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COMPARAISON DES EFFETS DE L'ATRAZINE
ET DU NICOSULFURON SUR LES COMMUNAUTES

PHYTOPLANCTONIQUES DU LEMAN

PAR

Frederic RIMET*, Mathilde HEME DE EACOTTE*,
Christophe LEBOULANGER*, Jean-Claude DRUART* & Annette BERARD*

(Ms ie(ii le 19 7 1999 aaeple le 25 8 1999)

Absirac r

Atrazine and Nicosulfuron effects on phytoplanktonic communities of Lake of Geneva. -

Atrazine is a widely used heibicide m corn cultures As Atia/ine have contaminated many aquatic
ecosystems, othei chemicals such as Nicosulfuion are pioposed in leplaceinent Comparative studies of
Atra/ine and Nicosultoron effects on phytoplankton weie peiformcd on systems of increasing complexity

monocultures and out-door microcosms
Sensibilities ot communities are difteient depending on expenments, species and toxicant Algae in

monocultuic experiments seem to show a lower sensibility than in microcosms We conclude that experiments

in monocultures aic not enough to appreciate the eflecl ol Nicosulfuron The complexihcation ol
study system incieases its sensitivity to the toxic Nicosulfuion

INTRODUCTION

L'atrazine est un herbicide tres utilise dans les cultures de cereales, et particuliere-
ment Celles du mais II detruit les mauvaises herbes en bloquant la photosynthese
(inhibition du photosysteme II) (Berard & Pelte, 1999) Cet heibicide pollue les

ecosystemes aquatiques, on le trouve ä des concentrations de 20 pg/l dans ceitains cours
d'eau de Bretagne en France (Giovanni, 1994), et partois, sa concentration depasse les

normes des eaux potables (0,1 pg/l), comme dans la Venoge, l'Hermance, l'Aire et la

Laire (affluents du Leman), qui ont des concentrations d'Atrazine maximales superieures
ä 1 pg/l (CIPEL, 1998) Ceci a amene les pouvoirs publics ä prendre des decisions pour
limiter Futilisation de FAtrazine Actuellement le Nicosulfuron est envisage comme
Substitut partiel de 1'Atrazine dans les pratiques agncoles (SRPV, 1996, Trevisan, 1996)

Le mode d'action du Nicosulfuron sur les plantes est different, il mhibe la synthese
d'acides amines en inhibant PALS (ou Acetolactate synthase) Cette enzyme peimet de

synthetiser la Valine et Plsoleucine (Beyer et al. 1988) Le Nicosulfuron est une molecule

nouvelle, et peu de donnees ecotoxicologiques existent ä son sujet
Ces deux herbicides sont solubles dans l'eau, lis sont done facilement transferes dans

les sols et sont susceptibles de se retrouver dans les milieux aquatiques en quantite non

* INRA Station d'Hydrobiologie Lacustre. BP 511 74703 Thonon cedex - France
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neghgeable. C'est dans le cadre du PNETOX (Programme Natioinal d'EcoToxicologie),
que I'equipe phytoplancton de l'INRA de Thonon a compare les effets du Nicosulfuron et

de l'Atra/ine sur des algues phytoplanctoniques. au moyen de deux systemes experi-
mentaux de complexites differentes: 1) sur des monocultures en laboratoire. 2) sur des

communautes phytoplanctoniques du Leman en microcosmes exterieurs.

MATERIEL ET METHODES

Monocultures

Six espcces d'algues ont ete testees:

- Chlorella vulgaris Beijerinck (souche isolee du Leman en 1984, SHL 108-C):

chlorophycee,

- O.scillatoria lunnelica Lemmermann (souche CCAP 1459/18)' cyanobacterie.

- Navicukt accomoila Hustedt (souche isolee du Leman en 1985. SHL 107):

diatomee.

- Selenastrum capncornutuin Skulberg (souche EPA): chlorophycee,

- Staurastruin sebakhi Ralfs (souche isolee du Leman en 1984. SHL 106): conju-
guee.

Les algues sont introduites dans des erlenmeyers contenant 200 ml de milieu de

culture appioprie (Beraro et a!.. 1999) et des concentrations geometriquement crois-
santcs en heibicide, Les erlenmeyers sont ensuite poses sur line table soumise ä un

eclairement cyclique (arret de la lumiere entre 22 Ii. et 6 Ii.) de 30 pEnrV. a une

temperature controlee de 2()°C La croissance de la monoculture est suivie par la densite

oplique (Sirmton, 1984). La CE50 (Concentration Efficace ä 50T) est alors determinee
ä partir des densites optiques mesurees en fonction des concentrations en toxiques
croissantes. au cours de la croissance exponentielle.

Mu rocosmes

Six experimentations ont ete realisees dans des enceintes de 5 litres en Pyrex

comprenant 2.5 I d'inoculum et 2.5 I de milieu entre Jum 1997 et Juillet 1998.

L'inoculum phytoplanctonique consiste en une suspension de phytoplancton pre-
lecee dans la /one euphotique du lac Leman. Le zooplancton de grande tail le est climine

pai filtration a tracers un 1 ilet de 200 pm de maille et le zooplancton de tadle Interieure ä

200 pm est tue par hullage a I'azote pendant une heure

Le «milieu» de culture est compose d'eau filtree ä tracers une maille de 0.8 pm.
cette eau procient de la meine zone de prelecement que I'lnoculum

Les enceintes de 5 litres contenant I'inoculum et le milieu sont mstallces dans une

partie ubritee du lac Leman ii une protondeui de 1 m de la surface La temperature de

1'eau est suicie en contmu (frequence de mesure 20 minutes) par un thermometre

immeige dont les donnees sont recueilhes et concerties par un hexaparametre (Ponselle)

et stockees pendant la duree de l'expenmentation dans une unite enregistreusc (CR2M)
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Les conditions exterieures d'eclairement sont egalement mesurees en continu Les

enceintes sont equipees d'tin dispositif (bouchon silicone et tuyaux en verie et silicone)
les isolunt du lac tout en permettant des prelevements et tine aeration de la culture afin de

tournir aux algues du C02 et de provoquer line agitation continue du milieu Ceci permet
d'homogeneiser et d'evitei la sedimentation des organismes cultives

Apres un prennei pielevement. cinq enceintes rei/oivent 10 pg/l d'Atrazine (98%).

cinq autres reqoivent 10 pg/l de Nicosulfuron. et cinq enceintes sont conservees comme
temoins.

La duree des experimentations est comprise entre 7 et 21 |ours selon les

experimentations ^'experimentation est arretee lorsque la croissance des temoins dinnnue) Des

prelevements de 20 ml d'eau dans chaque enceinte sont realises quotidiennement. La

concentration en chlorophylle a est estnnee pai line mesure de fluorescence in vivo
(Fluorimetre Turner), line gamme etalon entre l'indice de fluorescence et la concentration
en chlorophylle a est reahsee a la fin de chaque experimentation. Les denombrements
cellulaires d'echantillons phytoplanctoniques preleves dans les microcosmes (Atrazine.
Nicosulfuron et temoin)sont effectues en debut d'expenmentation. line ou deux fois au

coins de ['experimentation et ä la fin de celle-ci Pour ce, les echantillons de 50 ml

preleves dans les enceintes sont immediatement fixes au lugol. puis sedimentes dans des

chambres d'Utermohl et denombres a l'aide d'un microscope inverse (Axiovert 35 Zeiss).
Au minimum 400 cellules sont denombrees par espece dominante dans chaque
echantillon ce qui devrait donner une precision de 10% si les algues sont reparties de

maniere aleatoire (Lund el ah, 1958).

Traitemeiit det donnees

Monoculture' En monoculture, nous avons mesure les CE50 (c'est-a-dire la concen-
tiation en polluant. Atra/ine ou Nicosulfuron, inhibant la croissance de 50% compare aux

temoins non contammes) en effectuant une regression Imeaire (echelle log) ä partir des

\aleurs de densite optique obtenues en fonction des concentrations croissantes d'herbi-
cide.

Mwrocosme: En microcosme. pour tester statistiquement les differences entre les

traitements (Nicosulfuron. Atrazine et temoin), il taut comparer les microcosmes ayant

requ un polluant (Nicosulfuron ou Atia/ine), aux temoins. Cette comparaison doit etre
t'aite espece par espece Comme le nombre d'individus/ml est ties variable d'un microcosme

a Lautre, il est necessaire d'utihsei un test non-parametnque. Nous utihserons le

test Mann-Whitney (Schwartz. 1963).

Des AFC (Analyse Factorielle des Correspondances) ont ete reahsees a l'aide du

programme ADE (Chessel et ed., 1995), en utihsant les nombres d'individus/ml de

chaque espece et pour chaque microcosme, afin de decrtre rapidement nos donnees

taxonomiques. Cette analyse a ete choisie puisque nous avons des facteurs de type quali-
tatif. les especes phytoplanctoniques. et egalement parce que e'est une analyse travaillant

sur la structure des donnees. ce que nous cherchons ä observer.
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Afin de mesurer la similarite entre peuplements de microcosmes differents, nous

avons utilise l'indice de Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957; Dahl & Blanck, 1996).

RESULTATS

Monocultures

Les resultats des CE50 sont presentes dans le Tableau I. On constate une dispante
tres importante de sensibilite selon les souches d'algues et les herbicides testes.

Tableau I

Effets du Nicosulfuron et de l'Atrazine sur quelques souches algales en monoculture in vitro.

Espece phytoplanctonique Comportement avec le Comportement avec
Nicosulfuron l'Atrazine

Chlorella vulgaris

Selenastrum capricornutum

Staurastrum sehaldii

Navicula accomoda

Oscillatoria limnetica

pas d'effet jusqu'ä 100 mg/1

pas d'effet jusqu'ä 10 mg/1

pas d'effet jusqu'ä I mg/1

debut d'inhibition. 50 mg/1

CE50 2,5 mg/l
debut d'inhibition: 30 pg/1

CE 50: 42 pg/1

debut d'inhibition: 10,4 pg/1

CE50: 98 pg/1

debut d'inhibition: 50,9 pg/1

debut d'inhibition. 13 pg/1

CE50: 140 pg/1

debut d'inhibition 23,5 pg/1

CE50- 52.3 pg/1

debut d'inhibition: 9.5 pg/1

Microcosmes

Destructuration des communautes phytoplanctoniques par les herbicides: Afin de

tenir compte de la variabilite des replicats, nous avons effectue des tests non-para-
metriques (Mann-Whitney) pour comparer les indices de similarite (Bray-Curtis) calcules

entre microcosmes d'un meme traitement et indices de similarite calcules entre
microcosmes de traitements differents (Berard et al., 1999). Les resultats des tests non-para-
metriques (Tab. II) montrent que pour certaines experimentations, les micropolluants ont

un effet sigmficativement destructurant sur les communautes phytoplanctoniques.
Des tests non-parametriques (tests Mann-Whitney), ont ete effectues pour chaque

espece, afin de comparer le nombre d'individus/ml entre microcosmes pollues et

microcosmes temoins. Ces tests ont ete ensuite comptabilises. Ainsi, d'apres la Fig. 1, l'Atrazine

inhibe plus souvent les algues que le Nicosulfuron.
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Tableau II

Resultats des tests non parametriques effectues pour comparer les indices de dissimilantes Bray &
Curtis, 1957) calcules entre microcosmes

Experimentations Atrazine Nicosulturon

Juin 1997 + +
Aoüt 1998 0 +
Avnl 1998 0 0
Mai 1998 0 0
Juin 1998 0 0
Juillet 1998 + 0

+ effet destructurant des communautes phytoplanctoniques significatif,
0 pas d'effet destructurant significatif

60

50

E 40
c
CD

30

20

X)
E
oz 10

Fl Atrazine
|HU Nicosulturon

Pas d'effet Inhibition Stimulation

Fig 1

Nombre de tests presentant soit un effet inhibiteur. soit un effet stimulateur. soit pas d'effet sur les algues,

pour l'Atra7ine et le Nicosulfuron

Effets des herbicides sur les differentes especes d'algues• Les memes tests non-

parametriques (Mann-Whitney) ont ete comptabilises et sont presentes dans les Figs 2 et

3, pour deux families d'algues. les diatomees pennees, et les chlorophycees. II en ressort

que le Nicosulfuron inhibe plus les diatomees pennees que l'Atrazine, et que l'Atrazine
inhibe les chlorophycees

Variabilite de la sensibilite des communautes phytoplanctoniques aux herbicides en

fonction des experimentations Nous avons realise des AFC ä partir des especes compo-
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Fig. 2

Compaiaison des tests pai pane. Atrazine/Nicoxulfuion pour une meme expeiimentalion. che/ les
diatomees pennees (Astetlonellti Joitiiitsu. Ftagiluna aotonenus, Nilzsihut spp Diiitoma elontutitm.
Swieiha cutis. Sstietba actis vai Ans>iistissimci)
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Fk, 3

Comparaison des tests pai pane. Atia/ine/Nicosulluron poui une meme experimentation, che/ les .hlnro-
phytees (Atiksta lumeolutu. Coelcistiimi sp Chlciiiiscloiiioiias spp petits tlagellcs chloiophycees C'tlo-
telUi i niacins. Du tsospliuet titiii pult hellmit. Elakatoilti t\ gelaunosa. Mu tat litiimit pit st IItun)
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sant les peuplements Imaux des dilleients lephcats des uois tiaitemeuls pom chaque

e\peimientation On obseive sui ces AFC (Fig 4). que les miciocosmes se disposent de

la^ons dilleientes Pai exemple en |uin 1997. les miciocosmes se legioupent selon le

tiailemenl applique aux algues (Atia/ine. Nicosulturon. Temoin). en avul 1998. on

obseive seulement line tendance des miciocosmes ä se legioupei par type de tiaitement et

en )uillet 1998. les tiois types de tiaitement se leeoiiMent loitement II semble done que la

sensibilite des communautes phytoplanetoniques soil dilleiente selon les expenmen-
lations

DISCUSSION

Effets destnu tin ants ties liabilities sin le phMoplant tan

En monoculture, nous obseixons que les algues testees semblent plus sensibles ä

I Atia/ine D'autie pait. d existe une giande vanabilitc de la sensibilite au Nieosultuion.

eette foite xanabilite est contumee pai Peterson et til (1994) qui out de plus obseixe que
les eyanobaeleiles et les diatomees sont dneetement stimulees pai les sultonyluiees. les

ehloiophycees sont pai contie inhibees Nxstrom (1997). obseive que les cyanobactenes
et les dinophycees sont ties sensibles aux sultony lurees. les diatomees et Chloiella
\iili>ans etant toleiantes II lemaique aussi line giande xanabilite mtia-elasse Sxhater &
Carr xsco (1997) obseixent des sensibihtes vanables selon les espeees de ehloiophycees

Kmiqvist et al (1994) out montie que les cyanobactenes et les ehloiophycees etaient

inhibees pai les sultonyluiees (ehloisulfuion) et que les diatomees n'etaient pas signih-
eativement inhibees Thompson et al (1993) obseixent une inhibition des cyanobactenes

pai le Metsutuion methyl (sultonyluiee). Dxer el al (1982) iTobseivenl pas d"inhibition
de Chloiella soiohiniana a des concentiations inteneuies ä I mg/1 de ehloiultuion II

semble done que la natuie de la molecule active et que Fespeee d'algue testee (y compns
au sein d'une meine elasse) soient pnmoidiales poui exphquei la giande vanabihte des

tesultats
En mictocosme. les lesultats des tests non-paiametnques eftectues sui les indices de

Biay-Cuitis. montient que les deux mieiopolluants a une coneentiation de 10 pg/1 ont un

eilet destiuctuiant sui les communautes phytoplanetoniques Cependant. I'Atiazine
semble plus destiuctuiante que le Nieosultuion, ce qui continue les obseivations de

Pi rtRSON et al (1997) el Kai tyvisr & Romstxh (1994) qui ont tiaxaille sui les meines

families d'heibicides (tnazmes et sultonyluiees)
Les deux micropolluants n'inhibent pas les meines families d'algues
1) Le Nieosultuion inhibe plus les diatomees pennees que FAtrazine Ceitains acides

amines dont la synthese est susceptible d'etie inhibee pai le Nieosultuion. entient dans la

composition de la fiustule siheeuse des diatomees Ceci pounait exphquei la sensibilite
de ce gioupe d'algues au Nieosultuion

2) L'Atra/ine inhibe plus les chlorophycees que le Nieosultuion Ce resultat est en

accoid avec les obseivations sui la sensibilite des ehloiophycees et des diatomees ä

FAtra7ine de Berard & Pelie (1996) L'explication de eette sensibilite est physio-
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PK.. 4

logique. Les chlorophycees sunt des vegetaux de type C3 strict. Si lettr photosysteme II
est bloque (par l'Atrazine), la mort sera rapide puisque ce sont des vegetaux qui n'ont pas
de voie metabolique en parallele, comme c'est le cas des vegetaux de type C4. Les
diatomees sont des vegetaux plutöt de type C4. tout comme le mai's; ces vegetaux sont

capables de survivre en l'absence de photosysteme II (Falkowski & Raven. 1997).
Nous avons observe que les communautes phytoplanctoniques du Leman avaient des

sensibilites variables selon les experimentations. Cette variabilite de la sensibilite peut
etre expliquee par des differences de milieux de culture initiaux, des differences de

compositions specifiques des inoculums de peuplements entre les experimentations, et des

conditions meteorologiques differentes pendant le deroulement de chaque experimen-
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® Atrazine
© Nicosulfuron

Fig. 4 (suite)

Disposition des microcosmes avec les deux premiers axes du plan factoriel; en utilisant comme facteur les

especes composant les microcosmes ä la fin de chacune des experimentations.

lation. Berard et al. (1999) ont montre avec des experimentations similaires, le role de la

saison dans le comportement des communautes phytoplanctoniques vis-ä-vis de l'Atra-
zine.

En ce qui concerne le Nicosulfuron, on ne peut pas dire que les changements de

sensibilite des communautes phytoplanctoniques soient explicables par les changements
de saison. En effet, trop peu d'experimentations ont encore ete menees.

Comparaison des methodes experimentales: monoculture/microcosme

Concernant le Nicosulfuron, il semblerait que la methode experimentale en micro-

cosme soit plus sensible que la methode en monoculture. En effet, pour observer des

effets sur les algues en monoculture (par exemple certaines diatomees pennees), il faut
des concentrations de Nicosulfuron bien superieures ä Celles utilisees en microcosme

(CE50 de 50 mg/1 pour Navicula accomoda en monoculture, alors que les diatomees

pennees sont inhibees avec 10 pg/1 en microcosme). il semblerait que la complexification
d'un systeme experimental augmente la sensibilite des organismes testes.

Lampert et al. (1989) ont travaille sur des systemes experimentaux plus ou moins

complexes, et ils ont egalement observe que les organismes testes avaient des sensibilites

plus grandes lorsque le systeme experimental atteignait un degre de complexite plus

important. II est primordial d'apres Cairns (1986a, b), d'integrer cette complexite dans

les systemes experimentaux pour mieux apprehender l'effet ecotoxicologique des
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polluants. On ne peut done pas seulement baser des directives de protection du milieu
naturel sur des biotests simples menes en laboratoire sur une courte duree. En effet, les

etudes en systemes complexes sont necessaires et complementaires car el les se

rapprochent du milieu naturel, done de la realite. Elles coütent cependant plus eher, sont

moins precises et peu reproductibles (Fig. 5).

Reproductibilite,
precision

Tests
simples

Representativite,
realisme

Gout de
{'experimentation

Sensibilite

Gradient de complexity

h Ecosysteme
naturel, in situ

Fig. 5

Echelle de reproductibilite, de representativite. de coi'it et de sensiblile des experimentations en ecotoxi-
eologie (modifiee d'apres Zieris. 1991).

Les mesocosmes sont des systemes experimentaux integrant tout le reseau trophique
d'un ecosysteme aquatique, et des manipulations utilisant le Nicosulfuron et EAtrazine

comme polluants de ces systemes sont en cours. Afin de mieux comprendre le fonc-
tionnement des systemes aquatiques sous 1'effet d'une pollution, notre demarche est done

de realiser des «aller-retour» entre des etudes ecotoxicologiques en Systeme de complexite

variable.

RESUME

L'Atrazine est tin herbicide tres utilise dans les cultures de mat's. II pollue certains

ecosystemes aquatiques, dans certains cas cet herbicide est progressivement remplace par
le Nicosulfuron. Des etudes comparatives des eflets de EAtrazine et du Nicosulfuron sur

le phytoplancton out ete realisees ä l'aide de systemes experimentaux plus ou moins

complexes: monocultures et microcosmes. Les experimentations en monoculture sem-

blent montrer une sensibilite des algues plus faible qu'en microcosme. En microcosme. la

sensibilite des communautes est differente seloti les experimentations et selon les especes.
Nos travaux montrent que des experimentations en monoculture ne sont done pas

süffisantes pour apprecier les effets du Nicosulfuron sur les algues. La complexification
du Systeme experimental d'etude augmente la sensibilite de celui-ci au Nicosulfuron.
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