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RESUME

.
N

Les plantes constituent I'élément moteur des écosystemes. Elles fournissent
non seulement l'énergie nécessaire aux autres constituants, mais en outre, elles servent
d'habitat a des organismes trés divers, allant des microorganismes aux grands mammi-
féres. Tout effet nuisible, méme léger, sur ce constituant fondamental peut avoir de
vastes répercussions. Les préoccupations actuelles au sujet de I'écotoxicité des pesticides,
3 court et & long termes, ont donné naissance au présent rapport qui contient entre autres:

a) un examen de la reglementauon actuelle ainsi que des lignes directrices
des organismes internationaux relatives aux essais d'écotoxicité sur les plantes;

b) une évaluation de la reglernentanon a parnr de discussions avec les
re5ponsables des orgamsmes appropriés pour déterminer si l'on a mis en évidence des
problémes liés a cette derniére;

¢) un apergu de la documentation et l'opinion d'experts en phytotoxicité sur la
portee, la reproductlblhte, les avantages et les inconvénients, et la disponibilité des
différentes options pour chaque méthode expérimentale;

d) un examen des lacunes des exigences d'evaluatnon élaborées par d'autres
orgamsmes et une évaluation de la disponibilite, de la portée et de la reproductlblhte des
essais;

e) des conclusions et des recommandations pour I'élaboration de lignes direc-
- -~ . ’ ’, . - 2
trices sur l'évaluation de la végétation non visée au Canada. .
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ABSTRACT

Plants are the basic engines of ecosystems providing available energy for all

other components. Furthermore, plants provide a habitat for a wide variety of organisms,
from microorganisms to large mammals. Damage to this fundamental component, however
subtle, can have widespread repercussions. Concern about short- and long-term ecological
effects of pesticides was the impetus for this report. The objectives of this report are to:

a) review and summarize the current regulations and plant testing guidelines
of international agencies;

b) evaluate these regulations by contacting officials in the appropmate
agencies to determine if problems with the regulations had been identified;

c) conduct a literature search and consult with phytotoxicity experts to
report on scope, reproducibility, advantages/disadvantages and availability of alternatives
for each test;

d) identify gaps in the testing requirements of other agencies and evaluate
the availability, scope and reproducibility of tests that address these gaps; and

e} provide conclusions and recommendations for the development of non-
target plant testing guidelines in Canada.
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1 INTRODUCTION

Le présept rapport passe en revue les essais obligatoires existants pour
I'évaluation de la toxicité des pesticides envers la végétation non visée et décrit les cas ou
les essais sont exigés-ainsi que les normes d'évaluation et les protocoles expérimentaux
utilisés.

Un questionnaire sur I'évaluation de la toxicité pour la végétation non visée a
été préparé et envoyé a plus de 50 experts au Canada, aux Etats-Unis et en Europe (voir
I'annexe). Ce questionnaire' a servi de base aux discussions avec les responsables
d'organismes internationaux sur les problémes actuels liés a la réglementation et sur les
modifications prévues ainsi que sur I'évaluation des essais présentement exigés. )

Il a été ainsi possible d'identifier les lacunes des exigences d'évaluation et
d'examiner les méthodes existantes qui pourraient combler ces lacunes.

Le présent rapport traite des pesticides en général, c'est-a-dire des herbi-
cides, des fongicides et des insecticides. Par conséquent, les essais qui sont décrits et
examinés, ainsi que les recommandations découlant de la présente étude, s'appliquent aux
pesticides dans leur ensemble. ' )

Avant d'aborder !'étude de la réglementation et des essais sur les plantes non
visées, il serait utile de donner une définition de ce que l'on entend par plante "non visée".
L'EPA des E.-U. est le seul organisme qui en donne une définition explicite: *Les plantes
non visées incluent les cultures, les plantes ornementales et autres plantes qui sont
traitées “accidentellement" soit par pulvérisation de produits ou par un autre moyen, ainsi
que les plantes poussant en dehors de la zone ou doit se faire l'applicatioh ou zone visée
(ce qui pourrait comprendre les plantes qui servent d'aliment et d'abri aux animaux, les
plantes alimentaires, les plantes textiles et les plantes ornementales utilisées par
l'homme, ainsi que les plantes menacées d'extinction)" (Holst et Ellwanger, 1982). Ainsi,
I'Environmental Protection Agency des Etats-Unis divise les espéces non visées en deux
catégories, les plantes d'une "zone visée" (p. ex. les cultures) et les plantes d'une "zone
non visée" (p. ex. le couvert végétal). Les essais exigés pour ces deux groupes sont
différents {voir le chapitre 3).

Au Royaume-Uni et en Australie, les documents traitant des essais exigés ne
définissent pas de facon précise les plantes non visées. Le ministére de I'Agriculture, des
Péches et de I'Alimentation du Royaume-Uni (Ministry of Agriculture, Fisheries and Food
ou MAFF) n'emploie pas le terme "non visé" et n'exige pas une évaluation des effets sur
toutes les especes végétales, non visées ou autres (U.K. MAFF, 1984). En Australie, le

t



ministére de l'Industrie primaire (Débartment of Primary Industry) établit une distinction
entre la phytotoxicité pour les cultures traitées et l'évaluation des risques pour "des
cultures et des plantes non visées", mais il ne donne aucune définition d'une "plante non
visée" (Australian DPI, 1985).

Les Lignes directrices de I"'OCDE pour les essais des produits chimiques
(Organisation de coopération et de développement économiques) ne catégorisent pas les
organismes vivants pour l'évaluation. L'OCDE insiste plutdt sur l'importance de tenir
compte de la structure du rdle des écosystémes dans leur ensemble. Ainsi, cela sous-
entend que les producteurs primaires devraient faire partie de tous les plans élémentaires
d*évaluation écotoxicologique. Elle ne fait aucune recommandation spécifique au sujet des
"plantes non visées"; cependant, les essais d'inhibition de la croissance des algues et des
plantes terrestres font partie des "niveaux d'évaluation de base et de confirmation" de
I'OCDE (OCDE, 1981).

Aux fins du présent rapport, toute plante poussant dans une zone non visée est

considérée comme une plante non visée.



=

2 REGLEMENTATION ACTUELLE DES ORGANISMES INTERNATIONAUX

Il n'existe aucune norme canadienne spécifique qui s'applique a I'évaluation de
la toxicité des pesticides pour des plantes non visées autres que des especes d'intérét
agricole. On parle d'essais d'écotoxicité dans 'Annexe A du Guide d'homologation d'Agri-
culture Canada, intitulée "Données nécessaires a I'appui de la demande d'homologation" et
qui couvre les circulaires a la profession T-1-237 & T-1-241. Les essais d'inhibition de la
croissance des algues peuvent entrer dans la catégorie "organismes aquatiques" des essais
d'écotoxicité, mais ils ne sont pas obligatoires. Aucun protocole n'est fourni pour les essais
spécifiques. '

L'Environmental Protection Agency des Etats-Unis (EPA) emploie un systéme
" en trois étapes pour évaluer les plantes non visées d'une "région non visée". La premiére
étape; une évaluation élémentaire, est suivie d'une deuxiéme étape d'essais si au moins
25 p. 100 des sujets sont atteints (CE 25) dans le cas d'une ou de plusieurs especes
végétales terrestres ou si au moins 50 p. 100 des sujets (CE 50) sont atteints dans le cas
d'une ou de plusieurs especes végétales aquatiques, lorsqulon effectue les essais a la dose
maximale mentionnée sur I'étiquette du pesticide. Le passage 3 la troisieme étape (essais
sur le terrain) peut &tre requis dans certaines conditions, étudiées cas par cas (especes
terrestres), ou si l'on prévoit un effet supérieur & la CE 50 sur toute espéce végétale
aquatique testée au cours de la deuxiéme étape, ou encore si l'on prévoit une contami-
nation de l'eau a la suite d'un épandage direct du pesticide, d'un déversement direct d'eau
traitée ou de l'emploi du pesticide en milieu forestier.

L'essai sur la végétation terrestre de la premiére étape consiste a déterminer
I'inhibition de la germination des semences et{ou) celle de I'émergence des semis et la
vigueur végétative de dix espéces traitées avec la dose maximale mentionnée sur I'éti-
quette ou avec trois fois la quantité maximale possible dans la région non visée. 11 faut
e‘mployer un produit de qualité technique. L'essai sur la végétation terrestre de la
deuxiéme étape consiste & déterminer de fagon plus poussée Il'inhibition de la germination
des semences, de I'émergence et de la vigueur des plantes en appliquant au moins cing
doses différentes du produit sur l'espéce présentant les effets phytotoxiques de la
premiére étape. L'essal sur la végétation terrestre de la troisiéme étape consiste a
évaluer sur le terrain dix especes de monocotylédones, de dicotylédones, de cryptogames
vasculaires, de bryophytes ou d'hépatiques et de gymnospermes, en utilisant les mé&mes
doses que celles de la deuxiéme étape mais avec un produit formulé. Les essais des deux
premiéres étapes durent deux semaines; la durée des essais sur le terrain doit &tre
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suffisante pour permettre I'évaluation des applications multiples indiquées sur I'étiquette;
les observations doivent se poursuivre pendant au moins deux semaines aprés le dernier
traitement et jusqu'a quatre semaines au plus pour que l'on puisse observer les effets du
produit sur la végétation (récupération ou mort).

Les essais sur la végétation aquatique de la premidre &tape consistent 3
évaluer Il'inhibition de la croissance de quatre espeéces d'algues (une chlorophycée, une
diatomée d'eau douce, une diatomée marine et une cyanophycée) et l'inhibition de la
croissance de Lemna (lenticule mineure). On emploie la dose maximale mentionnée sur
I'étiquette ou trois fois la dose prévue du produit de qualité technique dans l'environ-
nement, pendant cinqg jours pour les algues et quatorze jouré pour Lemna. Les essais de la
deuxiéme étape consistent a traiter avec cing doses différentes (minimum) toutes les
espéces qui présentaient des effets toxiques a4 la premiére étape. Les essais de la
troisieme étape consistent en essais sur le terrain utilisant un produit formulé aux mémes
doses que celles de la deuxiéme étape. Il faut évaluer des especes de monocotylédones, de
dicotylédones, de cryptogames vasculaires, de chacune des différentes classes d'algues, de
bryophytes ou d'hépatiques. Les. essais doivent &tre suffisamment longs pour permettre
I'évaluation des applications multiples indiquées sur I'étiquette du produit a 1'étude, et les
observations doivent se poursuivre pendant au moins deux semaines aprés le dernier
traitement jusqu'a un maximum de quatre semaines pour que !'on puisse noter s'il y a eu
. récupération ou mort de la végétation aquatique.

L'EPA exige le plus souvent des essais sur des plantes non visées si le pesticide
doit &tre employé dans une région abritant des espéces menacées d'extinction.

L'Organisation de coopération et de développement économiques (OCDE)
utilise également un systéme en trois étapes. Les critres pour dépasser la premitre étape
incluent: persistance, bio-accumulation importante, CL 50 inférieure a 1 mg/l, niveau
"sans effet" trés bas ou absence de niveau "sans effet", mutagénése, modification du
volume de production, du type d'utilisation ou d'élimination du pesticide, accroissement de
la toxicité en raison de modifications de I'environnement et concentrations sans effet
observé inférieures a dix fois la concentration prévue dans I'environnement.

La premiére étape dite "de base" consiste a effectuer des essais simples pour
trouver les effets possibles d'un pesticide sur quelques types d'organismes importants du
point de vue fonctionnel. L'essai d'inhibition de la croissance algale, d'une durée de trois
jours, est le seul essai sur des plantes non visées effectué au cours de cette étape. Il porte
sur une espece choisie dans une liste de trois especes recommandées et utilise au moins

cing concentrations du produit a évaluer. Comme le systeme de 'OCDE sert a évaluer des
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produits chimiques trés différents (et non des pesticides seulement), on ne précise pas le
type de pesticide utilisé (ingrédient actif, produit formulé). '

La deuxiéme étape dite "de confirmation" comporte des essais plus précis qui
vérifient les effets observés ou présumés lors de la premiére étape. Ces essais peuvent ‘
&tre reliés 3 un milieu spécifique ou & plusieurs milieux. Il faut tenir compte de
I'exposition chronique et des voies spécifiques de contamination. L'OCDE propose des
essais de croissance sur d'autres espéces d'algues ainsi que des essais utilisant la CL 50,
des essais de croissance et de reproduction sur Lemna et sur d'autres especes vasculaires
aquatiques. Les essais sur la végétation terrestre doivent porter sur la germination, la
croissance et le cycle biologique partiel tant des monocotylédones que des dicotylédones.
L'essai de I'OCDE sur la croissance de plantes terrestres consiste a évaluer, 3 trois doses
différentes, au moins trois espéces, chacune appartenant a l'une des trois catégories
suivantes: céréales, choux et légumineuseé ou laitue-cresson. La durée de l'essai ne doit
pas &tre inférieure a quatorze jours aprés I'émergence de 50 p. 100 des semis témoins.

1l n'existe aucune régle fixe s'appliquant a la troisiéme étape dite "définitive"
des essais décrits par 'OCDE, car ces essais n'ont pas été élaborés de fagon compléte, Ils
entrent dans les catégories générales suivantes: essais sur des communautés naturelles
vivant en milieu confiné; essais en aquarium sur des communautés artificielles; et essais
en compartiments sur des niveaux trophiques distincts. ’

Le Ministry of Agriculture, Fisheries and Food du Royaume-Uni (U.K. MAFF)
n'a pas de directives spécifiques au sujet de I'évaluation de la toxicité des pesticides pour
des organismes non visés. Ce ministére dispose toutefois d'un plan pour évaluer les risques
généraux que présente la contamination de plantes aquatiques non visées par des produits
chimiques. Ce plan comporte cing étapes dont chacune génére des données plus com-
plexes. Le passage de I'étape initiale aux étapes suivantes dépend des "marges de sécurité"
fixées pour la plupart des especes sensibles de poissons, d'invertébrés et d'algues. On
établit ces marges de sécurité en comparant la concentration sans effet & la CL 50 - 96 h
pour l'organisme le plus sensible, Dans le cas de la plupart des produits chimiquc—;s, la
teneur sans effet pour toutes les espéces est généralement supérieure au centiéme de la
CL 50 - 96 h. Par conséquent, si le quotient de la CL 50 et de la teneur maximale de l'eau
" en substance chimique aprés utilisation normale est inférieur & 100, il faut alors procéder
a des essais plus poussés. Les essais initiaux portent sur la préparation commerciale du
produit. L'échelon le plus fondamental des essais consiste en essais de sélection. On
peut ensuite rajouter des essais de toxicité a}gug pour lingrédient actif, des essais de
toxicité chronique et des essais sur - le cycle biologique, des études sur la
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bio-accumulation et finalement des études contrdlées et partiellement contrdlées sur des’
écosystemes.
‘ Le Department of Primar‘y Industry (DPI) de I'Australie a établi des régles
relatives a la protection des plantes traitées et I'évaluation des dangers pour les cultures
et les plantes non visées. Celles qui s'appliquent aux plantes et aux cultures non visées
sont trés générales. Une grande importance a été accordée aux effets causés par des
traitements répétés et des produits chimiques persistants, des produits chimiques volatils,
des produits chimiques sujets a bio-accumulation, des produits utilisés dans des voies
navigables ou & proximité et des produits chimiques pulvérisés par voie aérienne ou par
d'autres méthodes favorisant leur dispersion dans I'atmosphére.

L'Organisation internationale de normalisation (ISO) fournit des protocoles
d'essais normalisés permettant d'évaluer les produits chimiques en général. Le seul
protocole s'appliquant aux plantes non visées est celui concernant l'inhibition de la
croissance algale. L'essai porte sur une espéce (on recommande Scenedesmus subspicatus
ou S. capricornutum) et utilise au moins cinq concentrations différentes du produit
chimique. Il dure 72 heures.

Au Japon, la loi concernant la réglementation des produits chimiques agricoles
prévoit des études de phytotoxicité. Cependant, les protocoles des essais requis n'ont pas
encore été traduits.

La Communauté économique européenne (CEE) a publié une directive stipulant
que les pays membres devront exiger I'homologation des produits antiparasitaires,
exigence comprenant notamment au moins un essai d'inhibition de la prolifération algale.
Cet essal est essentiellement le mé&me que celui de I'OCDE, car nous n'avons pu établir de
distinction entre les deux. L'essai portant sur des plantes supérieures est également basé
* sur la méthode de 'OCDE, mais on en évalue actuellement une variante améliorée,

Les essais requis par les différents organismes sont décrits au tableau 1.

2.1 Problémes liés a la réglementation actuelle

Les représentants des organismes internationaux ont identifié trois points
principaux qui posent des problémes: le choix des espéces, le passage d'une étape
d'évaluation a l'autre et l'absence de protocoles d'essai normalisés pour les plantes
terrestres, les essais multi-especes et les essais sur le terrain.

Le choix des especes est le sujet le plus fréquemment mentionné par les
organismes internationaux. Actuellement, I'évaluation des plantes aquatiques exige

'emploi de une a quatre especes d'algues (dont Selenastrum capricornutum fait



TABLEAU 1 ESSAIS REQUIS PAR DIFFERENTS ORGANISMES POUR EVALUER LES EFFETS DE
CERTAINES SUBSTANCES SUR LA VEGETATION NON VISEE

EPA (E.-U.)

Type

d'essai Etape 1 Etape 2 Etape 3 OCDE  R.-U.  Australie CEE

Inhibition de la germination
des semences et(ou) de
'émergence des semis X X NR X NR R

NR NR R

o
o}

Vigueur végétative

~

Inhibition de la croissance .
d'algues X X NR X NR R

Inhibition de la croissance
de plantes aquatiques
vasculaires (] o] NR R NR R

Evaluation sur le terrain
de plantes terrestres:
germination des semences, -
vigueur, reproduction NR NR X R NR R

Evaluation sur le terrain
de plantes aquatiques:
plantes vasculaires, algues,
bryophytes NR - NR X R NR R

NR

NR

X: essai requis. O: essai peut &tre requis. NR: essai non requis. R: essai requis dans certains
. . - L) .
indication précise.

cas, mais sans



habituellement partie) et une espéce de Lemna. Dans le cas des plan'geé terrestres, on
demande généralement de choisir les especes dans une liste d'especes essentiellement
commerciales. Il n'est pas toujours possible de se procurer les espéces‘ recommandées; de
plus, elles ne sont pas nécessairement représentatives des milieux vulnérables et elles ne
sont pas toujours les plus sensibles au pesticide a 1'étude. La sélection de cultivars dans
une espece présente souvent des difficultés. L'EPA des E.-U. insiste sur le choix d'espéces
pour lesquelles il existe une base de données de toxicité et d'espéces qu'on peut se
procurer dans le commerce, non menacées d'extinction et représentatives de Il'environ-
nement. L'OCDE recherche également des especes qui ont déja été largement utilisées au
cours d'évaluations de la toxicité et qui sont représentatives de l'environnement. Cet
organisme favorise activement la mise au point d'essais applicables a plusieurs espéces a
la fois au lieu de se fier & des essais applicables a une seule espece, effectués sur une ou
deux especes. Tant qu'il n'existe pas d'essais perfectionnés applicables a plusieurs especes
a la fois, I'OCDE affirme qu'il vaut mieux étudier plusieurs especes avec une série d'essais
au lieu "d'une évaluation trés poussée portant sur une espéce seulement".

Les criteres pour passer d'une étape a l'autre ont fait l'objet de nombreux
commentaires et de nombreuses critiques. Ces critéres peuvent étre tres spécifiques; par
exemple, I'EPA des E.-U. exige qu'on expose a des valeurs seuils correspondant a la CE 50
ou 3 la CE 25 les plantes aquatiques et terrestres, respectivement, pour passer de la
premiére étape 3 la deuxiéme étape. Les critéres peuvent &tre trés généraux, comme en
témoigne la liste établie par I'OCDE pour passer du niveau de base au niveau de
confirmation. Ces deux approches ont leurs inconvénients. Selon I'EPA et I'OCDE, il faut
surtout faire preuve de discernement lorsqu'on évalue la nécessité de passer a I'étape
suivante.

Tous les organismes que nous avons contactés sont préoccupés par l'absence de
protocoles perfectionnés et largement éprouvés pour les essais sur des plantes terrestres,
les essais multi-espéces et les essais sur le terrain. Il y a concensus général sur la
nécessité de ces essais pour une évaluation compléte des effets néfastes des pesticides.
Cependant, I'état actuel des connaissances ne permet pas une évaluation slire des mérites
et des inconvénients de certains protocoles pgrticuliers. Par conséquent, le nombre
d'essais effectués sur des f)lante.s terrestres, d'essais multi-espéces et d'essais sur le
terrain varie beaucoup d'un organisme international a l'autre. L'EPA est le seul organisme
dont la réglementation stipule des essais sur le terrain; toutefois, il est rare que des essais
sur le terrain soient requis, et par conséquent, il est difficile d'en obtenir des résultats aux

fins de 1'étude.,



2.2 Evaluation des essais actuels et des essais en cours d'élaboration

Résultats des questionnaires. - Des questionnaires ont été envoyés 2
64 experts en phytotoxicité afin d'obtenir leurs commentaires sur les essais qui existent
présentement et leurs suggestions pour les améliorer. Ces experts ont été choisis dans les
domaines suivants: agriculture (gouvernement), environnement (gouvernement), envi-
ronnement (milieu universitaire), foresterie (gouvernement), foresterie (milieu universi-
taire) et industrie. Le tableau 2 résume les réponses obtenues pour chacune de ces
catégories.

Dans l'évaluation des essais existants, les experts étaient divisés de fagon
égale sur la question-de la portée de ces essais. Certaines des personnes interrogées,
estimant que la portée des essais était généralement suffisante, ont insisté sur I'impor-
tance du choix trés attentif des especes. Les personnes estimant que la portée des essais
était insuffisante, se préoccupaient du nombre restreint des espéces évaluées et de la
représentativité réelle des espéces recommandées. La sélection des souches au sein d'une
méme espéce était également un sujet de préoccupation. Les experts n'étaient générale-
ment pas certains de la pertinence de ces essais pour I'évaluation de la toxicité sur le
terrain, :

Les essais actuels ont été jugés particuliérement ir‘ladéquats pour le milieu
forestier. - ’

La plupart des personnes interrogées ont trouvé que la reproductibilité des
essais existants était bonne. Celles qui ont estimé que les essais étaient généralement
satisfaisants ont toutefois ajouté certaines conditions, notamment: la nécessité d'un
personnel expérimenté; l'importance de conditions rigoureusement contrdlées et d'une
surveillance attentive; l'importance de cultures axéniques; et la nécessité de trouver une -
source normalisée totalement identifiée sur le plan taxonomique.

Les avantages des essais existants les plus fréquemment mentionnés étaient,
par ordre de fréquence des réponses: l'économie, la simplicité, la reproductibilité, la
rapidité, la sensibilité, le peu d'espace et le minimum de matériel requis. L'inconvénient le’
plus fréquemment mentionné était la nécessité d'extrapoler pour les conditions sur le
terrain,

Les paramétres 3 évaluer recommandés pour les essais sur des especes
vasculaires variaient notablement selon les personnes interrogées. Le seul parameétre a
obtenir l'unanimité était la mesure de la "croissance". Les experts ont proposé d'autres
paramétres, notamment des facteurs physiologiques comme la fixation du CO2, l'assimi-
lation du carbone, le dégagement de O, la chlorophylle et les principau‘ systemes
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Agriculture Environnement Foresterie
! {milieu {milieu
{gouvernement) (gouvernement) universitaire) (gouvernement) universitaire} Indu
Nombre de
questionnaires envoyés 5 21 19 6 7 6
Nompre de répondants 2 10 6 3 3 2
1. Essais existants Ad. Eq. Inad. Ad. Eq. Inad. Ad. Eq. Inad. Ad. Eq. Inad. Ad. Eq. Inad. Ad.
(EPA, OCDE, etc.} ) ; _
- Portée 1 1 5 3 1 4 3 1] 1 2 2
- Reproductibilité 2 0 5 0 4b 1 0 2. 0 26
- Avantages et
désavantages® 1 0 7 1 0 2 1 1 0 1 0 a 1 2 1
2. Parametres Germination, Crolssance, pro- Croissance, para- Aprés la germl- Mort ou nécrose, Ger
évalués crolssance ductlon primalre, métres physiolo- nation survie, crolssance cro’
martalité, ger- giques, morpho- . dév
mination logle
3. Especes Cultures sensibles,  Algues (> 1 espece)*; Algues (> 1 espece)*; Principaux arbres Coniféres Auw
indicatricesd especes réglonales macrophytes macrophytes de peuplements finats, (> 1 espece); d'es
- (Lemna et autres)¥; (> | espece)®; princlpaux arbres dicotylédones pro
conlferes, feulllus;  espices cultivées; ou arbrisseaux sans (> 1 espéce); des
cultures coniferes, feuillus valeur comgnercla!e, especes broutées
commerciales; espéces visées par cles; '
monocotylédones, le pesticide especes cultivées
dicotylédones* clés;
especes agtlcoles
connexes
4. Apprache par Pouc Contre Pour Contre Pour Contre Pour Contre Pour Contre
étapes »
1 0 6 1 3 0 L 1 1 1 Pat
5. Essais multi- Pour Contre Pour Contre Pour Contre Pour Contre Pour Contre Pot
especes Inclus —
dans les lignes
directrices:
- Essais sur 2 0 [ 0 3 3 2 0 2 0 2
le terrain
- Mésocosmes 0 0 b 2 sb 1 1b 1 0 I 1b
- Ensemble
dlespeces 0 ¢ 7 0 &b 0 3b 0 0 b 1b

2 Les personnes Interrogées n'ont pas répondu 2 toutes les guestions,
b plusieurs conditions jointes.

€ Ad. (adéquats): les avantages l'emportent sur les incenvénients.

q. (€quivalents): les avantages et les inconvénients s'équilibrent.
Inad. (inadéquats): les inconvénients l'emportent sur les avantages.

d  Liste de toutes les suggestions (celles qui sont mentionndes plus d'une fols sent sulvies d'un *),

CTalokan 1o ST,
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Agriculture Environnement Foresterie
{miliey {miliev
{gouvernement) (gouvernement) universltaire) (gouvernement) universitaire) Industrie

mbre de ;

wtionnaires envoyés 5 21 19 6 7 6

mt  derépondants 2 10 6 3 3 2

Essais existants Ad. £q. Inad Ad, Eq. Inad, Ad, Eq. Inad, Ad, Eq. lInad. Ad, £q, Inad. Ad. Eq. Inad.

{EPA, OCDE, etc.) .

- tée 1 1 5 3 1 4 3 o 1 2 2 0

- roductibilitd 2 0 5 0 4 1 (] 2 0 2 o

-, ntages et

désavantages® 1 0 7 1 0 2 1 1 [ | 0 a 1 2 1 0

P nétres Germination, Croissance, pro- Cr‘olssance, para- Apres la germi- Mort ou nécrose, Germination,

& & croissance duction primaire, metres physiolo- nation survle, crolssance crolssance,
mortalité, ger~ giques, morpho- développement
mination logie

E: ":es Cultures sensibles,  Algues (> 1 espéce)*; Algues (> | espéce)*; Principaux arbres Coniféres Aucun besoin

in  atricesd especes régionales  macrophytes macrophytes de peuplements {inals, (> I espéce); despéces “canad

-~ (Lemna et autres)*; (> | espece)*; principaux arbres dicotylédones propres & un site
coniferes, feuvillus;  especes cultivées; ou arbrisseaux sans (> Lespece); des cas particuli
cultures conlieres, feulllus valgur comgnerciale, esgéces broutées
commercia}esg espéces visées par cles; .
monocotylédones, le pesticide espices cultivées
dicotylédones* clés;

espices agricoles
connexes
Approche par Pour Contre Pour Contre Pour Contre Pour Contre Pour Contre
¢ s
1 [} 3 1 3 0 1 1 1 1 Pas d'opinion

Essais multi- Pour Contre Pour Contre Pour Contre Pour Contre Pour Contre Pour Cont

e ' esinclus

d  leslignes

di  trices:

sur 2 0 b 0 3 3 2 (] b (] 2 Beso
rain - rech.
plus

pous

- socosmes 0 0 3 2 sb 1 1t 1 0 1 1b (]

- emble

dlespeces 0 0 7 0 [ 0 3 0 0 1b 1b 0

' Les personnes interrogées nont pas répondu 3 toutes les questions.
' Plusieurs conditions jointes.

- Ad, (adéquats): les avantages I'emportent sur les inconvénients.
Eq. (é:}uiva’[ents): les avantages et les inconvénients s'équilibrent.
nad. (inad: ts) les incol I'emportent sur les avantages,

Liste de toutes les suggestions (. qui sont menti plus d'une fois sont suivies d'un *),

' T o lear ZP’(‘O SSD_Z.:

—————— T e et e
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TABLEAU 2  RESULTATS DES QUESTIONNAIRES D'EVALUATION DES ESSAIS
DEJA EXISTANTS ET DES ESSAIS EN COURS D'ELABORATION

enzymatiques, La prolifération algale, surtout la vitesse de prolifération, a été le
. paramétre le plus souvent proposé pour les algues. Dans le cas des essais sur Lemna, on a .
proposé notamment la mesure de la croissance, en masse végétale humide ou séche, la
numération des feuilles ou des grains de chlorophylle. _

La question du choix d'une espece indicatrice appropriée pour le Canada a regu
des réponses trés diverses. Cette diversité refléte les difficultés inhérentes au choix des
especes. Les experts en foresterie interrogés ont fourni les listes les plus détaillées, qui
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comprenaient des espéces "cultivées" communes, comme le pin blanc, le pin gris,
- I'épinette noire, le pin Lodgepole, I'épinette de Sitka, le cédre blanc, le cedre de 1'Ouest,
le sapin de Douglas, le sapin et la pruche. Au nombre des espéces."indésirables" ou sans
valeur commerciale, on cognptait le tremble, le cerisier a grappes, le hart rouge, l'aulne,
le bouleau, le saule, le framboisier, la ronce remarquable et la ronce occidentale, Les
" autres recommandations s'appliquant aux especes terrestres étaient plus générales. On a
proposé de prendre des espeéces- représentatives parmi les monocotylédones et les
dicotylédones et diverses espéces cultivées. Lemna a été la plante aquatique vasculaire la
plus fréquemment mentionnée. Toutes les personnes interrogées qui ont formulé des
~ commentaires sur les especes d'algues, sauf une, ont recommandé l'utilisation de plusieurs
especes au lieu d'une, et généralement, des espéces représentatives de chaque catégorie
d'algues ont été suggérées. Certaines personnes n'ont pas aimé l'idée de restreindre les
essais a quelques especes indicatrices, préférant le choix d'especes appropriées a chaque
cas.

Selon la plupart des personnes interrogées qui s'estimaient en mesure de
formuler une opinion a ce sujet, le systéme d'évaluation a plusieurs étapes constituait une
bonne approche. Les réserves incluaient, entre autres, la détermination des limites de
chaque étape dans le processus d'homologation et sur I'‘établissement de "déclencheurs"
clairement identifiés ou de critéres pour passer a !'étape suivante.

Une nette majorité des personnes interrogées estimait que les essais sur le
terrain étaient reproductibles ou pouvaient I'étre suffisamment pour servir au processus
d'homologation. On a insisté sur l'importance de bien concevoir les études a ce sujet. Les
experts travaillant dans le milieu universitaire &étaient la plupart du temps contre une
évaluation sur le terrain dans le cadre de la réglementation, car ils mettaient en doute la
possibilité de reproduire et d'inclure des essais sur le terrain. Leur opinion est intéres-
sante, car ces personnes sont les plus susceptibles d'avoir une expérience réelle des essais
actuels sur le terrain.

Les avis étaient encore plus partagés au sujet de l'utilisation de mésocosmes
dans le cadre de I'nomologation. Les mésocosmes étaient généralement considérés comme
de bons outils de sélection précédant les essais sur le terrain.

Il y a eu unanimité en faveur de l'utilisation d'un ensemble d'espéces pour ne
pas avoir a se fier a une seule espéce, Certaines des personnes interrogées ont insisté sur
le fait que ce type d'essai devait compléter, et non remplacer, la nécessité d'une
évaluation sur le terrain. Le choix des espéces a été identifié comme le principai élément.
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2.3 Examen de la documentation sur les essais existants et sur les essais

en cours d'élaboration
2.3.1 Essais sur les algues. - Les questions qui ressortent de notre étude des essais

de toxicité sur les algues sont essentiellement la sélection des espeéces, la sélection des
paramétres a évaluer et les contraintes des systémes d'évaluation.

Nous avons étudié les données antérieures sur lesquelles était basé le choix de
Selenastrum capricornutum qui est l'algue la plus couramment utilisée dans les essais, et
nous avons considéré la possibilité de choisir d'autres especes. Le choix de Selenastrum
présente des avantages: rapidité de la prolifération, disponibilité, base de données
importante et facilité de culture. Ce- choix présente toutefois des inconvénients: une
morphologie inappropriée a des mesures précises de volume, une production considérable
de mucilage et une variabilité clonale. Si l'on ne veut pas utiliser Selenastrum uniquement,
il est possible de prendre un représentant de chaque classe d'algues ou d'utiliser un
véritable ensemble d'espéces représentant non seulement les différentes classes d'algues
mais les espeéces importantes pour l'environnement. Le choix d'un ensemble d'espéces est
de plus en plus accepté; cependant, la base de données que requiert une telle évaluation
est trés petite, et le choix des espéces de cet ensemble ne peut &tre bien justifié.

Le choix de parameétres appropriés a évaluer dans les essais de toxicité portant
sur les algues est également trés controversé dans la littérature. La mesure de la
prolifération algale, exprimée en nombre de cellules par millilitre, est le paramétre le
plus couramment utilisé dans les essais existants. On a proposé de faire des mesures
indirectes de la prolifération, notamment du taux de chlorophylle q, de I'ATP, de
protéines, de I'ARN et de I'ADN. Ces mesures indirectes ne sont vélides que si la
prolifération est équilibrée, c'est-a-dire si le doublement de la biomasse se traduit par un
doublement de I'un ou l'autre des constituants chimiques. Par conséquent, lorsque l'on
utilise de tels indicateurs, il vaut mieux les étalonner par rapport a une mesure directe de
la prolifération. L'avantage d'une utilisation des indicateurs de la biomasse réside dans la
possibilité d'une automatisation de I'évaluation. Par exemple, les méthodes d'évaluation
sur microplaques mesurent la formation et(ou) la dégradation de I'ATP dans de trés petits

: volumes avec un grand nombre d'exemplaires qui peuvent se lire simultanément. Ainsi, la
mesure de processus moins complexes sur le plan biochimique, comme les modifications de
la fluorescence, l'absorption d'éléments nutritifs, le déplacement, le dégagement
d'oxygéne et les modifications du pH du milieu, pourrait remplacer l'évaluation de la
croissance ou des indicateurs de croissance. Plusieurs de ces options sont excellentes pour
étudier des problemes précis, et il est trés possible d'en automatiser certaines. Il est



13
:
_prématuré d'exigér de tels essais dans des normes, mais ils peuvent toutefois servir a des
essais de détermination d'intervalles et de sélection. Il faut également effectuer des
comparaisons avec des essais normalisés mesurant la croissance.

Il faut tenir compte des paramétres physiques et chimiques et des contraintes
des systémes d'évaluation si l'on veut interpréter correctement les essais de toxicité
effectués sur des algues. En raison du manque de connaissance sur les paramétres a
évaluer, comme le pH, les conditions nutritives et la capacité des produits organiques a
former des complexes, les données tirées d'un bon nombre d'ouvrages publiés sur la
toxicité ne sont pas valides. Par conséquent, il est trés important de préciser et de
contrdler les parametres physiques et chimiques du systéme d'évaluation susceptibles de
. modifier le comportement et la toxicité du produit chimique a évaluer. Les parametres
importants comprennent entre autres le pH,-les matieres organiques, la température,
I'éclairement et la photopériode. A

Les contraintes biologiques peuvent causer beaucoup de confusion dans les
résultats des essais de toxicité. Les facteurs biologiques incluent notamment les carac-
téristiques morphologiques, la position taxinomique, la production de mucilage, la vitesse
. ‘dé cfoissance, l'aptitude & se développer dans une culture, la réaction a des équilibres
ioniques principaux variés, les différences clonales, 1'état physiologique de I'organisme et
les caractéristiqqes de la division cellulaire, Par exemple, les Sources documentaires
indiquent qu'il péut y avoir des différences de toxicité variant de un 3 trois ordres de
grandeur chez les groupes taxinomiques des algues, et que des cellules algales cultivées
dans un milieu ol il y a carence d'éléments nutritifs réagissent différemment des cellules
_cultivées dans un milieu ou il y a suffisamment d'éléments nutritifs. Par conséquent, les
procés-verbaux des essais effectués sur des algues doivent indiquer tous les paramétres
biologiques susceptibles d'influer sur les résultats et l'interprétation de l'essai.

2.3.2 Essais sur les plantes vasculaires. - Les deux principaux sujets de préoc-
cupation révélés par I'étude des essais sur les plantes vasculaires sont la sélection des
especes et les différentes méthodes utilisées.

On n'a pas encore bien élucidé la relanon entre les especes commerciales. et
les especes dont I'importance fonctionnelle est tres importante dans la nature. Il s'agit
d'une question primordiale, car toutes les normes actuelles visant les essais sur des plantes
terrestres utilisent presque exclusivement des espéces ayant une valeur commerciale. Ii
est peut-&tre raisonnable d'envisager une clause permettant de remplacer des espéces
- ayant une importance écologique par des especes commerciales.
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Des données sur les effets pourraient, a notre avis, contribuer a élargir la base
de données sur la sensibilité relative des espéces vasculaires et sur les taux de
récupération.

' Les lignes directrices proposées pour le choix des especes vasculaires a évaluer
portent notamment sur des espéces représentatives de la région contaminée, des espéces
représentatives de la diversité du régne végétal, la disponibilité de stocks de semences &
un colit _'raisorinable, une croissance et un développement relativement rapide, des
exigences limitées, non spécifiques, visant la croissance et le développement.

Les questi(;ns concernant les méthodes d'évaluation des plantes vasculaires
incluent notamment la méthode de traitement, le type de milieu de support et les
" paramétres & évaluer pour indiquer les effets.

Il existe deux principales méthodes d'applicétio'n des pesticides: leur pulvéri-
sation sur les feuilles et leur incorporation ‘dans le sol. La pulvérisation d'un pesticide sur ‘
les feuilles a des effets par absorption racinaire presque totalement négligeables, tandis
que l'incorporation d'un pesticide dans le sol peut conduire & des résultats trés variables. I
faudrait une série de normes détaillées comme celles figurant dans les réglements
d'application du Toxic Substances Control Act de;‘» Etats-Unis. ‘

Le type de milieu de support peut influer sur la toxicité d'un pesticide lorl'squ'il
y a interaction produit-milieu. Il est raisonnable, semble-t-il, de recommander la gamme
" de caractéristiques du milieu de support qui pourraient reproduire le mieux les conditions
prévues sur le terrain.

Les parametres les plus couramment évalués sont la hauteur et la masse
végétale fralche ou séche. On peut effectuer d'autres mesures comme celle de la
superficie foliaire, la détermination de la coloration foliaire, la numération des feuilles et
la mesure du dégagement de dioxyde de carbone. Ces mesures sont préférables a
l'observation de plantes mortes ou au dénombrement des plantes. On a constaté que les
résultats étaient plus précis lorsqu'on emploie plusieurs méthodes d'évaluation et que I'on
calcule la moyenne des résultats.

Dans le cas des plantes vasculaires terrestres, on peut également utiliser des
essais d'inhibition de la germination et de la croissance en boites de Pétri, des essais
d'amélioration de l'allongement des racines, des essais de toxicité sur le pollen et des
techniques de cultures cellulaires. Certains de ces essais pourraient servir a la détermi-
nation de la portée ou a la sélection, mais il faudrait acquérir plus d'expérience avec ces

derniers avant de les intégrer dans des protocoles normalisés.
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F

Les meilleures méthodes d'évaluation des macrophytes aquatiques ont été
mises au pomt avec la lenticule mineure. On a constaté que les essais de renouvellement
en conditions statiques effectués sur la lenticule étaient acceptables si les conditions de
répétabilité étaient adéquates. Le parametre le plus fréquemment utilisé est le nombre de
feuilles. Comme dans le cas des autres essais, il est impoi‘tant de tenir compte de facteurs
comme le pH et les constituants organiques dans le milieu de croissance, car ces facteurs
peuvent influer sur le comportement chimique et sur les effets des pesticides. La
- documentation ne mentionne pas aussi souvent les essais sur des macrophytes aquatiques a
racines, et il n'existe pas de protocoles normalisés pour ce type d'essais. Il reste a
résoudre certaines questions comme le choix d'une espéce indicatrice appropriée, la

méthode de traitement et la durée des essais.

233 Méthodes d'évaluation en microcosme, en mésocosme et sur le terrain. - On-
dispbse de méthodes d'évaluation en microcosme, en mésocosme et sur le terrain, méme si
elles sont plus perfectionnées dans le cas des systémes aquatiques. Des protocoles d'essais
en microcosme aquatique sont en cours de normalisation, et les résultats mis a jour sur la
reproductibilité, la sensibilité et sur les possibilités de comparaison avec des résultats
obtenus sur le terrain sont encourageants. Les méthodes d'essais en microcosme terrestre
ne sont pas aussi fréquentes et nécessitent une normalisation. Dans les essais en
mésocosme aquatique, il faut souvent utiliser divers enclos (appelés limnocorrals) dans un
plan d'eau naturel ou artificiel ou utiliser des étangs artificiels ou des modéles de cours
d'eau. Ces essais permettent de relier les essais en laboratoire aux essais sur le terrain,
mais ils sont plus complexes, plus coliteux et plus long que les études en microcosme. Les
études en mésocosme terrestre sont extrémement rares. Les études sur le terrain sont
également rares, mais elles seraient indispensables selon la plupart des experts. Il est
importani de développer encore plus ces trois catégories d'essais, car il sera ainsi possible
de mieux comparer les résultats des essais en laboratoire portant sur une seule espéce a la

. fois aux effets observés dans l'environnement,

2.4 Lacunes a combler en matiere d'évaluation de la phytotoxicité

Il nous reste a acquérir des connaissances importantes sur la toxicité des
pesticides pour les plantes non visées, notamment sur: les effets des mélanggs de
pesticides, notamment les mélanges extemporénés, les-effets des produits de dégradation
et les agents terisio-actifs, les adjuvants ou d'autres produits ajoutés a la préparation
commerciale d'un pesticide, les méthodes d'évaluation en microcosme terrestre, en
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mésocosme et sur le terrain, les méthodes normalisées d'évaluation en mésocosme
aquatique et sur le terrain, les méthodes d'extrapolation 3 partir de résultats d'essais
normalisés, et les dosages de résidus servant a estimer les effets sur le terrain.

Il est trés complexe d'évaluer les effets des mélanges. Toutefois, une étude
récente de ce domaine nous donne des renseignements sur des méthodes et des approches
d'évaluation (Vouk et al., 1987). )

Les données sur les effets des mélanges extemporanés, des agents tensio-
actifs, des adjuvants et d'autres additifs peuvent &tre complétées i)ar les données sur
I'efficacité recueillies au cours du processus d'homologation. '

La mise au point des méthodes et les essais en microcosme terrestre, en
mésocosme et sur le terrain sont pauvre}nent documentés. Le manque de données est
manifeste, surtout dans le cas des systémes forestiers.

Parallélement a I'évaluation de la toxicité, il faut perfectionner le secteur de
'évaluation des dangers de facon a optimiser la rétroaction et la concordance entre ces

deux champs d'étude.
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3 EXIGENCES ACTUELLES RELATIVES A L'EVALUATION DE LA TOXICITE
DES PESTICIDES POUR LA VEGETATION NON VISEE .-

3.1 Agriculture Canada

Au Canada, I'homologation des pesticides est régie par la Loi sur les produits
antiparasitaires. Agriculture Canada a émis des lignes directrices sur l'homologation des
pesticides (1984) en vertu de cette loi (y compris les circulaires a la profession T-1-237 a
T-1-241). Ces lignes directrices exigent des essais de détermination de la toxicité des
pesticides pour l'environnement, notamment des essais sur leur toxicité pour les oiseaux,
les mammiferes, les organismes aquatiques et les invertébrés non visés. Cependant, il
n'existe aucune disposition spécifique au sujet des essais sur la végétation terrestre non
visée. Les essais d'inhibition de la croissance des algues peuvent entrer dans la catégorie
des essais sur les "organismes aquatiques". Cette catégorie comprend les essais de toxicité
aigug, les essais a court terme ainsi que les "études spéciales" incluant les essais a long
terme, les essais sur la reproduction, les essais sur le terrain et les essais sur le
métabolisme,

Il n'existe aucune directive spécifique a l'égard des protocoles d'évaluation a
adlopter. La plupart des essais doivent &tre faits avec des ingrédients actifs de qualité
technique, Cependant, on tient compte de l'utilisation du produit formulé dans le rapport
sur llingrédient actif de qualité technique et dans un rapport distinct sur le produit
formulé. Il faut se référer aux normes annuelles de I'ASTM, aux lignes directrices de -
I'OCDE (OCDE, 1981, 1984) et aux lignes directrices de I'EPA des E.-U. élaborées aux
termes du Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act (FIFRA, 1986) et du Toxic
Substances Control Act (TSCA, 1987a).

Le présent rapport a été rédigé en partie pour répondre au manque de lignes
directrices canadiennes spécifiques sur l'évaluation de la toxicité des pesticides pour
l'environnement. La premiére série de lignes directrices, qui traitent de la chimie et du
devenir des pesticides dans l'environnement, a été publiée récemment (Agriculture
Canada, 1987).

3.2 Environmental Protection Agency des Etats Unis (EPA) ) ‘

L'EPA a publié des lignes directrices sur I'évaluation des pesticides en vertu du
Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act. (FIFRA, 1984, 1986), et 'la
Subdivision J des lignes directrices s'applique a I'évaluation de la toxicité des pesticide§ :

pour les plantes non visées (Holst et Ellwanger, 1?82).
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3.2.1 Plantes non visées d'une “zone visée" (FIFRA, 1986; Holst et Ellwanger,
" 1982). - L'EPA a constaté qu'il existait une confusion entre les essais de phytotoxicité
proposés dans ses lignes directrices et ceux effectués normalement dans le cadre de
I'évaluation de l'efficacité d'un produit. A son avis, il faudrait séparer ces deux types
d'évaluations. Cependant, I'EPA a affirmé par la suite que 'évaluation de l'efficacité et
I'évaluation de la phytotoxicité dans une zone visée "sont habituellement effectuées
simultanément et doivent continuer de I'étre" (Holst et Ellwanger, 1982). Cet organisme a
ensuite renoncé a exiger des évaluations de phytotoxicité dans les zones visées, car "les
détenteurs de certificats d'homologation sont généralement disposés a accepter la
responsabilité globale d'un produit quant a son efficacité et 3 sa phytotoxicité" (Holst et
Ellwanger, 1982). Il a également renoncé a rendre obligatoires les études sur l'antagonisme
ou la synergie des mélanges extemporanés envers les plantes visées des zones visées sous
réserve de pouvoir parfois demander de telles informations. .

L'EPA des E.-U. a émis des lignes directrices pour I'évaluation des zones visées
afin d'obtenir des données qui pourraient s'avérer nécessaires dans certains cas. Ces lignes
directrices sont résumées ci-dessous.

A o
3.2.1.1 Evaluation au besoin R
. Evaluation non exigée, sauf dans certains cas définis par I'EPA.

. Evaluation non exigée pour les herbicides qui éliminent-la végétation a long
terme ou définitivement.

o=/
N

3.2.1.2 Norme d'émhxqtiqn
. Substance a évaluer: employer le produit formulé. <

. Espéces: utiliser des especes végétales visées d'une zone visée ou abritant :~
_ des organismes nuisibles, selon les instructions données par le fabricant sur

I'étiquette.

. Doses d'emploi: doses minimale, maximale et le double de la dose maxi-
male, selon les instructions données par le fabricant sur I'étiquette; il faut

également déterminer la valeur de la dose sans effet.

. Adjuvants: il faut indiquer les effets observés lorsqu'un adjuvant est ajouté
au pesticide a évaluer, y compris les doses maximales d'addition.

7 s
g V4

LA
. Melange extemporane .

:procéder 3 des études sur l'antagonisme et la ~&7

' synergie du mélange sur des parcelles adjacentes.

.7 . o
. Traitements en série: comme dans le cas des mélanges extemporanes.

1
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»

Sites: tous les endroits ou l'on prévoit utiliser le produit.

Protocole: le méme que pour l'emploi homologué prévu du pesticide.

Proces-verbal

Plantes non visées d'une "zone non visée" (FIFRA, 1986; Holst et Ellwanger,

waa l"' . aga s, 7 . . .
Généralités: moment des traitements, conditions météorologiques, dilutions

des produits a pulvériser, témoins non traités.

Types d'emploi: .

- cultures de plem champ: vigueur, recuperauon, rendement, degré de
phytotoxicité sur les plantes d'intérét des zones visées;

- paturages et terrains de parcours: diminution du peuplement et de la
vigueur, récupération, modifications du rendement; .

- essences fruitieres et a noix: modifications du feuillage, de la crois-
sance, du rendement;

- pelouses et gazon: couleur, densité, pourcentage de couverture, vitesse
de croissance, effets sur I'enracinement et le tallage;

~ plantes d'ornement: sensibilité des cultivars représentatifs;

- amenagement forestier: effets sur les essences d'1nteret, il faut porter
une attention partlcuhere aux espéces non competltlves de couverture
au niveau du sol qui facilitent les pratiques d‘amenagement des terres.

Methode de traitement: description spécifique du type d'appareillage

utilisé, de son réglage et de son fonctionnement.

Pratiques culturales: répercussions des pratiques culturales sur les effets
néfastes possibles du produit (p. ex. lirrigation, le fauchage, etc.).

Ré;’gctions des plantes vivant dans les zones viséés: peuplement (dénombre-
ment), vigueur (hauteur, poids, longueur, diamétre), profondeur de planta-
tion (effets de différentes profondeurs), verse, phytotoxicité (décoloration,
malformations, dessiccation, défoliation, mort), développement (retard
d'émergence, prolongation de la croissance, retard ou diminution de la

floraison ou de la nouaison, retard de maturation), rendements.
~n

Plantation ultérieure: effets sur les plantes d'intérét plantées dans la
région dans les six mois qui ont suivi le traitement.

1982). - L'EPA des E.-U. utilise pour cette catégorie un systéme d'évaluation en trois

étapes, La premiére, soit la plus fondamentale, est une étape de sélection; elle est suivie

d'une deuxieme étape si des effets néfastes ont .été observés dans une proportion de

25 p. 100 ou plus (CE 25) sur une ou plusieurs especes végétales terrestres ou de 50 p. 100

Y

.{{'r el _;/‘
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(CE 50) sur plus d'une espéce végétale aquatique avec la dose maximale mentionnée par le
fabricant sur I'étiquette. On décide cas par cas (especes terrestres) du passage a l'étape 3
(essais sur le terrain), On passe également a la troisiéme étape si l'on estime que
I'exposition au produit se traduira par un effet supérieur 3 la CE 50 pour toutes les
especes végétales aquatiques évaluées a la deuxiéme étape ou si l'on prévoit que le
pesticide se retrouvera dans les cours d'eau aprés le traitement d'une zone visée, aprés le
rejet d'une eau polluée par le pesticide ou aprés son utilisation en milieu forestier (Holst
et Ellwanger, 1982).

On trouvera ci-dessous un sommaire des lignes directrices d'évaluation pour les
zones non visées. Les normes générales des essais sont exposées dans l'ouvrage de Holst et
Ellwanger (1982). '

“'\ ~ Id * . ey o » - .
3.2.2.1 peces terrestres. - Premiére étape, essais d'inhibition de la germination des

-

semences et(ou)}‘i'inhibition de I'émergence des semis et de la vigueur végétative:
‘ . Evaluation au besoin: en procédant cas par cas; a l'exception des produits
chimiques injectés dans les essences, incorporés dans le sol, utilisés dans
les systémes de recapture, les traitements.avec applicateur 3 meche et

dans les piscines.

. Substance d évaluer: qualité technique de I'ingrédient actif; s'il n'existe pas
de qualfté technique, se servir du produit industrie!l ou du produit formulé

possédant le plus fort pourcentage d'ingrédient actif.’

. Espéces: six especes appartenant 3 au moins quatre familles de dicotylé-
dones, dont le soja (Glycine max) et une plante-racine; quatre espéces
appartenant & au moins deux familles de monocotylédones, dont le mais

(Zea mays).....

« Doses d'emploi: une concentration égale a la dose maximale mentionnée
par le fabricant sur I'étiquette ou égale 3 trois fois la dose maximale

possible dans la zone non visée.

. Nombre de plantes: prévoir au moins trois répétitions, chacune nécessitant
cing plantes par dose dans le cas des essais d'inhibition de la vigueur;
prévoir au moins trois répétitions nécessitant chacune au moins dix graines

par dose dans le cas des essais d'inhibition de la germination,

. Sites: chambre climatique ou serre, ou petites parcelles de terrain (pour les

essais de vigueur).
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.
. Durée: essai d'inhibition de la germination ~ cinq jours; essai d'inhibition de <
I'"émergence - observations hebdomadaires pendant au moins deux semaines .

N . .
apres la germination,

. Protocoles: g

- ~

- essai d'inhibition de la germination: placer les graines entre des feuilles
de papierifiltre stérile ou de papier pour germmatxon humidifié avec le A
produit chimique; ou dans du sable lavé a l'acide; ou dans un sol
"normal"; les graines peuvent etre stérilisées en surface, la temperature
doit &tre optimale pour les espéces et la variété utilisées; pulverlser ou
incorporer le produit chimique; consigner le nombre de graines germées
par rapport au nombre plantées;

- essai d'inhibition de 'émergence des semis: dans des Ppots contenant du
sable lavé & l'acide 6u dans un sol normal; les graines peuvent &tre
stérilisées en surface; conditions optimales pour l'éspece et la variété
utilisées; traiter le soI par pulverlsanon du produit ou par un autre
moyen, effectuer les observations apres dix et 14 jours; consigner le
nombre de semis ol l'on observe une émergence; on peut prolonger les
observations de 14 jours pour évaluer les effets des pesticides sur la
vigueur des plantes;

- essai d'inhibitlon de la vigueur vegetatlve. pulvériser le produit selon
toutes les methodes acceptables; choisir la plante une a quatre
semaines apres son émergence; consigner les effets selon le degré de
phytotox1c1te (pourcentage ou cote), les modifications anormales de la
croissance et du développement et(ou) les anomalies morpholog1ques de
1a plante. ~

. ' " 5 o i
. Expression des résultats et proces-verbal d'essai: indiquer le nombre de “Z >

semences évaluées et le nombre de semences ayant germé ou émergé au
cours du traitement (dans cette étape, on n'utilise qu'une seule dose) et
ceux des plantes témoins; décrire l'aspect et le développement des
semences et des plantes émergentes; calculer le pourcentage d'inhibition

. pour chaque espéce par rapport aux plantes témoins; inscrire la masse, la
hauteur ou les parametres de croissance (facultatif).

. Passage a l'étape suivante: ~ Ly

~ si plus de 25 p. 100 des plantes ou semis chez une ou plusieurs eSpeces
presentent des effets de phytotoxn:nte, il faut passer a la deuxiéme
étape (3 la dose maximale mentionnée sur ['étiquette ou a trois fois la
dose maximale prévue dans l'env1ronnement),

~ sl moins de 25 p. 100 des plantes presentent des effets de phytotox1c1te,
I'EPA des E..-U peut exiger un essai supplémentaire pour déterminer la.
concentration a laquelle le produit n'a pas d'effet discernable.

3.2.2.2 Plantes terrestres. - Deux1eme etape, essais d'inhibition de la germination des

semences et{ou) d'inhibition de l'emergence des semis et de la vigueur végétative:



3 .2 .2.3

22

-

Lf?valuation au besoin: si 25 p. 100 des plantes chez une ou plusieurs espéces
végétales présentent des effets de phytotoxicité a la premiére étape;
certaines parties de la deuxiéme étape peuvent &tre combinées 3 la
premiere étape.

Doses d'emploi: au moins cing doses, incluant une concentration inférieure
a la concentration efficace ( < CE 50) et une concentration non toxique; les
doses les plus fortes doivent &tre inférieures a la dose maximale employée
a la premiére étape; les doses doivent suivre des progressions géométriques
‘définies par un facteur maximal de deux (p. ex. 0,1, 0,2, 0,4, 0,8,
1,6 kg/ha).

'\i

Especes: au moins les especes présentant des effets phytotoxiques 3 la
premiére étape.

Expression des résultats et proéé\s-verbql d'essai: outre les ciétails opéra-
toires a indiquer pour la premiére étape, exprimer les concentrations
efficaces pour 25 p. 100 ou 50 p. 100 des plantes (CE 25 ou CE 50) et, dans
la mesure du possible, les limites de confiance a 95 p. 100; déterminer la

concentration a laquelle le produit n'a pas d'effet discernable (concen-

~ tration 3 laquelle on n'observe aucun effet significatif sur le rendement

prévu, la qualité ou l'esthétique de la culture ou de la plante).

o) . . ok
Passage™a l'étape suivante: si la dose maximale recommandée ou l'exposi- '

tion prévue dans l'environnement est supérieure a la CE 25 pour une ou

. ~ , , “ + e 7
plusieurs especes végetales, passer a la troisieme étape.

Plantes terrestres. - Troisieme étape, essais d'inhibition sur le terrain:

P . ) . . .
Evaluation au besoin: lorsque la dose d'emploi maximale recommandée ou
l'exposition prévue dans l'environnement est supérieure ou égale a la CE 25

pour une ou plusieurs espéces végétales.
W ‘7 . -,
Substance a évaluer: produit formulé.

Doses d'emploi: les m&émes que celles utilisées a la deuxiéme étape.

Esp%/ces: 4
- dicotylédones: des représentants de trois familles;
- monocotylédones: des représentants de trois familles;

- cryptogames vasculaires: des représentants de deux familles;

\7}_)

7N
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-
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The
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- bryophytes ou hépatiques: un représentant;
- gymriospermes: un représentant;

- les especes végétales employees lors des premiére et deuxiéme étapes
de I'évaluation peuvent &tre utilisées pour satisfaire aux exigences
relatives aux monocotylédones et aux dicotylédones;

- s'il est peu probable que l'un des groupes végétaux mentlonnes ci-dessus
soit exposé a des pesticides, I'évaluation n'est pas exigée;

- 1l est possible qu'il faille évaluer des especes supplémentaires s'il est
difficile de déterminer la sélectivité générale des pesticides.
. Conditions du milieu d'essai: conditions sur le terrain semblables 3 celles de

I'habitat na.turel

. Duré/e° sufﬁsamment longue pour permettre d'évaluer les applications
multiples mentionnées par le fabricant sur I'étiquette; les observations
doivent se poursuivre au moins deux semaines aprés le dernier traitement
et jusqu'a un maximum de quatre semaines pour que i'on puisse observer la
récupération ou la mort.

. Saison du traitement: la saison indiquée sur 1'étiquette.

. Emplacements des essais: dans les endroits ou l'on emploie le pesticide,
d'aprés l'étiquette; des essais spécifiques peuvent &tre exigés dans une
région.

-~

\.\

. Expression des résultats et procés-verbal d'essai: le procés-verbal doit
faire référence a toutes les indications précédentes; effectuer les opéra-

tions demandées a la deuxieme étape.

3.2.2.4  Plantes aquatiques. - Premiére étape, essais d'inhibition de la croissance et de
la reproduction des plantes aquatiques:
. Evalu.atton au besom. méme procedure qu'en 3.2.2.1.

. Substance d évaluer: qualité technique de l'ingrédient actif (voir 3.2.2.1).
X '
. Especes:

- Selenastrum_capricornutum (chlorophycée d'eau douce); si le pesticide
est destiné a la lutte contre les plantes aquatiques nuisibles autres que
celles que l'on retrouve dans les piscines, employer d'autres especes
comme Lemna gibba (lenticule); Skeletonema costatum (diatomée
marine); une diatomée d'eau douce; Anabaena flos-aquae (cyanophycee)

. Doses d'emploi: dose maximale indiquée sur I'étiquette ou égale a trois fois

la dose maximale prévue dans l'environnement.

.

<
,_"\:} A

>
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Nombre de plantes: prévoir au moins trois répétitions, chacune nécessitant
cing plantes vasculaires (Lemna - trois feuilles par plante) par dose; dans le
cas des algues*; utiliser S. capricornutum, 103 cellules/ml; diatomée
d'eau douce, 50x 103 cellules/ml; A. flos-aquae, 50x 103 cellules/ml; et
S. costatum, 2x 103 cellules/ml.

Site: chambre climatique.

AS

e ‘A
Durée: dans le cas de Lemna, au moins 14 jours avec des observations tous
les trois jours; dans le cas des algues, au moins cinqg jours avec des
observations quotidiennes.

Protocoles:

- Lemna: Conditions du milieu. - Eclairement de 5000 lux (100 E/mzls)‘

avec un tube fluorescent & lumiére blanche, chaude; photopériode:
éclairement continu; temperature constante de 25 £ 2 °C. Milieux de
culture, - Liquides; éléments nutritifs: milieu de Hoagland type M, sans
EDTA ni saccharose; pH de 5,0 £ 0,1 apres stérilisation du m1heu a
l'autoclave. Mode opératoire. - stposer de récipients dont la taille soit
suffisamment grande pour qu'il y ait un rapport mlheu/quannte de 5:2;
I'essai peut se faire dans des conditions non axéniques si l'on utilise des
milieux non organiques; on peut ajouter du saccharose (10 g/l) et de
I'EDTA (9 mg/l) si I'on veut obtenir une floraison.

- Selenastrum capricornutum: Conditions du mlheu. Eclairement de
4000 lux (80 E/ m2/s) avec un tube fluorescent a lumiére blanche, froide;

W

3

photopériode: éclairement continu; température constante de

24 £ 2°C, Milieux de culture. - Liquides; milieu de I'EPA des E.-U.
(1978); ne pas utiliser d'EDTA dans le milieu d'essai; pH de 7,5.

- - diatomée d'eau douce: Conditions du milieu. - Eclairement de 4300 lux
(80 E/m2/s) avec tube fluorescent a lumidre blanche, froide;
photopériode: éclairement continu; température constante de
24 + 2 °C, Milieux de culture. - Liquides; elements nutritifs: EPA des
E.-U. (1971); pH de 7,5.

- Anabaena flos-aquae: Conditions du m1heu. Eclairement de 2000 lux

(40 E/m2/s) avec tube fluorescent 2 lumiére blanche, froide;
photopériode: éclairement continu; temperature constante de
24 £ 2 °C. Milieux de culture. - Liquides; éléments nutritifs: milieu de

I'EPA des E -U (1978):nespas. utiliser d'EDTA dans'les milieuxiid'essdi; ©

pHide.7,5. .

. = Skeletonema costatum (Walsh et Alexander, 1980): Conditions du
milieu. - Eclairement de 4000 lux (80 E/mZ2/s) avec un tube fluorescent
a lumiére blanche, froide; photopériode de 14 h d'éclairement et de 10 h
d'obscurité; température constanté de 20 * 0,5°C, Milieux de

I R

*La numération cellulaire des algues a été fournie par I'EPA (1971, 1978) et par
Walsh et Alexander (1980)

H~



. ~
. Expression des résultats et proces-verbal d'essai:

. 25 .

culture. - Ajout d'une préparation commerciale de sel de mer artificiel
avec ajout de métaux a I'état de traces, de vitamines et autres sels
divers; pH de 8,1.

- Lemna: exprimer les changements de croissance en nombre de plantes
et de feuilles initiales et en nombre de plantes et de feuilles supplé-
mentaires produites;

- algues: exprimer rla croissance ‘en . cellules/millilitré;:: en:biomasse/
k 7 ’ ’ . ’ . 2 Ny To e
volume ou-en degrexe croissance détermine par spec¢trophotometrie;. - -

- présenter dans un tableau le pourcentage d'effets observés dans le
temps sur les organismes testés par rapport aux effets observés sur les
organismes témoins,

SE
. Passage a l'etape suivante: - .

- si plus de 50 p. 100 des plantes chez toutes les espéces végétales
aquatiques présentent des effets de phytotoxicité a la dose maximale
mentionnée par le fabricant sur l'étiquette par rapport aux especes
témoins, passer a la deuxiéme étape;

- si moins de 50 p. 100 des plantes présentent des effets de phytotoxicité,
I'EPA des E.-U. peut exiger des essais supplémentaires pour déterminer
de fagon plus précise la concentration a laquelle le' produit n'a pas
d'effet discernable.

3.2.2.5 Plantes aquatiques. - Deuxiéme étape, essais d'inhibition de la croissance et de

la reproduction des plantes aquatiques:

Evaluation au besoin: si les essais de la premiére étape mettent en
évidence des effets de phytotoxicité dans une proportion supérieure a
50 p. 100.

Doses d'emploi: au moins cing doses, incluant une concentration inférieure
a la concentration efficace ( < CE 50) et une concentration non toxique; les
doses les plus fortes doivent &tre inférieures a la dose maximale indiquée

‘par le fabricant sur I'étiquette, et déja utilisée a la premidre étape; les

doses doivent suivre une progression géométrique d'un facteur maximal de

deux.
{:? . = ; - . 7 7 : . - . - N
Especes: au moins les especes qui.ont;présenté des-éffets phototoxiques a

‘la premiére étape; suivre le protocole d'essai qui s'applique (décrit pour

chaque espece a la premiére étape, voir! 3.2.2.4).

s w2
Expression des résultats et procés-verbal d'essai: exprimer la valeur de
CE 50 d'apres les résultats des mesures de la biomasse; les limites de

N
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confiance de 95 p. 100 dans la mesure du possible; et la concentration a _

laquelle le produit n'a pas d'effet observable.

N :
Passage a l'étape suivante: si la dose d'emploi maximale recommandée ou

I'exposition prévue dans l'environnement sont supérieures a la CE 50, quelle
que soit I'espece; s'il y a application directe du pesticide dans I'eau, s'il ya
rejet d'eau contenant le pesticide ou si I'on emploie le pesticide en milieu
forestier, passer alors & la troisitme étape. REMARQUE. - Il n'est pz;s
nécessaire ql;évaluer les pesticides destinés uniquement a des plantes

terrestres. . ' . -

3.2.2.6  Plantes aquatiques. - Troisieme étape, essais d'inhibition de la croissance et de

la reproduction des plantes aquatiques sur le terrain:

’l'/ ~ L4 -
Evaluation au besoin: consulter le Passage a I'étape suivante de la

deuxiéme étape.
:":\ ;}-/ . ’
Substance a évaluer: produit formulé,
Doses d'emploi: les mémes que celles indiquées a la deuxiéme étape.

Esiféces:

- dicotylédones: un représentant;

- monocotylédones: des représentants de trois familles;

~ cryptogames vasculaires: des représentants de trois familles;
- algues: un représentant de chaque classe; -

- bryophytes ou hépatiques: un représentant;

- on peut utiliser les espéces végétales des étapes1 et 2 pour les
monocotylédones ou les dicotylédones;

- on peut exiger I'évaluation d'autres especes s'il est difficile de déter-
miner la sélectivité générale du pesticide.

Conditions du milieu: sol natif, eau ou autres substrats semblables a la zone

indigéne; il peut &tre nécessaire de diminuer la lumidre; températures du

sol, de l'air et de l'eau voisines de celles de I'habitat naturel; essais

effectués dans des zones confinées d'un plan d'eau en conditions contrdlées

ou dans de vastes hydrocultures; les essais ne doivent pas étre effectués

dans de I'eau courante.

Protocole: suivre un protocole ayant regu au préalable l'approbation de
I'EPA (Environmental Protection Agency des Etats-Unis).

‘-
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7 , icatl
« Duree: suffisamment longue pour permettre d'évaluer les applications
multiples mentionnées sur I'étiquette; les observations doivent se pour-
suivre pendant au moins deux semaines aprés le dernier traitement, et au

maximum jusqu'a quatre semaines pour observer la récupération ou la mort.
. Saison: la saison indiquée sur I'étiquette.

.+ Emplacements des essais: dans les endroits ol I'on emploie le pesticide; des
essais plus spécifiques peuvent &tre exigés dans une région.

B

. Expression des re%ultats et procés-verbal d'essai: le proces-verbal doit

faire référence a toutes les indications précédentes; effectuer les opéra-
tions demandées a la deuxiéme étape (voir 3.2.2.5).

3.2.3 Exemples de plantes non visées pour lesquelles I'EPA des E.-U. a exigé une
évaluation. - L'EPA exige en général des essais sur des plantes non visées si le pesticide
doit &tre utilisé dans une zone ol les espéces sont menacées d'extinction (Holst,
. communication personnelle), L'importance de l'habitat faunique n'entre en ligne de compte
que si celui-ci abrite des espéces menacées dlextinction. L'EPA des E.-U. étudie surtout
des herbicides employés a des fins non alimentaires, notamment les herbicides utilisés

pour éliminer les broussailles et les autres plantes indésirables poussant le long des

emprises. :
" Tous les pesticides décrits dans la présente section ont été examinés durant le
processus de "ré—horholoéation", connu sous le nom de Registration Standards Program
(Progrémme des normes d'homologation). Ce programme examine les données sur tous les
produits antiparasitaires contenant le méme ingrédient actif, Le programme a pour but de
‘réévaluer les dangers possibles découlant des emplois présentement homologués du
pesticide, de déterminer le besoin de données supplémentaires relatives aux effets sur la
santé et sur I'environnement et de déterminer si le pesticide satisfait aux "crit'éres sans
effet néfaste excessif du FIFRA" (EPA des E.-U., 1985).

On a soumis un pesticide, le paraquat, a un programme dit de présomption
réfutable en regard de I'homologation, selon lequel il incombe a l'industrie de "démontrer
la raison" pour laquelle on ne doit pas imposer des restrictions plus sévéres 2 l'emploi d'un
pesticide déja homologué {Castrilli et Vigod, 1987). Un tel processus est mis en oeuvre si
I'EPA établit,. aprés :expérimentaition:.ou 1en:; pratique; qu'il est nécessaire d'évaluer
un pesticide: de..fagon. plus. .poussée gour ~déterminer s'il peut entrainer certains
"risques excessifs”. Les - "déclencheurs" ou:icritéres: de risque :sont la toxicité

L
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aigu€; la toxicité chronique, d'autres effets chroniques (effets sur la reproduction,

neurotoxicité, malformations congénitales, etc.), des diminutions importantes chez des

organismes non visés ou des espéces menacées d'extinction, ou l'inexistance de traite-

ments d'urgence ou d'antidotes (Castrilli et Vigod, 1987).

Les ‘pesticides pour lesquels on a exigé des essais sur des plantes non visées

incluent:

3.2.3.1  Hexazinone (EPA des E.-U., 1982)
. Emplois homologwxég? herbicide homologué pour lutter contre de nombreuses

P
. Raisons invoquées: I'hexazinone est toxique pour les plantes a racines peu -

3.2.3.2  Pichlorame (EPA des E.-U., 1985) "

*

mauvaises herbes annuelles, vivaces et bisannuelles, et les plantes ligneuses
poussant dans des régions non agricoles, les plantations de sapins de No&l et
les zones de reboisement; son emploi est également homologué pour la

-
canne a sucre et la luzerne.

Essais exigés: essais d'inhibition de la germination des semences, de la
vigueur végétative, essais sur les macrophytes aquatiques, essais sur les
algues (premiere étape).

profondes et peut constituer un danger pour les especes menacées d'extinc-
tion dans les zones de reboisement.

Emplois homologués: herbicide homologué pour lutter contre les plantes
ligneuses et herbacées poussant dans les régions non agricoles, y compris

les paturages et les terrains de parcours, autour des batiments d'exploita-

tion agricole, dans des emprises, les foréts, le chaparral et les terres
impropres a la culture,

Essais exigés: premiére étape, essais d'inhibition de la germination des -

semences et(ou) de 1'émergence des semis, de la vigueur végétative, de la
croissance des plantes aquatiques; étapes 2 et 3, essais selon les résultats
obtenus a la premiére étape. ’

Raisons invoquéds: le pichlorame est trés phytotoxique et facilement
absorbé par les racines et le feuillage. Il est trés persistant dans les sols
non soumis a la lixiviation, et I'on peut détecter dans certai}ms cas une
phytotoxicité bien au-delad d'une année aprés le traitement. D'aprés I'EPA
des E.-U., le pichlorame a des effets néfastes sur la végétation non visée.

Q\
o
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L'EPA n'a pas été én mesure de déterminer de fagon certaine si ces
dommages pro*ienaient d'une erreur de traitement, d'une mauvaise
utilisation, d'une dérive du produit, du lessivage, du ruissellement ou de la
persistance. En outre, on a estimé qu'un certain nombre de plantes
menacées d'extinction risquaient d'&tre touchées lorsque I'on employait du
pichlorame dans leur habitat.

Glyphosate (EPA des E.:U., 1986)

Emplois homologués/: herbicide homologué pour exterminer les herbes, les
carex et les mauvaises herbes latifoliées (annuelles et vivaces) dans les
cultures comestibles et non comestibles, dans les régions aquatiques a

vocation agricole ou non agricole, dans les serres (vocation non agricole), a
I'extérieur des habitations et dans les foréts.

Essais exigés: premiére étape, essais d'inhibition de la germination des
semences et(ou) de l'émergence des semis, de la vigueur végétative, de la

croissance des plantes aquatiques; étapes 2 et 3, essais selon les résultats

obtenus a la premiére étape. .

-}
Raisons invoquées: l'utilisation du glyphosate peut constituer un danger
pour les plantes menacées d'extinction, notamment sur les terrains de

" parcours et dans les paturages, mais également sur les terres agricoles et

dans les endroits destinés a la sylviculture.

23

Prométhryne (EPA des | E.-U., 1987b)

Emplois ;homologués: herbicide homologué pour exterminer les plantes

adventices latifoliées et herbeuses dans les cultures de coton, de céleri,

d'ambrevades, de mats, de plantes d'ornement et d'essences forestidres (lit -

de semences des pépiniéres).

/’. » z » > ag 24w - »
Essais exigés: premiere étape, essais d'inhibition de la germination des -

semences et(ou) de I'émergence des semis, de la vigueur végétative, de la
croissance des plantes aquatiques; étapes 2 et 3, essais selon les résultats

de la premiére étape.

Raisons invoquéés: employée en traitement de prélevée dans les cultures de
malis, la prométhryne peut constituer un danger pour plusieurs espeéces
menacées d'extinction.

et
AT
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3.2.3.5 Paraquat (EPA des E.-U., 1987a)

. Emplois homologués: herbicide employé pour exterminer les "mauvaises
herbes et autres plantes" sur les terres a vocation agricole et non agricole,
les terres a essences forestiérgs d'ornement et le gazon.

. Essais exigés; I'utilisation de ce pesticide pose un probléme. D'apres un
document de I'EPA (1987b), les essais sur la végétation non visée ne sont
requis, "conformément 3 l'article 158.50" du 40 @FR, que dans les cas des
.pe"sticides utilisés en milieu forestier et sur les pAturages naturels, et dans
le premier cas, il4faut procéder a des essais sur des plantes aquaﬁques.
Toujours d'aprés le document de I'EPA (1978b), le paraquat étant un
herbicide non sélectif, les plantes dans les pAturages ou sur tout autre
habitat susceptible d'&tre traité au paraquat pourront &tre exposées a cet
herbicide. L'EPA semble se fier ici a l'étiquetage: "comme option raison-

nable et prudente, si l'on n'utilise pas de paraquat...sur I'nabitat ou a

proximité de I'habitat d'un bon nombre de pléntes identifiées par I'OES
(Office of Endangered Species). Ainsi, il faut exiger un étiquetage visant a
protéger les especes menacées d'extinction dans le cas de tous les produits
formulés destinés au traitement des cultures, des terrains de parcours et
‘des paturages". Il faut remarquer qu'un étiquetage semblable a été exigé
pour tous les autres pesticides examinés précédemment, mais qu'en plus,

des essais sur la végétation non visée étaient également requis:

3.3 OCDE (Organisation de coopération et de développement économiques)

Les lignes directrices de I'OCDE s'appliquent aux "produits chimiques" en
général et pas seulement aux pesticides. Par conséquent, leurs lignes directrices sont
adaptées a des emplois plus généraux. .

En l'absence d'une méthodologie appropriée pour des essais multi-espéces dans
le milieu naturel, il serait pratique d'utiliser une approche qui pourrait comporter
trois étapes: le "niveau de base", le "niveau de confirmation" et le "niveau définitif"
(OCDE, 1981). | |

Le niveau de base consisterait a effectuer des essais simples indiquant les
effets possibles d'un produit sur quelques types d'organismes ayant une importance
fonctionnelle. L'OCDE propose trois essais pour le niveau de base dont un seul s'applique
aux plantes non visées, soit l'essai d'inhibition de la croissance algale. Cet essai d'une

7
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durée de trois jours est également le seul essai sur la végétation non visée figurant dans
"I'ensemble minimal de données préalables a la commercialisation" exigées par I'OCDE
pour l‘evaluatlon des produits chimiques (Sergy, 1987).

Les essais effectués au niveau de confirmation doivent fournir des données
plus complétes si des doutes quant a l'acceptabilité d'un produit chimique ont été soulevés
au niveau de base (OCDE, 1981). A cet effet, ces essais ont une plus grande complexité et
peuvent &tre reliés & des milieux spécifiques ou a d'autres composants de l'environnement.

Le niveau de confirmation comporte également I'étude de I'exposition chronique et des
voies spécifiques de contamination. , .”j»:i ;

Il faut avoir recours au niveau définitif d'essais dans "certains cas particuliers,
par exergple quand le produit chimique est présent dans l'environnement en concentrations
élevées et{ou) quand certaines indications permettent de prévoir un danger possible pour
I'environnement® (OCDE, 1981). Il peut &tre nécessaire de choisir des essais qui reprodui-
sent le plus possible les conditions naturelles. Actuellement, il est difficile de trouver des"
essais adéquats qui s'appliquent & plusieurs especes 3 la fois.

‘ D'apres I'OCDE, il est souhaitable au niveau de base d'avoir une indication de
la plage et de la variabilité des effets prévus. Ainsi, les essais multi-espéces sont plus -
utiles qu'un essai trés précis ne portant que sur une espece.

L'OCDE recommande que les essais du niveau de confirmation soient plus
précis. A ce niveau, on posséde déja des indications sur la nature des essais prévus, et il
est important de vérifier ces indications de fagon non équivoque (OCDE, 1980).

Au niveau définitif, les essais multi-espéces n'atteindront jamais une précision
élevée, car la variabilité des résultats dépend de plusieurs facteurs. Le mieux est de
trouver un "certain compromis entre une normalisation réalisable sur le plan expérimental
et une représentation approximative des conditions naturelles" (OCDE, 1980).

Les critéres permettant de passer du niveau de base au niveau de confirmation
sont les suivants:

a) Si la substance est classée comme "non facilement" dégradable, d'aprés les
critéres du Groupe sur la biodégradation et bio-accumulation de I'OCDE.

b) S'il y a bio-accumulation significative de la substance, d'aprés les critéres
du Groupe sur la biodégradation et bio-accumulation de 'OCDE.

c) Si la concentration létale de la _substance pour un organisme soumis a des .,
_essais est' inférieure a 1 mg/l (CL 50, toxicité algue) ou si la substance a une toxicité
élevée d'aprés les critéres des Groupes de toxicité a court et-a long termes.

el

d) Si les valeurs de la CL 50 obtenues ne présentent pas d'asymptotes.

e) Sl y.a indication de mutagénése (génotoxicité), d'aprés les criteres des
Groupes de toxicité a court et a long termes. !
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f) S'il y a modifications du volume de production, du type d'emploi ou
d'élimination pouvant provoquer un accroissement d'un ordre de grandeur de la
concentration prévue de la substance dans l'environnement (CPE).

g) Si la qualité biologique (p. ex. la toxicité) du composé s'accroit par suite
d'une modification chimique, physique ou biologique de l'environnement.

h) Sila concentration sans effet observé (CSEO) pour Daphnia, les poissons ou
les algues reste inférieure a dix fois la CPE (concentration preévue dans l'environnement).

On trouve au tableau 3 un résumé des types d'essais de confirmation proposés
par 'OCDE dans la -mesure ou certains des critéres de transition sont respectés. Dans le
cas des plantes, I'OCDE propose des essais d'inhibition de la croissance sur d'autres
especes d'algues, des essais de toxicité aigu€ (CL 50), des essais d'inhibition de la
croissance et de la reproduction sur les lenticules (Lemna) et sur d'autres especes
aquatiques vasculaires, sans compter des essais d'inhibition de la germination, des essais
d'inhibition de la croissance (sur des mono- et des dicotylédones), ainsi qu'une évaluation
de cycles biologiques partiels sur des plantes terrestres.

Il n'existe aucune régle fixe quant aux essais définitifs établis par I'OCDE. En
général, les produits qui présentent un intér&t mais dont l'utilisation peut menacer
. 'environnement sont des candidats aux essais définitifs (OCDE, 1980). Un volume de
production élevé, une faible dégradabilité, une toxicité élevée et la détection de
propriétés néfastes non prévues peuvent indiquer la nécessité de telles études. L'OCDE ne
recommande pas d'essais définitifs particuliers, car ce genre d'essais n'a pas encore été
complétement mis au point. Cet organisme propose d'effectuer des essais dans les
catégories générales suivantes: ,

a) essais sur des communautés naturelles en milieu clos;
b) essais en aquarium sur des communautés artificielles;

c) essais en compartiments avec des niveaux trophiques distincts.

3.3.1 Algues, essais d'inhibition de la croissance. - Niveau de base (OCDE, 1984).
. Evaluation au besoin: on exige une évaluation de la toxicité de la substance

au "niveau de base" préalablement a des essais plus poussés.

fonction du produit formulé n'est pas traitée.

N
.

suivantes conviennent a ce type d'essai:
- Selenastrum capricornutum, ATCC 22662;

t

¢

-

3

: \ - . - t\
. Especes: chlorophycée a croissance rapide. On estime que les espéces

¢

D

. Substance d évaluer: la question de l'évaluation de l'ingrédient actif en =/
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MESURES PROPOSEES POUR LES ESSAIS DE CONFIRMATION A

LA SUITE DE L'EVALUATION DES RESULTATS OBTENUS AU NIVEAU
DE BASE, D'APRES LES CRITERES DE TRANSITION (OCDE, 1980)

Mesure

Critere

Observation

~ Utiliser des especes supple-
mentaires dans les essais de
toxicité aigué

Elarglr les conditions de
~ essais de toxicité a1gue

Augmenter la durée des essais

Essais sur le développement

Détermination de réactions

"__autres que la mortalité

Essais plus poussés sur
la bio-accumulation

Essais physxcochumques
Pplus poussés

Essais plus poussés sur la
mutagénese (génotoxicité)

yeer

¢ f,gh

, I, g, h

a, b, d

G f

a, b, e

afig.

Choisir des espéces d'apres les ,
essais supplémentaires recom- N
mandés en tenant compte du SR
type probable d'exposition

Répéter les essais de toxicité

aigué précédents dans diffé- AT 2
rentes conditions de tempé-

rature, pH, dureté, etc.

Exposnlon a long terme a des

doses sublétales pour:

. améliorer I'estimation de
la CSEO

. confirmer les résultats
obtenus au niveau de base

Evaluation de la sensibilité
d'autres étapes du cycle
biologique. Amélioration de
I'estimation de la CSEO

Evaluation des effets sur des
parametres ayant une impor-
tance écologique comme la
croissance, la reproduction,

le comportement, relativement
ala producnon, le type
d'emploi et d'élimination de la
substance

Essais destinés a établir le
niveau d'équilibre et la cinétique
de I'accumulation et de I'élimi-
nation

Cinétique du transport et du
devenir de la substance pour
permettre d'améliorer les
calculs de la CPE

Essals d'exposition a long terme
a de faibles concentrations et
essais avec des organismes
ayant une importance écologique
(p. ex. le poisson), vérifications
du pouvoir cancérigene et téra-
togene

Remarque. - Les lettres qui figurent dans la colonne "Critere" réferent a celles de la ' C v

liste de la section 3.3.
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- Scenedesmus subspicatus, 86.81 SAG;

. = Chlorella vulgaris, CCPA 211/11b;

- dans le cas ol l'on utilise dautres espéces, il faut signaler la souche.

Doses dlemploi: choisir la gamme de concentrations d'apres les résultats
des essais de détermination des gammes de concentrations; utiliser alors au
moins cing concentrations dans une progression géométrique. Les concen-
trations les plus faibles ne doivent entrainer aucun effet; la concentration
la plus forte doit entrainer une inhibition.de la croissance c_f’au moins
50 p. 100.

Nombre de plantes (concentration cellulaire): 10% cellules/ml; prévoir

trois répétitions par dose et, idéalement, six plantes témoins.
Site: chambre de culture.
Durée: 72 heures, en faisant des observations apres 24, 48 et 72 heures.

Protocole:

- conditions du milieu: éclairement de 120 E/m2/s * 20 p. 100, 400-

700 nm, avec un tube fluorescent a lumiére blanche, universelle;
photopériode: éclairement continu; température constante de 21 a
25+ 2°C,

- milieux de culture: liquides; éléments nuiritifs: voir OCDE (1984),
notamment I'EDTA; pH de 8,0 + 1,0.

- mode opératoire: on peut employer des substances de référence; on

propose d'utiliser du dichromate de potassium; consulter 'OCDE (1984)-

pour le traitement des substances ayant différentes solubilités,

cellulaire dans les cultures d'essai et dans les cultures témoins, établir un
diagramme avec les concentrations des pesticides et le mo;nent des
mesures; on obtient des courbes de croissance en tragant en fonction du
temps la valeur moyenne de la concentration cellulaire pour chaque
concentration de pesticide et pour les témoins. Déterminer la relation
concentration-effet, soit en comparant les aires sous les courbes de
croissance (biomasse), soit en comparant la vitesse de croissance; les
résultats basés sur la biomasse sont exprimés en CEp 50 et les résultats
basés sur la vitesse de croissance sont exprimés en CE,, 50. 1l faut indiquer
également le moment des mesures (p.ex. CE, 50 (2#;#8 h)).
REMARQUE. - Le volume cellulaire est une mesure aussi pertinente que le
nombre de cellules (OCDE, 1984). .

P

. ~
Expression des résultats et procés-verbal d'essai: mesurer la concentration °
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Plantes terrestres, essais dinhibition de la croissance. - Niveau de *
confirmation (OCDE, 1984). R

-

» - . .
Evaluation au besoin: consulter les criteres de transition.
Substance'a évaluer: non précisée.

Espéces: trois espéces au minimum dont au moins une de chacune des
trois catégories qui suivent:

- catégorie 1: ray-grass anglais Lolium perenne; riz Oryza sativa; avoine
Avena sativa; sorgho Sorghum bicolor;

- catégorie 2: moutarde Brassica alba; colza Brassica napus; radis
Raphanus sativus; navet Brassica rapa; choux chinois Brassica
campestris; var. chinesis; -

- catégorie 3: vesce commune Vicia sativa; ambérique Phaseolus aureus;
tréfle commun Trifolium pratense; foin grec Trifolium ornithopodioides;
laitue Lactuca sativa; cresson Lepidium sativum,

Doses d'emploi: témoin, 1, 10, 100 mg de substance par kg de sol séché a

I'étuve; incorporer dans le sol en dissolvant le produit chimique dans un

solvant volatil, mélanger la solution avec du sable, laisser s'évaporer le

solvant, mélanger le sable avec du sol tout en maintenant un rapport
constant sable/sol pour tous les traitements.

Nombre de plantes: quatre échantillons par traitement distribués au hasard
dans un carré; au moins cinq graines par échantillon, toutes les graines

devant appartenir a la méme catégorie de taille.
Sites: serre ou chambre climatique.

Durée: il faut attendre au moins 14 jours apres l'émergence de 50 p. 100

des semis témoins.

Protocole:

- conditions du milieu: température, humidité et éclairement "appropriés
au maintien d'une croissance normale";

- milieux de culture: pots non poreux en plastique ou vernis, de taille
suffisante pour ne pas géner la croissance; arroser au besoin; terre pas
nécessairement stérile passée au tamis (maille de 0,5 cm), dont la
teneur en carbone ne doit pas dépasser 1,5 p. 100 (3 p. 100 de matiére
organique), dont la teneur en particules fines ( < 20 pm) doit se situer
entre 10 et 20 p. 100, et le pH, entre 5,0 et 7,5; ne pas utiliser d'agents

“tensio-actifs; tout traitement du sol qui entralne une dispersion uni-
forme du produit chimique est acceptable;

- mode opératoire: indiquer dans le procés-verbal si une substance de

W\

)

.
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référence a été utilisée; au moins 80 p. 100 des graines témoins doivent
produire des semis sains pour que l'essai soit considére comme valide.

- N

. Expression des résultats' et procés-verbal d'essai: le procés-verbal doit

indiquer le nombre de plantes qui ont émergé par échantillon et la masse .

moyenne des plantes-par échantillon. Exprimer l'effet de la substance sur .

I'"émergence des plantes en CL 50 et {'effet sur la croissance en CE 50.

. Domaine d'application: cet essai ne permet pas d'évaluer les dommages
causés par la vapeur ou par contact direct du produit avec le feuillage.

34 Ministére de I'Agriculture, des P&ches et de I'Alimentation du Royaume-Uni

’ " Le Royaume-Uni ne posséde pas de lignes directrices spécifiques sur I'évalua-
tion des organismes non visés. On n'exige que quatre types d'essais pour les organismes non
visés: détermination de la toxicité aigué d'une substance pour les oiseaux (administration
orale), CL 50 (toxicité aigué) pour des espéces appropriées de poissons, CL 50 (toxicité
aigué) pour des especes appropriées servant de nourriture aux‘poissons et DL 50 (toxicité
. aigué, administration orale) et détermination de la toxicité par contact pour des abeilles
domestiques. Des essais d'efficacité sont utilisés dans le cas de la toxicité "dans une zone
visée" pour la végétation non visée; les plantes non visées sont implicitement des espéces
cultivées seulement. Au Royaume-Uni, on effectue des essais d'efficacité dans le cadre
d'un "plan volontaire approuvé sur les produits chimiques agricoles" (U.K. MAFF, 1984). La
encore, il n'existe aucune ligne directrice détaillée. )

Le ministére de I'Agriculture, des P&ches et de I'Alimentation applique un plan
d'évaluation des dangers que présentent les produits chimiques pour des plantes non visées.
La méthode utilisée par le ministére pour traiter les données recueillies selon une
séquence logique est illustrée a la figure 1 (Tooby, 1973).

Le plan comporte cinq étapes, chacune a l'origine de données plus complexes.
On demande aux fabricants de soumettre leurs données sous les rubriques générales

mentionnées dans les colonnes de la figure 1. "La plupart des substances demandent une _

évaluation préliminaire des dangers. La progression ne doit pas toujours nécessairement
&tre effectuée séquentiellement, et les données découlant des premiéres étapes peuvent
mettre en évidence des problémes pour lesquéls la meilleure réponse vient des données
obtenues aux dernieres étapes" (Tooby, 1978).

L'un des points essentiels du fonctionnement de ce plan est I'établissement de
"marges de sécurité". ’fooby cite des données selon lesquelles, pour la plupart des produits

chimiques, la concentration maximale sans effet sur une espece quelconque n'est pas



DONNEES CHIMIQUES

37

EVALUATION DES DANGERS

DONNEES BIOLOGIQUES

1.  Concentration dans 1. Essai de sélection
F'environnement ETAPE 1 pour les préparations
2. Propriétés chimiques Marge de sécurité commerciales avec dés
et physiques Evaluation glonssons, crustaces,
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pousses
oul
1. Amélioration d¢ 1. Essais de toxicité
1a valeur estimee aigué pour diff. N
des concentrations ETAPE 2 espaces, stades juvéniles,
dans l'environnement Toxicité aigué conditions d'essais
2. Stabilité chimique Evaluation des dangers et ingrédients actifs
2. Autres observations
durant les essais
Refus du produit chimique., NON Nécessité NON Acceptation du peoduit chimique
dessais plus -
pousses
(o208
- 1. Essals de toxicité chronique
ETAPE 3 2. Essais sur le cycle biologique
Toxicité chronique
Evaluation des dangers
Refus du produit chimique NON %@\NON Acceptation du produit chimique
St d'essals - O

lus poussés
: out

1. Coefficient de partage

f,vale:azl:& :;, a et d'élimination
bia~accumulation des résldus
3. Potentlel daccumu~
lation dans la chaine
alimentaire

1. Bio-accumulation
2. Vitesse d'absorption

‘

Refus du produit chimique

Acceptation du produit chimique

ETAPE 5 contrBlé et partiel-
Evaluation finale lement contrBlé
* - desdangers :

i. Etudes en écosysteme

SUSCEPTIBLE D'ETRE NOCIF POUR L ) .
LENVIONNEENT AQUATIQUE o R cAiGaR Pk
" 0U A EMPLOT RESTREINT le milieu L'ENVIRONNEMENT AQUATIQUE
FIGURE 1 PLAN D'EVALUATION DES DANCERS POUR L'ENVIRONNEMENT

(Tooby, 1978)
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inférieure & un centiéme de la CL 50 - 96 h pour cet organisme. Par conséquent, il
propose une évaluation préliminaire .des dangers en divisant la CL 50 - 96 h par la
concentration maximale mesurée dans l'eau aprés une utilisation normale; la valeur

obtenue est appelée marge de sécurité. Si elle est inférieure & 100, il faudra probablement

évaluer plus a fond le produit chimique. Cette marge de sécurité est apphquee a l'espece
la plus sensible chez les poissons, les invertébrés et les algues.

*

) Le type d'emploi prévu du produit chimique influe également sur la décision de
pratiquer des essais plus poussés, Par exemple, les produits chimiques utilisés directement
dans l'eau comme les herbicides aquatiques demanderaient presque a coup sr une

évaluation au-dela du niveau préliminaire. ‘ .

3.5 Ministére de IIndustrie primaire de I'Australie

Le ministere de l'Industrie primaire (DPI) de I'Australie ne posséde pas de
lignes .directrices détaillées pour I'évaluation de la toxicité. Il fournit des dispositions
générales visant la protection des cultures traltees et I'évaluation des dangers pour des
cultures et des plantes non visées. .

Les dispositions concernant les essais de phytotoxicité sur des cultures traitées
"ou toute autre plante désirable" comportent des essais avec des produits formulés, seuls
et mélangés a d'autres produits formulés qui sont fréquemment employés. Tout effet
négatif sur le rendement ou la qualité des cultures doit &tre consigné. 11 faut établir des
marges de sélectivité pour les cultures traitées. Les facteurs a considérer incluent les
doses d'emploi, I'numidité du sol, le type de sol, la température, la prédisposition
variétale, les méthodes de traitement, l'emploi d'adjuvants, la taille des cultures, I'ge et
I'état physiologique et les méthodes de gestion. 1I faut tenir compte des effets a long

" terme des pesticides persistants (Australian DPI, 1985).

Les dispositions du ministere de I'Industrie primaire visant les cultures et les
plantes non visées sont trés générales. "Dans le cas ou l'on prévoit qu'un produit formulé
pourrait &tre dangereux pour des espéces non visées... il faut-présenter les données
expérimentales indiquant sa toxicité pour les especes" (Australian DPI, 1985). On accorde
de I'importance aux effets de traitements répétés et de l'entrainement de résidus du sol,
aux produits chimiques persistants, volatils, sujets a une bio-accumulation, aux produits
chimiques appliqués dans les cours d'eau ou a proximité et pulvérisés par voie aérienne ou
par d'autres moyens qui pourraient les faire dévier de la zone visée,

Les dispositions concernant "le milieu naturel® dans son ensemble sont encore
plus générales. "On exige des renseignements complets sur les propriétés, le devenir et les
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effets probables des produits chimiques sur des modeles caractéristiques de constituants
du milieu naturel” (Australian DPI, 1985).

3.6 Organisation internationale de normalisation (ISO)

LSO a récemment publié une version préliminaire mise a jour de son essai
d'inhibition de la croissance algale (ISO, 1987). Il s'agit d'un essai général portant sur les

“substances chimiques" trés hydrosolubles et qui ne sont pas dégradées ni éliminées

]

rapidement du systéme évalué.

Evaluation au besoin: non précisée.

Substance a évaluer: non précisée.

A , . -
Especes: Scenedesmus subspicatus Chodat ou Scenedesmus capricornutum *

Printz.

Dosés d'emploi: au moins cing concentrations suivant une progression
géométrique; les concentrations les plus fortes doivent inhiber compléte-
ment la croissance ou provoquer au moins une inhibition distincte; la
concentration la plus faible ne doit pas causer d'effets différents de ceux
observés sur les plantes témoins.

Site: chambre climatique.
Durée: 72 heures, avec des observations a 24, 48 et 72 heures.

Protocole:

- conditions du milieu: éclairement de 120 E/mZ/s avec un tube fluo-
rescent a lumiere blanche, froide; photopériode: eclalrement continu;
température constante de 23 * 2 °C;

- milieux de culture: 11qu1c[es, éléments nutritifs: voir ISO (1987), incluent
I'EDTA; pH de 8,3 = 0 2,

- mode opératoire: il est recommandé d'effectuer auparavant un essai de
détermination des plages de concentrations; procéder a un essai en
double en prenant des temoms pour chaque plage de concentrations; les
repetmons ne sont pas necessatres pour les essais prehmmatres, mais
trois répétitions sont nécessaires pour les essals définitifs; agiter les

ultures chaque jour ou utiliser un agitateur a secousses ou des cultures.

aérées; déterminer le nombre de cellules deux fons avec un compte- -~

cellule electromque ou trois fois avec une cellule 3 numération pour
chaque perlode d'observation; on peut également utiliser un fluorimetre,
un turb1d1metre, un colorimétre ou un spectrophotomeétre pour compter
les cellules si l'on a vérifié l'exactitude de la relation avec les
numérations effectuées par compte-cellule électronique-ou par.cellule
a numération; les substances peu hydrosolubles peuvent &tre dissoutes

o H
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dans du D.M.S.0. (diméthylsulfoxyde) ou de l'acétone; la teneur en
D.M.S.0. ou en acétone doit &tre inférieure a 0,1 ml/litre; préparer des
témoins (blancs) avec 10 ul de D.M.S.O. ou d'acétone et des contrdles
avec le milieu dans lequel vivent les algues uniquement (ces instructions
figuraient dans la version précédente (Sergy, 1987)) le pH du milieu
témoin ne doit pas varier de plus de 1,5.

A ~

. [Expression des résultats et proces~verbal d'essai: ‘a partir des résultats, . -

établir la concentration de cellules obtenues au ml, établir un diagramme
gaussologarithmique avec le nombre de cellules par rapport a la
concentration de la substance toxique, déduire la CE 50 de l'aire sous la
courbe de croissance ou de vitesse de croissance du diagramme (comme

dans les lignes directrices de I'OCDE); présenter les résultats relatifs ala -

biomasse en CEp, 50 et les résultats relatifs a la vitesse de croissance en

CEy 50; indiquer clairement l'lintervalle de temps utilisé, par exemple

CE,, 50 (0-72 h); déterminer la CSEO moyenne (concentration sans effet
observé); consigner les anomalies des cellules algales; ne pas tenir compte
de la stimulation de la croissance & de faibles concentrations de la
substance d'essai lorsque I'on calcule la CE 50.

3.7 Japon: loi concernant la réglementation des produits chimiques agricoles

Au Japon, il est interdit de vendre des pesticides sans avoir obtenu une
homologation accordée par le ministére de I'Agriculture, des Foréts et des Pé&ches. La
demande d'homologation doit &tre accompagnée d'un document faisant état des résultats

expérimentaux concernant l'efficacité, la phytotoxicité, la toxicité pour les mammiferes |

(aigu’éf\et chronique), la toxicité pour les poissons, la persistance (dans les cultures et dans
le sol), ainsi que d'un échantillon du pesticide avec les méthodes de dosage (Fukﬁda, 1987).
Les différentes étapes de I'homologation d'un pesticide sont illustrées a la figure 2.

Les lignes directrices sur les pésticides ont été publiées en 1982 par la Société
de I'industrie chimique agricole ‘du Jépon sous la supervision de la'Station d'inspection des
produits chimiques agricoles. Malheureusement, ces lignes directrices n'ont pas encore été
traduites.
' D'.aprés le bref exposé général des dispositions japonaises au sujet de
I'homologation, les données sur l'efficacité et la phytotoxicité sont, semble-t-il,
recueillies au méme moment durant les essais effectués dans les stations expérimentales
officielles (Fukuda, 1987). Ceci donne & entendre que les essais sur la phytotoxicité pour

des plantes non visées ne sont peut-&tre pas exigés, mais on ne peut en &tre certain."

¢¥
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3.8 Communauté économique européenne (CEE)

La CEE a publié une Directive concernant la réglementation des substances
dangereuses (CEE, 1979). Cette directive s'applique a toute substance toxique en général.
On affirme que les clauses ne s'appliquent pas aux pesticides "dans la mesure ou ils sont
soumis a des procédureé d'approbation qui sont au moins équivalentes, ou bien a des
procédures de notification de la Communauté, ou encore a des procédures non encore
uniformisées". Les études de phytotoxicité prescrites par la Directive consistent en un
essai d'inhibition de la croissance algale et en un "essai sur une plante supérieure". Par
conséquent, les pays membres disposeraient vraisemblablement de clauses sur I'homologa-
tion des pesticides qui nécessiteraient au moins ces deux essais.

L'essai d'inhibition de la croissance algalé de la CEE est fondamentalement le
méme que l'essai d'inhibition de la croissance algale de 'OCDE. Il nous a été impossible de
trouver une différence entre le protocole de I'OCDE (1984) et l'essai d'inhibition de la
croissance algale de la CEE (CEE, 1987). L'essai sur une plante supérieure est également
basé sur la méthode de I'OCDE; cependant, on en évalue actuellement une variante

laa ’
amelioree,

3.9 Résumé des exigences

Le tableau | (chapitre 2) indique les dispositions relatives aux essais selon les
divers organismes. Jusqu'a présent, I'EPA des E.-U. a fourni les directives les plus
détaillées sur I'évaluation de la végétation non visée. L'OCDE a fourni certaines directives
détaillées, mais seulement pour deux essais spécifiques. A

Une exigence fondamentale pour tous les essais de toxicité recommandés par
divers organismes est l'application des "Bonnes pratiques de laboratoire", récemment .
étudiées pér Sergy (1987).



4 PROBLEMES LIES A LA REGLEMENTATION ACTUELLE
51 EPA des£.-U.

Dans ses lignes directrices de 1982 3 la Subdivision J, I'EPA résume les
critiques formulées par certains chercheurs (Holst et Ellwanger, 1982). Quatre principaux
domaines posent des problémes: le choix des espéces, le choix de la dose, le passage d'une
étape d'essais & l'autre et l'expression des résultats, Ces domaines ont également fait
I'objet de discussions avec R'oblert Holst de I'EPA 3 Washington, co-auteur des lignes
directrices sur les plantes non visées (Subdivision J).

b.]1.1 Choix des espeéces. - La liste des espéces initialement recommandées par
I'EPA a été jugée trop rigide ou trop longue. Par réaction, I'EPA a laissé plus de latitude
pour le choix des espéces terrestres et a limité le nombre d'espéces aquatiques exigées
pour la premiére étape a Selenastrum capricornutum. Cependant, I'EPA a tenu a préciser
que si le pesticide devait &tre utilisé 3 l'gxtérieur, en milieu aquatique, les essais
devraient porter sur quatre autres especes aquatiques. D'aprés I'EPA, ce choix repose sur
des espéces ayant déja été évaludes de facon Fompléte par des fabricants de produits
chimiques sur l'importance économique, sur l'existence de données valables concernant les
parametres de croissance et sur la disponibilité ‘de souches spécifiques (Holst et
Ellwanger, 1982). ‘

Le choix des espéces est considéré comme le probléme le plus épineux par le
personnel de I'EPA chargé d'élaborer des lignes directrices sur I'évaluation de la toxicité
(Holst, communication personnelle), La principale espéce aquatique exigée est
Selenastrum capricomuturﬁ, car il s'agit d'une espéce que l'on rencontre partout et pour
laquelle on posséde une-vaste base de données. En outre, cette espéce est apparentée a
Chiorella, et les mesures ‘peuvent s'effectuer par compte-cellule électronique (Holst,
communication personnelle). L'EPA permet également des essais sur Chlorella, mais
cette espece est trés variable. Selon Holst, l'approvisionnement en esp‘eceé commence a
poser des difficultés. 11 a été difficile d'obtenir Skeletonema (diatomée marine) et
Navicula (diatomée d'eau douce), qui sont nécessaires pour les essais de toxicité avant
I'application directe d'un pesticide dans un plan d'eau. En outre, on ne trouve plus de
Lemna gibba G-3, l'espéce de lenticule prescrite 3 la Subdivision J; le laboratoire qui
cultivait cette souche n'existe plus. L'EPA des E.-U. accepte maintenant tous les types de
Lemna gibba. Elle accepte également Lemna minor, cependant cette espéce pose des

roblémes taxinomiques et n'est pas trés sensible.
p q p

fer
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Le choix des espéces terrestres pose encore plus de difficultés. La liste initiale
de dix especes (six dicotylédones et quatre monocotylédones) est considérée comme trop
restrictive. Ces espéces ne sont pas toujours représentatives de régions géographiques
spécifiques. Par conséquent, 'EPA s'oriente vers une large catégorisation des especes qui
sont normalement utilisées dans les recherches sur la toxicité et la croissance. Elle se
contente de "proposer" des espéces au lieu de fournir une liste obligatoire. En outre, I'EPA
ne cherche plus a faire des recommandations s'appuyant strictement sur leur sensibilité.
Elle suggére plutdt d'effectuer des recoupements aussi larges que possible pour représen-
ter les especes vivant réellement dans I'environnement quf pourraient étre touchées par le
pesticide. Cependant, cet organisme insiste pour que des plantes non résistantes fassent
" partie de I'évaluation,

Il existe plusieurs problémes particuliers liés au choix des espéces, notamment
la sélection de cultivars au sein des espéces (un cultivar de tomate peut &tre plus résistant
qu'un autpe) ou l'obtention de plantes recommandées, car il n'est pas toujours possible de
s'approvisionner en semences de fagon régulidre et garantie. A la question "pourquoi
choisir autant d'espéces cultivées et aucune espéce sauvage?", la réponse de I'EPA est la
suivante: i} est beaucoup plus facile de justifier le choix d'une espéce ayant une valeur
économique qu'une espece sauvage; nous avons de meilleures connaissances sur les espéces
cultivées qui sont de surcrolt plus faciles a obtenir. En résumé, la position de I'EPA sur le

choix des plantes terrestres consiste a trouver des espéces non menacées d'extinction qu'il
est possible d'évaluer et qui sont représentatives de l'environnement.

Des discussions avec d'autres représentants de I'EPA des E.-U. nous ont permis
de dégager les points qui suivent au sujet du choix des especes:

a) Un trés petit nombre d'espéces a évaluer diminue la sensibilité avec
laquelle I'EPA peut évaluer les effets toxiques.

b) Préalablement au choix des especes, on devrait effectuer des essais
rigoureux sur un grand nombre d'especes exposees a au moins dix pesticides déja homolo-
gués; le choix pourrait se faire d'apres les résultats de ces essals.

c) Les espéces doivent &tre jugées uniquement sur leur aptitude & servir de
"bio-indicateur".

d) Il n'y a eu aucune tentative systemathue visant a définir avec precmon des
especes sensibles; par exemple les espéces d'algues qui peuvent &tre le plus sensibles a des
contaminants organiques comme les pesticides peuvent étre strictement autotrophes, De
telles espéces ne peuvent ‘dégrader des sources complexes de carbone pour utiliser le
carbone. '

4.1.2 Choix de la dose. - Le choix de la dose adéquate est un point essentiel du

systeme par étapes de I'EPA. L'emploi de doses inappropriées a la premiére étape peut



45

.

avoir des conséquences négatives sur toutes les décisions et sur tous les essais ultérieurs.
Les personnes ayant formulé des commentaires, résumés par I'EPA, insistent sur l'emploi
de la dose maximale mentionnée par le fabricant sur I'étiquette pour les essais de la
premiére étape. Selon un bon nombre de personnes, cette dose est excessive et on devrait
se baser sur l'exposition de l'environnement. L'EPA a recommandé ultérieurement de
prendre une concentration égale 3 trois fois l'exposition de l'environnement ou la dose
maximale mentionnée sur I'étiquette pour la premiére étape. On n'a pas -donné
d'explications sur la fagon de déterminer l'exposition de I'environnement, mais elle
pourrait vraisemblablement découler de données sur le devenir du pesticide dans

l'environnement,

4.1.3 Passage d'une étape d'essais a lautre, - Les criteres pour passer d'une étape a
'autre ont fait 'objet de nombreuses remarques et critiques. D'apres I'EPA, les personnes
chargées d'examiner ces criteres ont généralement estimé qu'ils étaient trop faibles; par
exemple, on a proposé d'utiliser la CE 90 ou la CE 95 au lieu dé la CE 50 pour les plantes
aquatiques (Holst et Ellwanger, 1982).

Lorsqu'on leur a demandé de justifier le choix de la CE 25 pour les plantes
terrestres dans le cas des essais de la deuxiéme étape, les représentants de I'EPA ont
répondu que les pesticides présentaient a la CE 25 des effets susceptibles d'influer sur la
régénération, méme dans les régions non cultivées. Il existe également dans la Subdivi-
. sion J une clause stipulant que si la variation, ou l'erreur, au sein d'une espéce est
suf fisamment significative pour masquer les effets néfastes de 25 p. 100, il faut alors -
. répéter les essais (Holst et Ellwanger, 1982).

En choisissant la CE 50 pour évaluer les plantes aquatiques a la troisiéme
étape, on a essayé de garantir la protection de l'environnement tout en tenant compte des
commentaires selon lesquels la CE 90 ou la CE 95 conviendraient mieux (Holst et
Ellwanger, 1982). L'EPA a donné les raisons suivantes pour justifier le choix de la CE 50:

. Les chercheurs ne s'accordent généralement pas bien sur la valeur suscep-

tible de décrire le mieux possible le "pire cas" ou sur une concentration

permettant une récupération facile des populations.

. On utilise la CE 50 comme "déclencheur" pour exiger des études et on
estime qu'elle serait plus représentative de la réalité, On a égalen‘ient
obtenu fréquemment des valeurs de la CE 50 pour un bon nombre de plantes”
aquatiques, tandis que les valeurs de la CE 90 ou de la CE 95 ne reposent
pas sur de bonnes bases statistiques.
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. L'EPA a diminué le nombre d'espéces évaluées aux premiére et deuxiéme
étapes en fondant leur choix sur le type d'utilisation. : jof

. La dose maximale a été diminuée a la concentration maximale mentionnée
par le fabricant sur l'étiquette ou a trois fois la concentration maximale
prévue dans l'environnement (Holst et Ellwanger, 1982).

En récapitulant la position de I'EPA sur le choix de la CE.50, les représentants
de cet organisme ont soutenu que la CE 50 était plus facile & mesurer et permettait plus
de souplesse. En outre, 'EPA est encline a utiliser la CE 90 dans certains cas, car la
régénération "n'est pas un probléme aussi grave chez les espéces aquatiques" (Holst,
communication personnelle). Il semble que le plus souvent la décision de passer a I'étape
suivante soit laissée au jugement. ‘

En ce qui a trait au passage d'une étape a l'autre, on peut se demander
notamment la raison pour laquelle les pesticides utilisés sur des plantes terrestres
seulement ne font pas l'objet d'essais de toxicité sur des plantes aquatiques. L'EPA estime
que la quantité de ces pesticides qui atteint réellement les plans d'eau est faible, surtout
si I'on applique les critéres de la CE 50 et de la CE 90. En outre, l'industrie ne tient pas a
ce que l'on augmente les exigences au sujet des données qu'elle doit fournir.

Le passage a la troisiéme étape se décide cas par cas quand on veut appuyer
I'homologation d'un produit formulé. Les lignes directrices générales qui s'appliquent alors
sont les suivantes: si l'exposition environnementale prévue est supérieure a la CE 50,
quelle que soit l'espéce; si le pesticide est appliqué directement dans l'eay; s'il y a
déversement d'eau traitée; ou si le pesticide est utilisé en milieu forestier (Holst et
Ellwanger, 1982)., L'EPA insiste sur le fait qu'il faut faire preuve de beaucoup de
discernement lorsque l'on évalue le besoin d'études sur le terrain (Fite et al., 1987). En
pratique, du moins dans un environnement terrestre, il est peu probable que I'EPA exige
des essais sur le terrain, & moins que le produit ne semble menacer de fagon importante la
faune non visée (c'est-3-dire les vertébrés terrestres, et plus particulirement les oiseaux
et les mammiferes) (Fite et al., 1987).

L'EPA ne fournit pas dlinstructions particulidrés concernant les méthodes
d'évaluation a la troisiéme étape. La prinéipale question a laquelle il faut répondre est:
"Quelle est la probabilité que le produit utilisé ait des effets sur l'environnement?" (Holst,
communication personnelie). En outre, comme Fite et al. (1987) l'ont exprimé, l'objectif
des études sur le terrain est de réfuter I'hypothése selon laquelle la faune non visée serait

menacée. On s'attend & ce que les personnes qui demandent I'homologation d'un produit
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soumettent un protocole qui examine de facon satisfaisante toutes les questions, en
supposant l'utilisation des Bonnes pratiques de laboratoire (Holst, communication
personnelle). Les essais doivent &tre suffisamment minutieux pour donner une bonne
indication de la réalité, et suffisamment souples pour tenir compte de variables comme le '
mode d'action chimique, le type d'emploi, le type de culture, la méthode de traitement
ainsi que la densité et la diversité des espéces (Fite et al., 1987). Les essais doivent étre
également pratiques et économiques a effectuer. |
' Dans le cas des études sur des plantes terrestres, I'EPA recommande une

approche a deux étapes, une étape de sélection et une étap.e définitive (Fite et al., 1987).
Si les études de sélection indiquent des 'répercussions plus que mineures ou si d'autres
données disponibles donnent a penser que des effets néfastes se sont produits ou sont
extrémement probables, il faut demander des études définitives plus poussées au point de
vue quantitatif. Les essais de sélection recommandés par Fite et al. (1987) qui s'appliquent
aux plantes peuvent comporter un dosage des.résidus de pesticides dans les sources de
nourriture pour la faune dans les régions traitées ou a proximité de ces régions. Des
études définitives pourraient comporter une estimation de la mortalité et des effets sur la
reproduction et sur la croissance. Les études de sélection pourraient &tre limitées a la
possibilité d'effets aigus; on n'aborderait pas les effets chroniques.

Le choix de régions géographiques pour les études sur le terrain doit conserver
'équilibre entre la nécessité de garder un nombre pratique de régions et la nécessité de
rendre compte de l'usage du pesticide dans des régions vastes et diversifi€es. Clest
pourquoi, 'EPA recommande d'orienter le choix des régions géographiques a évaluer vers
celles qui sont susceptibles de présenter le risque le plus élevé (Fite et al., 1987).

L'EPA rédige actuellement des lignes directrices sur les études en mésocosme;
‘ces lignes directrices ne sont pas aussi spécifiques que celles exposées dans le Toxic
Substances Control Act (TSCA, 1987a; Holst, .communication personnelle). Cependant,
elles constituent une alternative aux essais sur le terrain en grandeur réelle,

"

4.1.4 Taille de la population. - L'EPA montre beaucoup de flexibilité pour le choix
de la taille de la population; cependant, elle "encourage I'utilisation de populations aussi
vastes que possible . . . afin de viser un niveau de confiance de 90 a 95 p. 100 avec un
niveau de signification inférieur a 0,1". Si l'on tient compte de l'incertitude inhérente au
procédé de progression d'une étape a l'autre, il serait souhaitable d'avoir une population
aussi large que possible (répétitions et nombre de plantes par répétition).
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4.1.5 Observations générales, - Des discussions avec des membres de I'EPA ont
révélé qu'en ce qui concerne la marche a suivre la plus prometteuse afin d'élaborer des
protocoles d'essais appropriés pour des bio-essais, on pourrait s'entendre sur les points

suivants:
a) lidentification des especes sensibles parmi une vaste gamme d'organismes;
b) le choix d'une série d'espéces sensibles a évaluer dans des conditions fixées;

c) l'évaluation de la réaction toxique au moyen de parametres établis.

D'aprés certaines observations, le laboratoire effectuant les essais ne devrait
pas &tre obligé de modifier les protocoles d'essais normalisés, et il devrait y avoir au
moins trois répétitions d'essais et deux reprises.

Certains ont souligné que la nécessité de normaliser I'évaluation de la toxicité
avait amené des compromis dans les trois domaines déja mentionnés. Ces compromis ont
été établis en l'absence de données scientifiques & M'appui. On ne peut apporter d'amélio-
rations sans y consacrer des efforts scientifiques considérables.

On a convenu qu'il était hautement souhaitable d'effectuer des études de
phytotoxicité sur le terrain (Wong et Couture, 1986). Dans certains cas, cette approche
peut conduire a I'obtention de données valables. Cependant, la variabilité intrinséque des
systémes naturels complique souvent l'interprétation de ces données (Fairchild et dl,
1987). Les méthodes d'évaluation sur le terrain ne sont pas trés perfectionnées, c'est
pourquoi un bon nombre de membres de I'EPA estiment qu'il ne serait pas_ raisonnable
d'imposer de telles recherches a un fabricant de produits chimiques.

1

L'EPA doit faire face a un probléme important pour tout le processus'

d'homologation et d'examen des pesticides; en effet, la législation régissant I'EPA stipule
actuellement que toutes les fois que cet organisme annule un produit chimique, il lui
incombe de dédommager les fabricants de pesticides pour le reste de leur inventaire et
pour !'"élimination des pesticides. Ainsi, lorsque I'EPA interdit certains pesticides, cet
organisme doit envisager de payer des centaines de milliers de dollars puisés a méme son
:budget (en particulier celui du programme des pesticides), sommes qui devraient servir &
la réglementation des pesticides (Sun, 1987).

4.2 Lignes directrices de 'OCDE

L'OCDE a exposé certaines considérations générales et certaines préoccupa-
tions dans ses lignes directrices (OCDE, 1981). L'une des principales difficultés mises en
évidence est de décider si un certain changement ou un certain effet observé sont
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significatifs du point de vue écologique. "Ce probléme se complique encore, car les
systémes biotiques ont la capacité de réparer les dommages et de s'adapter a des
conditions défavorables." Ainsi, il est nécessaire d'identifier les changements irréversibles
et les effets réversibles qui, méme s'ils sont tolérables, peuvent &tre inacceptables.

Ni I'OCDE, ni tout autre organisme ment'ionné dans ce projet n'ont décrit

explicitement la relation entre les essais de toxicité et le type de décision mentionné ci-
dessus. Par exemple, on observe que les espéces choisies pour I'évaluation doivent étre
importantes au point de vue fonctionnel; lcependant, cette observation n'est pas souvent
mentionnée lorsque l'on procéde au choix final des espéces (voir les critéres du choix des
espéces de I'EPA au paragraphe #4.1.1).

Au cours de discussions avec un représentant de 'OCDE, on a constaté que des
efforts concertés avaient été faits pour promouvoir et mettre au point des essais portant
sur plusieurs especes a la fois, clest-a-dire des essais mettant individuellement en jeu plus
d'une espéce, par exemple des microcosmes, De tels essais pourraient viser plusieurs des
préoccupations concernant l'extrapolation sur le terrain; cependant, comme I'OCDE l'a
fait remarquer, ces essais n'atteignent jamais une précision élevée. Par conséquent, ils
doivent constituer un compromis entre "une normalisation réalisable sur le plan expéri-
mental et une représentation approximative des conditions naturelles" (OCDE, 1981). 1l
existe une controverse entre ceux pour qui un tel compromis est possible et ceux pour qui
ces essais ne pourront jamais convenir au processus d'homologation.

La position actuelle de V'OCDE est la suivante: en l'absence d'essais
multi-especes perfectionnés, il vaut mieux faire une série d'essais applicables a une seule
espece a la fois, dans des conditions appropriées a chaque espéce, au lieu d'effectuer un
essal "trés poussé sur une seule espéce”. On a fixé des exigences minimales relativement,,
aux méthodes d'essai, mais on utilise dans ces critires des espdces particuliéres
uniquement comme exemple. L'OCDE résume sa position de la fagon suivante: "le groupe
d'experts désire insister sur le fait qu'en raison de la nature de la "science" de
'écotoxicologie, il est irrationnel d'imposer & tout prix l'utilisation d'une espéce
normalisée au cours d'une évaluation environnementale. Agir ainsi suppose une précision
qui n'existe pas et qui, en outre, viendrait 3 l'encontre de l'idée d'un systéme modéle dans
I'évaluation écotoxicologique” (OCDE, 1980). 4

A la suite d'un atelier qui s'est tenu en 1986, le groupe de’travail de I'OCDE
sur les cibles d'exposition a convenu de trois principes généraux:

a) Le choix d'espéces visées concentre l'attention sur les sources et les voies
d'exposition importantes.
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b) Les hypotheses sur la cible peuvent définir la voie d'exposition et modifier
les considérations de biodisponibilité.

¢) Les données sur les types d'emplois et sur les utilisateurs (cibles) sont
interactives (les types d'emplois des pesticides peuvent attirer l'attention sur certains
organismes visés non prévus) (OCDE, 1986b).

Il existe plusieurs problémes spécifiques liés aux lignes directrices de I'OCDE.
Ces problémes ressemblent a ceux qui sont liés aux lignes directrices de I'EPA. Le choix
des espéces demeure encore la question la plus problématique; c'est notamment le cas

pour les lignes directrices de I'OCDE qui s'appliquent a de nombreux pays, notamment a

ceux du tiers monde. Il semble que le choix des espéces ait été examiné par I'OCDE
pendant deux ou trois ans, et la liste est encore sujette a controverse. La liste des espéces
terrestres est bien plus spécifique que celle donnée dans les derniéres lignes directrices de
I'EPA des E.-U; certains problémes peuvent survenir lorsqu'il faut tenir compte d'un bon
nombre d'environnements trés divers. Le DI Holst de I'EPA en a donné un exemple. A son
avis, la liste de 'OCDE comporte trop d'especes de brassicas, ce qui refléte l'influence des
pays d'Europe du Nord dans les décisions de I'OCDE. Il estime qu'il faudrait choisir des
plantes grasses, espéces souvent trés importantes dans les environnements du tiers monde.

Le DI Hugo Van Looy, chef de la Direction des produits chimiques de I'OCDE,
a confirmé que le choix des espéces était un probléme important. Il a expliqué qu'aprés
une certaine controverse quant au choix des espéces, on avait établi une liste reflétant un
consensus. D'aprés‘ le DF Van Looy, il n'existe aucune "justification profonde" pour le choix
des espéces. On favorise les espéces qui ont déja été trés utilisées dans I'évaluation de la
toxicité,

On ne prévoit pas apporter de modifications ni d'ajouts aux lignes directrices
actuelles de FOCDE. On a récemment terminé une étude des 24 pays membres de I'OCDE
sur l'expérience acquise avec les essais d'inhibition de la croissance algale (OCDE, 1986a).
En général, les pays membres n'ont rencontré aucun probléme majeur avec cette méthode.
A cette époque, 11SO préparait un essai normalisé d'inhibition de la croissance algale, et
I'OCDE a ainsi estimé qu'il serait peu judicieux qu'elle entreprenne ses propres recherches,
On a rencontré plus de difficultés avec l'essai d'inhibition de la croissance de plantes
terrestres, c_ér il avait été relativement peu utilisé. Les compétences en la matiére sont
clairsemées dans quelques laboratoires. L'OCDE n'a pas regu de demande de révision de
cet essai émanant de pays membres. Cependant, le DI Van Looy tient a souligner que le
Japon ne s'est pas montré totalement satisfait. Il n'a pas spécifié les préoccupations

particulieres des Japonais.
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Il n'existe aucun motif pour justifier les critéres utilisés par 'OCDE en ce qui
concerne le passage du niveau de base au niveau de confirmation. Le rapport interne du
Groupe d'étude sur la biodégradation et la bio-accumulation a fourni une explication
relative aux termes "non facilement dégradable" et "bio-accumulation significative", deux
des critéres utilisés pour justifier le passage au niveau de confirmation. Une substance est
considérée comme "non facilement dégradable" si les résultats d'une série d'essais sur la
biodégradabilité et la dégradation abiotique indiquent que cette substance ne se dégrade
pas de fagon significative aprés 28 jours (OCDE, 1979). Les essais de biodégradation
comportent une variante de l'essai de sélection de I'OCDE, l'essai MITI, l'essai en bouteille
close, la variante de l'essai Sturm et l'essai de I'AFNOR, (OCDE, 1979). Si aprés dix jours
la substance s'est dégradée dans une proportion de 50 a 60 p. 100, elle a atteint "le niveau
de passage" de la biodégradation. Les essais de dégradation abiotique comportent un essai
de photodégradation en phase gazeuse en laboratoire, un essai de photominéralisation en
surface et un essai de photodégradation en phase aqueuse. On vérifie le potentiel de
bio-accumulation avec des espéces de poissons tant pélagiques que benthiques. Si le
facteur de bio-accumulation est supérieur & 1000, il faut alors exiger des essais de
confirmation, ’

En résumé, 'OCDE se montre plus souple que I'EPA des E.-U. dans ses lignes
directrices d'évaluation. Elle insiste sur les différences entre "I'évaluation écotoxicolo-
gique et les bio-essais" en affirmant sa préférence pour la premiére méthode. Cet
organisme est soucieux d'établir des exigences appropriées pour les essais, mais il
s'efforce surtout d'élaborer des essais pouvanf servir de modéle en ce qui concerne la
réaction des écosystémes dans leur ensemble. En revanche, I'EPA a décidé de donner de
l'importance, grice a son systéme a plusieurs étapes, aux essais qui déterminent les seuils
de toxicité et qui évaluent la toxicité relative des produits chimiques dans des conditions
rigoureusement contrdlées. 1l est possible de déduire la réaction de 'écosystéme;
cependant, I'EPA des E.-U. tient & souligner qu'il faut simuler trop de facteurs de
régulation des populations naturelles dans un simple essai de laboratoire (étape 1, étape 2)
(Holst et Ellwanger, 1982).

4.3 Communauté économique européenne

Aux dires du DI Patrick Murphy de 1'Office de la protection de l'environne- / s
ment, Direction des produits chimiques de la CEE, la CEE effectue actuellement un essai
en anneau sur une variante améliorée d'un protocole d'essai recommandé par I'OCDE pour
I'inhibition de la croissance des. plqnt‘es._Cet"essai ne sera pas terminé avant la fin de
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I'année 1988, et il faudra encore une autre année pour élaborer une nouvelle directive. La
CEE a récemment approuvé une méthode d'évaluation applicable aux algues qui est une
version "légerement modifiée" de l'essai d'inhibition de la croissance algale de I'OCDE
(section 3.6). Le DI Murphy a fait remarquer que la CEE demandait une évaluation
progressive des produits chimiques industriels. Cette série d'essais est basée sur la
quantité de produit rejeté dans l'environnement.

Selon le DI Murphy, l'une des principales difficultés qui se pose a la CEE lors
de I'élaboration d'exigences relatives aux essais est toujours le choix entre (a) accorder
une grande souplesse quand on décide, cas par cas, de l'essai 3 exiger d'aprés le type
d'emploi et le type de pr;duit chimique ou (b) fixer une série d'essais obligatoires, le
fabricant devant justifier la raison pour laquelle il n'a pas effectué ces essais. Le choix
entre ces deux options dépend du personnel et des ressources financiéres de l'organisme de
réglementation. Selon le DI Murphy, ce sont les mémes personnes qui devraient toujours
prendre les décisions concernant I'évaluation si on veut assurer une uniformité.

Le DI Murphy a également insisté sur un autre probléme, soit l'absence de
méthodes d'évaluation. En outre, il a fait ressortir le faible niveau de confiance des
extrapolations faites pour les autres especes non évaluées ainsi que I'absence quasi totale
de recherches reliant a l'environnement les essais applicables a une seule espéce.

4.4 Agence nationale pour Ia protection de l'environnetﬁent (Danemark)

Nous avons demandé & M. L. Martenson et & M. Klaus Hansen de nous faire
part de leurs commentaires sur leur expenence en matiére d'évaluation de plantes non
visées. Comme I'a signalé le DT Murphy de la CEE, il n'existe aucune réglementation
courante sur les pesticides parmi les pays membres de la CEE. Au Danemark, il n'existe
actuellement aucune exigence visant les essais sur des plantes vasculaires non visées pour-
‘I'nomologation des pesticides. On exige des essais d'inhibition de la croissance des algues
et on utilise le protocole de I'OCDE. Selon M. Hansen, les données sur l'efficacité
fournissent beaucoup de renseignements sur les plantes. Les principaux problémes mis en
évidence par l'organisme danois ont été l'absence d'essais appropriés pour évaluer les
effets sur la reproduction et d'autres effets fonctionnels, ainsi que la difficulté de passer

aux essais sur le terrain.

4.5 Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture (FAO)
Dans un rapport sur l'uniformisation a ['échelle internationale des exigences
visant I'nomologation des pesticides, la FAO a appuyé la nécessité d'obtenir des données
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sur la toxicité pour divers organismes non visés (FAQ, 1982). Cependant, elle n'a pas
mentionné spécifiquement des plantes non visées. La encore, le choix des espéces a été
considéré comme une étape décisive. D'aprés les recommandations de la FAO, il faut
choisir trés soigneusement les especes a évaluer afin de justifier les prévisions globales
pour l'environnement qui sont effectuées a partir des résultats d'un programme
d'évaluation réalisable. La FAO affirme qu'il est possible de faire des extrapolations d'une
espéce & l'autre, méme si ces extrapolations sont nettement plus fiables lorsque les
especes sont étroitement apparentées, La FAO a égalerr{ent prescrit un contrdle aprés
I'homologation dans le cadre du processus d'évaluation des incidences sur lenviron-
nement (EIE). |



5 EVALUATION DES ESSAIS UTILISES DANS LES PRESENTES LIGNES
DIRECTRICES -
5.1 Commentaires des personnes interrogées

Le tableau 2 (chapitre 2) donne les résultats d'ensemble du questionnaire (en
annexe). Ce dernier a été adressé a différentes personnes des secteurs de l'agriculture, de

l'environnement, des foréts et de l'industrie. Quarante pour cent des questionnaires ont

été complétés et remis, -

5.1.1 Portée des essais présentement employés. - Certaines personnes interrogées
sont d'avis que les essais présentement recommandés (inhibition de la germmanon des
semences et(ou) de I'émergence des semis, vigueur végétative, inhibition de la croissance
des plantes aquatiques, principalement avec Selenastrum et Lemna) constituent une bonne
source d'informations de base. On a vanté la valeur de ces essais pour donner une
indication de la tolérance 3'des stades sensibles- du cycle biologique (germination des
semences et émergence des semis), pour s'appliquer directement & la régénération
naturelle a partir de la production de semences sur le terrain et pour constituer un
indicateur efficace de la sensibilité potentielle des plantes et de représentants d'autres
taxons arrivés a maturité, Les essais avec Lemna ont été recommandés non seulement
parce que ces plantes sont sensibles aux herbicides non polaires dans I'eau,; mais qu'elles
donnent également une indication des effets physiques exercés par les produits en couche
pelliculaire. Certaines personnes ont cependant formulé des réserves, en insistant, par’
exemple, sur le choix méticuleux d'especes représentatives et sur l'interprétation prudente
et intelligente des résultats. Selon un des répondants, les essais "sont bons et valides; ils
conduisent & une évaluation préliminaire de l'activité générale des produits chimiques en
peu de temps et 3 peu de frais et ils sont répétables. Ils montrent le mode d'action des
substances testées et sont en partie applicables sur le terrain".

Les critiques du présent systéme d'essais pensent que ceux-ci ont une portée
trop étroite. Beaucoup de commentaires portent sur le choix des especes. On insiste sur
I'importance de pouvoir choisir des sujets a lintérieur d'une vaste gamme taxinomique;
ceci comprend les espéces représentatives sur le plan écologique (on ne considére pas que
Selenastrum appartient a ce groupe) et les taxons indigenes. Certains s'interrogent
également sur le choix des souches 3 lintérieur d'une espéce donnée. Plusieurs commen-
taires ont porté sur la valeur de Lemna comme espéce indicatrice; on pense généralement
que ce genre ne fournit pas des résultats qu'on peut appliquer aux macrophytes submergés
,ou flottants, '
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D'autres répondants troyvent qu'il faudrait inclure dans les présents essais des
effets a différentes étapes du cycle b.iologique ou durant différentes étapes métaboliques
ou mitotiques, Un répondant trouve que les essais sont limités a des effets manifestés a
l'intérieur d'une plage étroite de concentrations chimiques. Un autre 'pense que les essais
devraient indiquer les résultats d'une exposition & court terme au milieu aquatique
contaminé par la dérive de pesticides et par une faible dose de pesticides. Dans
I'ensemble, les personnes interrogées mettent en doute la correspondance entre ces essais
et la situation sur le terrain; les effets variables d'une espéce a l'autre ont été mentionnés
comme l'un des facteurs de confusion lorsqu'une extrapolation des résultats aux conditions
sur le terrain est tentée.

Une des lacunes dans la portée des présents essais est le choix des especes
forestiéres. Ces essais sont considérés comme n'étant "absolument pas représentatifs des

conditions en milieu forestier".

5.1.2  Reproductibilité des essais. - La plupart des répondants sont satisfaits de la
reproductibilité des essais présentement recommandés. Les commentaires vont d'excel-
lents & "bons dans tout laboratoire". Les quantifications des variations varient entre 10 et
25 p. 100. Une réserve souvent formulée est qu'il faut du personnel expérimenté pour
atteindre 3 un haut niveau de reproductibilité. En outre, les personnes interrogées
insistent sur le fait qu'il faut contrdler les conditions d'expérience, assurer une bonne
surveillance et contrbler les milieux, le mode de nutrition ainsi que les sources de
semeﬁces ou de plantes. Plusieurs insistent sur l'importance de travailler avec des cultures
axéniques. On insiste également sur la nécessité de s'approvisionner d'une collection
normalisée de spécimens dont la taxinomie est parfaitement connue; cela permettrait de
régler les problémes éprouvés avec les variations du biotype et les variations d'une espéce
*a l'autre. Les personnes interrogées considérent que les essais synchronisés avec des
cultures axéniques d'algues unicellulaires ont "une forte reproductiBilité". Une d'elles
préfere les tests sur les algues en microplaques.

Le probléme le plus commun semble provenir des erreurs introduites par un
personnel inexpérimenté. En outre, il semble que trop de gens emploient des cultures qui
ne sont pas normalisées; on pense ainsi & “"Chlorella c". Quelqu'un rapporte que les
résultats obtenus avec des produits chimiques de qualité technique différent beaucoup de
ceux obtenus avec des produits formulés.

Un prgbléme particulier a été rapporté avec les essais d'inhibition de la
germination des semences et de I'émergence des semis. Il semble que ceux avec les
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7
semences donnent des résultats variablés mé&me quand les semences proviennent du mé&me

endroit ou du méme lot de semences d'arbres.

5.1.3 Avantages et inconvénients des présents essais. - Les avantages le plus com-
munément cités, par ordre de préférence, sont: le cofit peu élevé, la simplicité, la
reproductibilité‘, la rapidité, la sensibilité et le peu d'espace de laboratoire occupé ainsi
que l'appareillage sommaire. Pour certains, les présents essais permettent de tester les
cultures sensibles en laboratoire et sur le terrain et offrent la possibilité d'obtenir des
renseignements sur les modes primaires et secondaires d'activité ainsi que sur les
mécanismes de résistance.

L'inconvénient le plus communément cité est la difficulté d'extrapoler les
résultats des essais a la situation sur le terrain. Un inconvénient trés précis est que de
nombreux essais ne peuvent fournir une image représentative de l'exposition a long terme
a des doses sublétales; "beaucoup d'essais donnent des résultats qui se rapportent aux
effets 3 court terme de composés solubles et négligent les effets & long terme liés au
substrat". Dans I'ensemble, les personnes interrogées considerent que les essais ne sont pas
assez représentatifs de la situation sur le terrain. Quelqu'un a résumé cela d'une fagon
succincte: ces essais permettent d'accumuler beaucoup de résultats qui n'ont aucun
rapport avec la situation réelle, Plusieirs commentaires ont porté sur des aspects
particuliers d'essais précis. Les différences clonales et la mutation des clones en .
laboratoire constituent un des problémes identifiés. Parmi d'autres, il faut mentionner le
peu de bases de données de référence, le manque de personnel expérimenté et les carences
. en équipement (particuliérement des compteurs électroniques de particules). Une personne
affirme qu'il faut au moins 300 graines pour resserrer les écarts types dans les essais
d'inhibition de la germination: toutes les graines devraient avoir la mé&me provenance si
possible. Les personnes interrogées considerent que les différences de provenance sont

importantes et qu'elles nuisent également a la vigueur des semences et des semis.

5.1.4 Parameétres a évaluer préférés pour les essais de phytotoxicité. - Les paramé-
tres a évaluer qui sont recommandés pour les essais avec des plantes vasculaires varient
considérablement d'une personne interrogée a l'autre. La seule recommandation assez
commune est a l'effet qu'il faut mesurer la “croissance". Aucune des personnes n'a décrit
en détail de quelle fagon on peut la mesurer effectivement. D'autres suggestions ont été
faites, notamment le pourcentage de‘germination et la durée jusqu'a I'émergence, le
rapport entre la hauteur et la masse, le rendement en g/m?, etc., la mort ou la nécrose
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des tissus et la survie. Quelqu'un a insisté sur le fait que les essais devraient se prolonger
au-dela de I'étape de la germination s'il faut calculer un niveau sans effet, parce que .
certains pesticides exercent leur action a des étapes ultérieures de la croissance, On a
mentionné la possibilité de noter les changements dans la morphologie et l'anatomie des
plantes, mais des exemples précis des changements 3 considérer n'ont pas été apportés. La
mesure de facteurs physiologiques a été jugée intéressante par certaines pefsonnes; la
fixation du CO9, l'assimilation du carbone, la production d'oxygene, la teneur en
chlorophylle et l'examen des systémes enzymatiques fondamentaux ont été proposés.
Enfin, une personne pense que la bio-accumulation doit étre mesurée. Elle recommande
également de recueillir des donndes sur les produits du métabolisme et le degré de
récupération des organismes ainsi que des renseignements précis sur les modes primaires
et secondaires d'activité ainsi que sur la résistance.

Les paramétres a évaluer qui sont suggérés pour les essais avec Lemna
comprennent la masse séche et la masse fraiche, la teneur en chlorophylle, la-croissance
par le dénombrement des frondes, la mortalité et la "multiplication" (nous supposons que
cela signifie également le dénombrement des frondes).

Le parametre le plus communément suggéré pour les essais avec des algues est
la croissance. On insiste sur le taux de croissance et non seulement la croissance. Une des
personnes interrogées recommande que celui-ci soit mesuré en cultures non sélectives
(milieu complet) par lots, mais que les caractéristiques du systéme & 1'équilibre devraient
constituer le paramétre de surveillance avec les cultures sélectives en dynamique. On a
suggéré d'autres mesures physiologiques comme la teneur en 14C ou en ATP aprés une

exposition de quatre heures ou encore des dénombrements ou la fluorescence apres une
exposition de 96 heures. Une des personnes interrogées dit qu'elle ne croit pas que les
effets sur les algues constituent un probléme assez important pour qu'on procéde a des

essais élaborés.

5.5 Suggestions "d'especes indicatrices". - Cette question est une de celles qui a
suscité les réponses les plus variées. Cela témoigne de la difficulté inhérente au choix des
especes et fait écho aux préoccupations et aux controverses décrites par le DF Holst de
I'EPA des E.-U. (chapitre #). ,

Les listes les plus précises d'espéces vasculaires terrestres recommandées
broviennent de personnes' intéressées par la foresterie. Les principales espéces exploita-
bles recommandées sont Pinus strobus (pin blanc), Pinus banksiana (p‘in gris), Pinus
contorta (pin Lodgepole), Picea mariana (épinette noire), Picea sitchensis (épinette de
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Sitka), Thuja occidentalis (thuya occidental), Thuja plicata (thuya géant), Pseudotsuga

menziesii (sapin de Douglas), Abies (sapin) et Tsuga (pruche). Les principales espéces

"indésirables" ou sans valeur commerciale qui ont été recommandées sont Populus

. tremuloides (peuplier faux-tremble), Prunus virginiana (cerisier de Virginie), Cornus -
stolonifera (cornouiller stolonifere), Alnus (aulne), Betula (bouleau), Salix (saule), Rubus
(framboisier, ronce remarquable, ronce occidentale) ainsi que les "graminées".

Les autres recommandations concernant les plantes terrestres sont d'ordre
général. Des représentants des monocotylédones, des dicotylédones ainsi que d'une "série
d'especes cultivées" sont proposés. Une des personnes interrogées donne le chou, le mil, le
seigle, le bié et la laitue.

‘ La plante aquatique vasculaire le plus souvent recommandée est Lemna.
Certaines personnes interrogées croient que des macrophytes enracinés immergés ou
flottants doivent &tre inclus; Typha latifolia et Potamogeton spp. sont suggérés. Quelqu'un
recommande de choisir des espéces parmi les renonculacées et la sagittaire; ces plantes
sont faciles a échantillonner, poussent bien en laboratoire et sont trouvées partout au
pays. Une autre personne concentre son choix sur des plantes des terres humides de l'ouest
du Canada; eile suggéré Myriophyllum exalbescens & cause de son importance pour les
invertébrés aquatiques ainsi que Potamogeton pectinatus a cause de son importance pour
la sauvagine. ‘

Presque toutes les personnes qui ont commenté le choix des algues ont fourni
une liste de plusieurs espéces plutét qu'une seule. En général, des représentants de
chacune des divisions taxinomiques sont suggérés, particuliérement des algues vertes, des
diatomées et des cyanobactéries. Les microflagellées sont également mentionnées ainsi
que les chrysophytes marines et les dinpﬂage}lées. Parmi les genres recommandés, il y a:
Selenastrum, Chlorella, Scenedesmus, Ankistrodesmus, Asterionella, Tabellaria,
Anabaena, Aphanizomenon, Mougeotia et Stigeoclonium. Une des personnes dit "qu'il n'y a
aucune raison ni justificatioqjk;our tester les espéces aquatiques ou les plantes de rivage;
il n'y a tout simplement pas de risque mesurable dans ces cas".

Parmi les recommandations les plus fréquentes, il est dit que les espéces
utilisées doivent pouvoir &tre multipliées ou cultivées aisément en laboratoire, &tre
facilement disponibles, &tre distinctes sur le plan taxinomique et étre bien représentées
dans les communautés naturelles. Une personne fait remarquer que les algues les plus
importantes sur le plan écologique sont souvent des espéces qui se gardent mal en culture.

Certains répondants n'aimaient pas l'idée de limiter les essais a quelques

especes "indicatrices". Ils insistent sur les importantes variations spécifiques dans les
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réactions aux pesticides, dans la bio-accumulation ét dans le transport des toxiques ainsi
que sur les variations en importance des espéces d'une région a l'autre. Une des personnes
interrogées dit qu'elle "trouve téméraire de vouloir suggérer des espéces indicatrices pour
l'environnement canadien. Presque chaque herbicide a un spectre différent d'activité sur
toutes les especes végétales qu'il rencontre. Les différentes espéces végétales ont une
importance variable selon les situations.” Cette personne explique que son équipe choisit

des espéces appropriées aux pesticides testés, clest-a-dire des espéces tolérantes,
intermédiaires et trés sensibles.

En résumé, il y a une forte divergence d'opinions quant au choix des espéces
servant aux essais de toxicité, Un point intéressant a noter, c'est la totale dicotomie des

points de vue adoptés par les forestiers et par les biologistes de I'eau quant a la nécessité

de tester des plantes aquatiques.
P

5.1.6 Opinions sur lapproche des essais par étapes. - La plupart des personnes
interrogées qui se disent en mesure d'apporter des commentaires sont d'avis que c'est une
bonne approche. Parmi les questions et les réserves formulées: "Ou en est-on rendu avec
I'homologation? 1l s'agit d'une bonne méthode pourvu qu'on puisse interpréter les résultats
a chaque étape et qu'on ait des déclencheurs (valeurs de référence) bien définis. 11 faut
faire preuve d'autant de prudence dans la constitution d'un systéme canadien que les
Américains pour la constitution du leur." L'experlence d'un des répondants lui a appris que
la toxicité des pesticides sur le terrain est souvent bien différente de ce qu'elle est en

" laboratoire; dans la plupart des cas, elle est moins prononcée sur le terrain.

Un des répondants est d'avis que l'approche par étapes est une erreur, parce
que le systéme donne lieu 3 l'apparition de "faux négatifs", ce qui risque de conduire a
I'homologation de beaucoup de produits chimiques qui devraient &tre refusés. Sa préfé-
rence va aux tests simultanés sur le plus grand nombre possible d'espéces.

5.2 Comparaison des lignes directrices du FIFRA (E.-U.) et de celles établies
en vertu du TSCA (E.-U.)

Les lignes directrices du Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act
(FIFRA, 1986) exigent la tenue d'essais pour I'homologation des pesticides qui difféerent de
plusieurs fagons de ceux requis pour mesurer les effets écologiques par le Toxic
Substances Control Act (TSCA) dans les régles & suivre pour les essais sur des produits
chimiques précis; ces régles sont promulguées en vertu de l'Article #(a) du TSCA (1987a,
b). Toutes les substances chimiques potentiéllement toxiques sont visées par cette loi.
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Il existe une différence fondamentale entre ces deux ensembles de lignes
directrices: celles du TSCA prévoient la tenue dlessais pour évaluer la plage de nocivité en
vue de la tenue d'essais définitifs de toxicité. Ces essais préliminaires sont faits a
plusieurs concentrations. A l'inverse, les essais de I'étape 1 du FIFRA peuvent &tre faits a
une seule concentration, habituellement la concentration maximale indiquée par le
fabricant sur l'étiquette du produit. On voit ici gue les objectifs cherchés ne sont pas les
mémes; le TSCA vise un groupe de produ1ts chimiques beaucoup plus vaste, dlversme et
moins bien connu que l'autre groupe.

Fondamentalement, les deux ensembles de lignes directrices se ressemblent;
cependant, celles découlant du TSCA sont généralement plus détaillées que les autres.
Par exemple, le protocole expérimental des essais d'inhibition de la croissance des algues
comportent des instructions pbur I'analyse poussée de certains effets comme les change-
ments relatifs du nombre de cellules, de taille ou des deux, les malformations, la couleur,
la floculation, 'adhérence aux parois ou l'agrégation‘(TSCA, 1982). Le TSCA prévoit que
la température doit &tre enregistrée tout au long des essais et que le pH doit étre
enregistré mais non ajusté, car cela beut parfois modifier la toxicité. On y prévoit
également des méthodes permettant de faire la distinction entre les effets algistatiques
et les effets algicides {(essai au bleu d'Evans ou repiquage de cellules dont la croissance est
inhibée). L'essai de germination des semences et d'allongement des racines p'révu par le
TSCA précise que les semences doivent appartenir a la méme classe de taille et qu'il faut
indiquer leur provenance. Dans l'essai de croissance hdtive’ des semis, le substrat des
racines doit &tre inerte, comme du sable quartzeux ou des billes de verre, mais ne doit pas
&tre de la terre. Il est recommandé d'utiliser une solution modifiée de Hoagland & mi-
concentration comme milieu de culture pour les essais de croissance des semis. En outre,
les conditions suivantes du milieu sont précisées (elles ne le sont pas dans le protocole du

FIFRA):
' . Teneur en gaz carbonique de 350 * 50 ppm.

. Eclairement de 350 E/m2/s & 400-700 nm 3 l'aide d'un systéme mixte 3
fluorescence et incandescence ou d'un systéme a décharge a haute intensité
avec lampes 3 halogénure de métal ou une combinaison de lampes a
halogénure de métal et de la.mpes sodium haute pressnon, et photopériode
de 16 h d'éclairement et 8 h d'obscurité.

. Température de 25 + 3 °C le jour et de 20 + 3 °C la nuit.

. Humidité entre 65 et 85 p. 100 durant la période d'éclairement, et prés du
point de saturation durant la période d'obscurité (TSCA, 1982).
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) Dans le TSCA, le choix d'espéces est beaucoup mieux justifié. Ainsi, Selenas- '
trum capricornutum a été choisie comme espéce d'algues pour les essais en eau douce
parce qu'elle est un excellent organisme d'eau douce pour les essais en laboratoire, facile
a garder en culture et 3 dénombrer. C'est aussi un organisme sensible et consistant dans sa
réponse a une vaste gamme de concentrations d'éléments nutritifs. Lorsque cet organisme
est inclus dans les essais préliminaires de toxicité sur plusieurs espéces, on a trouvé que
c'est un organisme comparativement sensible. Le TSCA fournit une breve revue de la
documentation portant sur les essais de sensibilité relative de Selenastrum. En général,
cette espece s'est révélée au moins aussi sensible que différentes espéces de poissons et
d'invertébrés a différents produits chimiques toxiques (TSCA, 1982). En outre, Selenas-
trum a été régulierement plus sensible que Scenedesmus ou Chlorella, deux autres algues
proposées pour les essais sur les algues. ' '

Skeletonema costaturm/a été choisie comme algue marine parce qu'elle est
souvent citée dans les articles faisant état de bio-essais et gu'elle est un organisme
recommandé pour ces derniers (TSCA, 1982). Elle s'est révélée aussi sensible que
Selenastrum a 35 polluants d'intérét prioritaire et a deux esters de phtalate lors d'essais
de sélection sur plusieurs espéces. Cette espece s'est révélée plus sensible aux BPC et aux
produits de chloration dans les eaux usées que toute une gamme d'algues d'eau douce et
d'algues marines.

I est prévu dans le Toxic Substances Control Act que d'autres especes peuvent
- remplacer I'une ou I'autre de ces deux algues lorsque c'est approprié, c'est-a-dire lorsqu'on
est en présence d'autres espéces qui constituent une population plus & risque que les deux
especes recommandées,

Les especes désignées dans le TSCA pour les essais sur les plantes terrestres
sont:

Lycopersicon esculentum (tomate)

Cucumis sativus (concombre)

Lactuca sativa (laitue)

Glycine max (féve soja)

Brassica oleracea (chou)

Avena sativa (avoine)

Lolium perenne (ivraie vivace)

Allium cepa (oignon commun)

Daucus carota (carotte)

Zea mays (mais)
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Ces espéces ont été choisies pour les raisons suivantes: elles ont une grande
importance économique; leur distribution, leur abondance et leur représentation taxino-
mique permettent de couvrir une bonne partie du régne végétal; elles sont sensibles a
beaucoup de substances toxiques et ont servi jusqu'a un certain point lors d'essais
biologiques précédents; il y a compatibilité entre les conditions de croissance dans le
milieu et les contraintes chronologiques imposées par les méthodes d'essais; enfin, elles
sont également désignées dans les lignes directrices du FIFRA (TSCA, 1982). Au besoin,_
d'autres espéces peuvent &tre utilisées a la place de l'une ou de toutes ces especes. Par
exemple, des espéces sylvicoles ou déserticoles peuvent constituer des populations plus a
risque que les especes recommandées.

L'organisme chargé de l'application du TSCA a fait sa propre évaluation de la
compatibilité de ses lignes directrices avec celles du FIFRA; trois grandes différences
sont apparues pour ce qui est des essais de germination et de croissance des semis. En
premier lieu, l'essai prévu dans le TSCA précise que les plantes doivent pousser dans une
solution nutritive sur un substrat constitué de sable ou de billes de verre. Il n'y a pas
d'exigence précise dans le FIFRA pour la tenue des essais; dans la plupai't des cas, des sols
sont utilisés pour la croissance des plantes. A linverse, la justification donnée pour les
essais prévus par le TSCA est que les sols constituent un mauvais choix parce que les
produits chimiques testés sont probablement adsorbés sur les particules du sol et qu'ainsi,
ils passent en moindre quantité dans les plantes. L'essai prévu dans le TSCA est congu de
fagon a maximiser l'exposition des plantes aux produits chimiques, et il est donc plus
sensible que l'autre. La deuxiéme différence, c'est que l'essai exigé par le FIFRA ne
prévoit que la pulvérisation seulement des pesticides sur les feuilles. Le TSCA prévoit
'application des produits chimiques a I'état soilde, liquide ou gazeux sur le feuillage. Le
recours a ces modes additionnels d'application permet de tester les produits chimiques
dans différents états physiques. La troisiéme différence tient & ce que l'essai exigé par le
FIFRA utilise la moitié moins de plantes, alors que l'essai exigé par le TSCA en requiert
un nombre suf fisant pour annuler la variabilité entre plantes.

Les responsables de l'application du TSCA ont également comparé leurs essais
aux lignes directrices de I'OCDE. Les deux approches sont semblables; cependant, il existe
une différence importante quant au choix du substrat. Comme dans le cas du FIFRA,
I'OCDE spécifie que le produit chimique 3 tester doit &tre mélangé au sol. Dans l'esprit
des rédacteurs du TSCA, lorsque des sols sont utilisés, "une pléiade de facteurs édaphiques
ne seraient pas vérifiés et accroitraient la variabilité des résultats des essais". Les
auteurs du TSCA n'acceptent pas non plus la recommandation de I'OCDE de pratiquer des
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dilutions en série des produits chimiques avec un substrat non homogéne. Il est douteux
qu'on puisse obtenir des dilutions précises de cette fagon, et en outre, les propriétés
physicochimiques du mélange de sols et de produits chimiques ne resteraient pas
uniformes au fur et & mesure des dilutions, car des dilutions progressives se traduisent par
une augmentation du pourcentage de sabie dans les mélanges de sols.

" Dans les documents de soutien technique du TSCA, des exemples de commen-
taires sur les lignes directrices prévues a la loi sont fournis (TSCA, 1981a, b, c). Une des
critiques formulées porte sur le fait que les plantes utilisées pour les essais d'inhibition de
la germination et de la croissance sont des angiospermes d'importance commerciale et ne
sont 'pé.s représentatives des écosystémes naturels. Les auteurs du TSCA font alors
remarquer que les présentes normes permettent de choisir d'autres espéces qui ont de
I'importance .éconorhique ou écologique dans la région visée. Une autre critique porte sur
le fait que la méthodologie des essais couvre une trés petite partie du cycle biologique.
Les auteurs du TSCA répondent en faisant remarquer que leurs normes pour les essais
d'assimilation et de translocation peuvent servir a évaluer les effets chimiques sur
certains processus du développement comme la floraison ou la formation des graines et
que des essais portant sur tout le cycle biologique des plantes sont en voie de
développement. Certains critiques sont d'avis que le fait d'utiliser un sol traité avec le
produit chimique testé constitue une meilleure représentation de la réalité. Les auteurs du
TSCA répondent en disant qu'ils doivent &tre en mesure d'évaluer le risque qui correspond
au scénario du "pire cas possible", et qu'd cause de la variabilité des propriétés physiques
et chimiques des sols naturels, il importe d'utiliser des matieres inertes si on veut éliminer

les sources de variations dans les tests.

3.3 Evaluation des essais présentement employés et des essais de rechange

5.3.1 Essais toxicologiques pour les algues. - Souvent, les chercheurs ne participent
pas a I'établissement des protocoles, c'est un inconvénient majeur quand on tente
d'optimiser un. systeme. Pour combler cette lacune, il a été décidé de fourmr "de la
documentation de fond sur les essais de toxicité aquatique de fagon a faire comprendre la

justification rationnelle de nos recommandations.

~

5.3.1.1  Indicateurs de toxicité. - 1l y a différentes facons d'évaluer I'inhibition des
processus biologiques par intoxication. Les modes d'inhibition qui font intervenir de
nombreuses €tapes biochimiques comme le taux de croissance peuvent constituer de bons

indicateurs de la toxicité. L'inhibition de processus précis, comme le cycle du transport

-
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photochimique des électrons, et de processus biochimiques de complexité intermédiaire,
comme l'assimilation des éléments nutritifs, peut également étre utilisée. Le fonction-
nement de ces processus peut &tre déterminé a l'intérieur du systéme biologique lui-méme
ou encore par les effets dans le milieu environnant qui sont parfois assez prévisibles pour
pouvoir servir d'indicateurs de toxicité. Il est & mentionner que les mesures indirectes de
la croissance, comme par la chlorophylle a, I'ATP, les protéines, le RNA et le DNA, ne
sont valides que si la croissance est équilibrée, c'est-a-dire que le doublement de la
biomasse doit se traduire par le doublement de toute substance chimique constituante.

5.3.1.2 Bio-accumulation. - La mesure de la bio-accumulation offre un choix plus
restreint de processus "indicateurs"; on est généralement limité a l'assimilation ou & la

disparition d'une substance toxique.

5.3.1.3 Contraintes liégs aux essais. - Il faut savoir dans quelle mesure les contraintes
imposées par le systéme des essais entament la validité de I'évaluation de la toxicité; c'est
a ce prix qu'on peut obtenir des résultats significatifs. Il importe d'évaluer soigneusement
ces contraintes avant de rédiger des directives et d'établir de maniére formelle les
protocoles d'essais. . '

1l y a deux grands types de contraintes:

a) les contraintes chimiques,

b) les contraintes biologiques.

Le lecteur trouvera dans les paragraphes qui suivent comment ces contraintes

influencent la réaction des algues aux substances toxiques.

CONTRAINTES CHIMIQUES. - Depuis une dizaine d'années, les contraintes
chimiques ont regu beaucoup d'attention, et les législateurs commencent & comprendre
qu'il faut également tenir compte de cet aspect du probléme. Un pourcentage élevé de
travaux publiés sur la toxicité ont été invalidés par le fait que le pH, la composition en
éléments nutritifs et la capacité de complexation des matidres organiques étaient
inconnus (la recherche sur la toxicité des métaux a fait I'objet d'une révision par Campbell
et Stokes, 1985). Sur ce plan, il y a eu davantage de travail fait sur les métaux que sur les
autres substances, mais les concepts dégagés s'appliquent a toute substance toxique.

Un exemple avec le cadmium et le cuivre servira a bien illustrer I'importance
de la répartition des especes d'une substance toxique et de l'effet d'une variable chimique
(tiré de Peterson et al., 1984);

On a choisi le cadmium, un métal ayant des réactions chimiques simples dans
I'eau, pour éviter d'avoir des complications avec des variations dans la

N
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repartltlon des e3peces. En outre, le milieu a été complétement défini et ne
contient pas de matiéres orgamques. La répartition de l'ensemble des compo-
sants du cadmium pouvait donc etre établie avec certitude a l'intérieur de la
plage de pH choisie.

La figure 3 donne en A la répartition des composants chimiques du cadmium;
on y voit que celle-ci reste virtuellement la méme_ a l'intérieur de la plage de
pH indiquée. La figure 3 montre en B l'inhibition & 50 p. 100 de l'assmllatlon
du phosphore par une algue verte. Ony voit qu'a un pH de 5,5, il faut prés de
200 fois plus de Cd qu'il n'en faut a un pH de 8,5 pour mhxber de 50 p. 100
l'assimilation du phosphore. L'important écart de tox1c1te en fonction du pH ne
peut donc étre attribué a un changement dans la répartition des composants du
cadmium. Le rapport entre la toxicité du cadmium et le i est donc trés fort
(figure 3C). Ainsi, Peterson et al. (1984) sont parvenus a la conclusion que la
concurrence entre les ions hydrogéne et cadmium pour occuper les sites
réactifs sur les parois cellulaires fait que le Cd occupe davantage de sites et
devient donc de plus en plus toxique & mesure que la concentration en ions
hydrogéne diminue.

La flgure 4 montre des donndes semblables pour le cuivre, L'ensemble des
composants du cuivre en solution est dormne par les ions métalliques libres a
bas pH et par les complexes inorganiques a pH élevé (figure 4A). La quantité
de cuivre nécessaire pour inhiber de 50 - 100 l'assimilation du phosphore
diminue a mesure que le pH passe de 5,5 a 6,5 et ensuite, reste relatwement
constante & un pH supérieur. *Peterson et dl. (1984) sont parvenus a la
conclusion que la toxicité observée pouvait &tre exphquee de la fagon la plus
simple en con51derant l'ion cuivrique seulement, qu1 concurrence l'ion hydro-
gene, un peu a la fagon de I'ion cadmium. Le cuivre garde la méme toxicité
entre un pH de 7 et un pH de 8,5 malgré une réduction Iimportante du nombre
d'ions cuivriques libres, parce que la toxicité de l'ion cuivrique augmente a un
pH plus éleve,

Cette étude avait minimisé les effets des variables autres que le pH;

“ liintroduction de matidres organiques et d'autres ions métalliques complique le modéle

simple précédent. Cependant, faute de savoir quels facteurs il est essentiel de contrdler

dans les expériences sur la toxicité, les résultats n'ont aucune signification. Il faut insister

sur le fait que plus l'essai est long et que plus la population de microorganismes est

importante, plus grande est la probabilité d'obtenir des changements induits par les micro-

organismes, par exemple, le dégagement en quantité importante de métabolites extra-

cellulaires et la dérive du pH.

CONTRAINTES BIOLOGIQUES. - La toxicité chez les microorganismes dé-

pend d'un bon nombre de facteurs:

a) caractéristiques morphologiques comme le rapport entre la superficie et le

volume, le type de croissance, soit unicellulaire, en colonies ou en filaments;

b) position dans la taxinomie;
c) production ou non de mucilage;
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d) taux de croissance;
e) viabilité en culture;

f) réaction a différents équilibres en ions principaux; l'addition de produits
toxiques peut représenter 80 p. 100 du volume du milieu de culture utilisé pour un essai de
toxicité; cela provoque un déplacement radical de I'équilibre cationique-anionique;

g) différences clonales entre organismes testés appartenant a une méme
espece;

h) état physiologique des organismes;
i) caractéristiques de la division cellulaire.

Position dans la taxinomie

Venkataraman et Rajyalakshmi (1972) ont montré que la tolérance aux
pesticides des cyanobactéries fixatrices d'azote est trés variable. 1! a été montré
qu'Anabaena sp. peut &tre 1000 fois plijs tolérante au cérésan que Nostoc sp. Toutefois,
Nostoc sp. est 100 fois plus tolérant a la propazine ql_J'Anabae‘na Sp.

Hollister et Walsh (1973) ont testé la sensibilité aux pesticides des chloro-
phytes, des bacillariophytes, des chrysophytes ainsi que des rhodophytes; ils ont montré
qu'il existe d'importantes variations a l'intérieur des groupes comme entre les groupes.
Ces chercheurs ont recommandé le recours a plusieurs especes représentatives de chaque
groupe et l'utilisation de différents groupes pour obtenir des résultats représentatifs sur
les effets des herbicides sur.les algues. Stratton (1984) a montré qu'Anabaena inaequalis
est 50 fois plus sensible a l'atrazine qu'Anabaena variabilis, mais avec l'atrazine
déisopropylée, un produit de la décomposition de l'atrazine, cette espéce ne I'était plus
que deux fois. Les comparaisons avec les algues vertes ont également montré des
variations considérables de toxicité des pesticides, bien qu'aucune tendance nette ne se
soit dégagée. o
Lors de la comparaison des effets du fongicide Fennosan F 50 dans différents
milieux, Eloranta (1982) a montré que parmi les trois espéces d'algues testées, Monora-
phidium griffithii est environ dix fois p'lus sensible & ce produit que Chlorella kessleri et
que Selenastrum capricornutum.

Des études de Walsh (1972, 1983), de Fisher et Wurster (1973) et d'Ibrahim
(1983, 1984) figurent parmi les études ou la toxicité des pesticides a été évaluée sur
plusieurs espéces d'algues. La variabilité observée entre les divisions comme a l'intérieur
des divisions est considérable; cependant, il semble que les diatomées sont généralement
plus sensibles que les algues vertes. Des travaux de Peterson (1988) dont les résultats n'ont
pas été publiés montrent qu'une diatomée s'est révélée 1000 fois plus sensible au cuivre

qu'une algue verte.
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Bref, plusieurs articles portant sur les différences spécifiques montrent
nettement qu'il existe des écarts de toxicité d'un a trois ordres de grandeur, et il semble
que les algues vertes sont plus tolérantes que les diatomées. Personne ne s'est arrété a
étudier comment ces différences peuvent &tre expliquées morphologiquement, comme par
le fait d'étre des organismes unicellulaires, coloniaux ou filamenteux. Il est probable que

les producteurs de mucilage ne peuvent pas &tre comparés a des organismes produisant

peuou pas de mucilage.

F:':‘.at physiologique de l'organisme )

L'état physiologique, ou "santé", d'un organisme recouvre des facteurs comme
le taux de croissance ou le type et la nature des carences en éléments nutritifs ou encore
la suffisance en éléments nutritifs, La température, I'éclairement et la turbulence
peuvent agir sur I'état physiologique et doivent donc &tre définis.

La croissance dans un milieu non sélectif (cémplet en éléments nutritifs), dans
des conditions optimales, approche "ﬁmax", le taux de .croissance maximal atteignable par
un organisme & une température donnée lorsqu'il n'est pas limité par des facteurs
chimiques ou physiques. La plupart des protocoles qui servent aux essais de toxicité
précisent qu'il faut une croissance dans un milieu adéquatement pourvu en éléments
nutritifs. Le fait d'utiliser comme inoculum des populations d'organismes en-croissance
logarithmique constitue une fagon raisonnable d'obtenir une croissance logarithmique '
soutenue dans les essais de toxicité. Plus I'essai se prolonge, plus grande est la probabilité
de produire des organismes montrant un taux de croissance ralenti dans les témoins.

La croissance de populations d'organismes en Chemostat est réglée par la
carence en un élément nutritif donné, par exemple, le N ou le P. Le taux de croissance
peut &tre ajusté A un niveau inférieur 3 umax, ce qui permet de simuler des carences
1égéres, modérées ou extrémes. On pense que la plupart des eaux naturelles sont limitées
par la teneur en P (Schindler, 1978), bien qu'un nombre importaht de plans d'eau dans
certaines régions soient limités par la teneur en N (Peterson, 1988). Peterson et al. (1984)
affirment que les évaluations de toxicité avec des algues devraient porter sur les
processus 4qui limitent l'organisme étudié, car c'est lorsqu'une telle fonction est perturbée
qu'il est le plus probable d'obtenir les perturbations les plus impor tantes.

Il faut alors se demander si les prbtocoles en usage qui font intervenir
l'inhibition de la croissance dans des milieux non sélectifs sont adéquats pour proféger ces

organismes.
Hall (1986) a fait l'une des démonstrations les plus nettes d'effets de toxicité

sur la croissance en milieu sélectif en comparaison de celle en milieu non sélectif: il a
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montré que Chlorella dans un milieu carencé en phosphore est 1000 fois plus sensible au
cuivre que Chlorella dans un milieu non sélectif. En outre, Peterson et Healey (1985) ont
montré que les différents cycles d'assimilation des éléments nutritifs n'ont pas la méme
sensibilité au cuivre et au cadmium. Celui de l'assimilation du nitrate s'est révélé
beaucoup plus sensible aux métaux toxiques que celui de l'assimilation du phosphate. Les
régions ou il y a carence permanente d'azote, par exemple, les terres humides des Prairies
(nos travaux préliminaires indiquent que la limitation de N est peut-&tre commune dans
ces systémes), sont peut-&tre plus sensibles a la pollution par les métaux que les systérqes

carencés en P.

33.1.4 L'néritage laissé par Selenastrum. - Les protocoles en usage prennent Selenas-~
trum capricornutum comme indicateur de la toxicité. La personne qui la premiére a isolé
Selenastrum retrace ies succés de cet organisme avec les essais biologiques dans la
préface d'un symposium sur l'utilisation a titre exbérimental des cultures d'algues en
limnologie (Skulber, 1978).

RAISONS DU CHOIX DE SELENASTRUM CAPRICORNUTUM

191331959 -  Observé dans les eaux douces ohgotrophes a eutrophes sur
plusieurs continents.

1959 Isolé en Norvege, et une culture est conservée par clonage a
l'Institut norvégien de recherche sur l'eau.

1960 a nos jours  On peut se procurer des cultures gratuitement partout dans
le monde et les essais biologiques qui utilisent Selenastrum
sont devenus trés courants, notamment depms que cet
organisme est devenu l'organisme pour les essais de routine
dans la procédure d'essais sur des algues (EPA des E.-U.,

1971),

Les avantages liés a l'utilisation de Selenastrum sont les suivants:

a) taux de croissance rapide (plus de deux divisions en 24 heures, Claesson et
Forsberg, 1978);

- b) nombre important de collections de cultures qui l'offrent,
¢) importante base de données;
d) culture facile.

- ’, - 4 g - -/ -
Les inconvénients liés a l'utilisation de Selenastrum sont les suivants:

a) Par sa morphologie, cet organisme se prete mal & des mesures volumétri-
ques précises. L'inhibition des divisions cellulaires, mais non du rendement photosynthé-
thue, est un effet commun des substances toxiques (étudiée par Davies, 1978), et cela
peut étre montré avec le plus de prec1s10n sur des orgamsmes de forme sphenque. Les
estimations de la superficie de la paroi cellulaire n'ont peut-&tre pas la précision de celles
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effectuées avec les organismes sphenques. L'exposition initiale a des substances toxiques
dépend de la superficie de la paroi cellulaire (Campbell et Stokes, 1985).

b) Cet organisme produit une quantité considérable de mucilage
(Dr J. Lukavsky, Academxe des sciences de la Tchécoslovaquie, communication
personnelle). -

c) Iy aurait l1eu de cartographier le génome des cultures clonales et de
reprendre per10d1quement cette operatlon afin d'éviter 'apparition de sous-clones qui
~ peuvent réagir d;fferemment au stress créé par les substances toxiques. Cette remarque

vaut pour toutes les especes d'algues utlhsees, on dispose maintenant de la technologie
nécessaire pour procéder sans peine 3 une évaluation de la dérive génétique dans les
clones d'algues, et cette opération devrait se faire perlodxquement avec des cultures de
référence. Tous les ans, les laboratoires qu1 font des essais pourraient se procurer un
nouveau stock de cultures de sources certifiées,

La plupart des préoccupations mentionnées précédemment ne sont pas réglées
par le recours & un organisme unique pour l'évaluation des effets toxiques d'une substance.
Les résultats obtenus par les essais de toxicité valent pour la protection de Selenastrum
capricornutum en culture dans un milieu non sélectif. Les extrapolations & d'autres
organismes et a la situation sur le terrain ne peuvent &tre justifiées dans I'état actuel des
connaissances. Ces essais ne sont pas de simples dosages chimiques. Les essais biologiques
peuvent se révéler extrémement utiles pourvu que l'on comprenne la portée de leurs
résultats. Faute de quoi, on peut se tromper par un, deux ou trois ordres de grandeur. Le
probléme 1ié & toute méthode, c'est que nous nous retrouvons avec des résultats chiffrés;
ceux-ci peuvent se révéler parfaitement farfelus et, si c'est le cas, leur accumulation peut
constituer un obstacle dans la recherche d'une solution au probléme. Le Df Jér6me Nriagu,
du Centre canadien des eaux intérieures, a fait état de préoccupations semblables au sujet
des métaux lors de la Rigler Memorial Lecture (Société des limnologistes canadiens,
réunion annuelle tenue en janvier 1988):

"Les données sur la teneur en métaux de la plupart des réseaux aquatiques du
Canada, notamment des Grands Lacs, sont largement artificielles. Souvent, les
laboratoires qui s'occupent de la qualité de l'eau n'ont ni l'argent, ni l'exper-
tise, ni les installations pour proceder a de bons échantillonnages et dosages
des métaux en faibles concentrations ou encore n'ont pas lintention de le
faire. L'obstacle a la compréhension réelle de la teneur en métaux demeure la
production dans un grand nombre de laboratoires de résultats sans significa-

tion."

Dans une perspective de réglementation, il est nécessaire d'obtenir des
résultats chiffrés; ces résultats ne doivent pas &tre nécessairement significatifs. Cela
facilite I'établissement de protocoles d'essais normalisés et une apparence de légitimité
peut &tre donnée. Nous croyons qu'il s'agit 1& d'une description valable des essais de

toxicité pour les algues présentement utilisés.
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5.3.1.5  Comparaison des protocoles d'essais normalisés sur les algues. - On est rendu 3
la révision finale des lignes directrices de I'EPA des Etats-Unis (J. Greene, communication
personnelle); nos commentaires s'appliquent aux lignes directrices de 1982 (Holst et
Ellwanger, 1982). Nos commentaires sur les essais de I'OCDE valent pour les lignes
directrices s'appliquant au contrdle des produits chimiques, plus précisément pour les tests
d'inhibition de la croissance des algues (1984). Nous avons également examiné le protocole
provisoire d'essai (1987) préparé par 1150 (ISO, 1987). Tous ces essais sont employés depuis
un certain temps. Le protocole d'essai de 11SO a été mis au point apres que des essais
d'intercalibration aient été faits dans plusieurs Etats. ‘ .

Le protocole d'essai de I'American Society for Testing and Materials (ASTM)
est un protocole provisoire présenté au sous-comité E-47.01 et préparé a partir des
‘protocoles et métho_des d'essais d'inhibition et de stimulation sublétales de la croissance
d'algues vertes unicellulaires (du Groupe consultatif canadien intergouvernemental sur la
toxicité aquatique, 1986). Cependant, il est spécifiquement affirmé que le protocole
provisoire de 'ASTM ne doit pas &tre reproduit, diffusé ou cité par qui que ce soit hors le
comité de I'ASTM et c'est pourquoi il est impossible de fournir des commentaires ayant

trait a ce protocole.

COMPARAISON DES ESSAIS. - Ces essais, fortement apparentés, ne différent
souvent que par la terminologie. Ils sont tous basés sur 'ensemencement de cellules en
croissance logarithmique dans des milieux inorganiques guxqueis I'EDTA, agent de
complexation, a été incorporé. La concentration initiale généralement recommandée est
de 10 000 cellules en croissance exponentielle par millilitre; il est préférable que le taux
de croissance des témoins soit supérieur a 0,9 division par jour pendant les trois premiers
jours. L'inhibition de la croissance est mesurée par I'inhibition du taux correspondant ou
par une forme ou l'autre de mesure du rendement (p. ex. la biomasse des algues au début
du plateau ou la biomasse atteinte aprés un nombre donné de jours). La CE 50
(concentration efficace d'iphibition & 50 p. 100) et la CSEO (concentration sans effet
observé ou concentration la plus élevée ne présentant aucune différence signiﬁq;ative avec
les témoins) sont généralement déduites des données sur l'inhibition. Les évaluations de la
CE 50 peuvent différer par un facteur de 1000 d'un laboratoire a l'autre, méme dans le cas
de substances chimiques simples (Nyholm, 1985). Le fait que des comparaisons ne soient
pas possibles n'est pas inattendu, compte tenu des exemples apportés par Peterson et al.
* (1984); cela est attribuable principalement 3 un contrdle inadéquat ou différent des
facteurs physicochimiques entre les méthodes (Nyholm, 1985). Ainsi, bien que les
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méthodes soient largement comparables, le calcul de la biomasse ou du taux de croissance
comme objectifs ainsi que l'inexistence d'un contréle physicochimique de certains parame-
tres se traduisent par des prévis:ions finales de la toxicité qui sont trop variables.

Le tabieau 4 montre une comparaison des différents essais. Les points de
comparaison sont les paramétres évalués et la source d'azote parce qu'ils ont un effet
prononcé sur la variabilité, L'inexistence dun contrdle rigoureux du pH dans tous les
protocoles d'essais est un probléme qu'il faut régler, Il y a une autre source d'erreur a
considérer également: il s'agit de la contamination du milieu attribuable 3 lautoclave et
peut-&tre a la stérilisation sur filtre, dans une moindre mesure,

Comme il a été souligné plus haut, les changements introduits par les micro-
organismes modifient la toxicité; les principaux problémes de cette nature avec les
protocoles sont les suivants:

a) la photosynthese fait augmenter le pH;

b) l'absorption de NO3 fait augmenter le pH (ion compensatoire OH");

¢) l'absorption de NHy fait baisser le pH (ion compensatoire H*).

La variation du pH a pour effet sur les algues de modifier la charge électrique
ad la surface des membranes dans les systérhes de transport ionique et dans le
plasmalemme, et elle modifie les potentiels de membrane; en eux-mémes, ces change-
ments peuvent altérer profondément les processus métaboliques, outre le fait qu'il peut y
avoir une influence directe du pH sur ces processus (Soeder et Stengel, 1974), Dans les
expériences, il faut donc déterminer un pH et minimiser les variations de part et d'autre
de cette valeur, Il s'ensuit qu'une variation de pH d'un ou deux ordres de grandeur dans la
concentration d'ions hydrogéne n'est pas acceptable (soit une différence de pH d'une ou
deux unités; 11SO avait indiqué 1,5 unité dans une version provisoire). 1l est difficile de
mesurer le rendement aux concentrations en éléments nutritifs incorporés dans les
différents milieux sans qu'il y ait un déplacement radical du pH. Il est donc nécessaire de
limiter l'apport en éléments nutritifs (N et P) si l'on veut garder la mesure du rendement a
I'intérieur d'une plage raisonnable de pH ou encore, il faut ajouter des solutions tampons
susceptibles de stabiliser le pH durant la période d'incubation. Lorsque cette solution est
retenue, les variables dont il faut tenir compte sont le passage d'une croissance en milieu
adéquatement pourvu en éléments nutritifs a une croissance dans un milieu qui ne l'est
plus, ce qui entraine des changements de sensibilité des aigues aux substances toxiques; il
faut aussi tenir compte de la capacité potentielle de liaison des solutions tampons

ajoutées dans le milieu.
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Espéce Mode Source
Méthode recommandée opératoire Objectif d'azote
American Public Health Algues d'eau douce: |, . Fioles et CE 50 déterminée Nitrate
Association (APHA), Selenastrum capricornutwm  numération a partir de umax
Standard Methods for the Microcystis aeruginosa (taux de croissance
Examination of Water and Anabaena flos-aquae maximal spécifique
Wastewaters, 16€ édition, Cyclotella a partir des taux
1985, pp. 735-737 Nitzschia quotidiens jusqu'a
Synedra cing jours)
Algues d'eau salée:
Dunaitella tertiolecta
Thalassiosira pseudonana
Skeletonema costatum
Monochrysis Lutheri
Environnement Canada, Selenastrum capricomutum  Microplaques, CES50-4h Nitrate
région du Québec, i numération CE50-9h
Technique d'essai sur ou ATP CE50-8d
des algues en micro-
plaques, 1986
Environnement Québec, Selenastrum capricornutum  Fioles et CIs0-38d Nitrate
Méthode détaillée de numération
quantification de la
toxicité au moyen de
I'algue verte Selenastrum
capricornutum, 1983
[SO, Norme sur la _ Scenedesmus subspicatus Fioles et CE50-72h Ammoniaque
qualité des eaux, numération ‘
Essal d'inhibition ou absorbance
de la croissance de la lumiére
des algues, 1987
QCDE, Lignes directrices Selenastrum cagpricomutum  Fioles et CE 50 ou CSEOQ Ammoniague
de I'OCDE pour les essais Scenedesmus capricornutum  numération (24, 48 ou 72 h)
de produits chimiques, Scenedesmus subspicatus ou absorbance
Essai d'inhibition de Chiorella vulgaris de la lumiére
la croissance algale, .
1984
U.S. EPA, Méthode d'essai Selenastrum capricornutum  Fioles et CSEOQ-96 h Nitrate
de croissance algale, numération, CPPEO-96h
Short-Term Methods for chlorophylle
Estimating the Chronic ou absorbance
Toxicity of Effluents and de la lumiere
Receiving Waters to
Freshwater Organisis, 1985
U.S. EPA, Office of Toxic Selenastrum capricornutum . Fioles et CE10-9h Nitrate
Substances, Guidelines for Skeletonema costatum numération CES50-9h .
Testing of Chemicals: Algal CE90-9h

Acute Toxicity Test, 1982

CSEO: concentration sans effet observé. CPPEO: concentration avec le plus petit effet observable. *
CI 50: concentration inhibitrice 50 p. 100.
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METHODES POUR LA DETERMINATION DE L'INHIBITION
DE LA CROISSANCE DES ALGUES
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Une méthode 3 la fois meilleure et simplifiée en théorie comme en pratique
est de limiter les changements occasionnés par les microorganismes en travaillant avec
des algues en faible concentration et en arrétant les essais avant que les changements ne
deviennent importants. C'est ce qui a été fait en partie en réduisant de 96 a 72 heures la
durée de l'essai (OCDE, 1984); la possibilité de faire passer la durée a 48 heures est
présen;cement envisagée (Nyhdlm, communication personnelle). Walsh (1983) est également
en faveur des bréves périodes d'incubation; il a proposé que les essais prennent 48 ou
72 heures au lieu de 96 heures ou plus. Cette voie cause certains problémes: ainsi, la
mesure de la biomasse des algues est rendue plus difficile en faible densité cellulaire; en
. outre, il peut y avoir une question de codit associée a ce probléme. Dans sa revue de 1985,
Nyholm fait valoir des arguments théoriques et pratiques en faveur du recours a la mesure
- du taux de croissance plutdt qua celle de la biomasse dans les essais de toxicité; il a
) précisé sa pensée sur la question de fagcon 3 donner encore plus de poids 3 ses arguments
(Nyholm, communication personnelle). Toutefois, s'il est mesuré dans des conditions bien
contrlées, le rendement peut apporter des réponses a des questions étrangeres 3 la
mesure du taux de croissance. Les variables qu'il faut absolument contrSler sont les
éléments nutritifs, les conditions physiques (éclairement), chimiques ou biologiques qui
déterminent le rendement ainsi que la variabilité des conditions générales de croissance
tout au long des expériences (dérive du pH, exposition 3 la lumiére (auto-ombrage), état
physiologique).

Que signifie la mesure du rendement? Chez les populations témoins en
I'absence de produits toxiques, lesAmicroorganismes passent d'une croissance exponentielle
équilibrée 3 une croissance déséquilibrée ou les composantes cellulaires sont synthétisées
a des vitesses différentes: la composition cellulaire vient donc a dépendre du facteur de
croissance limitant. A supposér que les cellules soient plus vulnérables aux produits
toxiques lorsqu'il y a carence d'un élément nutritif (Hall, 1986), la mesure du rendement
qui tiendrait compte a la fois de la croissance en phase relativement peu sensible
(c'est-a-dire la phase exponentielle) avec éléments nutritifs en suffisance et de la phase

plus vulnérable avec carence en certains éléments nutritifs peut donc se révéler plus
sensible dans l'ensemble ‘que les mesures de rendement fondées sur un taux de croissance
régulier, ' '

Il y a aussi la question de la source d'azote. Le nitrate et l'ammoniaque sont
les deux sources les plus communes (le tableau 4 indique quelle source d'azote est utilisée
avec les différentes méthodes). La plupart des algues assimilent l'ammoniaque de préfé-

rence (Morris, 1974), mais le nitrate est la source la plus commune dans les eaux
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naturelles: ce serait peut-&tre une bonne raison de le choisir. Les effets prononcés, mais
opposés, sur le pH de l'assimilation d'ammoniaque plutdt que de nitrate constituent la
principale raison de régler ce probléme, En outre, le cycle d'assimilation de l'ammoniaque
est moins vulnérable aux substances toxiqués que celui de l'assimilation du nitrate
(Peterson et Healey, 1985).

En résumé, l'emploi de microorganismes en croissance logarithmique pour
inoculer des milieux ‘inorganiques et le fait de s'assurer que les cultures témoins ont
certaines caractéristiques de croissance constituent une fagon économique et raisonna-
blement efficace de minimiser les variables associées au matériel biologique lorsqu'on vise
l'inhibition de la croissance en présence d'éléments nutritifs en volume suffisant, Les
changements chimiques induits par la croissance microbienne et les différentes caracté-
ristiques d'assimilation de l'azote par les microorganismes doivent &tre établis et

incorporés dans les protocoles d'essais.

5.3.1.6 Comparaison des protocoles d'essais non uniformisés sur les algues. - Dans
l'introduction de la présente section, différents indicateurs de toxicité ont été décrits, Ils
ont tous servi 3 la détermination de linhibition de la croissance des algues. Tous ces
indicateurs de la biomasse, ATP, chlorophylle @, carbone i I'état ‘de particules, azote a
I'état de particules, protéines, etc., sont trés couramment utilisés comme substituts i la
cfoissan’ce ou a la biomasse. Lorsque la croissance est équilibrée, chacune des composan-
tes biochimiques est directement proportionnelle a la-biomasse. Cependant, les substances
> toxiques vont certainement produire une croissance non équilibrée (effets sur l'absorption ,
du P et du N, Peterson et Healey, 1985; DeFillippis et al., 1981); le rapport cesse alors
d'étre directement proportionnel. Lorsqu'on utilise des indicateurs de la biomasse, il faut
les étalonner. L'avantage des indicateurs de la biomdsse en regard des mesures directes de
croissance (dénombrement des p;'-_trticules) tient aux possibilités - d'automatisation des
opérations. Blaise et al. (1986 et communication personnelle) ont bien étudié la question.
Ils ont comparé des dosages de I'ATP a des mesures de croissance et ont trouvé une bonne
corrélation chez Selenastrum avec la substance toxique utilisée (Blaise et al., 1986). Ils
ont également comparé les techniques sur microplaques aux techniques régulidres dans des
fioles. Il y avait une bonne corrélation entre les essais méme si.la sensibilité de la
technique sur microplaques s'est avérée inférieure pour l'analyse de certains métaux.
Biaise (communication personnelle) a pu réduire le colit des essais en automatisant
davantage les opérations. Nous avons des soumissions remises par un laboratoire commer-
cial (prix de 1987) qui fait des essais sur microplaques et dans des fioles; les essais sur
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microplaques cofitaient 180 $ chacun, alors que ceux dans des fioles Erlenmeyer colitaient
718 $. Peterson (1988) a trouvé que certaines substances s'avérent moins toxiques dans les
microplaques {ces derniéres sont faites de polystyréne) qu'elles ne le sont dans les tubes a
essais en borosilicate; cependant, étant donné les considérables économies possibles, peut-
&tre est-il envisageable de sacrifier un peu de précision 2 des fins d'économie. Les essais
dans des erlenmeyers sont coilteux par définition et offrent peu de possibilités
d'automatisation des opérations.

La solution de rechange & la mesure de la croissance ou aux indicateurs de
croissance est le recours aux processus biochimiques moins complexes pour indiquer la
toxicité. Dans ce cas, il n'est peut-&tre plus nécessaire d'établir une corrélation directe
entre le processus considéré et la croissance. Les essais biologiques qui entrent dans cette
catégorie sont:

a) formation-décomposition de I'ATP (Blaise et al., 1986);

b) changements de fluorescence (Christoffers et Ernst, 1983);

c) ‘'mouvement (Ulrich et al., 1982);

d) assimilation des éléments nutritifs (Peterson et al., 1984; Peterson et
Healey, 1985);

e) production d'oxygéne (Turbak et al., 1986);
f) inhibition de la photosynthése (qudy et al., 1981);
g) changements de pH du milieu (Lusse et al., 1986).

Plusieurs de ces essais biologiques sont excellents pour I'étude de problémes
précis et certains offrent des possibilités considérables d'automatisation. Différents types
d'essais pourraient &tre développés 3 des fins précises et seraient tout a fait valables
pourvu qu'on en connaisse les limites. Il ne semble pas raisonnable pour !linstant
d'adjoindre des essais du genre aux protocoles d'essais, mais on pourrait trés bien s'en
servir pour le dépistage et lidentification des plages de grandeurs. Le cas échéant, il
faudrait fournir les comparaisons avec les essais normalisés d'inhibition de la croissance.

5.3.1.7 Solutions possibles pour les essais sur les algues. - Nous avons parlé plus 16t
des problémes liés a l'interprétation des résultats des essais biologiques, et dans cette
perspective, nous avons sollicité 'opinion des personnes qui ont répondu au questionnaire,
Les réponses & des questions précises sur les algues différaient beaucoup et c'est pourquoi
nous avons consulté principalement des spécialistes ayant une expérience pratique et
théorique des algues. ) '

Les avantages qu'ofirent les algues par rapport aux semences, aux semis ou

aux macrophytes aquatiques compor tent entre autres:
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a) exposition uniforme aux substances toxiques; .
b) obtention de plusieurs générations a chaque expérience;

c) petite taille des échantillons;

d) possibilités d'automatisation;

-

e) disponibilité de souches pures conservées dans plusieurs collections de

cultures partout au monde;

f) détermination facile des processus de complexité biochimique différente
grice a des méthodes volumétriques;

g) tests applicables a des eucaryotes comme a des procaryotes.

L'utilisation d'une seule espéce pour les essais ou méme de quelques-unes
provenar'}t du méme groupe taxinomique diminue considérablement le potentiel des essais
biologiques sur les algues, Dans le questionnaire, trois questions portaient sur l'orientation
que devraient prendre les essais:

a) Devrait-il se faire plus de travail sur le terrain? Question 7.

b) Faudrait-il passer a des études en mésocosme? Question 8.

¢) Faudrait-il développer I'approche des battenes d'essais ou seraient testées
une série d'algues en monoculture pour choisir les especes représentatives des communau-
tés les plus sensibles trouvées dans les milieux naturels? Question 9.

. La question 9 a suscité des réponses diverses de scientifiques qui ont une
expérience pratique ou théorique de l'algologie (sauf indication c¢ontraire).

Personne n® 2: "Cela va probablement nous fournir des données plus rigou-
reuses, mais seul un calibrage en fonction de donhées ecologlques permettra une
mterpretatlon en termes d'écologie. 11 faut parfois effectuer une évaluation sur le terrain,
mais pas trés souvent."

Personne n© 3: "Oui. Je crois qu'il est possible d'avoir une batterie d'essais plus
1mportante. Nous avons maintenant le savou'-fau'e et les connaissances de base pour
préparer une série d'essais biologiques & court terme et sur une période plus longue en
utilisant des plantes aquatiques vasculaires indigenes du Canada." (Ensemble de plantes
vasculaires plutdt qu'avec des algues.)

Personne n© 12: "L'idée paralt intéressante, mais nous comprenons mal en
premier lieu comment pourraient étre constituées de pareilles batteries d'essais."

Personne n® 14: "Je serais en faveur de batteries d'essais dans la mesure ou
cela viendrait couronner des essais sur une seule espéce; je crois que les résultats obtenus
seraient plus facilement mterpretables que ceux obtenus en laboratoire avec des méso-
cosmes constitués de plusieurs especes. Cependant, cette approche ne nous apprendrait

rien sur les interactions au niveau biotique, mais nous préparerait aux essais sur le terrain. -

Je vois bien pourquoi on voudrait choisir des especes sensibles plutot que des especes
1nd1genes, mais je crois qu'il faut prévoir des essais avec ces derniéres. Les gens se
méfient de résultats qui ne sont pas directement applicables dans leur environnement
immédiat (la rigueur des lignes directrices japonaises sur l'environnement constitue un
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exemple extréme, mais méme des différences d'une province a l'autre sont souvent
données comme I'une des préoccupations du public)."

Personne n© 16: "Je suis en faveur de l'approche des batteries d'essais.
Seulement des essais bien définis produisent des résultats généralisables et quantifiables."

Personne n® 17: "Cela dépend du budget, des ressources en personnel et du
temps. Ca ne serait peut-&tre pas une mauvaise idée d'utiliser une espéce sensible et une
espece indigéne pour les essais,"

Personne n© 18: "L'approche des batteries d'essais est nettement preferable.
L'emploi d‘especes communes permet d'obtenir des resultats comparables d‘une région a
l'autre. Les espéces ayant une particularité ou les espéces 1nd1genes menacées devraient
également &tre considérées."

Personne n® 30: "Une fois encore, bon moyen de dépistage, mais n'enléve pas le
" besoin d'essais spécifiques sur le terrain," (Chercheur forestier.)

"Personne n©33: "Je crois que c'est la seule approche possible. Ce qui
m embete, c'est comment il faut utiliser les resultats." (Chercheur forestier.)

Personne n® 35: "C'est une trés bonne approche. 1l suffit de vérifier que les
espéces choisies ont des réactions qui correspondent aux especes trouvées sur le terrain."

Personne n© 38: "Pour obtenir des résultats qu1 ont une s1gmf1cat10n ecologi—
que, il faut recourir d'abord a une batterie d'essais puis a des essais sur certaines especes
regmnales sensibles, Le sol, le climat, la nature de !'eau, le pH, les stress locaux ont tous
des repercusswns sur le traitement chronique. Il faudrait aussi tenir compte de la
variabilité des phenotypes. Cependant comme il faut &tre réalistes et que nous ne
sommes jamais subventionnés adequatement il faut envisager la p0551b111te de recourir 3
l'analyse de la teneur résiduelle du sol et a des. batteries d'essais generaux avant de passer
a des essais plus raffinés permettant de déterminer des différences régionales."

Personne n© 40: "Cela pourrait constituer les premiéres étapes des essais. Je
ne crois pas qu'il serait. utile d'insister sur des espéces "sensibles" d'algues. Par exemple,
certaines algues bleues fixatrices de N se sont révélées plus sensibles au Cu que d'autres
algues, bien qu'on les ait observées dans des milieux perturbés et eutrophes, ce qu1 ne nous
porterait pas & considérer qu'elles sont sensibles. Ce qu'on considére &tre les especes d‘eau
douce les plus sensibles (beaucoup de chrysophytes) sont presentement trop difficiles a
obtenir en culture de fagon courante, si pas du tout. Comme a la question 4, je crois qu'il
vaut mieux mettre l'accent sur le choix d'algues dans plusieurs divisions et de faire des
études sur les taux de croissance dans des milieux adéquatement et 1nadequatement
pourvus en éléments nutritifs. Dans l‘etude de Julie Hall, Chiorella, la derniére algue 2
laquelle on penserait si I'on voulait une espéce supposément sensible, était plus sensible de
quatre ordres de grandeur au Cu Iorsqu 11 y avait une carence en P que lorsqu'elle était
cultivée dans un milieu bien approvisionné. Je me demande si on peut trouver la mé&me
plage de sensibilité en comparant des "plantes de laboratoire" avec les algues planctoni-

ues oligotrophes les plus "sensibles" dans des milieux de culture suffisamment pourvus en
eléments nutritifs."

Personne n© 44: "Je suis en faveur de cette approche pour les essais en
laboratoire."
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Personne n® 49: "Oui, cette approche semble plus significative, mais l'inconvé-
nient, c'est que les especes ont une sensibilité et un taux de croissance différents. Le fait
de cultlver plusieurs especes dans les mé&mes conditions peut causer des problémes."
(Chercheur forestiet.)

: Personne n® 57: "L'approche de la batterie d'essais revient certainement moins
cher. Pour des fins de réglementation, c'est sirement la voie a suivre."

Les scientifiques qui ont de l'expérience dans le domaine favorisent l'approche
de la batterie d'essais pour atteindre a une certaine vraisemblance écologique et
améliorer la valeur prédictive des essais de toxicité. Cette approche a également été
défendue par Blanck (198%) dans une étude sur les variations de sensibilité des espéces aux
produits chimiques. Il a été constaté que la valeur prédictive des batteries d'essais
augmente avec leur importance et que la combinaison des organismes d'essai agit
également sur la valeur prédictive. Le développement d'une telle approche semble &tre un
objectif atteignable a condition de confier le travail a des physiologistes spécialisés dans

la culture du phytoplancton. L'objectif devrait donc consister a assurer ce travail de
développement et, ensuite, une normalisation de sorte que les essais de routine puissent
dtre effectués dans tous les laboratoires ayant la compétence requise. Les techniques
économiques, par exemple, celles de Blaise et al. (1986) devraient &tre comparées aux
méthodes classiques et devraient &tre considérées dans I'étude de développement. 1! faut
se souvenir que certaines techniques écondmiques peuvent requérir l'emploi d'un milieu qui
ne convient pas aux essais avec certains organismes; on pense ici aux essais en conditions
statiques qui pourraient inhiber la croissance de certains organlsme§ qui ont besoin d'une
certaine turbulence pour se développer normalement.

Au cours des dix dernieres années, la majorité des efforts a porté sur le
développement d'un essai reproductible et réaliste sur le plan chimique. Ce résultat a été
essentiellement atteint avec les essais d'inhibition de la croissance pourvu que des
prééautions soient prises pour éviter la dérive chimique. Les techniques classiques comme

les essais. en erlenmeyers colitent cher, et il est nécessaire de pousser le développement’

l'automatisation comme l'ont fait Blaise et al. pour arriver a des solutions économiques.
Avec des techniques économiques, il devient .également possible d'inclure une série
d'organismes plutdt que d'en choisir un seul. Ainsi constituerait-on une meilleure base de

références pour le travail sur le terrain et les expériences en mésocosme.

5.3.2 . Essais toxicologiques pour les plantes vasculaires. - Il n'y a pas d'expert de la
toxicité sur les plantes vasculaires dans notre équipe; c'est pourquoi la section qui suit
constitue un résumé de la documentation qu'il a été possible de se procurer et des
commentaires regus des experts dans le domaine.

-
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Dans I'ensemble, il existe peu de documentation sur ‘les essais de toxicité pour
les plantes vasculaires qui ne sont pas des espéces visées. La plupart des articles que le
dépouillement informatique de la documentation ou que le dépouillement a la main des
bibliographies disponibles ont indiqué sont des essais d'efficacité ou des documents
justificatifs qui expliquent les décisions prises par I'EPA des Etats-Unis. Certains des -
essais d'efficacité présentaient une méthodologie intéressante, et les plantes testées
étaient souvent apparentées aux plantes recommandées pour les essais sur les organismes
{ qui ne sont pas visés par les pesticides. Les données des tests d'efficacité peuvent donc se

révéler trés utiles pour des évaluations dans une perspective de protection du milieu.

- 5.3.2.1 Choix des espéces. - Les ‘essais avec des espéces vasculaires soulévent plu-
' sieurs problémes précis. Le choix des especes constitue I'une des questions les plus
épineuses. Les listes d'espéces recommandées par IEPA des Etats-Unis (Holst et
Ellwanger, 1982) ou par FOCDE (OCDE, 1984) sont composées d'espéces d'importance
économique. On connait toujours mal le rapport qui existe entre les résultats obtenus avec
ces especes et ceux obtenus avec des especes qui ont une grande importance fonctionnelle
dans le milieu naturel. Nous n'avons trouvé aucun article portant sur cette question.
L'approche adoptée dans le Toxic Substances Control Act (TSCA, 1982) est peut-&tre la
plus raisonnable: elle permet de substituer des espéces importantes sur le plan écologique
"a des espéces d'importance économique.

La sensibilité des espéces utilisées pour les essais fait également l'objet de
controverses. Certaines autorités insistent sur le fait que I'importance fonctionnelle de
I'espéce plutdt que sa sensibilité intrinséque devrait étre le critére gouvernant le choix
des espeéces (Holst, communication personnelle). Cependant, les experts actifs dans
d'autres domaines de I'évaluation de la toxicité préférent généralement choisir les especes
'qui sont les représentantes les plus sensibles de leur groupe. Par exemple, Daphnia est
I'organisme de référence pour I'évaluation de la toxicité chez les invertébrés d'eau douce.
"Tout le probléme consiste a estimer combien d'espéces et quels types d'espéces il faut
tester afin de représenter adéquatement Fensemble de la fourchette des sensibilités,
notamment la sensibilité des organismes trés vulnérables" (Vouk et al., 1987). Il existe peu
de rapports ou il est question de la sensibilité comparée des plantes vasculaires; le
* tableau 5 donne un exemple d'une récente comparaison. Dans ce cas, la féeve soja était la
plante terrestre la plus sensible; un groupe composé de cinq plantes aquatiques s'est révélé
insensible 3 une substance toxique en trés faible concentration et en méme temps moins
sensible que la féve soja et le coton A cette substance toxique en concentration supérieure
(Kenaga,1987). Nous n'avons pu retracer de comparaison similaire entre especes
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TABLEAU 5 COMPARAISON DES PLAGES DE CONCENTRA:fIONS LETALES
"~ DE PRODUITS CHIMIQUES POUR DIVERS ORGANISMES
(Kenaga, 1987)

Pourcentage de produits
causant 100 9% de mortalité dont

Numéro du la concentration se situe entre:
' produit chimique - —=

Organisme " testé 0,01 - 0,09 ppm 0,1 - 0,99 ppm
Daphnia magna "33 909 0,6 2,4
Ensemble de 4 especes

de poissons* 35 305 0,14 1,3
Ensemble de 5 espéces

de plantes aquatiques* 27 781 0- _ 0,1
Algue (Chlorella)* ' 49 082 0,006 0,02
Mais* * | 37 517- 0,008 - 0,09
Uvulaire a feuilles

sessiles* ¥ 114 397 0,0017 - 0,45
Coton** 29 938 0,0067 0,31
Soja** 13 199 0,022 0,79
Radis* ¥ 72 649 0 . 0,017
Ensemble de 5 especes

de plantes terrestres* ¥ - 131 596 0 0,17
Ensemble de 8 espéces

de bactéries et moisissures*** 13 409 0 0,2

* Kenaga et Moolenaar (1979).
** Kenaga (1981), germination des semences, juste avant I'émergence.
*%¥% Kenaga et Chambers (1980).

t

d'importance écologique, par exemple, entre des especes des prairies ou de I'étage dominé
des foréts. - -

‘La sensibilité variable des souches ou des cultivars constitue un autre '
probléme qui rejoint le choix des especes. Les espéces vasculaires peuvent étre tout
autant variables dans leurs réponses que les algues. La tolérance variable de différents
cultivars ou biotypes a lintérieur d'une mémie espéce peut résulter de métabolismes
différents et(ou) de différences dans la vitesse du métabolisme des herbicides; cette

tolérance variable pourrait également &tre d'origine génétique (Hatzios et Penner, 1982).



83 v

" Plusieurs facteurs agissent sur le métabolisme des herbicides par les plantes appartenant a
une variété précise: il y a I'dge de la plante et l'emplacement du mécanisme de
détoxification dans un organe donné comme la racine, la pousse ou la feuille (Hatzios et
Penner, 1982). 1I a été établi que des différences dans l'activité enzymatique qui sont
d'origine génétique peuvent résulter en des différences au niveau de la tolérance des
cultivars du mais, de la tomate et de la féve soja aux herbicides. On peut relier des
changements observés dans la structure de la membrane des chloroplastes a la tolérance
induite chez certai;wes especes non économi&;ues comme le chénopode blanc et I'amarante
réfléchie (Hatzios et Penner, 1982). C'est pourquoi il est trés important de s'assurer que la
source des semences d'une variété donnée de plantes est connue, bien documentée et
fiable. En outre, pour une interprétation correcte des résultats d'essais avec une souche ou
un cultivar donné, il importe de connaftre la sensibilité relative des différentes souches
d'une méme espece.

Les données sur lefficacité pourraient servir & déterminer la sensibilité
relative des plantes vasculaires. Ces données pourraient également donner une indication
des effets a long terme sur le terrain. Par exemple, celles sur les herbicides utilisés pour
éliminer les espéces non économiques en forét peuvent indiquer combien de temps met
une de ces especes a réoccuper la région traitée et indiquer si 'assemblage d'espéces qui

" suit le traitement ressemble 3 l'original (Cole, 1976). L'effet de pulvérisations répétées
sur des systémes forestiers pourrait également &tre évalué grice aux données sur
I'efficacité. Celles sur les herbicides utilisés pour la lutte contre des macrophytes

‘indiquent que beaucoup d'especes récupérent rapidement et réoccupent d'une maniére
explosive un plan d'eau traité, via la reproduction végétative (Crawford, 1931).

L'examen des cas ou I'EPA (E.-U.) a exigé pour des produits la tenue d'essais
sur des plantes non visées montre que le souci premier est la protection des espéces
menacées, et par voie de conséquence, des habitats qui y sont associés, Compte tenu de
cela, il semble raisonnable d'exiger le choix des espeéces qui s'apparentent le plus aux
‘espéces dont la survie est problématique et qui sont trouvées dans I'habitat menacé. La

4 question est donc de savoir comment obtenir de bonnes cultures fiables et uniformes de
ces plantes. Récemment, la seule source de Lemna gibba G3 est disparue; cela montre
bien & quelles difficultés conduisent les tentatives d'utiliser des plantes indigénes, non
cultivées. Alors, un compromis possible serait de recueillir des données sur les réponses
comparatives obtenues avec des plantes cultivées et non cultivées, mais qui appartiennent
au méme groupe (au niveau de la famille, du genre ou de l'espéce si possible).
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La réponse d'une espéce ou d'un groupe donné dépend non seulement des
caractéristiques physiologiques et fonctionnelles des plantes, mais aussi du produit
chimique considéré. Par exemple, le tableau 6 donne la liste des espéces recommandées
pour la tenue d'essais bidlogiques avec différents herbicides (Santelmann, 1977). A
remarquer que cette liste est recommandée pour des essais biologiques de détection
d'herbicides résiduels et non pour des essais de toxicité, Cependant, il est raisonnable de
supposer que ces mémes espéces pourraient servir aux essais de toxicité, '

" Craker (1981) a établi une liste de directives pour le choix de plantes
indicatrices en vue d'essais de toxicité; les plantes choisies doivent:

a) étre représentatives des especes trouvées dans le secteur affecté par la
substance toxique; '

’ b) &tre représentatives de la diversité du régne végétal;
c) &tre faciles a se procurer et d'un coiit raisonnable;
d) posséder une croissance et un développement assez rapides;

e) avoir des besoins limités et non spécifiques pour la croissance et le
developpement; .

f) &tre compatibles avec les conditions de croissance des autres plantes
indicatrices;

g) étre représentatives des cultures d'importance économique;

h) &tre représentatives pour lidentification et la quantification des Iésions
phytotoxiques; ‘ )

i) avoir une susceptibilité connue aux substances phytotoxiques.
Cette liste résume bien les qualités qu'on attend des especes choisies pour les essais de
toxicité. '

Craker (1981) a également recommandé quatre especes indicatrices pour les

essais normalisés. Ce sont: le mals, Zea mays var. "butter and sugar"; l'avoine, Avena.

sativa var. "Clintford"; he haricot, Phaseolus wulgaris var. "Black Valentine"; le radis,
- Raphanus sativus var. "Scarlet Globe". Il a choisi ces espeéces parce qu'elles sont toutes
adaptables a la croissance dans un milieu contrdlé, qu'elles représentent les monocotylé-
dones (mals et avoine) ainsi que Leé dicotylédones (haricot et radis), et que toutes se
prétent a des essais de rendement, qu'elles ont une importance économique et qu'elles ont
déja servi a des essais de phytotoxicité., En outre, le mais est un exemple du métabolisme
photosynthétique en C-4, et l'avoine, du métabolisme photosynthétique en C-3.

5.3.2.2 Méthodologie. - La méthodologie a utiliser pour les plantes vasculaires, re-
commandée par I'EPA des Etats-Unis (Holst et Ellwanger, 1982), est semblable 3 celle de
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TABLEAU 6 ESPECES UTILISEES POUR DES ESSAIS BIOLOGIQUES AVEC
CERTAINS HERBICIDES (Santelmann, 1977)
Herbicide Espece

Alachlor (métachlore)

Amiben
Atrazine

Bromacile

CDEC (sulfallate)
Chlorprophame

Dalapon
Dicamba

Difénamide
Diuron

‘Dinosebe
EPTC

Fluométuron
Linuron
Monuron

" Paraquat

Pichlorame

Prométhryne
Simazine
Trifluraline

2,4-D

Millet japonais, Chlorella

Soja, concombre, avoine, sétaire geante, mauve
jaune

Avoine, soja, concombre, Chlorella, sétaire verte,
millet japonais, potiron

Potiron, pastéque
Mals, concombre, avoine, coton

Concombre, orge, moutarde, avoine, digitaire san-
guine -
Millet, orge, moutarde, avoine, coton, concombre

Soja, haricot, avoine, sorgho, liseron des haies,
concombre

Avoine, orge, ray-grass, tomate, amarante
paniculée, chénopode blanc, colza

Concombre, ray-grass, orge, Chlorella, avoine,

- lenticule mineure, potiron

Mafs, soja, coton, concombre, pastéque

Avc?ine, millet, sorgho, ray-grass, concombre,
potiron

Avqine, millet, sorgho, ray-grass, concombre,
potiron

Ray-grass, concombre, betterave a sucre, lenticule
mineure, sorgho

Digitaire sanguine, avoine, soja, orge, moutarde,
ray-grass, Chlorella

Lent:cule mineure, blé, concombre, haricot,
pasteque

Haricot, concombre, sesbanie, laitue, tournesol

Chlorella, betterave a sucre, concombre, avoine,
blé, potiron, pasteque

Avome, ray-grass, moutarde, soja, lenticule
mineure, betterave a sucre

Liseron des haies, luzerne, mauve jaune, sétaire
verte, sorgho, avoine, orge, concombre

Concombre, digitaire sanguine, coton, moutarde,
lenticule mineure, tomate, sesbanie, soja, Chlorella
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~ I'OCDE (OCDE; 1984). Ces organismes sont les deux seuls & avoir établi des lignes
directrices pour des plantes vasculaires; I'EPA est la seule qui ait une ligne directrice pou}-
les macrophytes aquatiques (Lemna) (Holst et Ellwanger, 1982). Les paramétres principaux
des essais avec les plantes terrestres sont le succeés de la germination et la croissance ‘
subséquente de dix espdces terrestres choisies dans les monocotylédones et les dicotylé-
dones. La semence est placée sur papier-filtre traité dans des boftes de Pétri ou dans des
récipients remplis de sable quartzeux ou de sol "standard". La toxicité est mesurée par le
pourcentage de germination, le pourcentage d'émergence et les indices de vigueur comme
la masse ou la longueur. Les effets sur I'émergence soht exprimés en CL 50 et les effets
sur la croissance en CE 50. L'EPA fournit également des instructions générales pour la
tenue des essais sur le terrain dans des conditions semblables a celles trouvées dans
I'habitat naturel.

La germination des semences a communément servi comme indicateur de la
toxicité des pesticides parce que la graine en germination constitue un systeme simple
d'évaluation quantitative des effets des pesticides sur les rouages biochimiques du tissu
embryonnaire (Agarwal, 1983). Cependant, le mode d'action des différents pesticideé varie
considérablement. Par exemple, on peut observer I'hypertrophie de I'hypocotylédon ou des
cotylédons, la réduction ou la déformation des poils absorbants, l'inhibition des enzymes
comme les lipases, I'ATPase, l'amylase, la protéase et la phosphatase, l'inhibition de
l'induction par les gibbérellines de la synthése de I'amylase, des interférences avec
I'expression de I'acide indol-acétique, une perte en sucres réducteurs et en acides aminés
libres avec une inhibition concomitante de la dégradation de 'amidon ou une inhibition de
la synthése protéinique (Agarwal, 1983). Bien ﬁue I'on sache bien que les pesticides ont des
effets sur le tissu germinatif, certains auteurs ont rapporté que la germination peut
constituer une mesure relativement peu sensible de la phytotoxicité. Par exemple, un
essal sur 21 produits chimiques a montré qu'll y avait peu de relation entre la germination
et la CSEO (concentration sans effet observé) ou la CE 50 (concentration efflcace a
50 p. 100) (Garten et Frank, 1984),

Les incertitudes soulevées par les présentes lignes directrices comprennent
notamment la méthode d'application du pesticide, le type de substrat utilisé pour les
plantes et les objectifs choisis pour indiquer les effets,

L'EPA des Etats-Unis recommande l'application foliaire des pesti(;ides (Holst
et Ellwanger, 1982); I'OCDE recommande leur incorporation dans le sol (OCDE, 1984).
Avec l'application foliaire, on ignore presque entierement les effets exercés par I'assimi-
lation au niveau des racines (& part une toute petite quantité de pesticide qui pourrait
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pénétrer dans le sol ou tout autre substrat pour atteindre le systéme racinaire des
plantes). L'incorporation dans le sol peut conduire a des résultats hautement variables.
Santelmann (1977) a observé une variation des résultats lors d'essais biologiques avec
incorporation dans le sol exécutés a différents endroits, mais qui étaient apparemment
identiques; celui~ci a insisté sur le fait que les conditions du milieu devaient &tre
précisées et respectées avec une grande rigueur. 1l a recommandé les conditions suivantes:
température de 27 % 4°C; éclairement avec tubes fluorescents a lumiére blanche,
disposés 46 cm au-dessus du sol; photopériode: 14 h d'éclairement et 6 h d'obscurité;
I'application de 0,025 g d'engrais soluble 10-20-10 3 la surface de 250 g de sol aprés la
plantation; larrosage quotidien 3 l'eau distillée jusqu'd la capacité au champ qui a été
préalablement déterminée, Santelmann a également noté que les essais biologiques dont le
mode opératoire consiste a mélanger le pesticide au sol sec avant de procéder a
I'humidification du sol ont une plus grande sensibilité. Ni 'OCDE ni I'EPA nont atteint ce
niveau de précision. Les lignes directrices qui accompagnent le TSCA comportent
- également des instructions détaillées (voir la section 5.2). Une combinaison ou lfautre de
ces deux ensembles de spécifications, avec des modifications appropriées lorsque néces-
saire, devrait contribuer a uniformiser les résultats interlaboratoires. La question
d'addition d'engrais recommandée par Santelmann (1977) doit faire l'objet d'un examen
attentif; la question d'une quantité suffisante ou d'une carence d'éléments nutritifs dans le
milieu de croissance affecte autant la réponse des plantes vasculaires aux substances
toxiques que celle des algues. '

Le type de substrat utilisé fait l'objet d'une certaine controverse (voir la
section 5.2). Au coeur du débat est la question de l'effet des interactions pesticide-sol sur
la toxicité., Lorsque du sol est utilisé, il faut que le type de sol et que les conditions du
milieu soient précisés comme il a été indiqué dans le paragraphe précédent. Le choix d'un
substrat inerte ou de sol devrait &tre expliqué clairement de fagon a ce que toutes les
hypothéses que ce choix sous-entend soient bien comprises par toutes les personnes qui
font les essais. En outre, dans les essais avec les plantes vésculaires, il y aurait lieu de
considérer les effets qui résulteraient de la modification de caractéristiques importantes
du substrat comme, par exemple, la texture et le pH. Ii semblerait raisonnable de
recommander d'adopter une gamme de caractéristiques de substrats qui correspon&ent le
plus étroitement possible aux conditions qu'on s'attend a trouver sur le terrain. Par
exemple, les essais sulr des especes trouvées dans les sous-étages forestiers devraient
prévoir des conditions semblables a celles des sols forestiers, par exemple, un pH plus'

acide, alors que les essais sur des espéces des prairies devraient prévoir un pH plus alcalin
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et un sol de texture plus fine. Zabkiewicz (1979) a recommandé d'effectuer des essais
préliminaires avec des semis en culture hydroponique. Des plantes ont été suspendues a
des radeaux flottant sur des solutions contenant des pesticides en dilution. Cette méthode

élimine la nécessité de recourir a un substrat.
Les parametres utilisés pour décrire les effets toxiques aprés la germination et,

I'émergence sont habituellement la longueur et la masse végétale fraiche ou seche, Il est
possible également de mesurer la superficie ou la éolorafcion foliaire ainsi que la
production de gaz carbonique. Ces mesures sont préférables au dénombrement des plantes
ou 3 celui des plantes mortes. Craker (1981) fournit une liste des symptdmes de
phytotoxicité qu'on pourrait inclure dans les données sur les effets recueillies lors des
essais de toxicité. Il a été observé que la précision des résultats est meilleure lorsque plus
d'une méthode d'évaluation est appliquée et qu'on prend les moyennes des résultats pour
déterminer la CE 50 (Santelmann, 1977). En outre, l'interprétation des données devrait se
faire principalement 2 partir des tendances obtenues avec un nombre élevé de concentra-
tions plutdt qu'avec quelques-unes seulement (Santelmann, 1977).

Les essais sur la lenticule mineure dont il est question dans la documentation
emploient tous la mé&me méthodologie et les m&mes objectifs. On a mis au point des
méthodes pour effectuer des essais en conditions dynamiques (Bishop et Perry, 1981;
Davis, 1981); cependant, il a été constaté que les essais de remplacement en conditions
statiques sont acceptables s'ils sont répétés un nombre suffisant de fois (Davis, 1981). Le
nombre de frondes est le paramétre le plus souvent mesuré; il y a aussi la masse fraiche,
la superficie et la couleur des frondes (Santelmann, 1977; Lockhart et Blouw, 1979;
Lockhart et al., 1983) ainsi que la masse séche des frondes et la longueur des racines
(Bishop et Perry, 1981; Davis, 1981). Davis (1981) a rapporté que les meilleures
évaluations étaient la mort des frondes et le dénombrement des frondes; la longueuf des
racines n'est pas considérée comme un bon parametre, car il est difficile d'en faire des
Vmesures précises. Autre question soulevée par Lockhart et Blouw (1979), le pH du substrat
doit &tre pris'en considération; le pH acide du milieu utilisé dans leur étude serait un
facteur dont il faudrait tenir compte avec des composés susceptibles d'une hydrolyse
acide. Le sous-comité E-47.01 de I'ASTM sur la toxicologie aquatique est en train de
“rédiger un protocole d'essai normalisé en conditions statiques pour évaluer la toxicité sur
. Lemna. Une fois approuvé et diffusé, ce protocole constituera une solution de rechange a
celui de I'EPA des Etats-Unis.

-

5.3.2.3 Autres méthodes. - Santelmann (1977) rapporte une variante de l'essai dans les
boites de Pétri qui permet d'exposer indépendamment les racines et les pousses de jeunes
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semis dans le sol ou le sable traités. Ainsi, du sable siliceux est traité avec un herbicide;
les boltes de Pétri sont remplies a ras bord et la surface du sable lissée. Des semences qui
ont commencé a germer et dont les tacines apparaissent sont disposées en rangées sur le
sable avec l'embryon tourné vers le haut et toutes les racines alignées dans la mé&me
direction. Les couvercles sont fixés fermement avec du ruban gommé, et les boltes sont
installées & un angle de 15° de sorte que les racines poursuivent leur croissance le long des ‘
couvercles de verre. Les boltes sont gardées a I'obscurité, Aprés 16 a 18 h, la position des
racines est marquée sur le couvercle. Vingt-quatre heures plus tard, on mesure la
croissance au-deld de cette marque. L'allongement des pousses peut &ire une mesure de
'activité si les semences sont placées plus bas et que les boltes sont installées de sorte
que les pousses tendent a croitre le long du couvercle, Une méthode semblable a été
appliquée aux essais avec des herbicides volatils, '

L'emploi de gélose solidifiée au lieu d'un papier-filtre ou de sol est une autre
variante de la méthode de la bolite de Pétri. Des géloses inclinées sont préparées et les
semences sont déposées a la surface de la gélose. Les plantules sont récoltées ou mesurées .
aprés une période déterminée de croissance (Santelmann, 1977). ‘

On compte parmi les améliorations apportées aux techniques d'allongement des
racines l'emploi d'un germoir vertical congu de fagon a permettre aux racines de se
développer en ligne droite, ce qui supprime les problemes liés & la mesure des radicelles
croches ou enroulées (Edwards et Ross-Todd, 1980). Le recours a des milieux liquides
plutdt qu'd des substrats solides constitue une autre amélioration suggérée; des semis de
laitue mis & germer en solution dans des émpouleé de niveau en pyrex se sont révélés au
moins aussi sensibles 3 six produits chimiques testés que les semis germés sur papier-filtre

" (Ratsch et Johndro, 1986). ‘

L'inhibition de la photosynthése peut &tre détectée par la méthode du "disque
flottant"; avec cette méthode, du tissu des cotylédons de semis ayant dix jours est excisé
et mis & flotter & la lumiére sur un miliey phosphaté qui contient la substance toxique.
Les disques coulent en quelques heures si la photosynthése est inhibée; autrement, ils
continuent de flotter (Truelove et al., .1974), Les auteurs pensent que cette méthode
pourrait servir a la sélection des produits chimiques qui ont du potentiel comme herbicide
et 3 la détection de la pollution de l'eau par des inhibiteurs de la photosynthése.

Les essais de toxicité pour le pollen sont relativement communs dans la
documentation; ils peuvent constituer une solution de rechange ou s'ajouter a la liste
courante d'essais, Les effets des fongicides sur la germination du pollen ont fait l'objet
d'une grande attention. Des méthodes in vitro et in vivo ont été développées a cette fin.



90

Avec les méthodes in vitro, on utilise communément de la gélose enrichie de sucrose dans
laquelle on a incorporé le pesticide. La gélose est étalée sur des lames de microscope ou
des boltes de Pétri en verre et ensemencée avec du pollen frais. Les lames sont incubées
aux températures recommandées pour les especes choisies et le pourcentage de germina-
tion est noté au bout de 18 & 24 h (Church et Williams, 1977; Bristow et Windom, 1987).
Dans les méthodes in vivo, il y a pollinisation des fleurs a la main, suivie de l'application
du pesticide par pulvérisation. Les fleurs sont cueillies au bout d'un ou deux jours aprés la
pollinisation et sont conservées. Les styles sont colorés et examinés au microscope a
fluorescence. Certaines fleurs ne sont pas coupées de fagon a ce qu'on puisse examiner la
nouaison du fruit (Church et Williams, 1977). Les essais sur le pollen peuvent se révéler
trés sensibles  la présence d'un bon nombre de pesticides, d'adjuvants et d'agents tensio-
actifs (Shivanna, 1972; Church et Williams, 1977; Bristow et Windom, 1987). Les arbres
fruitiers et les arbustes sont parmi les espéces le plus couramment utilisées dans ces
essais; on a recours également aux pétunias, au ma’i's, a l'aubergine, a la coloquinte et au
" concombre (Gentile et Gallagher, 1972; Gentile et al., 1973; Regupathy et Subramaniam,
1973, 1974; Gentile et al., 1978). Cet essai est raisonnablement simple et rapide et peut
constituer une solution de rechange ou encore s'ajouter aux essais existants.

Zilkah et Gressel (1977a, b) et Zilkah et al. (1977) ont évalué le potentiel des
_cultures de cellules pour tester la phytotoxicité. Onze espices ont été mises en culture,
notamment huit especes sans valeur commerciale. Les conditions de croissance ont été
optimisées pour le rendement. Les auteurs ont noté que les cellules rendues a la phase de
croissance exponentielle ont des réactions 3 certains produits chimiques différentes de
celles qu'elles ont lorsqu'elles ont atteint un plateau. Plus l'inoculum est important, plus il
faut que le produit chimique soit concentré pour produire une inhibition. La composition
.hormonale du milieu agit sur l'inhibition produite par certains herbicides du type "auxine".
Les auteurs insistent sur le fait que la c1net1que de la croissance ainsi que ies retards dans
.la réponse et dans la récupération doivent &tre considérés lors de I'évaluation de la
phytotoxicité; ils insistent également sur le 'fait qu'il. faut des modes opératoires
normalisés et un contrdle rigoureux. En comparant la méthode des cultures de cellules a
celle de la réponse des semis, les auteurs ont observé que certaines substances affectent

beaucoup plus les semis que les cals (notamment les inhibiteurs de la photosynthése) et

. que llinverse est vrai pour d'autres substances. La teneur en pichlorame nécessaire pour .

atteindre la limite de tolérance de 50 p. 100 (LT 50) chez des cultures de cellules de soja
est supérieure par deux ordres de grandeur a celle de la LT 50 des bourgeons de feuilles
primaires chez les semis intacts (Davis et al., 1972), L'usage routinier de ces essais pour
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des fins de réglementation n'est probablement pas une solution pratique, car ce sont des
essais qui exigent une trop grande sophistication, et en outre, les différentes cultures de
cellules ne répondent pas uniformément au traitement avec différents produits chimiques.

Il existe une autre procédure rapide et relativement simple qui a été
recommandée: c'est la production d'éthane et d'éthyléne sous le stress (Simon et al., 1983).
Les semences sont déposées dans des tubes & essais contenant de la gélose et une solution
de Hoagland; les tubes sont bouchonnés et incubés dans les conditions adaptées 3 Iespéce
testée. Aprés l'émergence, les pesticides peuvent &tre appliqués par pulvérisation, au
pinceau, a la microseringue ou par trempage. Apres I'application du pesticide, chaque tube
est scellé et replacé dans la chambre de croissance. Des échantillons du gaz contenu dans
les tubes sont prélevés au moyen d'une seringue a différents intervalles et une analyse par
chromatographie en phase gazeuse est pratiquée. Le feuillage de chaque plante est
également examiné pour voir §'il y a des lésions, et il est pesé apres le préléevement du
dernier échantillon de gaz. Les essais ont été complétés en 24 h. Cette méthode peut
constituer une solution de rechange raisonnable pour d'autres essais de base du type de la
premiére étape.

On peut appliquer une variante de I'essai sur la lenticule mineure, soit avec des
sols contenant des résidus d'un inhibiteur de la photosynthése (Santelmann, 1977). Dans
cette méthode, il faut préparer une bouillie d'eau et de terre qu'on verse dans des
récipients en plastique. Les frondes de lenticule sont mises a flotter sur I'eau qui se forme
au-dessus de la boue. Les récipients sont ensuite placés sous des tubes a fluorescence
pendant 24 h a 20 °C. Ensuite, ils sont transportés avec soin jusqu'a un pulvérisateur de
laboratoire ou ils sont soumis au traitement; ensuite, ils sont remis a lumiére constante
pendant 16 3 24 h encore. Les lenticules qui n'ont regu que le produit chimique auront des
lésions. Les frondes dont la photosynthése a déja été inhibée par le produit chimique
présent dans la boue seront moins endommagées par le produit chimiqué appliqué.
Chacune des frondes est cotée selon les dommages subis, soit la perte de chlorophylle et
de laspect cireux. Cette méthode peut &tre utile pour les essais plus élaborés que les
essais de base comme, par exemple, ceux en mésocosme ou sur le terrain qui visent a
retracer les effets des pesticides aprés leur migration dans le milieu.

t Certaines études portant sur l'effet des produits chimiques sur les macrophytes
aquatiques s'accompagnent de mesures raffinées des effets. Clest ainsi que Yoshida et al.
(1986) ont mesuré l'activité photosynthétique de plantes marquées au 14C. Ces méthodes
sont éprouvées et fiables, mais elles nécessitent des installations de laboratoire plus

colteuses que ce qui est requis avec les méthodes couramment recommandées.
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Des études ont été faites sur une variété d'autres macrophytes aquatiques,
hotamment les plantes submergées qui ont un systéme racinaire. Davis (1980) a fait une
étude sur 1'élodée (Elodea canadensis), le potamot perfolié (Potamogeton perfoliatus), le
myriophylle blanchissant (Myriophyllum spicatum), la vallisnérie américaine (Vallisneria
- americana), Egeria densa, la brasénie (Cabomba carolininiana) et l'achillée mille-feuille
(Myriophyllum sp.). Ces plantes ont €té recueillies dans leur habitat naturel ou obtenues
chez un fournisseur de produits biologiques et cultivées dans des bocaux en verre a 20 °C
et avec une période d'éclairement de 12 h sous tubes fluorescents. L'intensité de la
lumiere et le substrat variaient selon les espéces et selon le substrat naturel dans lequel
elles avaient été recueillies. Quatre ou cing boutures ou tubercules ont été placées dans
chaque récipient. Les herbicides ont été ajoutés aprés que les plantes se soient
acclimatées. Ils étaient mélangés a une solution d'un quart de la solution de Hoagland n° 2
avec double teneur en fer. La réaction a été mesurée par la croissance hebdomadaire et la
masse seéche a la fin des essais. Les résultats variaient avec l'espece; l'élodée et la
vallisnérie se sont révélées &tre les deux espeéces les plus sensibles. Il a été montré que
'un des herbicides, 'atrazine, est rapidement désorbé des particules d'argile et que cette
désorpﬁon s'accentue avec le reléevement du pH. Bref, les conditions chimiques et
physiques du milieu d'essai étaient d'importance critique. Ce genre d'étude correspond
peut-&tre a la deuxiéme ou 3 la troisiéme étapes. A remarquer que dans la préparation de
I'étude, il faut tenir compte de tous les paramétres chimiques et physiques importants ciui
peuvent agir sur la toxicité; les facteurs "typiques" de I'environnement considéré
devraient &tre incorporés dans l'essai. De plus, il faut tenir compte de la méthode
d'application du pesticide, soit dans I'eau ou les sédiments ou sur les feuilles (si c'est une

plante émergente) ainsi que de la durée de l'essai.

5.4 Méthodes d*évaluation en microcosme, en mésocosme et sur le terrain

La section qui suii traite de certaines des méthodes utilisées dans les études
ou les chercheurs tentaient de retracer les effets de produits chimiques dans un systeme
contenant plus d'une espéce, et dans certains cas, plus d'un substrat. Nous avons divisé ces
méthodes en trois catégories afin de faciliter l'analyse; cependant, il n'y a pas de
définition communément admise des termes "microcosme" et "mésocosme".

Les études en microcosme sont les études effectuées en laboratoire sur plus
d'une espece, en conditions statiques ou dynamiques. Ces études sont également appelées.
études multi-especes. Les études en mésocosme sont les études effectuées sur plus d'une

espéce dans des cours d'eau ou des étangs artificiels, a l'intérieur ou a l'extérieur, plus
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grands que de simples aquariums ou bassins de circulation. Les études sur le terrain sont
les études effectuées sur des communautés naturelles dans leur milieu, sans manipulation,
exception faite, peut-&tre, de l'introduction délibérée d'une substance toxique.

5.4.1 Microcosmes. - C‘est‘sur les microcosmes qu'il s'est fait le plus d'études. Ces
dernidres peuvent &tre trés simples ou porter sur des chaines alimentaires complexes en
conditions dynamiques. Les systemes les plus simples peuvent &tre illustrés par une étude
sur les successions d'algues soumises au stress produit par un herbicide (Bryfogle et
McDiffet, 1979). Dans cette étude, de 'eau autoclavée provenant d'un étang a été versée
dans 12 erlenmeyers d'une capacité de trois litres, et elle a été ensemencée avec une.
communauté dalgues de repiquage établie 60 jours auparavant et stabilisée. Les
erlenméyet“s ont été placés sur des étageres éclairées par des tubes fluorescents et des

ampoules 3 incandescence pendant 12 h chaque jour, a 21 + 1 °C. Tous les erlenmeyers

étaient aérés grace a des pierres a barbotage, sauf durant les lectures de pH et de la

teneur en oxygene dissous. Le métabolisme des communautés était estimé grice a des
mesures de pH et de teneur en gaz carbonique ainsi que des mesures de l'oxygéne dissous.
La photosynthese nette des communautés était mesurée par I'enregistrement des varia-
tions de pH durant les 12 h d'éclairement et l'établissement d'une relation entre ces

variations et les variations de la teneur en CO; de I'eau. La respiration nocturne était

“mesurée durant les 12 h d'obscurité. La photosynthése nette de la communauté plus la
respiration nocturne donnaient une mesure de la photosynthése globale de la communauté,
De semblables mesures du métabolisme de la communauté ont été faites en surveillant les
variations de la teneur en oxygéne dissous. Les chercheurs ont également mesuré la teneur
en chlorophylle a, la biomasse ainsi que la diversité et la dominance des espéces. 11 a été
observé que la simazine provoque un retard de la productivité nette mais conduit a des
pics de productivité plus importants. Le type de succession d'especes est modifié par le
niveau de traitement; Chlorella domine aux concentrations supérieures.

- Les études en microcosme en conditions dynamiques du milieu sont plus
complexes que les études en conditions statiques, comme en font foi celles de Brockway
et al. (1984) et d'Hamala et Kollig (1985). Broékway et al. (1984) ont fait des expériences
dans des aquariums de verre sans revétement a 22 °C, avec éclairement de 12 h sous tubes
fluorescents a 6500 * 500 lux. La température de l'eau variait entre 19 °C en période
d'obscurité et 24,5 °C en période d'éclairement. Chaque microcosme était constitué d'une
couche de 0,5 cm de sédiments provenant d'un étang, de 7 litres d'eau de l'étang et d'un

inoculum de plancton tamisé et d'organismes fixés provenant d'un étang naturel. Tous les
1% .

[
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microcosmes ont regu ensuite un inoculum hebdomadaire de plancton tamisé pendant
toute la durée de I'expérience, soit 49 semaines. De l'eau de référence standard de
Freeman, modifiée, était ajoutée au taux de 0,6 m!/mn. Tous les microcosmes étaient
agités continuellement avec des agitateurs en acier inoxydable tournant a 50 t/mn. Les
microcosmes avaient 39 semaines pour se stabiliser avant que le produit toxique (I'atra-
zine) ne soit ajouté, L'oxygeéne dissous, le pH et les teneurs en phosphore dissous total, en
nitrate, en nitrite et en ammoniaque étaient mesurés chaque semaine. L'examen au
microscope de la composition spécifique s'est fait pendant toute l'étude. Les résultats
montrent une bonne reproductibilité, avec des coefficients de variation le plus souvent
inférieurs a 19 p 100. Les essais en conditions statiques faits en mémp'terﬁps en
microcosme avaient des coefficients de variation inférieurs a 7 p. 100. Dans les deux
types de microcosmes, il y avait moins d'oxygéne produit 2 mesure que la teneur en
atrazine augmentait. Aucun changement important de la dominance des especes n'a été
observé. Les communautés constituant les microcosmes en conditions dynamiques du
milieu étaient tres résistantes; elles ont récupéré rapidement et complétement apres la’
disparition de l'atrazine.

Le simulateur d'écosysteme aquatique (AEcoS) de I'EPA est le systeme a
conditions dynamiques décrit par Hamala et Kollig (1985). L'AEcoS est une chambre a
atmosphét;e contrdlée qui loge un canal en forme de U, de 19,5 m de longueur, de 0,046 m
de largeur et de 0,51 m de profondeur. Ce canal est divisé en quatre canaux indépendants,
chacun constitué de quatre microcosmes d'une capacité de 4250 litres chacun. En aval de
chacun de ces microcosmes, il y a un déversoir placé de fagon que l'effluent du
microcosme situé en amont devienne la source d'approvisionnerhent en eau du microcosme
suivant. Le canal est fait de plexiglass a revétement de téflon et le brassage uniforme est
assuré avec des roues a aubes dont I'axe est disposé longitudinalement. L'approvisionne-
ment en €léments nutritifs est effectué continuellement par des pompes péristaltiques
installées dans le microcosme situé en amont dans chaque canal. Dans cette étude
particuliere, des communautés périphytoniques ont été établies par inoculation et ensuite
par inoculation croisée de chaque microcosme avec des échantillons mixtes prélevés dans
les sédiments littoraux de cuvettes locales et des échantillons obtenus au trait. Les
microcosmes ont eu 43 jours pour se stabiliser avant que l'atrazine ne soit ajoutée.
L'introduction d'atrazine a été interrompue au jour 59, et les microcosmes ont eu 21 jours
pour récupérer. La composition spécifique, la numération, la teneur en chlorophylle a et la
masse séche moins les cendres ont été obtenus d'échantillons de périphyton. La teneur en

~ oxygene dissous a été mesurée aux heures, et le métabolisme des communautés a été
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calculé & partir des variations horaires de la teneur en oxygéne dissous, a partir d'une

version informatique modifiée de I'équation d'équilibre de masse d'Odum qui s'applique aux
conditions dynamiques. Les résultats ont montré une diminution immédiate et continuelle
de la productivité nette, un abaissement significatif de la densité d'algues, une perte de
diversité, l'altération de la composition spécifique et l'accumulation ralentie de la
biomasse. I y a eu des différences substantielles dans les taux de récupération des
communautés; la productivité nette a rejoint les valeurs témoins en moins de 16 jours,
mais les paramétres s'appliquant a la structure des communautés se sont peu améliorés
durant les 21 jours d'observation.

A partir de ces systdmes 3 conditions dynamiques, les protocoles d'essais
deviennent de plus en plus complexes, Par exemple, I'AEcoS a servi a l'installation d'un
systeme qui contient des compartiments congus pour' tester des processus précis:
photolyse, hydrolyse, systéme autotrophe, systéme hétérotrophe, systéme avec sédiments
inorganiques et sédiments de rivieére (Holm et al., 1982). Un microcosme terrestre-
aquatique utilisé par Metcalf (1975) a permis de modéliser la migration d'un polluant a
partir de plants de Sorghum enracinés dans une plage de sable ou de terre jusqu'a un "lac"
contenant du plancton et plusieurs chaines alimentaires: Oedegonium (algue) -3 Physa
(escargot); Daphnia a Culex fatigans (larve de moustique) a Gambusia (poisson). L'eau
était aérée et tout le systéme était contenu dans une chambre a environnement contrdlé,
a 26,5 °C avec une période d'éclairement de 12 h a 5000 pieds-chandelles avec tubes’
: ﬂuorescen‘%s. .La migration des substances toxiques était suivie a l'aide de radiomarqueurs
. et était e'xprimée en termes d'amplification écblogiqué (ppm du composé parent dans
l'organisme/ppm dans l'eau), d'indices de biodégradabilité (ppm de radioactivité polaire
d'un organisme/ppm de radioactivité non polaire et radioactivité de la fraction non

extractible). Le microcosme peut &tre constitué de trés nombreuses fagons; par exemple,

-
-~

le contaminant peut &tre appliqué a la surface de Sorghum afin de simuler une application

foliaire, &tre appliqué au sol ou aux semences afin de simuler les pesticides a action pré-
émergence ou encore dans l'eau afin de simuler la présence de pesticides dans l'eau de
ruissellement. ,

Francis et Metcalf (1981) décrivent une modification du "microcosme
terrestre-aquatique" décrit ci-dessus. Le m&me assemblage d'especes a été utilisé, mais
avec, en plus, dix chenilles de marais salants, Estigmena acrea, qui ont été ajoutées afin
qu'elles se nourrissent des Sorghum traitées. Les chenilles, avec leurs matiéres excrémen-
tielles, contaminaient la portion "lac" du systéeme. La séquence des traitements est la
suivante: du pesticide radiomarqué est appliqué sur les plants de Sorghum ou sur le sable
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au taux de 1 & 5 mg de pesticide par essai, soit I'équivalent d'une teneur vraisemblable de
0,2 a 1,1 kg/ha; les chenilles sont ajoutées; le mouvement des pesticides, des plantes a
l'eau, est mesuré grace 3 la radioactivité d'échantillons multiples d'eau de 1 ml a
intervalles spécifiés; 26 jours apres l'introduction du pesticide, 300 larves de moustiques
sont ajoutées; trois jours plus tard, 50 larves et 50 Daphnia sont prélevées et soumises a
des analyses; les chaines alimentaires sont complétées par l'addition de trois gambusies;
'expérience est interrompue trois jours plus tard; tous les organismes sont pesés,
homogénéisés et soumis a des extractions et dosages. Plus de 100 produits chimiques,
notamment plus de 80 pesticides, ont été évalués de cette fagon. Les résultats ont été

comparés aux résultats sur le terrain, et on rapporte que la correspondance est

remarquable. Ce systeme est utilisé de fagon courante par l'Institute for Environmental
Studies de I'Université de I'llinois ainsi que pour le Natural History Survey de !lllinois
Institute for Natural Resources.

Plumley et Davis (1980) ont décrit un systeme qui simule les marées. Ils ont
prélevé une tranche de sol de 10 cm d'épaisseur dans un secteur estuarien voisin et placé
les échantillons dans des cuves en plastique de 35 cm de diameétre. L'effet des marées a
été simulé par le relévement ou l'abaissement de seaux de 9 litres, contenant 7,6 litres

d'eau dont la salinité était ajustée a 20 p. 100 avec de Il'Instant Ocean. Les cuves de-

plastique étaient reliées aux seaux par un tube en caoutchouc. L'eau des. seaux était
continuellement aérée. Dix crabes appelants ont été ajoutés a chaque systéme afin
d'empécher que les mattes d'algues bleues ne deviennent la végétation dominante.

Un ensemble détaillé de directives pour l'installation des microcosmes est
fourni dans les lignes directrices qui accompagnent le Toxic Substances Control Act
(TSCA, 1987a, b). Les microcosmes constitués pour les essais sur Rhizobium-légumineuses
et les tests génériques d'eau douce y sont décrits. Les microcosmes d'eau douce sont
divisés en trois types: essais normalisés, essais en récipients avec des inoculums mixtes et
dérivés naturellement, enfin, essais en étangs avec des inoculums dérivés naturellement.
Les essais normalisés ont recours & une liste stricte d'espéces qui comprend des algues
jusqu'a des macro-invertébrés. Les essais en récipients sont faits avec des inoculums
provenant de différents écosystémes naturels repris dans des récipients. Les essais en
étangs avec microcosmes sont faits avec une eau, des sédiments et des biotes dlorigine
introduits dans des aquariums.

~ Une autre méthode normalisée de travail en microcosme est décrite par
Harrass et Taub (1985) ainsi que Taub et Kindig (1986). Le microcosme aquatique
normalisé (Standardized Aquatic Microcosm ou SAM) est constitué d'un systeme composé

)
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d'algues représentant plusieurs groupes taxonomiques (cyanophycées, chlorophycées, bacil-
liarophycées) et différentes formes (organismes unicellulaires, coloniaux, filamenteux)
ainsi que de zooplancton représentant les brouteurs, les détritivores et les omnivores. Les
milieux sont définis et l'inoculation de cultures mono-algales et de souches cultivées de
zooplancton est spécifiée. Les critéres de performance de I'écosysteme témoin sont
donnés. Les microcosmes sont synthétisés par inoculation de dix espéces d'algues et de
cing espéces d'invertébrés dans un milieu stérile défini chimiquement (milieu T82MV avec
un mélange vitaminique afin de favoriser la croissance de Daphnia, avec 1/20 des
concentrations en chélates et en métaux a I'état de traces et silicate additionnel). Une
préparation de 200 g de sable de silicium, de 0,5 g de chitiﬁe broyée et de 0,5g de
cellulose est utilisée comme substrat sédimentaire. Les récipients sont des bocaux en °
verre d'une contenance de quatre litres. Les algues ont quatre jours pour proliférer avant
que les invertébrés ne soient ajoutés. Une petite quantité d'algues est rajoutée chaque
semaine, et les invertébrés sont réinoculés lorsque leur densité est tres basse (moins de
trois par bocal). La réinoculation permet de simuler la récupération d'un écosysteme et
I'immigration ou la constitution de refuges dans des communautés naturelles. Des
numérations sont faites deux fois.p'ér semaine. Les variations de la teneur en ox)}géne
dissous, du pH et de la fluorescence in vivo sont mesurées deux fois par semaine, La
teneur en éléments nutritifs dissous, la chloropf}ylle et I'assimilation nette de carbone sont
mesurées deux fois par semaine pendant les 28 premiers jours et chaque semaine par la
suite. Les dosages des éléments nutritifs et le biovolume des algues sont également
évalués.. Les microcosmes sont soumis a un éclairement de 78-81 E/s a l'aide de tubes
fluorescents, avec une ﬁériode d'éclairement de 12 h. La température est conservée a
20 2 °C. Les traitements chimiques sont appliqués le septieéme jour.

Une comparaison des microcosmes a conditions statiques et de ceux a
conditions dynamiques a révélé que les deux systémes ne peuvent &tre réguliérement
substitués l'un a l'autre puisque des différences dans leur conception méme peuvent
conduire 3 des résultats trés différents avec une mé&me substance (Isensee et Yockim,
1980). 11 faut tenir compte de la dégradabilité des substances testées lorsqu'on choisit
I'une ou l'autre des méthodes. Les substances qui se dégradent lentement et qui persistent
dans le milieu devraient avoir un comportement semblable dans les deux systémes (taux
d'accumulation, quantité totale accumulée et effets sur les organismes). Par ailleurs, les
substances qui se décomposent rapidement devraient avoir des effets différents. Ainsi, les
organismes aquatiques employés pour des essais en conditions statiques seraient exposés a
un mélange variable de substances lorsque des pesticides dégradables seraient testés, alors
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que les organismes placés dans des systémes & conditions dynamiques seraient surtout
exposés a la substance d'origine. Le mode probable d'introduction dans le milieu constitue
un autre facteur important dans le choix du systeme. Le syst\eme 3 conditions statiques
simule Iintroduction des produits par érosion ou par les sédiments. Dans ces conditions,
" les pesticides seraient transportés dans l'eau avec les matiéres en suspension sur lesquelles
ils seraient adsorbés. Les systémes a conditions dynamiques simulent l'introduction des
substances dans un effluent (Isensee et Yockim, 1980). Les études de toxicité chronique et
celles sur les effets donnent généralement de meilleurs résultats avec les systémes 2
conditions dynamiques parce que cela permet de définir d'une fagon plus précise et de
mieux contrdler l'identité et la concentration de la substance toxique. Avec des
substances peu dégradables et lorsqu'on veut procéder a des essais de toxicité aigd'é"; les
systémes & conditions statiques pourraient donner d'aussi bons résultats, sinon meilleurs,
que les systémés a conditions dynamiques. A remarquer également qu'il n'est pas pratique
d'utiliser un systéme a conditions dynamiques lorsqu'on dispose d'une quantité limitée
d'une substance radiomarquée.

Il y a moins de descriptions et il est moins souvent question des microcosmes
terrestres dans la documentation. Gile et al. (1981) décrivent un microcosme terrestre
congu pour suivre des herbicides dans leurs transformations. Ce dernier était constitué
d'une boite en verre (1,0 sur 0,75 sur 0,06 m) avec un couvercle en plexiglass, Ce récipient
était exposé 2 un éclairement de 2500 pieds-chandelles a la surface du sol, avec une
période d'éclairement de 16 h. La température était réglée a 25 °C durant la période
d'éclairement et 3 15 °C durant la période d'obscurité. Le débit d'air était fixé a 50 I/mn.
Le substrat comprenait 40 p. 100 de sable de mer lavé & granulométrie 20, 40 p. 100
d'illite et 20 p. 100 de Jiffy Mix Plus. La végétation incluait une plantule de sapin de
Douglas dans chaque quadrant, entourée de plantuleé d'aulne de I'Oregon et de ray-grass
vivace. Les sapins avaient & peu pres un an au moment de leur plantation, et les aulnes,
deux mois. Les invertébrés étaient représentés par des nématodes bactériophages, des
lombrics, des cloportes, des larves du ver de farine, des grillons domestiques et des petits
escargots de jardin. Une femelle gravide de campagnol Microtus canucautus était le seul
vertébré, Un pesticide radiomarqué était introduit 26 jours plus tard par pulvérisation
foliaire. Un dénombrement des espéces animales visibles était fait chaque jour, et les
animaux morts étaient retirés & mesure qu'ils étaient trouvés. Ce systéme visait a suivre
la migration du pesticide dans les différents éléments de ce systeme, mais ne visait pas a
en déterminer la toxicité. C‘ependant, avec certaines modifications, c'est un systeme qui
pourrait servir a des essais de toxicité.
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Sheehan (1987) propose de compléter les études sur les microcosmes terrestres
avec des études lysimétriques, qui se sont révélées efficaces pour l'évaluation de l'effet
des polluants atmosphériques sur la dynamique des éléments nutritifs dans des milieux
sols-plantes relativement complexes. Des études de la productivité des plantes dans des
chambres climatiques sont également proposées. ,

Dans un compte rendu d'un atelier de travail sur les microcosmes terrestres,
Gillett et Witt (1979) résument les principaux types de microcosmes qui ont fait l'objet
d'essais, avec leurs a\'/antages et leurs inconvénients et donnent des conseils sur leur
conc;eption. Les principales caractéristiques a I'étude sont présentées au tableau 7. Les
microcosmes ont pour avéntages de permettre la démonstration des interactions, de
fournir des indices de la distribution chronologique, spatiale et relative des substances

chimiques, de rendre les essais plus économiques et plus pratiques que ceux sur le terrain,

de constituer une étape intermédiaire entre les essais avec une seule espece et les essais
sur le terrain, de permettre une évaluation des effets dans des systemes assez complexes,
mais en conditions de laboratoire et enfin, de fournir des renseignements qu'il est
impossible de prévoir en laboratoire et qu'il serait décourageant de découvrir a I'étape des
essais sur le terrain. Les microcosmes comportent toutefois certaines limites, notamment
la durée trop bréve des essais pour la mise en évidence d'un certain nombre de processus
écologiques; I'absence de certains processus importants, soit parce qu'on ne les connait pas
ou a cause de contraintes matérielles; l'obtention de résultats qui s'appliquent seulement
pour des petits systémes confinés. ‘

Afin de tirer profit des avantages et de minimiser les lacunes des micro-
cosmes, il faut que leur conception et leur application soient fondées sur une analyse
soignée des hypotheéses de départ, une hypothése de travail appropriée et des questions
(dans la fagon d'exécuter les essais) qui tiennent compte des contraintes du systéme
(Gillett et Witt, 1979). Les résultats ainsi obtenus devraient pouvoir se défendre sur le
plan séientiﬁque, méme si des expériences distinctes comportent certaines variantes.
Gillett et Witt parviennent a la conclusion que les microcosmes sont les plus utiles comme
solution intermédiaire entre les essais de laboratoire sur des especes uniques et les essais

sur le terrain.

5.4.2 Mésocosmes. - Il n'y a pas autant d'études 3 grande échelle sur les mésocosmes
quil n'y en a sur les microcosmes. Une étude souvent citée est celle de F. de Noyelles
et al:'(l982), dans laquelle six étangs ont été drainés et remplis avec de l'eau d'origine
naturelle et du plancton provenant d'un étang adjacent alimenté par l'eau d'un puits, afin
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Systéme
Chambre pour Ecos:
Monoculture Micro-agro- microcosme Carotte sol-li
ractéristique Sol-planted terrestred écosystemeC terrestre de sol€ respi
olume 1,0 litre 19 litres 863 litres 453 litres #0cc 500 ¢
(1,5 sur 0,5 sur {1,5 sur 0,75
1,15 m) sur 9,6 m)
. Masse du sol 4,7 kg 0,4 kg (vermi- 165 kg 150 kg 30g 100 g
culite)
3,0 kg (drummer)

Type de sol Loarn limoneux; Vermiculite; Loam Mélange Différents (Sapi
sableux; sable loam limeno- sableux synthétique types de sols aulne
quartzeux argileux Your plantes; de fordts et litier

. . loam limono- de prairles
argileux

Température 28 °C/20 °C 26 °C/19 °C Amblante8 30 °C/19 °C 26 °Cf20 °C 19 °C

Eclairement/ 12hf12h 12h/t2 h Ambiant 16h/8 b 12 hf12h 0h/f2

obscurité

Débit d'air Ambiant Ambiant 2500 Ymn 1050 1/mn Ambiant Oz s

Apport deau Addition au Addition au "Pluje" pour "Pluie" pour Volume fixe Aucu
poids; perco- poids: étude ajuster ajuster sur base
lation aquatique Thumidité; Phumidité; . hebdomadaire

post-terrestre exces pour la "printemps" pour la
percolation percolation

Plantes Mats Mals; soja Mals; coton; Luzerne ou Types de plantes Aucu

fomate; tabac; | ray-grass; endémiques
céréales et I sapin de Douglas (p. ex, plantes
graminées , ou aulne de de prés & fétuque)
F'Oregon ou
ray-grass .
Ajout Aucun Chenille, limace, Aucun Larves de Aucun Aucu
d'invertébrés cloporte, lombric Tengbrlo, escargot, {faune {faun
cloporte, lombric, endémique) endé
criquet, .
Collembola spp.,
nématode spp.
ertébrés Aucun Campagno! Aucun Campagnol Aucun Aucu
des prairies
Microbiote Ambiant Ambiant Ambiant Ambiant Ambiant Ambi
Durée (par Jusqu'a 30 jours terrestre; 60 3 90 jours® 60 & 90 jours 6 3 9 semaines 60 jou
essai) 200 jours 27 jours aquatique (pré-équilibrage (pré-c
de 537 semaines de 30
inclu:

3 Lichtenstein et al., 1974.
b Cole ¢t al., 1976; Cole et Metcalf, 1977.
C Besll et al., 1976; Nash et Breli, 1977,

d Gile et Gillett, 1977.

€ Draggon, 1978a; Ausmus et al., 1577,

f Bond et al., 1975; Lighthart et al., 19774, b,
€ Serre avec éclairement additionnel au besoin.
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Chambre pour Ecosysteme de
Monoculture Micro-agro- microcosme Carotte sol-litlérg dans
! terrestred écosystemeC terrestred de sol® respicométre:
it 19 fitres 863 litres 458 litres 40 cc 500 cc
(1,5 sur 0,5 sur (1,5 sur 0,75
- L,15 m) sur 0,6 m)
K3 0,4 kg (vermi- 165 kg 150 kg 80g 100 g
culite)
3,0 kg (deummer)
n limoneux; Vermiculite; Loam Mélange Différents (Sapln de Douglas,
2ux; sable toam limono- sableux synthétique types de sols aulne de I'Oregon,
o argileux pour plantes; de foréts et litiére)
loam limono- de prairies
arglleux
Cfeo°C 26 °C{19°C Ambiante8 30 °C/19 °C 26 *Cf20 °C 19 ¢C
/1 12h{12h Ambiant 16h/8 h 12h/12 h 0hf2% h
>i. Ambiant 2500 I/mn 1050 Ymn Ambiant O3 sur demande
ition au Addition au "Pluie" pour *Pluie" pour Volume fixe Aucun
s rco- poids: étude ajuster ajuster sur hase
n . aquatique l‘hugnldité; I'humidité; + hebdomadaire
post-tercestre exces pour fa “printemps” pour la
percolation ' percolation
s Mals; soja Mais; cotan; Luzerne ou Types de plantes Aucune
tomate; tabac; [ ray-grass; endémiques
céréales et i sapin de Douglas {p. ex. plantes -
gramindes ! ou aulne de de prés & fétuque)
1'Oregon ou
cay-grass
un Chenille, limace, - Aucun Larves de Aucun Aucun
cloporte, lombric Tenebrio, escargot, (faune (faune
cloporte, lombric, endémique) endémique)
criquet, .
Collembola spp.,
nématode spp.
Campagnol Aucun Campagnol Aucun Aucun
des prairies
dla Ambiant Ambiant Ambiant Ambiant Ambiant
Wwa 30 jours terrestre; 60 2 90 jours" 60 2 90 jours § 3 9 semaines 60 jours
i 27 jours aquatique (pré-équilibrage {pré-équilibrage
de 5 a 7 semalines de 30 jours
inclus) inclus)
o 1974,

C et Metcalf, 1977,

N etBrell, 1977,

7.

\usmus et al., 1977.

L"  hartetal., 19773, b,
:n additionnel au besoin,

TWM 9 O, 55T
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TABLEAU 7 PRINCIPALES 'CARACTERISTIQUE;S DES MICROCOSMES
TERRESTRES QUI ONT SERVI A L'ETUDE DU DEVENIR ET
DES EFFETS DE SUBSTANCES CHIMIQUES DANS LE MILIEU

de créer dans la mesure du possible des conditions similaires du milieu juste avant
I'addition d'un pesticide (atrazine). Pour compléter la communauté animale, trois espéces
de poissons ont été ajoutées dans chaque étang, soit un prédateur, le crapet arlequin, un
omnivore benthique, la barbue de riviére, ainsi qu'un omnivore filtreur, l'alose 3 gésier.
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L'atrazine a été appliquée a deux concentrations, soit 20 g/l et 500 g/l. La premidre
concentration a été choisie afin que soient représentées les concentrations obtenues en
aval dans les bassins hydrologiques, alors que la seconde a été choisie parce qu'elle
représentait les concentrations observées dans l'eau en contact direct avec les champs
traités. On a appliqué 20 g/l d'atrazine a deux étangs, 500 g/l d'atrazine a deux autres
étangs, et les deux derniers étangs ont servi de témoins. La surveillance des étangs a été
la plus intense pendant la semaine qui a précédé l'addition de l'atrazine et pendant les.
63 jours qui l'ont suivie; un échantillonnage mensuel a été effectué jusqu'au jour 136. Les .
parametres généraux de la qualité de l'eau ont été contrblés régulierement et des
échantillons ont été prélevés afin de doser l'atrazine a des intervalles spécifiés. Les
assemblages d'espéces de phytoplancton ont fait I'objet de contrdles par, numération et
identification, alors que la biomasse a été évaluée avec un compteur Coulter.
L'assimilation de carbone par le phytoplanctdn a €té mesurée par incubation avec du
NaH1#COj3. L'effet immédiat de I'atrazine a été vérifié dans une chambre de croissance
en laboratoire; les réponses enregistrées ont été les suivantes: augmentation de la
fluorescence aprés deux minutes et ralentissement de I'assimilation de 1“*C _durant
.24 heures d'éclairement continu 3 une intensité correspondant a celle observée dans les
étangs. Les chercheurs ont surveillé les macrophytes, les insectes, les amphibiens et les
poissons (biomasse mesurée au début et a la fin de I'essai) ainsi que le zooplancton
(numération apres trait vertical). La croissance et la reproduction chez une espéce donnée
de zooplancton, une’ cladoceére, ont été étudiées dans des enceintes in situ faites de
cylindres en plexiglass suspendus dans les étangs. Cet essai en \rpésocosmes a permis de
distinguer les effets de l'atrazine sur la photosynthése, la croissance et la succession du
phytoplancton.

Une étude semblable a été faite afin de déterminer les effets sur les
communautés aquatiques de I'application d'herbicides pour la lutte contre les macrophytes
(Strange, 1976). Des piscines a parois d'acier recouvertes d'un plastique, construites a
l'extérieur, ont été remplies d'eau de robinet déchlorée et dans laquelle on a inoculé une
plante macrophyte, Egeria densa. Aprés une période d'acclimatation de 17 jours,’ trois
piscines ont été traitées au diquat et a I'endothall et les trois autres ont servi de témoins.
Le contrble de différents paramétres physiques et chimiques s'effectuait deux fois par
semaine. Le calcul de la production quotidienne ou la consommation d'oxygene et de gaz
carbonique se faisait a l'aide des variations diurnes de la teneur en OD et a l'aide des
variations du pH. Les numérations hebdomadaires du phytoplancton et les mesures de la
prc;ductlvité ont servi a calculer. un indice de la contribution du phytoplancton au

métabolisme de la communauteé.
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Kosinski (1984) et Kosinski et Merkle (1984) décrivent une étude en
mésocosme constitué de 32 cours d'eau artificiels avec recirculation. L'eau s'écoulait dans
des goulottes de bois mesurant 2,44 m de longueur et 1,26 m de largeur qui étaient
recouvertes de plastique et remphes d'eau de source sur ‘'une profondeur de 4 cm. L'eau
provenait d'une source (représentative d'un réseau hydrologique non exposé au ruisselle-
ment contaminé par des herbicides) et d'une riviére (représentative d'un bassin-versant en
région agricole). Des galets et des plaques de verre ont été introduits dans les circuits afin
de permettre une colonisation par des algues périphytiques; des couvercles translucides en
fibre de verre servaient a isoler les goulottes des conditions météorologiques ambiantes.
Deux fois par semaine, 2 litres d'eau (15 p. 100 du volume) étaient rejetés et remplacés
par de I'eau de source qui apportait de nouvelles algues et de nouveaux éléments nutritifs.
Les effets de l'application de quatre herbicides différents ont été mesurés par une
numération des algues périphytiques qui colonisaient les lames de verre et par une mesure
de la productivité a l'aide de méthodes de dosage de l'oxygene en eau libre. Les essais ont
duré de trois 3 quatre semaines. Le mésocosme a-permis aux chercheurs d'étudier les
effets chroniques et les effets aigus des pesticides sur la structure de la communauté
périphytique et sur la productivité et d'évaluer le degré de résistance aux herbicides de la
" flore contenue dans les deux sources d'eau. ' |

Rawn et al. (1982) ont utilisé des bassins artificiels temporaires pour leur
étude du devenir de la perméthrine dans les systeémes aquatiques; Les bassins mesuraient
5m sur 3m et contenaient 2000 litres d'eau qui formaii;c une lame de 30 cm. Le
mouvement de la perméthrine marquée au 1%4C dans 'eau, les sédiments et les plantes
aquatiques a été suivi sur une période de deux ans.

Les enceintes aquatiques (dans des lacs ou des étangs naturels) ont été
employées avec succés pour I'étude du devenir et des effets des pesticides dans les
systémes aquatiques. La persistance de la perméthrine, de I'atrazine et du méthoxychlore
a été étudiée dans de volumineuses enceintes aquatiques (90 a 125 m3) qui avaient été
placées dans un lac naturel par Yoo et Solomon (1981). Day et al. (1983) ont étudié l'effet
de Iatrazine sur les populations d'algues, la teneur en éléments nutritifs et la teneur en
oxygene dissous dans de semblables enceintes volumineuses. Solomon et al. (1985) ont
étudié la dissipation de la perméthrine dans les enceintes aquatiques; Kauskhik et al.
(1985) ont étudié les répercussions de la perméthrine sur les communautés de zooplancton
dans des enceintes. La conception des enceintes utilisées pour les études précitées est
tirée de Solomon et al. (1980). Il s'agit d'enceintes souples en vinyle qui sont supportées

par des bAtis en bois ancrés sur place. Un cadre métallique disposé au fond aide a garder
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les parois dans l'axe vertical. Solom‘on et al. (1980) décrivent également un montage pour
I'injection et le mélange parfait de pesticides dans les enceintes. Solomon et al. (1982)
décrivent des sondeurs-échantillonneurs qui rendent possible l'intégration verticale et qui
permettent de prélever du phytoplancton et du zooplancton dans les enceintes.
Van der Werf et al.* (1987) décrivent un plan d'enceintes solides et transportables qui
peuvent &tre utilisées dans des lacs exposés a des vents. Trois semaines apres ['ensemen-
cement, le phytoplancton situé a l'intérieur de ces enceintes se comportait de la méme
facon que le phytoplancton situé a l'extérieur. .
Nous n'avons trouvé aucune étude portant sur des mésocosmes terrestres..

5.4.3 Etudes sur le terrain. - Il existe relativement peu d'études sur les répercus-
sions des pesticides dans des milieux entierement naturels, a cause des difficultés
inhérentes a ce type d'étude. Les variations naturelles de la structure et du fonctionne-
ment des communautés sont parfois tellement considérables qu'il devient extrémement
difficile de détecter des effets le plus souvent subtils. Les études sur le terrain faites pour
examiner les effets des pesticides sur des espéces non visées sont les plus rares de toutes.
La plupart des études sur les herbicides appliqués dans des étangs naturels sont des études
d'efficacité des pesticides ou l'on vise une élimination ou une importante réduction des
macrophytes aquatiques. ‘

Walsh et al. (1971) décrivent une étude ol la chimie de l'eau et la structure
d'une communauté de plancton ont été suivies apreés l'application d'un herbicide, le
dichlobénil. La production de la communauté a également été évaluée avec la méthode
des bouteilles claires et obscures. Les résidus du produit chimique ont été dosés dans des
échantillons de plancton, d'invertébrés et de poissons. Il a été observé qu'a mesure que les
macrophytes mouraient, le phytoplancton et le zooplancton proliféraient, présumément a
cause de l'abondance des éléments nutritifs libérés par les plantes mortes ou en
dépérissement. L'absorption du pesticide variait selon les especes; ce dernier a été trouvé
en quantité assez importante dans le poisson un jour aprés le traitement. Une espece de
libellule a absorbé cinq fois plus de dichlobénil qu'une autre. Les amphipodes ont accumulé
la plus grande quantité de résidus au troisiéme jour aprés le traitement plutdt qu'au
premier. La communauté dans son ensemble est retournée 3 son état d'avant le traitement
au bout de trois mois.

Klassen et Kadoum (1979) ont étudié la distribution et la rétention d'atrazine
et de‘carbofurane dans des écosystémes d'étangs d'exploitation piscicole. Ils ont trouvé

que l'atrazine était présente a tous les paliers des écosystémes étudiés (eau, sédiments,
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zooplancton, éci"evisses, tétards et poissons) peu de temps aprés l'application. Le
carbofurane n'a été observé que dans I'eau et la boue immédiatement apres l'application;
par la suite, il n'a été observé dans aucun des paliers des écosystemes. Les effets des deux
pesticides n'ont pas été étudiés systématiquement; des observations non formelles des
populations de zooplancton et de poissons ont mené a la conclusién qu'il n'y avait pas
d'effet apparent. Ce genre d'étude, portant sur le dosage des résidus et non sur les effets,
se rencontre plus%ouvent que les études portant sur les effets méme.

Sortkjaer (1984) avance que les communautés de macrophytes aquatiques
constituent de bons systémés pour I'étude des effets des polluants, notamment les
pesticides, Cependant, il y a eu seulement quelques tentatives d'utiliser les macrophytes a
. cette fin; il faut en connaltre plus sur les communautés a I'état non pollué avant de
pouvoir évaluer avec précision les effets des polluants.

' Sheehan (1987) propose la tenue d'études sur le terrain pour évaluer les effets
des produits chimiques sur la productivité des plantes terrestres et sur les cyélgs nutritifs.
Aucun exemple spécial de ce type d'étude n'est donné. En comparaison des données
accumulées sur les populations de poissons, par exemple, on manque d'études sur les
populations végétales (Vouk et al., 1987). Notamment, il n'y a pas assez d'études & long
terme sur les communautés végétales terrestres qui seraient accompagnées des mesures

des teneurs en polluants.

5.4.4 Evaluation des méthodes de travail en microcosme, en mésocosme et sur le
terrain. - 11 est trés difficile de comparer une étude a une autre du méme type parce que
les protocoles expérimentaux ainsi que les espéces utilisées ne sont pas uniformes. C'est
pourquoi il faudrait des protocoles normalisés qui soient compatibles avec ceux déja
préparés dans le cadre du Toxic Substances Control Act si l'on veut que ces études soient
intégrées dans un ensemble obligatoire d'essais.

Dans le questionnaire destiné aux experts en phytotoxicité, plusieurs questions
portaient sur l'application d'études en mésocosme et sur le terrain. Ainsi, nous avons
demandé si les €tudes sur le terrain peuvent &tre reproduites et si elles doivent &tre
intégrées dans un cadre législatif, si les études en mésocosme doivent &tre intégrées dans
-les ensembles d'essais, quelle est l'importance des essais sur le terrain et enfin, si les
essais sur le terrain sont situés a une étape trop avancée dans les présents protocoles

(c'est-3-dire, a I'étape 3 ou au niveau définitif).
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Une nette majorité des personnes interrogées croit que les essais sur le terrain
ont ou pourraient avoir une reproductibilité suffisante pour servir dans un cadre législatif.
1ls insistent sur la nécessité d'une conception appropriée des essais. Dans le cas des études
terrestres, ce serait notamment une conception par module d'expérimentation avec une -
bonne reproductibilité, I'inclusion de données saisonnieres et annuelles’et le choix avisé de -
matériel végétal pour la tenue des essais (multiplication végétative a partir des mémes
clones ou de la mé&me source de semences, élagage pour uniformiser l'aspect, etc.). En
outre, il faudrait tenir compte des caractéristiques de l'emplacement ou les études
seraient faites (topographie, sol, climat, etc.), et il faudrait en tenir compte dans I'analyse
des résultats. Plusieurs personnes interrogées qui travaillent avec des systémes aquatiques
préférent I'utilisation d'enceintes de fagon a garder un contrdle de l'expérience. La
question mé&me de la possibilité de reproduire les résultats est mise en doute par certains.
Ils sont d'avis que cela va méme jusqu'a fausser le débat; la variabilité méme dans les
résultats peut constituer un facteur important et apporter une information utile sur les
réponses des écosystemes aux pesticides. Une personne pense que les essais sur le terrain
devraient &tre obligatoirés seulement dans le cas de certaines substances. Une autre
pense que ces essais pourraient servir a indiquer quéls essais de laboratoire sont
nécessaires (le contraire de ce qui se fait maintenant). Seulement trois personnes pensent
qii'il n'est pés possible d'inclure les essais sur le terrain dans une réglementation. L'un
d'eux a spécifié que les études sur le terrain devraient servir a des fins de recherche
seulement; les résultats de cette recherche pourraient &tre appliqués aux choix d'essais
avec especes uniques.

Sur la question des mésocosmes (dont la définition mé&me cause des problémes),
les opinions sont partagées. Certains pensent que les mésocosmes peuvent &tre utiles dans
la mesure ol on travaille sur place, mais que ceux reconstitués en laboratoire conduisent 3
l'apparition d'une foule de problémes associés a des effets artificiels. Les enceintes
- aquatiques sont incluses dans les mésocosmes. Le recours a la formule des enceintes
permet la reproduction des essais et la constitution de témoins dans un méme plan d'eay,
ce qui permet d'éliminer les variations qui apparaissent lorsque les études portent sur deux
ou plusieurs étangs ou lacs. La mesure des réponses est souvent simplifiée et les variations
d'un échantillon a l'autre sont réduites lorsqu'on emploie des enceintes aquatiques.
Cependant, ces derniéres ont certaines caractéristiques: elles sont d'un volume restreint,
contiennent moins d'organismes que le milieu ambiant, ont un brassage moins efficace et

ont un rapport de la surface au volume supérieur a celui du plan d'eau dans lequel elles se
¢ - ’ -
trouvent (Solomon et al., 1980). li faut tenir compte de ces limites dans l'interprétation



106

des résultats., Les expériences en mésocosme sont généralement considérées comme de
bonnes techniques de sélection qu'il faut faire suivre d'essais sur le terrain. L'espace
requis est un probléme particulier des mésocosmes terrestres; dans nombre de cas, les
études seraient irréalisables a toutes fins pratiques. Une personne interrogée affirme que
des études obligatoires en mésocosme sur des systémes forestiers conduiraient au chaos
réglementaire.

L'inclusion des essais faits sur le terrain dans les protocoles de réglementation
a virtuellement fait l'unanimité. La plupart des personnes interrogées affirment que la
tenue de ces essais est "trés importante", "critique" ou "vitale". Les raisons données pour
leur tenue sont notamment la nécessité de tenir compte du climat canadien rigoureux, la
probabilité d'effets secondaires et résiduels, la variabilité des effets observés dans
I'habitat, la sensibilité différente aux substances toxiques qui est observée entre les essais
en laboratoire et les essais sur le terrain et, enfin, le fait que les résultats obtenus sur le
terrain peuvent &tre l'inverse de ceux obtenus en laboratoire. Certains pensent que ces
tests devraient &tre requis pour un nombre limité de substances, notamment celles dont
l'efficacité dans le milieu est importante. Un seul attache peu d'importance aux essais sur
le terrain; il est d'avis que ceux-ci n'ont généralement pas d'importance en milieu
forestier.

Les avis sont partagés quant a savoir si les essais sur le terrain viennent trop
tard dans la série d'essais prévus par la réglementation (EPA, OCDE). Certains pensent
qu'ils doivent &tre incorporés tdt au début de la deuxiéme étape. D'autres pensent que les
essais doivent &tre faits en paralléle. D'autres encore pensent qué des essais sur le terrain
faits dans une premitre étape seraient prématurés, du gaspillage et du travail a
l'aveuglette. Les personnes interrogées semblent considérer qu'il est approprié de tenir
certains essais préliminaires afin de voir quels essais sur le terrain sont requis.

En résumé, les réponses au questionnaire montrent un appui général 3
I'inclusion d'essais sur le terrain dans les protocoles associés a la réglementation. Les
personnes interrogées insistent sur l'importance d'avoir des études bien congues et doutent
de I'utilité de certaines études en mésocosme.

La que;stion centrale soulevée par les personnes interrogées, par les auteurs qui
se sont penchés sur la question et par les législateurs est la suivante: "Ces essais
contribuent-ils d'une fagon importante a notre compréhension des effets des pesticides
dans le milieu?" Dans la documentation ou il en est question, il semble que ces essais
apportent un complément de renseignements utiles qui ne peuvent pas &tre obtenus a
partir des essais sur des espéces uniques. Cela vaut particulierement pour les
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transformations des structures, de la productivité et des successions des communautés.
.Le défi est de relier de facon la plus efficace possible ces études et celles faites en
laboratoire sur des espéces uniques. En d'autres mots, nous avons a décider quelles sont les
questions les plus importantes dans la perspective des effets a long terme sur le milieu.
Comme il a été montré dans certaines études, les pesticides peuvent avoir des effets
transitoires trés brefs; il s'ensuit que les essais doivent.permettre de distinguer entre les
parametres écologiques susceptibles d'un rétablissement et ceux qui risquent d'&tre
modifiés de fagon irréversible. Par exemple, importe-t-il que la productivité primaire soit
abaissée pendant deux a quatre semaines apreés. l'application d'un herbicide? Ce déclin
réversible conduit-il 3 des effets secondaires irréversibles sur les herbivores et les
carnivores situés plus haut dans la chalne alimentaire? Les résidus du pesticide persistent-
ils dans les biotes et, dans l'affirmative, quelles sont les conséquences?

Les essais passés en revue ici peuvent permettre de trouver la réponse a
certaines des questions soulevées plus haut. Cependant, ils sont complexes et nécessitent
un important investissement en termes de main-d'oeuvre, de temps et d'argent. il faudra
que la décision d'exiger la tenue de’ces essais soit fondée sur des résultats solidement
établis par des essais sur des especes uniques et des essais sur le devenir d'un produit dans
le milieu ou encore sur une bonne compréhension de la toxicité des produits dans le milieu
qui serait tirée de l'expérience dans I'évaluation des risques écologiques. Les rapports
quantitatifs entre les structures et l'activité peuvent concourir également a l'identifica-
tion des substances chimiques susceptibles d'avoir des effets généraux, sur une grande
échelle, sur différents organismes (Vouk et al., 1987). Il sera question plus loin des
problémes 'théoriques associés aux essais en laboratoire par comparaison aux essais sur le
terrain et aux évaluations des risques.

Plusieurs chercheurs ont fait paraltre des études comparant les résultats
d'essais portant sur des especes uniques, d'essais en microcosme, d'essais en mésocosme et
d'essais sur le terrain. Plumley et Davis (1980) ont trouvé que les essais sur des espéces
uniques et en mésocosme se comparent bien; les essais en laboratoire montrent un
abaissement de la teneur en chlorophylle, du nombre de cellules et de la productivité chez
deux espéces trés importantes de diatomées exposées a un herbicide; a la m&me
concentration de la substance chimique, les essais en mésocosme montrent les mémgs
effets dans l'ensemble de la communauté. Cependant, les résultats des essais sur le terrain
n'indiquent pas de réduction du nombre des microorganismes a la méme concentration de
la substance chimique, méme s'il y a ralentissement de la fixation du carbone. Les auteurs

parviennent a la conclusion que les mésocosmes constituent un instrument utile d'évalua-
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tion des effets de la pollution. 1ls n'ont pas expliqué les différences observées entre les
études en mésocosme et les tudes sur le terrain, ni insisté sur ce point.

Tagatz et Ivey (1981) ont comparé les effets d'un insecticide sur des
communautés benthiques observés en laboratoire et sur le terrain. lls ont trouvé que les
résultats des deux études confirment les effets toxiques, et que certains résultats sont
caractéristiques de chaque étude. Par exemple, une espéce tres sensible sur le terrain n'a
pas été trouvée dans les communautés établies en laboratoire. Cependant, les especes les
" plus abondantes étaient habituellement observées dans les deux études. Les études
confirment les risques prévus par les essais de toxicité aigug sur des especes uniques.

Harrass et Taub (1985) ont observé que leurs microcosmes aquatiques norma-
lisés manifestaient les m&mes réponses au cuivre, au niveau de la communauté, que ceux
observés dans les études sur le terrain, mé&me si les études sur le terrain montraient une
plus grande variabilité dans les réponses. Parmi ces derniéres, la dominance dés especes
d'algues et la product1v1te avaient été modifiées.

‘ MM. deNoyelles et Kettle (1985) se sont penchés sur l'utilisation d'etangs
expérimentaux pour évaluer les prévisions obtenues grace a des essais biologiques. 1ls ont
trouvé que l'addition d'atrazine dans les étangs conduisait aux mémes diminutions de
I'assimilation du carbone par les algues; cependant, l'apparition rapide d'especes résis-
tantes dans les étangs ne pouvait pas &tre prévue par les essais biologiques faits a court
terme. Des essais biologiques de longue durée, avec un appareillage & circulation continue,
ont permis de prévoir la méme série de réponses que celle observée dans les étangs.

’ Giddings et Franco (1985) se sont penchés sur I'étalonnage des essais biologi-
ques en laboratoire a l'aide de résultats obtenus en microcosmes et dans des étangs. Un
contaminant organique était ajouté de maniére continuelle dans les étangs et les
microcosmes a des concentrations qui permettaient de couvrir la plage de toxicité aigué'i'
et de toxicité chronique déterminée par les essais biologiques sur des espéces uniques. Les
effets étaient semblables dans les microcosmes et les étangs, ce qui pouvait signifier que
les microcosmes sont des modeles acceptables pour des études sur le terrain dans
certaines circonstances. Des changements significatifs du métabolisme au niveau des
communautés et des variations des populations zooplanctoniques ont été observés dans les
microcosmes et dans les étangs exposés aux substances a des concentrations voisines de la
plus faible concentration ayant un effet observé chez Daphnia magna. Des effets indirects
ont été observés a toutes les concentrations de traitement; cela comprenait le remplace-
ment de taxons sensibles par des compétiteurs plus tolérants qu'eux et des variations dans

l'abondance de certaines especes par suite de l'accroissement démographique de leurs
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compétiteurs ou de brouteurs. La concentration d'exposition sans danger déterminée par
les expériences sur des écosystemes a été prévue avec justesse par l'application d'un
facteur de 0,03 aux résultats des essais biologiques exacts les plus sensibles (CL 50 - 48 h
chez D. magna). |

Boyle et al. (1985) ont comparé les effets du fluoréne en laboratoire a ceux sur
le terrain, La comparaison des résultats d'essais de toxicité en laboratoire sur des algues
et des invertébrés avec les résultats d'études faites dans des étangs a révélé que ces
organismes sont plus sensibles au fluoréne en laboratoire que sur le terrain. Cependant, les
deux especes de poissons testées se sont révélées plus sensibles sur le terrain. Dans un
article de fond ou il était fait état de la recherche nécessaire pour déterminer et valider
dans quelle mesure les données de laboratoire peuvent &tre applicables sur le terrain,
Boyle a insisté sur le fait que des organismes comme les algues peuvent &tre trés sensibles
en laboratoire; cependant, la réaction de la communauté planctonique peut &tre moins
prononcée et plus bréve 3 cause de la sensibilité différente, de la faculté de récupération
et de l'adaptabilité des différentes especes (Boyle, 1985). Par ailleurs, les poissons ayant
une grande sensibilité et une mauvaise fécondité risquent d'étre affectés pendant
longtemps.

Borthwick et al. (1985) ont confirmé sur le terrain une évaluation des risques
faite 3 partir de travaux en laboratoire sur la toxicité aigu€ d'un insecticide, le fenthion,
pour fa crevette rose. Des observations sur le terrain ont permis de confirmer la

concentration sans effet observé qui avait été déterminée en laboratoire.

Adams et al. (1983) ont montré qu'il existe une bonne correspondance entre des

données de toxicité aigu‘e‘}et celles de toxicité chronique obtenues en laboratoire et sur le
terrain; le produit utilisé était un ester phosphaté commercial. Les organismes servant
aux tests €taient Daphnia magna et des tétes-de-boule.

Francis et Metcalf (1981) donnent des exemples de prévision de conséquences
écologiques de l'utilisation des pesticides sur le terrain 2 l'aide de leur microcosme
terrestre-aquatique. Ce dernier a permis de prévoir la toxicité élevée pour les poissons et
le fort potentiel de bio-accumulation de l'endrine, la présence de I'époxyde de chlordéne,
qui est un produit persistant de décomposition de I'neptachlore et du chlordane et qui a le
potentiel d'étre bio-accumulé, le potentiel élevé de migration de I'aldicarbe dans I'eau
souterraine et, enfin, la bio-accumulation d'un métabolite du pentachlorophénol.

Neuhold (1986) a examiné l'utilité des essais de toxicité sur des especes
uniques, celle des essais de toxicité sur des microcosmes et celle des études des
écosystemes sur le terrain pour la détermination de l'effet d'une substance toxique sur un
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écbsyst‘eme. Ses conclusions sont les suivantes: malgré leurs limites, les essais en
laboratoire sont nécessaires a la compréhension autécologique des réactions des orga-
nismes; les essais en microcosme constituent une premiére approximation de la fagon dont
un écosystéme pourrait réagir a une substance toxique; enfin, les études sur le terrain a
I'échelle des écosystémes sont nécessaires a l'interprétation des résultats de laboratoire et
des essais en microcosme, compte tenu de la situation sur le terrain.

Kosinski (198%4) a analysé les problémes théoriques et pratiques associés a
I'étude de la composition des communautés comme mesure des effets toxiques. En premier
lieu, les communautés naturelles peuvent &tre composées de plusieurs centaines d'especes
d'algues, souvent rares et observées si peu fréquemment qu'il est impossible de réunir des
renseignements fiables sur leur densité et leur dynamique. M&me l'espece dominante
_conduit & la création d'un ensemble complexe de données qui correspondent & un nombre
déroutant de variables comportementales possibles. En outre, sauf dans les cas d'extréme
toxicité, il y a tellement de variations d'une station a l'autre et mé&me entre des
microsites contigus qu'il est difficile d'isoler les effets des polluants. Kosinski a tenté de
régler ces problémes en travaillant avec des mésocosmes qu'il a reproduits en série. Il a eu
de bons résultats; la variabilité entre les mésocosmes était habituellement beaucoup plus
grande que 'erreur d'échantilionnage. En outre, ce chercheur n'a pas tenu compte dans son
analyse des espéces mineures qui auraient eu pour seul effet d'accroitre la complexité de
la base de données sans apporter de données fiables. Kosinski insiste sur le fait suivant:
"une dimension inévitable des données sur la composition des espéces est qu'il se produit .
toujours des changements, méme quand il n'y a aucun traitement; en outre, le nombre
important d'essais de signification rendra problématiques les erreurs du typel. Par
conséquent, les effets importants qui sont observés ne doivent &tre attribués a des
traitements que lorsqu'on peut reproduire les résultats ou fournir une explication logique".

* ' Kosinski s'est également intéressé aux especes indicatrices. Il a montré que
certaines esp‘ecgs ne pouvaient ‘pas servir d'indicateurs fiables de la pollution comme, par
exemple, les espeéces qui dominent d'une fagon prévisible en présence de certains
polluants. Cependant, il y a plusieurs espéces susceptibles de disparaftre lorsqde soumises
au stress de la pollution.

Enfin, ce chercheur a analysé l'extrapolation de ses résultats 4 la situation sur
le terrain. Il met le lecteur en garde contre le fait que l'exposition sur le terrain est
probablement beaucoup plus transitoire qu'en laboratoire et qu'il est davantage probable
que les substances chimiques soient présentes sous une forme moins accessible. Cepen-
dant, il a assez confiance en ses données pour dire que le ruissellement des herbicides ne
serait nocif pour les algues benthiques que localement.
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Sheehan (1987) a passé en revue l'utilisation des mécanismes fonctionnels dans
les écosystémes comme moyens d'évaluation des effets obtenus par des mélanges de
substances chimiques. Son travail vaut égale{ment pour l'évaluation des pesticides. Ce
chercheur dit que "parce qu'un écosystéme est un systéme intégré ayant des caracté-
ristiques fondamentales dont le tout dépassé la somme des parties, les analyses faites a
I'échelle des écosystémes doivent non seulement montrer la réaction des populations de
cet écosystéme, mais doivent également donner une évaluation globale de I'écosystéme
pris dans son ensemble". Le choix des fonctions prises comme variables en vue d'une
évaluation d'un écosysteme dépend de ce dernier. 1l varie selon l'importance relative des
sources d'énergie, photosynthétique ou allochthone, et des maillons critiques des chafnes
alimentaires et ainsi que des cycles d'éléments nutritifs. Par exemple, les variables qui
caractérisent le métabolisme d'une communauté (productivité, rapport production-
respiration) se révélent plus sensibles au stress chimique, lors des essais en microcosme
aquatique (CV d'environ 10 & 20 p. 100), que les mesures des cycles des éléments nutritifs
et de la rétention des éléments essentiels (CV 10 & 100 p. 100). Par ailleurs, la disponibi-
lité et I'absorption des éléments nutritifs constituent des mesures plus efficaces avec les
systémes terrestres. Le tableau 8 résume l'évaluation que Sheehan a faite de I'utilité de
différentes variables fonctionnelles pour la détection des effets chimiques. Dans son
évaluation de la sensibilité des mécanismes fonctionnels, Boyle (1985) a considéré le type
de cycle vital et la sensibilité relative des mécanismes dans les essais effectués en
laboratoire. 1l a insisté également sur la nécessité de considérer la taille et I'état
trophique des écosystémes, la chimie de Il'eau, la complexité et l'organisation des
communautés ainsi que la possibilité d'une recolonisation par les espéces.

Sheehan insiste sur l'utilité de combiner les essais de toxicité en laboratoire et
in situ avec les résultats des relevés sur le terrain.

Etant donné la complexité des données sur le terrain et en mésocosme, il faut
appliquer des techniques de réduction des données afin de faciliter l'interprétation. Ainsi,
on peut appliquer des analyses a plusieurs variables et des analyses discriminantes afin
d'abaisser le nombre de dimensions dans les ensembles de données et d'indiquer les
facteurs, associés aux variations les plus importantes a l'intérieur des ensembles de
données. Ces techniques sont des instruments puissants, mais ne parlent pas d'elles-
mémes. La qualité originale des données est de toute premiére importance; c'est-a-dire
que les données doivent &tre recueillies avec soin en respectant un plan bien congu
d'échantillonnage (Sheehan, 1987; Green, 1979).
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TABLEAU 8 UTILITE DES VARIABLES FONCTIONNELLES POUR LA DETECTION
DES EFFETS NOCIFS IMPORTANTS DE SUBSTANCES CHIMIQUES
DANS LES MODELES D'ECOSYSTEMES EN LABORATOIRE

Modele avec plantes

Variable de - Modele Modele terrestres
I'écosystéme ‘ lotique lentique et sol
Production primaire B B M
Production de la communauté . B B P
Respiration de la communauté B B B
P/R ) B B M
Production secondaire M M P
Décomposition M M B
Lessivage des éléments

nutritifs P |4 B
Disponibilité des éléments

nutritifs P M#* B
Absorption des éléments

nutritifs . M+ M M
Fixation de l'azote P B B

* Ammonification P M* M

Nitrification P M* M
Diversité des groupes

fonctionnels N B ? ?

Tiré de Sheehan (1987).
B: bonne, sensible et étudiée assez fréquemment.
P: pauvre, insensible, fonctions non importantes ou problémes de mesure.

M: moyenne, résultats non concluants, mais utilité suggérée par les données sur le
terrain.

?: inconnue.
*: dans les modeéles de sédiments et d'eau.

+t vortex qui entraine les éléments nutritifs dans les modeéles a circulation.

En résumé, il existe des techniques d'évaluation des effets des pesticides sur
les populations végétales et les communautés, tant en microcosme en laboratoire qu'en
microcosme sur le terrain, méme si la plupart des méthodes sont congues pour des
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écosystémes aquatiques. Ces techniques correspondent généralement bien avec les effets
prévus sur le terrain a partir‘des essais biologiques en laboratoire. En outre, elles
indiquent souvent des effets qui n'apparaissent pas en laboratoire. Ces technigues n'ont
pas €té normalisées et prennent généralement beaucoup plus de temps et sont plus
coliteuses et plus complexes que les essais faits A partir d'espéces uniques. Néanmoins, a
cause de l'importance cju'il y a de comprendre les effets des pesticides sur les commu-~
nautés dans leur ensemble, et non seulement sur une seule espece, nous arrivons a la
conclusion qu'il est justifié de tenter de développer des études en microcosme et en

mésocosme terrestres ainsi que des études sur le terrain.

2



6 LACUNES DANS NOS CONNAISSANCES SUR LES ESSAIS
DE PHYTOTOXICITE

La revue de la documentation faite pour cette étude ainsi que le questionnaire
adressé aux experts en phytotoxicité ont mis en relief plusieurs lacunes importanfes dans
nos connaissances des effets des pesticides et dans la fagon de mesurer ces effets. Ce
sont: o

a) les effets de mélanges de pesticides, particulierement de mélanges dans

'des réservoirs (il peut s'agir de mélanges de différents pesticides ou de l'addition d'agents
tensio-actifs, d'agents de mouillage, etc. a un pest1c1de pour former un produit destiné a
une fin particuliere; l'expression "mélanges dans des réservoirs" ne correspond ici qu'au
premier type seulement); '

b) les effets des produits de dégradation et, dans une moindre mesure, les
effets des agents tensio-actifs, des adjuvants et d'autres agents ajoutés a la préparation
commerciale d'un pesticide;

c) les méthodes d'essais en' microcosme et en mésocosme terrestres et sur le
terraing

d) les méthodes d'essais normalisées en mésocosme aquatique et sur le
terraing "

e) les methodes d'extrapolanon des effets sur le terrain (evaluatlon des
risques) a partir des résultats d'essais normalisés et de dosages de produits résiduels.

6.1 Effets de mélanges de pesticides

Récemment, le Comité scientifique chargé des problémes de I'environnement
(SCOPE) a fait paraitre un ouvrage portant sur les méthodes d'évaluation des effets de
mélanges de produits chimiques (Vouk et al., 1987). Ce document est probablement
I'ouvrage le plus récent et le plus complet sur ce sujet et devrait servir de référence aux
chercheurs qui travaillent a la rédaction de directives sur les mélanges de pesticides.

Le Comité a examiné la notion d'utiliser les résultats de toxicité obtenus avec
des produits chimiques testés isolément pour I'évaluation des effets de mélanges. Parmi
les méthodes passées en revue, mentionnons: l'emploi des propriétés physiques d'un
. composé (principalement les propriétés lipophiles, le point d'ébullition, le point de fusion,
la masse volumique et l'indice de réfraction) comme mesure indirecte des effets toxiques
du produit; la combinaison de principes et d'observations physiologiques avec des résultats
chimiques et physiques pour produire des modeles du type courbes dose-effet (utilisées
avant tout en toxicologie humaine); I'application d'équations théoriques qui tiennent
compte des facteurs décrivant des actions indépendantes I'une de l'autre mais simultanées

de produits chimiques, des actions semblables et simultanées ainsi que des actions
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synergiques, avec comparaison subséquente des effets observés avec les courbes des
relations dose-effet produites par ces équations. Cette derniére méthode peut incorporer
'application de rapports structure-activité, mais seulement dans le cas d'effets additifs.
Le Comité est arrivé a la conclusion que, malgré le potentiel de ces méthodes,
'application qui en est faite a des mélanges reste largement inconnue. Il faut en savoir
plus ‘sur la toxicocynétique, les rapports complets dose-effet, la mutagénése et la

cancérogénése ainsi que les effets d'une exposition chronique. Il faut également déve-

lopper une méthodologie permettant de prévoir les effets synergiques et antagonistes. A 2

cette fin, on aurait sans doute avantage 3 développer des modéles contenant des
renseignements sur les voies métaboliques et les sites d'action des produits chimiques.

Le Comité s'est penché sur le choix des espéces servant aux essais sur les
effets de mélanges en examinant la sensibilité des organismes présentement utilisés pour
les essais sur des espéces étudiées isolément. 1l a été constaté que le plus large spectre de
renseignements sur la toxicité peut &tre obtenu avec seulement quelques espéces qui ont
" les plus grands écarts phylogénétiques et la plus faible corrélation sur le plan de la
toxicité. Des résultats ont été présentés pour montrer que les espéces aquatiques
offraient la plus vaste gamme de réactions de toxicité et que les animaux aquatiques
étaient plus sensibles que les plantes terrestres ou les plantes aquatiques. Par conséquent,’
le Comité a concentré son attention sur I'utilité des poissons, des invertébrés aquatiques
ainsi que des insectes terrestres comme organismes d'essai. D'aprés un rapport d'accom-
pagnement du Toxic Substances Control Act (TSCA, 1982), cette insistance sur des espé-
ces animales peut ne pas &tre justifiée. Dans le rapport en question, Selenastrum est
donnée comme étant aussi sensible, sinon davantage, que tout un groupe d'especes
d'invertébrés et de poissons. A propos des essais sur des mélanges de produits chimiques,
le Comité fait valoir les points suivants:

a) Il faut choisir avec soin les méthodes d'essais, les conditions du milieu et
quelques especes représentatives qui permettent l'observation de différentes réactions
blochlrmques.

b) Les espéces servant aux essais peuvent &tre choisies parmi des groupes sans
rapports taxinomiques, mais dont on sait qu'ils sont sensibles & une vaste gamme de
produits chimiques de référence,

c) Dans les essais de détermination du synergisme, l'espéce devrait &tre
sensible a différents produits chimiques qui ont différents modes d'action.

d) I.'espece servant aux essais ne doit pas différer nécessairement de celles
choisies pour les essais avec des produits chimiques mdmduels, mais il peut falloir une
plus grande précision afin de montrer I'effet combiné d'un mélange de produits chimiques.

e) A lintérieur d'une méme espece, il peut falloir procéder 2 des essais
couvrant des étapes physiologiques distinctes du cycle évolutif. .
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f) Il est nécessaire de faire des essais de toxicité chronique lorsque les
produits chimiques testés sont persistants ou qu'ils sont déversés constamment.

g) Il faut poursuxvre la recherche afin d'identifier des orgamsmes indicateurs
utxles pour les essais de toxicité chronique.

Bien qu'on ait accompli des progrés considérables dans l'évaluation des effets
de mélanges de produits chimiques sur les poissons et les insectes, le Comité insiste sur le
fait qu'il faut parvenir a une meilleure précision dans les essais et qu'il faut procéder a des
mesures a différentes étapes du cycle évolutif, dans différentes conditions du milieu et a
différentes températures. En outre, le Comité parvient 3 la conclusion qu'il est essentiel
de mettre au point des modeéles prédictifs validés si l'on veut éviter le gaspillage de main-
d'oeuvre et de ressources, méme s'il croit que les essais devraient &tre étendus a d'autres
especes représentatives.

Le Comité a 'également examiné les méthodes d'évaluation des effets de
mélapges sur les populations, les communautés et les écosystémes. Dans son rapport, le
Comité corrobore nos obsei'vatibns; c'est-a-dire que bien q‘u'il n'y ait pas de protocole
universel, il existe plusieurs méthodes pour étudier les effets des produits chimiques (et
leurs mélanges) dans des milieux aquatiques. Il y a moins d'études portant sur les systémes
terrestres. Les méthodes d'étude des populations de poissons sont celles qui sont le plus au
point. Les études des populations des milieux terrestres sont rares; les meilleurs exemples
sont ceux qui portent sur la réponse de populations d'insectes ou d'oiseaux 3 différents
fongicides et insecticides (Vouk et al., 1987). Les méthodes d'examen des écosys‘t‘emes et
des communautés en milieu aquatique comprennent les études de croissance d'algues
in situ, les études portant sur des microcosmes, les études avec des enceintes sur le
terrain et, dans quelques cas, la manipulation de systemes en entier (p. ex. les études
d'eutrophisation et des effets des pluies acides dans I'Experimental Lakes Area, Schindler
et al., 1980,’Vouk et al., 1987). Il y a trés peu d'études des méthodes d'évaluation des
. écosystémes et des communautés en milieu terrestre, et ces derniéres portent essentiel-
lement sur des observations de changements spécifiques ou des variations de populations.
Par exemple, avec des espéces forestidres et des especes cryptogames, le remplacement
d'une espéce plus sensible par une autre plus tolérante a été attribué a des polluants. Avec
d'autres méthodes, on tente de tenir compte de la productivité d'especes économiques, par
exemple, forestiéres ou agricoles. La plupart des méthedes citées dans la documentation
se rapportent aux effets d'émissions atmosphériques.

Dans le rapport du Comlte, Cairns et Buikema (1987) décrivent une méthode

fonctionnelle pour tester l'effet des mélanges de produits chimiques sur plusieurs especes
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dans un milieu aquatique. Cet essai est fondé sur I'examen d'une communauté de micro-
organismes qui vivent dans les interstices et & la surface des sédiments, des mattes
d'algues et de moisissures, etc., des écosystemes aquatiques. Cette communauté comprend
plusieurs niveaux trophiques et regroupe des représentants des protozoaires, des algues,
des moisissures, des bactéries, des rotiféres, des copépodes, etc. Dans cet essai, il s'agit
de placer in situ des blocs de mousse de polyuréthanne a la sortie d'un dispositif servant a
la mesure de la toxicité en conditions intermittentes ou dynamiques de milieu, ou encore
dans des systémes en conditions statiques contenant différentes dilutions d'un mélange
complexe de produits chimiques. Dans les études sur le terrain, la source des protozoaires
pour coloniser les blocs est située en amont du point de contamination ou dans
I'environnement naturel du dispositif in situ. Lors des études en conditions statiques de
milieu ou en conditions dynamiques de milieu, le groupe d'espéces est constitué des
populations qui ont déja colonisé des blocs de mousse de polyuréthanne a des endroits de
référence et qu'on a ensuite transportés jusqu'au laboratoire. Tant dans les études en
laboratoire que sur le terrain, les effets sont mesurés par la surveillance du nombre
d'espéces qui envahissent les blocs a différents moments. L'essai de colonisation ne
nécessite que la numération du nombre d'espéces ou des types différents. "L'index
d'hétérotrophie" constitue une autre mesure possible; il s'agit du rapport de la biomasse
constituée par les organismes hétérotrophes plus les organismes autotrophes 2 la biomasse
des organismes autotrophes. Cette derniére est évaluée par des dosages de la chlorophylle
tandis que la biomasse des organismes autotrophes et des organismes hétérotrophes
combinés est évaluée par la teneur en ATP. La méthode a été testée dans des systemes en
conditions statiques et a donné certains résultats. Elle a pour avantage que ses paramétres
représentent une intégration des réponses entre différents mélanges et des éléments
abiotiques et biotiques de I'écosystéme. En outre, cet essai est peu encombrant et la
mesure du paramétre colonisation ne demande aucune expertise en taxinomie.
L'installation d'essai se préte a l'étude des effets obtenus avec des produits et leurs
mélanges qui sont appliqués par jets périodiques d'une durée, d'une fréquence et d'une
amplitude variables. Ce qu'il y a de plus important, c'est que cet essai peut &tre fait avec
de l'eau prise sur place ainsi qu'avec la flore et la faune indigénes. Le dosage de I'ATP
peut cependant causer des problémes. De plus, la base de données est assez limitée.

Le Comité est arrivé a la conclusion qu'une bonne conception des expériences
ou de I'échantillonnage est d'importance critique pour les essais faits dans le milieu: il
s'agit l1a d'une conclusion trés importante. Il faut un plan de travail équilibré et des
témoins. Un effet écologique devrait &tre déterminé en termes de valeurs statistiques
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pondérées par des expériences dans plusieurs systemes, avec et sans les mélanges de
produits testés. Il faut relier la durée d'exposition a la réponse biologique, aux param‘etrgs
de I'étude et aux produits constituant le mélange.

Il n'existe pas encore de modéles mathématiques qui permettent I'évaluation
de mélanges de produits chimiques; ces modeles pourraient avoir une grande utilité
comme appoints aux présentes méthodes et comme instruments heuristiques et explora-

toires.

6.2 Effets des produits de dégradation et des produits chimiques ajoutés
aux mélanges commerciaux de pesticides

Bien que l'examen de la toxicité des produits de dégradation semble aller de
soi, nous n'avons pu trouver qu'un nombre limité d'articles sur le sujet, notamment sur la
toxicité pour les plantes terrestres ou aquatiques. Stratton (1984) a étudié les effets de
l'atrazine et de ses produits de dégradation sur deux espéces d'algues vertes et trois
especes de cyanobactéries. Ce chercheur a mesuré la photosynthése (assimilation de.
14C0,), l'activité de la nitrogénase (technique de réduction a I'acétyléne) et la croissance
(absorbance de la lumiere & 420-600 nm). Les produits de dégradation ont été testés un a
un et en combinaison sur une espece (Anabaena inaequalis). L'atrazine est nettement plus
toxique que ses produits de dégradation. En combinaison avec ses produits monodésalkylés,
elle a suscité des synergies, des antagonismes et des effets additifs selon la méthode
"d'essai employée. Par exemple, chaque fois qu'il y en avait dans un mélange, on observait
un antagonisme avec la photosynthése, mais une synergie avec la croissance. Les
combinaisons d'atrazine déséthylée et déisopropylée avaient des effets antagonistes sur la
photosynthese et additifs sur la croissance.

O'Kelley et Deason (1976) ont ‘montré' que les algues peuvent contribuer a la
décomposition des pesticides. Le malathion, le 2,4-DBE et le méthoxychlore semblent tous
étre décomposés par des algues.

" Les agents tensio-actifs, mélangés avec des pesticides pour accroltre le
pouvoir pénétrant et l'efficacité de ces derniers, exercent leurs propres effets sur les
organismes animaux et végétaux, Regupathy et Subramaniam (1973) ont étudié l'effet de
deux agents tensio-actifs, le Teepol et le Triton X-100, sur la germination du pollen et
l'allongement du tube pollinique de l'aubergine. lls ont observé qu'a plus de 10 ppm, le
Triton X-100 inhibe la germination du pollen et I'allongement du tube pollinique alors que
le Teepol n'inhibe pas la germination du pollen mais inhibe i'allongement du tube pollinique
a 25 ppm et plus.
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Parr (1978) a passé en revue les effets inhibiteurs et phytotoxiques des agents
tensio-actifs. L'application de ce type d'agents sur les feuilles ralentit la croissance.
Certains de ces produits ont des effets nocifs sur la germination des semences. D'autres
effets observés incluent le ralentissement de l'assimilation d'éléments nutritifs et de la
translocation, la modification de la perméabilité des parois cellulaires et le
ralentissement de la fixation du carbone par photosynthése. Des recherches sur la toxicité
de 100 agents tensio-actifs po;Jr différentes plantes cultivées et a I'état. sauvage,
notamment le sorgho, le pin a encens, I'ail du Canada, l'orge, le trefle, le haricot, le mais,
'avoine et le soja ont mis ces effets en lumiere.

Sortkjaer (1984) rapporte certains effets des agents tensio-actifs, notamment
ceux du Marlon A sur les macrophytes aquatiques; a 0,5 ppm, il y a eu une réduction
importante de la photosynthése,

Gentile et Gallagher (1972) ont testé 32 formulations de pesticides avec du
xyléne, du Spreader Sticker de DuPont et de l'abiétate de diéthyleneglycol sur la
germination du pollen et l'allongement du tube pollinique des Saint-Joseph. Le xyléne est

"un solvant et les deux derniers produits chimiques mentionnés sont des adjuvants. Il a été
observé que le Spreader Sticker de Du Pont inhibe gravement la germination du pollen a
1000 et 400 ppm et qu'il accroit considérablement la toxicité d'autres pesticides pour le
polien.

La documentation portant sur l'efficacité des produits contient sans aucun
doute d'autres ouvrages qui traitent de ces questions, bien qu'en général ces études
pgrient avant tout sur l'efficacité des pesticides dans les zones-cibles plutdt que sur les
effets hors cible. Un examen de la documentation sur l'efficacité des produits peut aider &
. déterminer quels pesticides se décomposent en produits qui sont eux-mé&mes autant ou plus
toxiques que les composés d'origine. La toxicité des produits d'addition est déja bien
documentée; les essais de toxicité sur ces additifs devraient faire partie des lignes
directrices applicables aux essais des pesticides.

6.3 Méthodes d'essais en microcosme et en mésocosme terrestres ainsi que sur
le terrain

Notre étude de la documentation et les réponses faites au questionnaire
montrent qu'on a porté beaucoup moins d'intérét a I'étude des écosystémes, des commu-
nautés et des populations terrestres qu'a celle des écosystemes aquatiques. Certaines des

personnes interrogées ont indiqué que {'environnement forestier est celui sur lequel on est
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le moins informé a propos des méthodes d'essais et des effets des pesticides. Pour sa
revue, le Comité a dii consulter la documentation existante sur les- effets des émissions
gazeuses. Osburn (1986) observe que la question des effets des pesticides sur des plantes
terrestres qui ne sont pas des plantes visées ou des cultures sont mal connus; cela se
vérifie spécialement sur le terrain. Le fait qu'il n'y a a peu prés pas de méthodologie
établie dans ce secteur de recherche met en relief la nécessité de développer et tester des
méthodes de travail. Les données recueillies lors des essais d'efficacité pourraient

également servir dans ce cas.

6.4 Méthodes dlessais normalisées en microcosme et en mésocosme aquatiques
ainsi que sur le terrain

Les méthodes présentées a la section 5.3 ont permis de constater que les
études portant sur les écosystemes, les communautés et les populations aquatiqués sont
beaucoup plus nombreuses et beaucoup mieux établies que les études portant sur le milieu
terrestre. Il y a encore place & une certaine uniformisation de ces types d'études;
d'ailleurs, certaines tentatives d'établir des normes ont été faites (TSCA, 1987a, b; Taub
et Kindig, 1986). Ces essais normalisés pourraient se révéler assez fiables pour permettre
de tirer des conclusions sur certains effets comme les variations de la productivité
primaire, 'abondance et la dominance des espéces, les effets 3 retardement ainsi que les
effets secondaires et le rétablissement de la santé des organismes, A ce jour, il n'existe’

pas encore de méthodes d'essais normalisées en mésocosme ou sur le terrain.-

6.5 Méthodes d'extrapolation a partir des résultats d'essais normalisés pour
I'évaluation des effets sur le terrain (évaluation des risques)

Les essais de toxicité sont utiles dans la mesure ol ils permettent de tirer des
conclusions sur les effets réellement obtenus dans le milieu. L'évaluation des risques est
un domaine de recherche en soi et il n'est pas question d'en faire une revue détaillée ici,
mais plutdt de résumer les grandes questions et les principaux points de vue qui ont cours
dans ce domaine, notamment sur I"évaluation de la toxicité des pesticides pour des plantes
non visées.

L'évaluation des risques, ou analyse des risques écologiques, est le processus
qui méne a l'identification de transformations nocives dans une population, une commu-~
nauté ou un écosystéme, et a la quantification des probabilités de leur apparition, par
suite de l'utilisation de pesticides (Sheehan et al., 1987). L'analyse des risques consiste 3 la
f01s a identifier des situations problemauques, interactions incluses, et a predlre les

risques qui y sont associés, exprimés en probabilités. Les modeles d‘evaluat1on des risques



121

ont pris deux formes: (a) celle de systémes subjectifs de pointage qui permettent de
calculer a quel consensus des évaluateurs experts parviennent et (b) celle d'instruments
appliqués 3 I'évaluation q:Ji font appel a la simulation d'une exposition ainsi qu'a
'extrapolation de valeurs de toxicité de référence (les instruments d'analyse sont des
modeles informatiques). Sheehan et al. (1987) ont fait une analyse de l'utilité des
différents modéles existants pour l'évaluation des risques dans les milieux aquatiques.
Aucun des modéles ne donnait entiére satisfaction.

L'un des problémes liés a l'évaluation des risques, c'est qu'on ne peut s'attendre
a ce que les résultats de recherche autres que ceux obtenus dans le cadre d'une évaluation
des risques puissent servir adéquatement a cette derniére (Cairns, 1983). Cairns cite en
exemple la documentation sur 65 produits chimiques visés par un décret imposé par I'EPA
des Etats-Unis afin de susciter la production de documents de référence. Bien que dans la
plupart des cas, les résultats aient été exemplaires au regard des paramétres visés, ces
résultats étaient inadéquats pour une évaluation des risques.

Cairns (1983) a également examiné comment les essais séquentiels de toxicité
se comparaient aux essais simultanés dans la perspective d'une évaluation des risques. La
plupart des systémes modernes d'évaluation sont constitués d'essais séquentiels (c'est le
cas des essais de I'EPA des Etats-Unis et de I'OCDE qui sont décrits dans le présent
rapport). Par paliers ou étapes, la séquence fait passer le chercheur des essais simples et
peu coliteux sur des espéces uniques a des essais de plus en plus complexes, raffinés,
coliteux et trés souvent de longue durée. On admet généralement que le niveau de preuve
nécessaire pour faire une estimation slire des risques varie d'un produit chimique a l'autre;
c'est pourquoi il est prévu que les séries d'essais puissent &tre arrétées a différentes
étapes d'une séquence donnée. On peut s'attendre 3 ce que seulement quelques-uns des
produits chimiques les plus dangereux ou les plus persistants nécessitent la tenue de la
batterie compléte d'essais. On justifie I'évaluation par étapes de la fagon suivante: (a) les
essais des étapes supérieures peuvent &tre faits d'une maniére plus efficace si les résultats
des essais les plus simples sont disponibles; (b) I'évaluation par étapes permet de réunir
suffisamment de résultats pour faire une évaluation valable des risques, mais sans
accumuler de résultats inutiles au-dela de ce point; (c) lorsque plusieurs produits chimi-
ques destinés aux mé@mes usages doivent &tre testés, l'évaluation par étapes permet sans
doute d'identifier le produit chimique le plus approprié et au moindre colit. Cairns défend
les essais simultanés de la fagon suivante: (a) a ce jour, rien ne prouve de fagon décisive
que les essais sur des especes uniques permettent de prédire avec précision les réactions
des écosystémes, des communautés ou de plusieurs especes; cela vaut spécialement dans

N
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le cas des effets sublétaux; (b) lorsqu'il constitue un facteur important (& cause des
investissements, etc.), le temps mis pour atteindre une masse critique de données sur
faquelle porter un jugement adéquat des risques constitue un facteur de cofit important;
(c) m&me si la série séquentielle peut refléter le développement historique dans ce
domaine, cela ne signifie pas qu'il faut reprendre la méme démarche dans le domaine de
I'évaluation des risques. En conclusion, Cairns affirme que mé&me si les essais sont parfois
coliteux a des niveaux élevés d'organisation, beaucoup sont moins coliteux ou comparables
aux études 3 long terme en milieu dynamique sur des espéces uniques. Par conséquent, si
les essais simultanés deviennent un objectif, alors il faut porter beaucoup plus attention a
la création d'un ensemble d'essais appropriés sur plusieurs especes. )

L'expression de l'incertitude liée a I'évaluation constitue une autre question qui
se rapporte a l'évaluation des risques. Il est possible de déterminer des limites de
confiance qui s'appliquent & ces évaluations dans la mesure ou l'incertitude inhérente aux
données sur lesquelles l'évaluation est fondée est connue ou peut &tre estimée, -Par
exemple, l'erreur liée a l'extrapolation des résultats d'une espéce a l'autre, des effets
aigus aux effets chroniques et de ceux de la qualité de l'eau en laboratoire a celle sur le
terrain peut souvent &tre estimée a partir de résultats expérimentaux (Suter et al., 1985).
En général, plus le nombre d'essais est élevé, moins il y a d'incertitudes, mais chaque gain
d'information est moins valable que ceux qui l'ont précédé. Par conséquent, l'art de
I'évaluation des risques est de savoir quand on a fait assez d'essais pour parvenir a un
niveau acceptable d'incertitude. Suter et al. (1985) proposent un modéle ppuf montrer
qu'une personne désireuse de s'assurer a un haut niveau de confiance qu'un effet ne devrait
pas se produire doit &tre préte a procéder a un nombre tres élevé d'essais ou a garder ses
" modeéles simples en écartant un nombre important de facteurs de complexité écologique.
D'un autre c8té, on peut accepter une incertitude supérieure a 5 p. 100, ce qui réduit le
nombre d'essais a faire. Il faut déterminer le niveau de complexité des modeles pour
chaque évaluation en optant pour un certain compromis entre la précision, la certitude et
le cofit. : .

Gisey (1985) n'a pas la m&me perception de l'utilité des essais sur plusieurs
especes (microcosmes aquatiques) en vue d'une évaluation des risques. Ce chercheur’ est
d'avis que les essais sur plusieurs espéces n'aident pas a atténuer la subjectivité liée a
1'évaluation des risques. Bien que ces essais soient un instrument trés puissant et trés
flexible, notamment en ce qui a trait a la transformation et aux effets de substances
xénobiotiques, Gisey pense qu'ils se prétent mal a l'élaboration de protocoles et n'offrent
pas la précision requise par un plan officiel d'évaluation des risques. Il pense que les essais

+
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“sur plusieurs espéces peuvent se révéler plus efficaces que la tenue de plusieurs essais sur
des especes uniques a cause d'une plage plus étendue de sensibilité des organismes testés;
il reste que ce point n'a pas été établi. "Les essais de toxicité sur plusieurs especes qui
seront le plus utiles seront les essais in situ qui permettront une certaine répétition dans
un cadre plausible ou ceux sur plusieurs especes a l'échelle des mésocosmes. Il faut
poursuivre la recherche afin de valider les systémes in situ."

La question au coeur de I'évaluation des risques est de trouver des fa.gons.
pratiques de distinguer les effets acceptables des effets inacceptables sur les éco-
systémes. La définition d'effets acceptables ou inacceptables signifie qu'il faut poser un
jugement de valeur. Stephan (1986) pense que la meilleure fagon d'échafauder un cadre
permettant de considérer quels effets sont acceptables ou non est probablement d'utiliser
le concept "d'especes importantes"; celles-ci devraient au moins comprendre des especes
importantes sur le plan commercial, sur le plan récréatif et sur le plan social. Ces especes
pourraient &tre indigénes ou introduites. Par exemple, les espéces "importantes sur le plan
social" pourraient comprendre celles qui sont rares ou menacées de disparition. Stephan
propose également de prendre en considération des espéces importantes sur le plan
écologique ou des especes "clés", Le probléme avec le choix d'especes "importantes", cest
. que leurs chaines alimentaires doivent également &tre protégées. En outre, des effets
indirects peuvent aussi nuire gravement aux espéces importantes. Une surveillance sur le
terrain est nécessaire pour déterminer s'il y a des effets directs ou indirects qui sont
inacceptables, peu importe les mesures prises pour protéger une espéce jugée importante.

La définition d'effets inacceptables dépend et influe sur les effets évalués lors
des essais de toxicité. Stephan (1986) propose une liste de sept effets majeurs et jugés
inacceptables sur des especes importantes:

a) réduction inacceptable de la survie;

b) réduction inacceptable de la croissance;

c) réduction inacceptable de la reproduction;

d) niveau inacceptable d‘é'vitement;

e) malformations grossiéres ou tumeurs visibles dans un pourcentage inaccep-
table d'organismes;

f) teneurs inacceptables en résidus toxiques des tissus consommés;

g) golit inacceptable pour la consommation,

‘La définition de ce qui est inacceptable dépend d'une bonne connaissance de
I'écosysteme affecté. Par exemple, une mortalité de 10 p. 100 dans une population

d'arbres a maturité peut avoir des répercussions plus importantes qu'une mortalité de
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10 p. 100 dans une population de semis. Cependant, de petites réductions de survie et de
reproduction peuvent se combiner pour conduire a une réduction substantielle d'un
peuplement forestier. A l'inverse, un assez important abaissement de la survie ou de la
reproduction peut n'avoir qu'un effet mineur sur un peuplement forestier lorsque ce
dernier est déja gravement limité par un autre facteur comme une carence en éléments
nutritifs. Stephan pense que si le concept d'effets inacceptables.est limité a des effets
précis comme ceux dont il est question plus haut et qu'il ne s'applique qu'aux espéces
"importantes", alors il ne semble pas avisé d'insister sur l'observation d'effets inaccep-
tables a un niveau élevé. Il suggere qu'une réduction de 5 a 10 p. 100 de la survie, de la
croissance ou encore de la reproduction lors d'essais en laboratoire constitue une
définition appropriée de ce qui est inacceptable.

Dans une lettre ou il répond a notre questionnaire, John Cairns fils résume
toutes ses réserves au sujet du présent systeme en faisant remarquer. que "tres peu
d'attention a été portée a la validation des résultats dans le sens de prévisions explicites
pour la protection du milieu (pas la protection des poissons, des crustacés et de la faune

-terrestre) et de leur validation dans des systemes naturels ou leurs équivalents".
M. Cairns poursuit en expliquant qu'apres avoir participé a la production de la collection
d'ouvrages "Pellston" sur 1'évaluation des risques et apreés avoir siégé au comité d'écoto-
xicologie de la National Academy of Sciences, il ne pouvait "simplement pas" accepter le
présent systéme, "Je ne crois tout simplement pas qu'on puisse extrapoler des résultats de
fagon fiable a partir de systémes simples qui présentent peu de vraisemblance écologique
a des systemes naturels éomplexes et trés variables. Si c'est possible, alors il faudrait le
prouver. Il faudra des années pour recueillir l'information nécessaire, et d'ici la, les
présents systémes ne seront peut-&tre pas totalement inutiles, juste invalidés."

Il reste encore beaucoup de travail a faire avant de parvenir a une relation
optimale entre les essais de toxicité et ['évaluation des risques. Il faudrait prendre comme
principe directeur de concevoir deés essais de toxicité qui portent sur des sujets précis
d'évaluation des risques. Par exemple, ces essais pourraient &tre faits sur des espeéces
"importantes" ainsi ciue sur des especes sensibles, surtout si l'extrapolation des résultats
obtenus avec des especes sensibles a des espéces importantes est incertaine. En outre, les
essais de toxicité doivent tenir compte des effets sur les populations, les communautés et
les écosystemes, du moins jusqu'a ce gque la correspondance entre les essais sur des
especes uniques et les essais sur plusieurs especes soient mieux compris. Enfin, il importe
que l'incertitude liée a toute évaluation des risques soit spécifiée et qu'elle soit réduite le
plus possible, compte tenu des limites pratiques imposées a tout systeme de réglementa-

tion.



Essai existant

Avantages

Inconvénients

Solution de rechange

Recherche nécessaire

Inhibition de la
croissance des
algues

Inhibition de la
croissance de
Lemnu

Inhibition de la
germination, de la
croissance et de
la vigueur des
sernis

Essai sur le
terrain avec des
plantes aquatiques
(CPA seulement)

Essal sur le
terrain avec des
plantes terrestres
(EPA seulement)

Peu coliteux
Simple
Repraductible
Rapide
Sensible

Peu coliteux
Simple
Reproductible
Rapide
Sensible

Peu cofliteux
Simple

Indigue les effets
sur le terrain

Indique les effets
sur le terrain

Portée insuffisante:
1rop peu d'espéces,
difficulté d'extrapoler
a la situation sur le
terrain

Portée insuffisante:

il faut d'autres especes
de plantes submergées
et flottantes

Peu d'expérience:
reproductibilité

et sensibilité
douteuses
Paraméatres évalués
trés variables:
nécessité d'en utiliser
plusieurs

Trés peu d'expérience
de cet essai
Pas d'approche uniforme

Trés peu d'expérience
de cet essai
Pas d'approche uniforme

Algues: technique
sur microplaques

Algues: essai
multi-especes

Plantes vasculaires
aquatiques: essai

sur des plantes
submergées ou flattantes

Plantes vasculaires
terrestres: essai
d'inhibition de la
germination du pollen

Meilleurs essais
d'inhibition de la
croissance et de la
vigueur

Essais en microcosme
et sur le terrain:
. Mmicrocosme

.+ sur le terrain

Il faut plus de travaux de
validation et de vérification
de la sensibilité

Disponibilité et sensibilité
des espéces; validation
interlaboratoires

Développement de la
méthode: conditions

de culture et paramétres
évalués; validation inter-
laboratoires

Validation interlaborateoires
avec des espéces utilisées
dans les essais d'inhibition
de la germination et de la
croissance des semis

1l faut de meilleurs para-
metres a évaluer et de
meilleures techniques de
mesure

Obtenir de meilleures
espéces (sauvages) pour les
essals

Uniformiser la conception
d'un microcosme aquatique
Développer un microcosme
terrestre

Développer un cadre de
travail pour les essais sur
terrain en milieu aquatique
et en milieu terrestre qui
repose sur une conception
rigoureuse de I'"échantil-
lonnage et des paramétres
sans ambiguité; il faut se
servir de la recherche faite
dans d'autres domaines
{pluies acides, métaux
lourds)
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Un court résumé de nos cohstatatigns est présenté au fcableau 9, oll sont passés
‘en revue les avantages et inconvénients des essais existants, les principales solutions de
rechange qui pourraient &tre incorporées dans les lignes directrices sur les essais et la
recherche nécessaire pour amener ces solutions de rechange au niveau de développement

requis pour leur incorporation.

"7 TABLEAU 9 RESUME DE L'EVALUATION DES ESSAIS DE TOXICITE POUR
LES PLANTES NON VISEES :
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7 CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS

'7.1 Recommandations pour les lignes directrices canadiennes

7.1.1 Tout produit antiparasitaire. - Effectuer au moins les essais énumérés
ci-dessous pour la végétation non visée, sans tenir compte des modes d'emploi: (a) essais
d'inhibition de la prolifération algale; (b) essais d'inhibition de la germination, de la
croissance et de la vigueur des plantes vasculaires terrestres (les essais portant sur des
plantes terrestres ne doivent pas &tre exigés dans le cas des pesticides employés dans la
lutte contre les plantes aquatiques nilisibles; seulement).

7.1.2 Pesticides utilisés en milieu aquatique et pesticides susceptibles de migrer
vers des habitats aquatiques. - Effectuer obligatoirement un essai Lemna (lenticule). -

7.1.3 Pesticides persistants susceptibles de pénétrer dans l'environnement aquati-
que. -_Evaluer les effets de ces pesticides sur des macrophytes aquatiques immergés et & '
racines, en raison de l'importance de ces plantes pour les chalnes alimentaires aquatiques.
Potamegeton pectinatus ou Myriophyllum spicatus conviendraient & ce type d'essai. Il
n'existe pas encore de méthodes d'essais normalisées pour ces especes; par conséquent,
nous recommandons 'élaboration de tels essais dans un avenir proche.

7.1.4 Essais sur le terrain. - Tous les toxicologues travaillant dans le domaine de
I'environnement s'accordent généralement pour exiger une évaluation sur le terrain de
tous les pesticides, car l'extrapolation a partir de résultats obtenus en laboratoire
présente des incertitudes. Notre liste minimale ne comporte pas actuellement d'essais sur
le terrain, car les pesticides transitoires ou qui migrent peu ne menacent pas beaucoup
I'environnement, et on ne dispose pas de méthodes normalisées. Toutefois, nous recom-
mandons fortement d'appuyer et d'encourager 1'élaboration d'une méthode d'évaluation sur
le terrain et d'inclure une clause exigeant une évaluation sur le terrain dans les lignes
directrices sur les essais de toxicité des pesticides pour les plantes non visées dans le cas
des pesticides persistants et(ou) qui migrent rapidement. Nous déconseillons 'emploi des
critéres de l'approche en plusieurs étapes utilisée par I'EPA des E.-U. pour justifier la
nécessité d'une évaluation sur le terrain; en effet, tout programme arbitraire est sujet a
des erreurs, notamment lorsqu'il est basé sur un nombre relativement restreint d'essais.
L'exigence d'une évaluation sur le terrain doit &tre basée sur des données chimiques et le
devenir du pesticide dans l'environnement, sur une bonne connaissance de l'écologie des
milieux récepteurs et sur des essais en laboratoire de trés bonne qualité utilisant une

gamme d'espéces aussi vaste que possible.



127

7.2 Recommandations pour les protocoles d'évaluation

7.2.1 Recommandations générales

a) Nous recommandons d'utiliser le produit formule, destiné a un usage
particulier, dans tous les essais sur la végétation non visée. Cette recommandation
s'apphque a tous les essais en laboratoire et sur le terrain; en effet, nous aimerions
pouvoir comparer un maximum d'essais en laboratoire et d'essais sur le terrain et
connalitre les effets non encore connus d'un bon nombre d'adjuvants, d'agents tensio-actifs
et d'autres additifs utilisés dans les préparations finales. En outre, i'utilisation du produit
formulé au lieu de l'ingrédient actif facilite l'evaluatson de certains pesticides, car le
produit formulé est plus soluble ou du moins plus miscible a l'eau.

b) Tous les essais sur des plantes non visées doivent &tre effectués avec des
doses différentes au lieu d'une dose maximale unique; nous recommandons la methode de
I'OCDE/ISO utilisant au moins cing concentrations englobant la CE 50 apres avoir
déterminé la plage de concentrations,

c) Tous les essais doivent comporter une répétition des traitements; nous
recommandons au moins trois répétitions par traitement.

d) Il faut exprimer tous les résultats en CL 50 ou CE 50 en donnant une
descr1pt10n précise des méthodes stansthues employées et des mesures sur lesquelles est
basée l'évaluation des effets (p. ex. croissance, vitesse de croissance, vigueur).

7.2.2 Recommandations pour les essais sur les algues

a) Les essais actuels d'inhibition de la prolifération algale sont generalement
satisfaisants, & condition qu'ils durent moms de 72 heures et que la numération cellulaire
initiale reste aussi faible que possible (10% cellules par millilitre au maxzmum) En effet,
la modification des conditions de l'essai, causée par la productlon de métabolites des
algues et par des variations du milieu, est alors réduite au minimum.

b) Nous recommandons d'employer un ensemble d'especes pour les essais sur
les algues; il faut évaluer au moins un representant de chaque classe d'algues présente
dans le milieu recepteur. L'espece doit &tre commune et se rattacher a l'environnement
canadien. Il faut continuer a utiliser Selenastrum capricornutum méme si cette algue n'est
pas trés représentative, car on a déja élaboré une vaste base de données sur cette espece;
cependant, on ne doit pas s'y limiter exclusivement. Les especes devant former l'ensemble
peuvent &ire celles de la liste qui suit, qui n'est toutefois pas exclusive.

Algues bleues
(Cyanophycées)

" Anabaena flos-aquae
Microcystis aeruginosa
Synechococcus linearis
Pseudoanabaena catenata
Aphanizomenon flos-aquae

Algues vertes
(Chlorophycees)

Chlamydomonas reinhardi
Scenedesmus subspicatus
Scenedesmus quadricauda
Selenastrum capricornutum
Ankistrodesmus falcatus
Chlorella wilgaris

Diatomées
(Bacillariophycées)

Nitzschia sp.
Cyclotella sp.
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¢) La méthode expérimentale des essais d'inhibition de la prolifération algale
doit toujours clairement indiquer la ‘fagon dont on a estimé la toxicité (par la biomasse ou
par la vitesse de croissance). La méthode de I'OCDE qui utilise la CEp, 50 (pbiomasse) ou la -
CEy 50 (vitesse de cr01ssance) est la seule fagon d'atteindre cet objectif.

7.2.3 Recommandations pour les essais sur des macrophytes aquatiques

a) Le protocole actuel d'essai sur Lemna de I'EPA est suffisant, mais il faut
utiliser différentes doses. L'évaluation des résultats doit &tre exprimée en CE 50, définie
selon les effets sur la biomasse (numération des feuilles) ou les effets négatifs (mort des
feuilles).

b) Le sous-comité de l'AS’I’M E-47.01 sur la tox1colog1e aquatique étudie
actuellement les améliorations apportees au protocole d‘évaluation de Lemna. Le proto-
cole résultant servira de modele pour les évaluations futures.

7.2.4 Recommandations pour les essais sur les plantes vasculaires terrestres

a) Les essais sur les espéces terrestres doivent porter sur la germination des
graines, la croissance et la vigueur en utilisant les méthodes de base de I'EPA ou de
I'OCDE (comportant certaines modifications mentionnées cn-apres), les essais doivent
depasser le cadre de I'étape initiale de la germination des graines, car la germination n'est
peut-&tre pas l'indicateur le plus sensible de la toxicité.

b) Les essais actuels sur les plantes vasculaires n'ont été ni largement
employes ni largement évalués; 11 faut donc décrire précisément les méthodes et faire
connaltre les problémes rencontrés afin de pouvoir apporter au besoin des amehoratrons.

c) L'espéce utilisée dans les essais sur des plantes terrestres doit presenter les
' caractenstxques suivantes: &tre representatwe de la diversité du régne végétal et des
especes wvivant dans des milieux recepteurs, réagir aux substances toxiques de fagon
précise et facilement mesurabie, presenter une sensibilité déja connue aux substances
toxiques, avoir une croissance et un deve10ppement relativement rapides, des besoins
.hmltes et non specmques pour sa croissance et son developpement, elle doit étre
représentative d'especes importantes au point de vue économique. La plupart des listes
actuelles d'espéces indicatrices sont comparables ala hste de I'OCDE (section 3.2) et-a
celle du TSCA (section 5.2). Ces espéces satisfont a toutes les exlgences ci-dessus a
I'exception d'une. On ignore en grande partie leur utilité en tant qu'especes représenta-~
tives d'especes sauvages.

d) Il faut appliquer les pest1c1des par pulvensatlon foliaire et par lintermé-
diaire du milieu de support afin de représenter les deux modes d'exposition sur le terram.
Nous recommandons d'utiliser des milieux de support inerte comme du sable lavé a l'acide
ou des billes de verre, afin d'éviter les problémes d'adsorption liés a 'utilisation du sol.

e) Nous recommandons d'évaluer plusieurs parametres dans le cas des essais
sur des plantes terrestres, car ces essais n'ont pas fait l'objet de recherches suffisantes.
Ainsi, il faudrait déduire plusieurs CE 50 ou CL 50 a partir d'un parametre bien précis
pour chacune.

7.2.5 Recommandations pour les essais en microcosme, en mésocosme et
sur le terrain

a) Il existe actuellement plusieurs modéles de microcosmes aquatiques quil
convient d'examiner dans le cadre de lignes directrices sur l'évaluation, par exemple les

\
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" microcosmes mentionnés dans le TSCA et le microcosme aquatique normalisé
(Standardized Aquatic Microcosm) de Taub et Kindig (1986). Des études comparatives ont
démontré que les résultats des essais en microcosme concordaient bien avec ceux obtenus
sur le terrain et qu'ils donnaient une premiére approximation sur la fagon dont un
ecosysteme reaglssaxt a une substance toxique. M&me s'il est souhaitable de normaliser
ces essa1s, le modeéle devra presenter plus de souplesse pour tenir compte des différentes
caractéristiques du milieu récepteur.

b) 'Lés mésocosmes sont des outils de recherche tres utiles, car ils permettent
d'établir un rapport entre les études en laboratoire sur une seule espece a la fois et les
études en microcosmes d'une part et les conditions réelles d'autre part; cependant, leur
complexité et I'absence de normalisation limitent leur utilité pour les types d'essais exigés
actuellement,

¢) Les essais sur le terrain doivent faire partie intégrante des lignes direc-
trices sur I'évaluation dés leur mise au point, afin de comporter un type d'échantillonnage
* rigoureux ainsi que des parameétres indicateurs précis et non équivoques.

d) Un modéle d'échantillonnage rigoureux qui s'applique a des essais sur le
terrain doit comporter les points suivants (d'apres Green, 1979):

1° Enoncer de fagon claire et concise la question posée.

2° Prendre des échantillons en plusieurs exemplaires a l'intérieur de
chaque combinaison de temps, de lieu et de toute autre variable
contrdlée. On ne peut mettre en évidence les différences entre les
groupes que par des comparaisons avec des différences trouvées dans
un méme groupe.

3° Prendre un nombre égal d'échantillons distribués au hasard pour chaque
combinaison de variables contrdlées.

4° Prelever deux échantillons 13 ou le paramétre a l'essai est present etla
ou il ne l'est pas, toutes les autres conditions étant les mé&mes par
ailleurs. Un effet ne peut &tre mis en évidence que par comparaison
avec un témoin.

5° Effectuer un échantillonnage préliminaire qui servira de base a I'éva-
luation du modele d'échantillonnage et a différentes analyses statisti-
ques.

6° Vérifier que l'apparell ou la méthode d‘echantlllonnage traite réelle-
ment la population a échantillonner et que l'efficacité soit la méme et
suffisante pour toute la gamme de conditions d'échantillonnage.

7° Sila reglon a échantillonner correspond a un modéle environnemental
a grande échelle, la diviser en sous-régions relativement homogénes et
repartlr les échantillons dans chaque sous*regxon, proportionnellement
ala superficie. 5'il s'agit d'une estimation de l'abondance totale dans
toute une région, la distribution doit alors &tre proportionnelle au
nombre d'organismes dans la sous-région.

8° Verlher que la taille unitaire de votre échantillon est appropuee a la
taille, a la densité et a la répartition spatlale des organismes a
echannllonner. Estimer ensuite le nombre requis d'échantillons préle-
vés en plusieurs exemplaxres pour obtenir la précision désirée.
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9° Evaluer vos données pour déterminer si la variable aléatoire est homo-
gene, normalement distribuée et indépendante de la moyenne. Dans le
cas contraire, comme c'est le cas pour la plupart des données sur le
terrain, (i) transformer alors les données de fagon appropriée;

' (ii) utiliser une méthode non paramétrique (non basée sur la distribu-~
tion d'echantlllonnage), (iii) utiliser un plan d‘echantdlonnage sequen—
tiel appropne‘ ou (iv) tester les données par rapport a des données
simulées pour Hg.

10° Apres avoir choisi la meilleure méthode statistique pour vérifier votre
hypothese, tenez-vous en a votre résultat,

e) Les essais sur le terrain doivent &tre suffisamment longs pour mettre en
évidence la capacité de rétablissement de I'écosystéme et les effets du pesticide a des
. périodes critiques {p. ex. la nouaison).

f) Au nombre des parameétres a évaluer lors des essais sur le terrain on
compte: la production primaire, la respiration des communautés, les rapports production-
respiration, la fixation de I'azote, la composition et(ou) 'abondance des espéces.

g) Les paramétres a évaluer seront précis dans la mesure ou avant d'effectuer
Pessai, on se met d'accord sur la signification d'un impact négatif; par exemple, "si la
photosynthese de la communauté est inhibée a plus de 50 p. 100, il y aura d'1mportantes
reperCussmns a long terme sur l'environnement", La définition d'un 1mpact negatlf
dependra de la connaissance de I'écosysteme étudié, Cette connaissance peut &tre fondée
sur des etudes en laboratoire portant sur une seule espece, sur_des travaux en microcosme’
et en mésocosme et sur des travaux antérieurs sur le terrain, A mesure que les recherches
sur I'évaluation des plantes non visées avancent, il faut élaborer une base de données qui
facilitera la définition des impacts négatifs.

7.3 Recommandations pour les recherches ultérieures et la mise au point d'essais

: a) Les milieux utilisés pour les essais sur des algues ont toujours contenu
suffisamment d'éléments nutritifs; nous recommandons d'effectuer des recherches sur
l'utilisation d'un facteur limitant représenté par la quantité d'elements nutritifs lorsque le
milieu récepteur est susceptible de contenir des plans d'eau ol la quantité d'éléments
nutritifs est faible.

b) Nous sommes arrivés a la conclusion que la technique sur microplaques est
tres prometteuse dans le cas des essais sur des algues, en raison de sa rapidité, de son
efficacité et de son cout peu élevé; nous recommandons d'effectuer une évaluation et une
validation plus poussées de cette methode tout en cherchant a intégrer cet essai dans les
protocoles d'évaluation obligatoire a l'avenir. ; .

c) La nécessité d'avoir des protocoles d'évaluation pour des macrophytes
aquatiques a racines se fait sentir; nous recommandons d'effectuer des recherches sur les
méthodes ment1onne,es dans la littérature a ce sujet et de favoriser le perfectionnement
~des protocoles, ainsi que des essais interlaboratoires. ~

d) La quasi-totalité des especes couramment utilisées dans les essals sur des
plantes terrestres sont des espeéces commerciales, c'est pourquoi il est necessa1re de
connaltre la facon dont on peut les utiliser pour prévoir les effets toxiques sur des especes
importantes dans la nature. Nous proposons d'utiliser les données relatives aux especes
adventices visées pour élargir la liste des espéces terrestres évaluées, car les especes
adventices sont souvent des especes 1mportantes dans les milieux naturels. En particulier,
il faudrait ajouter des especes forestieres a la liste. ,
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e) Il faut effectuer une évaluation et une validation plus poussées des
amehoratlons a apporter aux techniques d'évaluation des plantes vasculalres terrestres;
par exemple, il faut introduire dés que possible dans les protocoles exigés les améliora-
tions apportees aux méthodes d'allongement des racines.

f) 1l faut effectuer des essais de germination du pollen avec les pesticides
utilisés au cours de la floraison et dans des habitats ou la reproduction sexuelle est
importante, par exemple, avec des insecticides employes en milieu forestier et des
fongicides employés en agriculture, Les essais de germination du pollen sont largement
décrits dans la littérature; il faut mettre au point un protocole normalisé a partir de la
documentation tout en tenant compte des conseils des chercheurs qui utxhsent actuelle-
ment ces essais.

g) Les modéles de microcosmes terrestres sont relativement races, mais on
trouve sufﬁsamment de données dans la documentation pour orienter des recherches plus
poussées sur un modele de microcosme terrestre plus normalisé; il faut encourager et
aider des recherches de cette nature.

h) Il faut encourager et aider les recherches en mésocosme et pouvoir ainsi
utiliser les résultats pour perfectionner les essais en laboratoire et sur le terrain.

i) Les llgnes directrices sur I'évaluation des pesticides doivent obligatoire-
ment exiger des essais sur le terrain, Il existe des méthodes qui peuvent &tre adaptées a
l'evaluauon de pesticides sur des plantes non visées. Il faut effectuer d'autres recherches
de fagon a élaborer et a insérer dans les lignes directrices les méthodes qui conviennent a
la végétation non visée.
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ANNEXE

QUESTIONNAIRE SUR LES ESSAIS DE DETERMINATION
DE LA TOXICITE DES PESTICIDES POUR LES PLANTES NON VISEES

NOM

ADRESSE

NO DE TEL.

Partie |  Essais normalisés de toxicité des pesticides pour les plantes - méthodes

1.

30

4.

simples

Décrire bridvement I'expérience que vous avez dans la détermination de la toxicité
des pesticides.

Que pensez-vous des essais actuels de toxicité des pesticides _pour les plantes non
visées (par exemple, essais d'inhibition de la germination et de I'émergence des semis,
essais sur des algues et sur Lemna) relativement a:

a) leur portée?
b) leur reproductibilité?
c) leurs avantages et leurs inconvénients?

Quels parametres préférez-vous employer pour les essais de phytotoxicité:

a) dans le cas des espéces vasculaires?
b) dans le cas des algues?

Selon vous, quelles especes indicatrices seraient le plus représentatives des espéeces
indigenes du Canada?

Que pensez-vous de I'approche par étapes adoptée par I'EPA des Etats-Ums (ot les
résultats des essais de chaque étape dlctent le passage d'une étape a l'autre)?
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Partie 2 Responsabilité du déclarant - méthodes complexes

6.

7.

Est-il possible pour tout laboratoire_compétent de prendre la sectlon Materials and
Methods de la proposition d'homologanon d'un pesticide et de refaire les essais avec
des résultats similaires?

Si oui, a quelle étape de "complexlte" devrait-on arréter? Pensez-vous que les essalis -
de ' toxicité sur des -systemes complexes, comme les essais sur le ter ram, sont
suffisamment reproductibles pour pouvoir étre inclus dans les protocoles associés a la
réglementation?

“a

Si vous estimez que les essais sur le terrain sont trop complexes, obtiendrait-on une
meilleure compréhension de l‘1mpact d'une substance toxique sur des systemes a plusieurs
espéces en:

a.

9.

10.

11.

12.

Etudiant les interactions en mésocosme? Si oui, sur quels critéres devrait-on se baser
pour le choix de la taille et des espéces?

Employant I'approche de la batterie d'essais? Cette derniére devrait inclure des tests
bien définis pour le choix d'espéces representatwes des communautés les plus
sensibles trouvées dans les milieux naturels. Les espeéces devraient étre choisies
davantage pour leur sensibilité que parce qu'elles proviennent d'une reglon en
particulier. Le raisonnement derriére cette approche est que le groupe d‘especes
choisies est représentatif des groupes multi-especes les plus sensibles trouvés dans
fes milieux naturels, Les laboratoires mdependants devraient pouvoir répéter. les

.essais avec des résultats similaires.

Si les questions 8 ou 9 sont la responsabilité des fabricants de produits chimiques,
prefererlez-vous qu'un lien entre 8, 9 et les essais sur le terrain soit établi? Si oui,
qui devrait faire ce travail (la personne qui veut faire homologuer le pesticide ou des
groupes de chercheurs indépendants)?

Quelle devrait étre limportance des essais sur le terrain? Dans quel cas? Avec quel
type de pesticides?

Dans l'approche par étapes de I'EPA des Etats Unis pour I'homologation des
pestlades, les essais sur le terrain sont exigés a la troisieme etape seulement. Les
essais sur le terrain devraient-ils &tre employés avant pour avoir plus d'impact sur
I'nomologation d'un produit?
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