
d’autres agents étiologiques (Nishimori et al., 2000) ou concomitants a la présence de P. putida
(Ladds et al., 1990; Cheng, 1986). P. putida est aussi un pathogéne pouvant présenter des
risques pour les poissons d'élevage et les poissons sauvages (OCDE, 1997; Egusa, 1992),
dont la sériole, au Japon (Kusuda et Toyoshima, 1976). P. putida n’est pas considéré comme
un agent étiologique chez les poissons a nageoires au Canada (Communication personnelle,
Nathalie Bruneau, Ministéres des péches et des Océans, mai 2001). La température optimale
de croissance pour la souche faisant I'objet de la déclaration est de 35°C, mais elle peut croitre
a des températures atteignant les 41°C. Comme la plupart des souches de Pseudomonas
putida ne peuvent croitre a des températures élevées, I'organisme ne présente qu’un faible
risque d’infection opportuniste chez les animaux a sang chaud (OCDE, 1997). Dans une étude
in vivo réalisée par George et al. (1999), deux jours aprés I'administration, par voie intranasale,
de 1,17 x 10" cfu de P. putida & des souris males résistantes a I'endotoxine, la bactérie avait été
éliminée des poumons et du tractus intestinal des animaux. En outre, dans cette étude, aucune
mortalité n'a été observée chez les animaux qui avaient regu un seul traitement pouvant
compter jusqu’a 1,2 x 10° cfu de P. putida.

P. putida n’est pas considéré comme pathogene pour les végétaux (Bradbury, 1986). On sait
toutefois que quelques souches produisent de la pectate lyase, une enzyme intervenant dans la
pourriture molle des racines (Zolobowska et Pospieszny, 1999; Park et al., 1997). La
multiplication de P. putida dans la rhizosphére de plantes de riz paddy a été associée a la
maladie dite de « suffocation » (Bradbury, 1986). Dans les essais a l'aide de sondes d’ADN
réalisés par les déclarants, le géne de la pectate lyase n'a pas été détecté dans la souche
faisant I'objet de la déclaration.



Construction Génétique

BN

Les risques associés au matériel génétique inséré ont été examinés a chaque étape du
processus de clonage. .Tel qu'indiqué dans le tableau 1, certains des génes insérés ne peuvent

étre répliqgués et/ou exprimés dans la construction finale.

Les génes présents dans la

construction finale, dont les marqueurs de sélection (résistance aux antibiotiques et resistance
au tellurite, dégradation de 'atrazine ainsi que les propriétés conférées par les génes lac-lux) ne
présentent qu’'un risque intrinseque faible, voire nul pour I'environnement. Aucun de ces
éléments génétiques n’a de pouvoir pathogene, toxique ou toxicogénique pour 'humain.

Tableau 1a. Examen des dangers associés a la construction génétique de la souche déclarée -

Construction finale du pADPTel

Elément de la construction

Danger

genes mer dans le pADPTel

Faible. Les genes mer conferent la résistance aux ions
mercure, qui autrement seraient toxiques pour
I'organisme. Les organomercuriels ne sont plus utilisés
en thérapeutique. Naturellement présents sur le
pADP-1.

éléments mobiles (opérons tra et trb)
dans le pADPTel

Aucun danger intrinséque. Permettent au plasmide
d’étre transmis a une vaste gamme d’organismes par
le biais de la conjugaison, transférant ainsi tous les
géenes du plasmide. Naturellement présents sur le
pADP-1.

oriV dans le pADPTel

Aucun danger intrinséque. Cette origine de réplication
permet au plasmide de se répliquer dans une vaste
gamme d’hétes. Le plasmide IncP est viable dans la
plupart des protéobactéries. Naturellement présent sur
le pADP-1.

L’opéron kilAtelAB dans le pADPTel
(~3 Kb, confirmé exempt d’ADN
étranger)

Faible. Confere la résistance au tellurite. Existe dans
la nature. L'utilisation commerciale du tellurite est
limitée a une épreuve d’identification de bactéries
coliformes. Si la résistance au tellurite était répandue,
I'emploi du tellurite dans I'épreuve d’identification
serait moins utile.

genes atz dans le pADPTel

Faible. Permettent aux bactéries de dégrader I'atrazine
et de croitre lorsque I'atrazine est la seule source
d’azote. Existent dans la nature. Naturellement
présents sur le pADP-1.

3 x 1S1071 (courtes séquences
répétées inversées de la famille des
éléments transposables tn3)

Aucun danger intrinséque. Courtes séquences

répétées inversées reconnues par tnpA et tnpR, qui
permettent la transposition de '’ADN situé entre ces
séquences. Naturellement présentes sur le pAPD-1.

Génes inconnus supplémentaires sur
le pADPTel, provenant du précurseur
pADP-1

Danger inconnu. Selon une analyse BLAST, les
séquences géniques sont homologues a celles des
transposases, des génes des transporteurs ABC, des
genes métaboliques et a celles d’autres génes dont la
fonction demeure inconnue. Pourraient jouer un role
dans le transfert de génes.




Tableau 1b. Examen des dangers associés a la construction génétique de la souche déclarée -

Construction finale du CR30RNSLL

Elément de la construction

Danger

ADN étranger dans la cassette
d’insertion luxAB

Faible. Vérification effectuée a I'aide d’une recherche
BLAST de la séquence de l'insert Tn7.

ADN étranger dans la cassette
d’insertion Tn7-lacZY

Faible. Vérification effectuée a I'aide d’une recherche
BLAST de la séquence de l'insert Tn7.

Résistance a 100 pug/mL de
rifampicine, d’'acide nalidixique et de
streptomycine

Faible. Confére une résistance aux antibiotiques
indiqués, obtenue par une pression sélective.
Résistances chromosomiques, probablement dues a
des mutations ponctuelles (moins facilement
transférables) plutdt qu'a des génes de résistance
portés par des plasmides (plus facilement
transférables). La rifampicine est utilisée a I'occasion
chez les animaux; I'acide nalidixique est un composé

apparenté a des antibiotiques de la classe des
fluoroquinolones utilisés dans les traitements
thérapeutiques; I'utilisation thérapeutique de la
streptomycine est restreinte. Type de résistances
existant dans la nature.

Faible. Il s’agit d’'un promoteur constitutif. La séquence
a été analysée au moyen d’'une recherche BLAST et
aucun danger connu n’a été releve.

fusion de promoteur trp-lac-iucA

Faible. Permettent la dégradation du lactose et
d’analogues du lactose. Existent dans la nature.
Insertion dans le chromosome confirmée par transfert
Southern.

genes lacZY dans le chromosome

Aucun danger intrinseéque. Rendent les bactéries
bioluminescentes. Insertion dans le chromosome
confirmée par transfert Southern.

genes luxAB dans le chromosome

Aucun danger intrinséque. Situés de part et d’autre du
segment lacZYIluxAB. Non mobiles a moins que les
géenes de la transposase Tn7 ne soient présents.

bras Tn7

Les Marqueurs

Méme si en 1989 le Comité consultatif en matiére de biotechnologie de 'EPA, aux E.-U.,
considérait que l'ampicilline, la tétracycline et le chloramphénicol présentaient un danger
modéré, on ne considére pas que [lutilisation thérapeutique de ces antibiotiques sera
compromise par les essais au champ prévus avec l'organisme déclaré. On signale, dans la
nature, des taux appréciables d’acquisition de résistance par le biais de plasmides pour ces
trois antibiotiques, ce qui a limité leur utilité ou leur efficacité en médecine vétérinaire (Prescott,
2000). Etant donné l'absence de pression sélective a I'égard du transfert de ces génes de
résistance et étant donné que la souche parentale présentait les mémes taux élevés de
résistance pour les trois antibiotiques et que l'on s’attend a ce que I'exposition
environnementale de la souche faisant I'objet de la déclaration soit limitée aux trois sites
d’essai, l'utilisation thérapeutique de ces antibiotiques en médecine vétérinaire et humaine ne
risquerait pas d'étre compromise par la présente étude expérimentale sur le terrain.

Il semble que la résistance a l'acide nalidixique, a la streptomycine et a la rifampicine chez
P. putida CR30RNS provienne soit de mutations ponctuelles dans les génes codant pour des
enzymes qui métabolisent ces antibiotiques (Prescott, 2000; Walker, 2000; Glandorf et al.,




1992), soit de changements dans la perméabilité de la paroi cellulaire. Par conséquent, il s’agit
probablement de résistances d’ordre chromosomique. De telles résistances sont plus stables
gue celles portées par plasmides (Compeau et al., 1988). On sait que la résistance a ces
antibiotiques existe dans la nature et qu'elle s’établit facilement (Safronova et al., 1991,
Adesiyun et Downes, 1999; Endtz et al., 1991; Hosoda et al., 1990). Tel qu’il est congu, I'essai
n’offre aucun avantage sélectif aux microorganismes résistants a ces antibiotiques. L’utilisation
thérapeutique de ces antibiotiques chez les animaux ou les humains risquerait donc peu d’étre
compromise par leur utilisation comme marqueurs de sélection.

L'utilisation de marqueurs de résistance aux métaux lourds est préférable a l'utilisation de
marqueurs de résistance aux antibiotiques. L'opéron kilAtelAB de K. aerogenes confére la
résistance au tellurite et donne a I'organisme déclaré des propriétés colorimétriques lors de la
dégradation de tellurite dans le milieu de culture. Le géne de résistance au tellurite existe dans
la nature. Comme les génes atz, le géne kilAtelAB est porté par un plasmide et on s'attend a ce
gu'il soit transféré aux bactéries environnantes dans les sites d'essai. On s’attend néanmoins
que la présence de ce géne ne présente qu’un faible risque.

L'atrazine est un herbicide largement utilisé en Amérique du Nord. On trouve de I'atrazine dans
de nombreux habitats aquatiques (eaux de surface et souterraine) et terrestres. La présence de
l'atrazine a ces endroits est attribuable aux pratiques agricoles de lutte antiparasitaire. Les
sous-produits habituels de la dégradation de I'atrazine peuvent étre toxiques; Cependant, la
souche déclarée a été modifiée génétiguement de maniére a dégrader I'atrazine en des sous-
produits non toxiques. Si la dégradation est incompléte, certains des sous-produits toxiques
pourraient étre métabolisés par d’'autres bactéries du sol (De Souza et al., 1998) tandis que
d’autres sous-produits pourraient s’accumuler comme dans le cas des sols contaminés par
I'atrazine décrits dans la littérature (Costa et al., 2000; Topp et al., 2000; Lerch et al., 1999;

Jones et al., 1982).

Les deux génes marqueurs lacZY et luxAB ont été incorporés de fagon stable dans le
chromosome de la souche CR30RNSLL (pADPTel) par un événement d'intégration unique.
Leur intégration chromosomique a été confirmée par transfert Southern. Les génes lacZY
permettent la dégradation du lactose et des analogues du lactose. Dans des milieux de culture
contenant entre autres du lactose ou des analogues du lactose comme seule source de
glucides, les génes lacZY servent de marqueurs phénotypiques pour donner a l'organisme
déclaré une couleur caractéristique. L'opéron lactose est un systeme métabolique qui existe
naturellement chez les bactéries. Godbout et al. (1995) ont trouvé que le systéme de marqueur
chromosomique lac-lux est stable dans d’autres bactéries et qu’il ne modifie ni la croissance ni
la physiologie de I'organisme héte. Le systeme de marqueur lac-lux ne confére aucun avantage
sélectif, et on ne s’attend pas a ce qu'il soit transféré a d’autres bactéries en raison de la rareté
des mécanismes de transfert telles la recombinaison homologue ou la transposition. On
s’attend aussi a ce que l'introduction de ces géenes ne présente qu’un risque faible. Les génes
luxAB rendent les bactéries bioluminescentes; et servent donc comme des marqueurs. Aucun
danger intrinséque n’est associé a ces genes.

Examen des Dangers d’Exposition

En général, on s’attend a ce que les populations de microorganismes introduits dans des sols
non stériles diminuent avec le temps (Van Veen et al., 1997; Winstanely et al., 1993). La survie
de P. putida est meilleure dans la rhizosphere des plantes que dans le sol, sans doute parce
gue la plante fournit des exsudats aux bactéries (OCDE, 1997).

La solution aqueuse (inoculum) contenant P. putida CR30RNSLL(pADPTEel) sera préparée dans
des installations étanches a I'Université Carleton, a I'Université de la Saskatchewan et a I'Institut
de recherche en biotechnologie du Conseil national de recherches, a Montréal. Le niveau de
biosécurité de ces installations excede les exigences du niveau de biosécurité 1 des Lignes
Directrices de Santé Canada en matiére de Biosécurité en Laboratoire (1996). Bien que



P. putida soit considéré comme un organisme du groupe de risque 1, les laboratoires dans
lesquels il sera cultivé et les pratiques adoptées dans ces laboratoires satisfont aux exigences
des lignes directrices des laboratoires de niveau de biosécurité 2. Les cellules seront cultivées
en milieu liquide, recueillies, lavées et remises en suspension dans de l'eau, a une
concentration de 10®CFU/mL. Elles seront utilisées dans les quelques heures suivant leur
préparation. L'inoculum sera conservé dans des bouteilles fermées en polycarbonate, qui
seront placées dans une glaciere pour étre transportées jusqu’aux sites d’essai.

Selon les Lignes Directrices de Santé Canada en matiére de Biosécurité en Laboratoire (1996),
les procédures recommandées pour la manipulation, I'entreposage et le transport sécuritaires
des agents du groupe de risque 1 sont les suivantes : le port de vétements protecteurs
appropriés, notamment le sarrau, des chaussures fermées et des gants. Ce niveau ne requiert
aucune caractéristique spéciale de conception autre que celles qui conviennent a un laboratoire
fonctionnel et bien congu, régi par de bonnes pratiques de microbiologie. On recommande
'entreposage et le transport de l'organisme dans un contenant ddment étiqueté, concu,
fabriqué, rempli, fermé, scellé et bien entretenu de fagon a ce que, dans des conditions
normales de transport et de manutention, il n'y ait pas de déversement accidentel.

Chaque année, pendant une période trois ans, environ 1,25 x 10™ cellules viables seront
transportées et appliquées sur le sol de chacun des sites d’essai au moyen d’un arrosoir. Les
déclarants prévoient libérer le microorganisme faisant I'objet de la déclaration a trois sites
d’essai qui seront étroitement surveillés : un a I'Université Carleton, a Ottawa (10 m x 4,7 m), un
a la Station de recherche agricole Eugene Lods du Campus Macdonald de I'Université McGill, &
Sainte-Anne-de-Bellevue, au Québec (12mx8m), et un a la Saskatchewan Wheat Pool
Research Station située prés de la municipalité de Watrous, en Saskatchewan (15 m x 10 m).
Chaque site d’essai sera divisé en huit parcelles d’'un metre carré sur lesquelles on appliquera
la culture liquide.

Les sites d'essai de I'Université Carleton et de I'Université McGill sont situés sur le campus,
prés de zones a forte densité de population, mais ils sont cl6turés pour en limiter 'acces. Le
site d'essai de I'Université Carleton est situé dans le périmétre d’inondation susceptible d'étre
envahi par les eaux de crue de la riviere Rideau une fois par 100 ans, en moyenne, a environ
35 m du niveau élevé de la riviere au cours du printemps et a environ 50 m du niveau normal de
la riviere pendant 'été. Le site d'essai de I'Université McGill est considéré comme une terre
agricole consacrée a la recherche. Le terrain est presque plat et le site est a deux kilométres du
plan d’eau le plus proche, le fleuve Saint-Laurent. Le troisieme site d’essai est situé dans une
zone non peuplée pres de Watrous, en Saskatchewan, a 0,5 kilometre de la Saskatchewan
Wheat Pool Research Station. La zone est considérée comme une région de terres agricoles
commerciales et de terres agricoles vouées a la recherche. Le site est plat et n'est pas
directement adjacent a un plan d’eau. On ne connait aucune espece menacée ou en péril qui
vive sur les sites prévus pour I'expérience. La diversité biologique aux trois sites est surtout
constituée d’arbres, de graminées, de mauvaises herbes et d'arbustes de méme que d'insectes
et de petits mammiféres typiques d’'un écosystéme semi-urbain.

P. putida n’est pas considéré comme pathogéne pour les humains et rien n’'indique qu'il n'en
soit pas de méme pour la souche modifiée. Les essais au champ a petite échelle seront réalisés
dans des conditions contrélées ou I'exposition des humains se limitera au personnel qui
appliquera Tlinoculum et qui prélevera des échantillons in situ. Par conséquent, le
microorganisme faisant I'objet de la déclaration est considéré comme ne présentant qu’un
risque faible pour la population générale.

Survie et Persistance
P. putida ne produit pas de spores. De nombreux facteurs biotiques et abiotiques tels que
'humidité, les prédateurs, la composition du sol, la croissance des racines, la disponibilité des



éléments nutritifs et la température influencent la survie des bactéries dans le sol
(van Veen et al., 1997; OCDE, 1997).

Les déclarants ont présenté les données d'une étude antérieure portant sur la validation d’'un
microcosme (Gagliardi et al., 2001), provenant d’échantillons de sol prélevés de chacun des
trois sites d’essai prévus ou les souches P. putida CR30 et CR30RNSLL(pADPTel) avaient été
appliquées. Les déclarants signalent que la population de la souche déclarée a survécu
pendant 28 jours d’incubation en sol stérile, mais que la densité de la population a diminué de
deux ordres de grandeur. Lorsque le microorganisme a été inoculé dans la rhizosphére du
canola, la densité de la population a d’abord diminué d’'un ordre de grandeur au cours des 28
premiers jours, puis elle est demeurée stable au cours des 42 jours suivants. Ces données
montrent que dans les sols non stériles, la survie est bien meilleure dans la rhizosphére des
cultures de canola que dans des sols non cultivés.

La récupération de la souche déclarée a pu étre stimulée par I'ajout d’atrazine et d’éléments
nutritifs a du sol sec qui était associé aux racines du canola récolté. En I'absence de sélection
pour la dégradation de I'atrazine dans le sol, le nombre de cellules de la souche déclarée a
diminué jusqu’a ce que l'organisme ne soit plus décelable ni dans le sol ni dans la rhizosphere
au bout de 165 jours (c.-a-d. environ moins de 100 cellules viables par gramme de sol). Cette
donnée concorde avec ce qu’'ont observé Glandorf et al. (1998), van Veen et al. (1997) et
Winstanely et al. (1993), soit une diminution des populations de P. putida a des niveaux sous la
limite de détection (10° CFU/g de racine) au cours d’une période de 105 jours.

Le devenir du microorganisme faisant I'objet de la déclaration, y compris sa survie a I'hiver, et
sa capacité de transférer les génes liés a la dégradation de l'atrazine et & la résistance au
tellurite a des bactéries indigenes du sol, seront déterminés au cours de cet essai au champ.
On s’attend a ce que la population de P. putida CR30RNSLL (pADPTel) dans la rhizosphére de
plantes de canola diminue jusqu’a un seuil indétectable au fur et & mesure que l'atrazine sera
dégradée ou lessivée du sol, mais qu’au cours des premieéres années, sa croissance puisse
étre stimulée par l'application d’atrazine. On s’attend également a ce qu'avec le temps, la
souche introduite soit supplantée par les microorganismes indigénes du sol. En effet, cette
étude vise d'abord a prévoir la survie de l'organisme dans le sol au champ et d'évaluer la
validité de I'’étude du microcosme faite en laboratoire.

Dispersion

La souche sera appliquée sur les parcelles aprés le mois de mai pour réduire la dispersion
associée avec le ruissellement printanier. Des bordures en plastique de six pouces de hauteur
seront placées autour de chaque parcelle de 1 m? pour empécher I'écoulement de surface. Ces
bordures en plastique seront insérées de maniere a ce que trois pouces de bordure dépassent
la surface du sol. Ce type de bordure a été jugé efficace pour prévenir la dispersion de P. putida
(Molina et al.,, 1998). Dans une expérience précédente concernant la libération d'un
microorganisme différent & ces trois sites d’essai, le déclarant n’a détecté aucune dispersion du
microorganisme a I'extérieur des parcelles. Comme les trois sites expérimentaux sont plats ou
presque plats, la possibilité de dispersion par ruissellement de la souche faisant I'objet de la
déclaration dans la zone environnante est considérée comme faible. En cas de dispersion a
I'extérieur du site expérimental, les déclarants prévoient excaver les sites en question jusqu’a
une profondeur de 15 cm et transporter le sol au laboratoire pour I'autoclaver.

Les parcelles d'essai et les zones environnantes seront surveillées de prés afin de détecter tout
effet nuisible sur I'environnement. Tous les mois, la zone entourant les parcelles d’essai va étre
vérifiée pour voir s'il y a eu dispersion. La surveillance a cet effet portera sur les quatre points
cardinaux situés a une distance de quatre métres des parcelles. A I'Université Carleton, un
cinquiéme point sera vérifié du cété le plus prés de la riviere Rideau. Des plans d’'urgence ont
été élaborés en cas de déversement accidentel. Ainsi I'exposition de I'environnement a la



souche faisant I'objet de la déclaration a I'extérieur des trois sites d’essai sera probablement
faible.

La capacité de déplacement latéral par percolation ou le transport bactérien actif se limitent &
quelques centimétres selon le type de sol (OCDE, 1997; Smit et al., 1992). Toutefois, dans la
rhizosphére, la croissance des racines contribue a la distribution latérale des bactéries dans le
sol. Des bactéries peuvent étre dispersées du site d’application par le vent, par la faune de
'endroit ou par le ruissellement superficiel des eaux (Gillespie et al., 1995). Dans cet essai,
l'utilisation d’un arrosoir permet de limiter la production d’aérosol et la dispersion par le vent.
Par conséquent, on ne s’attend a aucune dispersion importante de la souche faisant I'objet de
la déclaration a I'extérieur des sites d’essai.

Transfert de Génes

Chez P. putida, le transfert des génes peut se faire par transformation, par transduction et par
conjugaison. La conjugaison entre Pseudomonas a été détectée dans des milieux aquatiques et
dans le sol (OCDE, 1997). On a remarqué que I'humidité du sol, la température et la présence
de substrats physiques influencent la survie du microorganisme et/ou le transfert des génes
(OCDE, 1997).

On s’attend a ce que les bactéries indigénes du sol et de la rhizosphére capables d’accepter et
d’exprimer le plasmide recombinant pADPTel acquiérent la tolérance au tellurite et la capacité
de dégrader l'atrazine. En présence d’'atrazine, on s’attend a ce qu'’il y ait transfert de genes aux
trois sites d’essai, mais la fréquence du transfert devrait diminuer a mesure que I'atrazine sera
dégradé ou lessivé du sol. La pression sélective exercée par I'addition de petites quantités
d’'atrazine risque cependant d'étre transitoire et limitée aux parcelles d'essai. Le deuxiéme
objectif de cette étude est justement d’évaluer la fréquence de transfert de ces génes ainsi que
leur persistance afin d’élaborer une méthode permettant de prévoir le potentiel et la fréquence
de transfert génique entre d’autres microorganismes du sol dans les champs et dans des
microcosmes.

Les génes de résistance a l'ampicilline, au chloramphénicol et a la tétracycline ont été
transférés a la souche déclarée de la souche parentale isolée du milieu naturel. Ces génes de
résistance pourraient étre codés par un plasmide; ils ne fournissent toutefois aucun avantage
sélectif dans I'essai au champ tel qu’il a été concu. On ne s’attend donc pas a ce qu'il y ait
transfert de ces génes aux sites d’essai. Etant donné que les génes de résistance a l'acide
nalidixique, a la streptomycine et a la rifampicine sont fort probablement des génes
chromosomiques, on ne s'attend pas a ce que le transfert horizontal de ces genes de résistance
Soit important.

La probabilité de transfert horizontal du plasmide pADPTel aux végétaux et aux animaux est
faible. Pour qu'un transfert de géne réussisse, plusieurs événements successifs doivent se
produire, et la probabilité de ces événements varie selon la disponibilité du plasmide et la
capacité de l'organisme hoéte d'accepter et de transformer 'ADN procaryote étranger. La
transformation au moyen d’Agrobacterium serait possible, mais il s’agirait d’'un événement
excessivement rare dans ce cas. Le matériel génétique inséré ne présenterait sans doute pas
de risque pour les végétaux et les animaux aux sites d’essai et dans les zones avoisinantes.
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