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RESUME

La présente étude vise a identifier les différentes formes du glyphosate utilisés dans la région
Rabat-Salé-Kénitra, et I’étude de la toxicité chronique du glyphosate chez deux espéces d’eau
douce Daphnia magna et Danio rerio, afin d’évaluer le risque de cet herbicide sur les
organismes aquatiques. Pour ce faire, nous avons mené une enquéte, a 1’aide de 70 fiches
questionnaires, qui nous ont permis de collecter le maximum d’informations concernant les
usages du glyphosate dans cette région. Des tests chroniques pour les deux modéles
biologiques, ont éte réalisés au sein du laboratoire ONEE-Branche Eau, pour déterminer des
concentrations critiques pour les especes dulcaquicoles (NOEC, LOEC, ECsp). De méme, nos
résultats soulignent I’intérét de 1’utilisation des tests multigenérations dans 1’étude des effets a
long terme de ces substance sur une espéce clé d’eau douce Daphnia magna. Les résultats
montrent que la survie et la reproduction ont été réduites significativement avec
I’augmentation de la concentration du pesticide chez les parents et les descendants des
daphnies. L’effet toxique du glyphosate est plus prononcé chez la génération fille F4 que chez
la génération parentale FO. L'analyse des résultats des tests a révélé que le glyphosate est
toxique pour le poisson zébre. Les résultats montrent que le glyphosate affecte le taux
d’éclosion, le rythme cardiaque et la nage des poissons zebres. Cet effet est significatif la
concentration maximale 4 mg/L. L’étude comparative de la sensibilité de Daphnia magna au
glyphosate par rapport & Danio rerio, a révélé que les poissons zébres sont les organismes
aquatiques les plus sensibles pour le parametre de la survie. L’ensemble de ces résultats
souligne I’intérét des deux modéles Daphnia magna et Danio rerio dans 1’étude de la toxicité

chronique des produits phytosanitaires.

Mots clés: glyphosate, région Rabat-Salé-Kénitra, toxicité aigue, toxicité chronique,

multigénérations, Daphnia magna, Danio rerio, étude comparative.



ABSTRACT

The present study aims to identify the different forms of glyphosate used in the Rabat-Salé-
Kénitra region and to study the chronic toxicity of glyphosate in two freshwater species
Daphnia magna and Danio rerio in order to evaluate the risk of this herbicide on aquatic
organisms. To do this, we conducted a survey using 70 questionnaire forms that allowed us to
collect as much information as possible concerning the uses of glyphosate in this region.
Chronic tests for the two biological models were carried out in the ONEE-Branche Eau
laboratory to determine critical concentrations for freshwater species (NOEC, LOEC, ECsy).
Similarly, our results underline the interest of using multi-generation tests in the study of the
long-term effects of these substances on a key freshwater species Daphnia magna. The results
show that survival and reproduction were significantly reduced with increasing pesticide
concentration in parents and offspring of dapnids. The toxic effect of glyphosate was more
pronounced in the F4 daughter generation than in the FO parental generation. Analysis of the
test results revealed that glyphosate is toxic to zebrafish. The results show that glyphosate
affects the hatching rate, heart rate and swimming performance of zebrafish. This effect was
significant at the maximum concentration of 4 mg/L. The comparative study of the sensitivity
of Daphnia magna to glyphosate versus Danio rerio, revealed that zebrafish are the most
sensitive aquatic organisms for the survival parameter. All these results underline the interest
of the two models Daphnia magna and Danio rerio in the study of the chronic toxicity of
phytosanitary products.

Key words: glyphosate, Rabat-Salé-Kénitra region, acute toxicity, chronic toxicity,

multigenerations, Daphnia magna, Danio rerio, comparative study.
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INTRODUCTION

L’évolution de D’activité humaine a ét¢ accompagnée par une perturbation des différents
écosystemes, par un large spectre de substances polluantes, affectant la biodiversité
hébergeant ces systémes écologiques. Compte tenu de son état de réceptacle final, le milieu
aquatique regroupe les écosystemes les plus affectés, directement ou indirectement, par les
effets toxiques de ces produits polluants (Fekhaoui et al., 1994 ; ElI Morhit et al., 2011 ;
Montiel et al., 2019 ; Robichaud et Rooney , 2021 ; Barathinivas et al., 2022).

Les pesticides figurent parmi les substances polluantes attirant le plus 1’intention de
I’ensemble des acteurs (chercheurs, décideurs et 1égislateurs .....) intervenant dans le domaine
de I’évaluation du risque. Dans un but de prévention des problemes de pollutions et la
protection des différents écosystemes par la définition des limites de concentrations
concernant ces substances phytosanitaires. Avec la révolution verte, I’agriculture s’est
intensifiée dans un but d’autosuffisance alimentaire, les pesticides ont donc été massivement
utilisés pour garantir un fort rendement des récoltes. Ces produits phytosanitaires sont
introduits par 1’Homme dans I’environnement a travers I’industrie (chimique,

pharmaceutique, agrochimie...).

Au Maroc, I’agriculture occupe une place importante sur le plan économique, social et
environnemental. Le secteur agricole, a lui seul, représente 12,8 % du Pib national, entre
2008 et 2018. (Rhalem, 2020). Selon les statistiques de 1’Office des Changes, 1'utilisation des
pesticides au Maroc a augmenté depuis 2005. Le pays importe chaque année 17 589 tonnes
de produits phytosanitaires par le biais d'environ 70 sociétés phytosanitaires (EI Ouilani,
2011).

Cependant, [l'utilisation intensive des pesticides a laissé apparaitre de conséquences
environnementales graves inhérentes a leur mauvaise utilisation et a leur gestion irrationnelle.
Il a été estimé que moins de 0,1 % des pesticides utilisés pour les différentes cultures
atteignent leurs objectifs spécifiques, laissant de grandes quantités de déchets toxiques libres
de se déplacer dans différents compartiments de I'environnement (Cattani et al., 2014 ;
Nguyen et al., 2016).

Au cours de cette derniere décennie, les pesticides a base de glyphosate sont les produits
chimiques agricoles les plus utilisés sur la terre (Baylis, 2000). Depuis I’introduction des
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semences génétiqguement modifiees en 1996, son utilisation mondiale a été multipliée par pres
de 15 fois pour s'établir a environ 826.000 tonnes (Benbrook, 2016). Le glyphosate est
commercialisé sous la marque Roundup par la firme américaine Monsanto depuis 1974. Il est
composé¢ d’un acide organique faible, dérivé de la glycine, non sélectif a action systémique
(Tomlin, 2009) et avec un Coefficient de partage Octanoleau (log Kow) de -3,2 (a 25°C et
pH = 5-9) (E. C., 2002).En raison de sa nature non sélective, il est utilisé dans différentes
cultures comme des cultures de mais, de coton de soya, des céréales, des légumineuses ainsi
que dans les paturages, la foresterie, le contrdle de la végétation sur les terrains industriels et
pour I’entretien domestique (EPA, 1993 ; Cox, 2004 ; Tomlin, 2009 ; Soltani et al., 2013 ;
Jaskulski et Jaskulska, 2014 ; Benbroug, 2016).

L'utilisation illimitée et incontrdlée de cet herbicide peut avoir de graves conséquences sur la
santé humaine et I'équilibre écologique. Ce pesticide a fait objet d'une grande problématique
internationale concernant le risque cancérigéne de son principe actif sur la santé humaine. En
Janvier 2015, le tribunal administratif de Lyon a annulé I’autorisation de la commercialisation
du Roundup Pro 360 qui contient du glyphosate (OMS, 2015). Plusieurs études intervenant
dans le domaine de I’évaluation du risque, ont montrés I’effet toxique de cet herbicide.
Cependant, des effets indésirables du glyphosate ont été observés chez des organismes vivants
a différents niveaux de la chaine trophique (les bactéries, les algues, les crustacés, les
amphibiens et les poissons) (Folmar et al., 1979; Cuhra et al., 2013; Sihtmae et al., 2013 ;
Annett et al., 2014 ; Reno et al., 2018). Cet pesticide peut inhiber des enzymes spécifiques
chez les invertébrés tels que le phosphoénolpyruvate (Tu et al., 2001), le phosphatase (Qrsted
et Roslev, 2015) et peut également altérer I'expression de génes sensibles au stress (Le et al.,
2010). Son exposition peut causer un stress oxydatif, une inhibition de l'acétylcholinestérase
et augmente la sensibilité aux infections parasitaires (Annett et al., 2014). Des études récentes
ont traités les effets neurotoxiques du glyphosate sur le poisson zeébre (Faria et al., 2021). Les
résultats de cette étude ont révélé que les poissons zebres exposés a ce pesticide, présentaient
une déficience significative des comportements exploratoires et sociaux correspondant a une

anxiété accrue.

Par ailleurs, la présence de cette substance dans les milieux aquatiques est possible
(Robichaud et Rooney, 2021) sous influence de précipitations (Vereecken, 2005; Borggaard
et Gimsing, 2008) de pulvérisation accidentelle et de ruissellement des terres agricoles
(Struger et al., 2015 ; Montiel et al., 2019) . Plusieurs études ont montré que le glyphosate a
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été détecté dans des eaux naturelles soit de surfaces ou souterraines de plusieurs pays
(Trudeau et al., 2011 ; Horth, 2012 ; Battaglin et al., 2014, Majewski et al., 2014 ; Giroux,
2015).

Au Maroc, la procédure d'homologation et la commercialisation des pesticides a usage
agricole est régie par des textes législatifs et réglementaires stricte (Annexe 1). Cette
Iégislation vise a évaluer les données physico-chimiques, analytiques, toxicologiques et
écotoxicologiques avant la mise du pesticide sur le marché marocain. Malgré cette
réglementation, les produits a base de ce pesticide a usage agricole, a l'exception de
celui associant le glyphosate avec le Co-formulant la POE-Tallowamine (ONSSA, 2018),
sont toujours utilisés au Maroc sous le contrdle de 'ONSSA.

L’évaluation des effets des substances toxiques sur les organismes aquatiques inclue des
essais a court et a long terme. Les études qui se sont penchées sur 1’évaluation de I’écotoxicité
chronique du glyphosate sont trés rares a cause de sa demi-vie dans l'eau qui varie de
quelques jours a 91 jours (Tomlin, 2009). La problématique est liée a deux difficultés : la
premiere concerne la diversité moléculaire du glyphosate (présence sous différentes formes
ioniques en fonction des conditions de pH). La détection du pesticide n’est donc pas simple
s’agissant de molécules parfois différentes notamment en termes de masse, ou de charge
formelle. La seconde est dans la décomposition du glyphosate dans 1’environnement (en
présence de certains micro-organismes) pour générer 1’acide aminométhylphosphonique
(AMPA) (Valle et al., 2019). Cependant, il existe un potentiel de contamination des eaux de
surface et souterraines par les utilisations aquatiques du glyphosate et I'érosion du sol (EPA,
1993). D’autres auteurs ont montrés que la présence de cations chélateurs dans

I’environnement, la demi-vie de I’herbicide augmentée dans les sédiments (Tsui et al., 2008).

En prenant en compte les différents niveaux trophiques, plusieurs espéces sont utilisées dans
I’évaluation de la toxicité d’une substance chimique. Cependant, les invertébrés semblent étre
le taxon le plus sensible parmi les organismes aquatiques (Parrish et al., 1976). Le genre des
Daphnidae et spécialement ’espéce Daphnia magna (espece clé dans les écosystemes
aquatiques) a été utilisé depuis de longues années dans les tests de toxicite normalisés. En
effet, plusieurs auteurs ont rapporté des effets néfastes des différents polluants existant dans
I’environnement comme les pesticides, les métaux lourds et les medicaments sur la

reproduction chez Daphnia magna (Flaherty et Dodson, 2005 ; Schamphelaere et al., 2007).



Cet organisme est utilisée par des instances internationales pour 1’évaluation du potentiel

toxique des différents polluants de 1I’environnement (OCDE, 1998 ; US EPA, 2002).

En plus, beaucoup d’auteurs se sont intéressés a 1’étude de 1’effet du glyphosate sur le poison
zébre dans un souci de protection de la santé humaine (Bernut, 2014 ; Vincent, 2015). Les
résultats obtenus des études démontrent que I’utilisation de Danio rerio comme modele
biologique offre de nombreux avantages motivant et validant son utilisation pour une
meilleure compréhension des effets toxiques. Leur développement embryonnaire est
parfaitement connu et son équivalence génetique est de 70% avec les étres humains (Howe et
al., 2013 ; Rob et al. , 2016 ). Le poisson Danio rerio constitue I'un des modeles de recherche,
les plus importants dans le domaine de la biologie du développement des vertébrés et fait

partie des espéces recommandées dans les Lignes directrices 203, 204 et 210 de 'OCDE.

Le but de ce travail est d’identifier les différentes formes du glyphosate utilisés dans la région
Rabat-Salé-Kénitra et d’étudier I’effet a court et long terme du glyphosate sur deux espéces

clés d’eau douce Daphnia magna et Danio rerio.

Pour répondre a ces objectifs, notre travail de recherche s’est articulé autour de trois parties

principales :

> Partie 1 : Une étude bibliographique sur la région Rabat-Salé et Kénitra, les aspects
généraux de I’espece étudiée et I’évaluation de la toxicité aquatique du glyphosate.

> Partie 2 : Les matériels et méthodes utilisés pour la mise en ceuvre de cette étude.

> Partie 3 : Les résultats et discussions regroupés dans 4 chapitres : le premier est
consacré a ’utilisation du glyphosate dans la région Rabat-Salé-Kenitra, le deuxiéme
concerne la détermination de la toxicité du glyphosate sur les daphnies, le troisieme
concerne 1’étude des effets de I’herbicide sur les poissons zebres et le quatriéme est
consacrée a la comparaison de la sensibilité des deux organismes tests envers le
glyphosate.


http://www.theses.fr/193946491
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Partie |

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE | : PRESENTATION DE LA REGION RABAT-SALE-KENITRA
(Monographie générale Région Rabat-Salé-Kénitra, 2015)

En 2015, la région de Rabat-Salé- Kénitra a été née par le nouveau découpage territorial des
régions marocaines. Elle est créé de la fusion des deux anciennes régions Rabat-Sale-
Zemmour-Zaer et Gharb-Chrarda-Beni-Hssen. Cette région s’étend sur une superficie de
18.194 km2, soit 2,5% de la superficie totale du Royaume et compte 4.581 milliers
d’habitants, représentant ainsi 13,5% de la population du Maroc. Soit la deuxiéme
contribution a 1’échelle nationale, elle participe pour 15,2% a la richesse nationale, apres la

région de Casablanca-Settat.

Cette région est limitée au Nord par la région de Tanger-Tétouan-Al Hoceima, au Sud par la
région de Beni Mellal-Khénifra et la Région de Casablanca-Settat, a I’Est par la Région de
Fés-Meknés et a I’Ouest par I’Océan Atlantique. La région se compose de trois préfectures
(Rabat, Salé et Skhirate-Témara) et quatre provinces (Kénitra, Khémisset, Sidi Kacem et Sidi
Slimane). Le nombre de communes de la région est de 114 (23 urbaines et 91 rurales), soit a

peu pres 7,6 % de I'ensemble des communes nationales.
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Figure 1: Région Rabat —Salé-Kenitra

Sous les influences océaniques et continentales, le climat de la région est de type

méditerranéen semi-aride. En hiver, le climat est doux et pluvieux. En été, il est humide et

tempéré avec la présence des journées de Chergui. Les inégalités du relief font que le climat

de la région Rabat-Salé-Kénitra subis d’importantes variations locales reconnues par une

variabilité apparente (La T°min est de 4°C et la T°nax est de 40°C). En été, I'atmospheére se

réchauffe sensiblement, les températures maxima varient entre 16°c et 26°c en mois Juillet

avec des pics de 38°C a 40°C mais a fréquence exceptionnelle. La pluviométrie de la région

varie entre 900 mm et 300 mm avec une diminution de 57% entre 2008-2009 et 2011-2012.



1000,0 A

W 2008-2009

2009-2010

W 2010-2011
W 2011-2012

Pluviométrie annuelle par station
{en mm)

Kénitra Rabat- Sidi Moyenne
Sale Slimane nationale

Figure 2: Pluviométrie annuelle par station, en millimétres

1.1 Ressources hydrographiques
I.1.1 Eau de surface

La région de Rabat-Salé-Kénitra s’étend sur deux principaux bassins versants : bassin
hydraulique du Bouregreg et de la Chaouia et bassin hydraulique du Sebou. Ces grands
bassins sont formés par plusieurs sous-bassins versants (Sous Bassin versant du Loukkos,

Sous Bassin versant du Beht) avec des apports pluvionivale.

e Bassin versant du Bouregreg : une superficie de 10 210 km? subdivisé en deux
parties :

- Nord-Est correspond au bassin du Bouregreg (3830 km?) ;

- Sud-Ouest correspondant au bassin de son principal affluent rive gauche, 1’oued Grou,
disposant lui-méme de deux affluents : les oueds Korifla et Akreuch (5760 km?).

e Bassin versant du Sebou : l'un des bassins le plus riche en eau ou on trouve les
régions les mieux loties en terres irriguées et en industries avec un potentiel cultivé qui
s'éleve a 1.750.000 ha. L’estimation des superficies irrigables est de 375.000 ha, dont
269.600 sont actuellement irrigués.

e Sous Bassin versant du Loukkos: une superficie de 3 730 km? recouvrant les bassins
hydrologiques des oueds Loukkos, Ouarour et Makhazine.

e Sous Bassin versant du Beht : une superficie de 4400 km? situant au sud-ouest du
bassin du Sebou. Il regoit son apport en eau des oueds Kharrouba, Bouaachouch, El
Kell, Ouchkat, Berrajline, Duor et Chbilia qui ne coulent que pendant les périodes

pluvieuses.



Le réseau hydrographique de cette région est constitué¢ d’importants cours d’eau tels que les
oueds Bouregreg, Sebou, Beht, Ouergha et Rdat. Ce réseau est composé aussi d’une centaine
de petits affluents et chadbas. Le territoire de la région renferme plusieurs barrages jouant un
role principal dans la satisfaction des besoins en eau potable, industrielle et agricole. Le
barrage Sidi Mohammed Ben Abdellah avec un potentiel en eau de surface d’environ 687

mm?®/an et le barrage El Kansera avec un apport annuel de 363 mm®.

1.1.2 Eau souterraine

La région dispose des réserves hydriques en eaux souterraines importantes avec comme

principales nappes :

e La nappe du Gharb : une superficie de 390 km?, avec 126 mm?®/an de ressources
renouvelables et un bilan hydrique relativement équilibré. A I'échelle régionale, elle
présente un intérét hydrogéologique alimenté par une recharge importante des eaux de
précipitations, d’infiltration et des bordures du bassin de Gharb.

e La nappe de Maamora : une superficie de 4000 Km2 avec 134 mm?®/an de ressources
renouvelables. Elle constitue un grand réservoir d’eau correspondant a une nappe libre
alimentée uniquement par I’infiltration des précipitations en subsurface.

e La nappe de Témara : une superficie de 350 km? avec un apport potentiel de 17
mm?*/an.

e La nappe de Shoul : une superficie de 200 km? considérée comme une extension
naturelle de la nappe de Maamora. Son apport potentiel est de 7,5 mm®/an.

e La nappe de Tanoubart : Située dans la région de Maaziz, province de Khémisset.
Elle couvre une superficie de 15 km? principalement alimentée par 1’oued Tanoubert et

I’affluent de I’oued Bouregreg.
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Figure 3: Ressources en eau de la région d’étude

1.2 Forét

La région dispose d’une richesse forestiére importante s’étendant sur une superficie de
351.290 hectares représentant 4% du total national. La plus importante forét de la région est la
Maadmora qui représente 70% de cette superficie forestiére totale. La Région contient deux
sites d'intérét biologique et écologique, la Merja Zerga et le lac de Sidi Boughaba. Depuis
1980, ces deux zones humides sont inscrites sur la liste de la Convention de Ramsar suite a

leur biodiversité élevée.



Région de
Rabat-5alé-Kénitra

Region do Targer- Tifouar-Af Hoooima

Keénitra ,/—i

fireq S5
ﬂrﬁ Sidi Kacem

%"\ IL_LH_P

1o/
h} Sidi Slimane

Skhirat-Temara 5 ] RGO 8 Fs-Wakgs

Type de fordts
AR

| ==
GHEME LIEAE

I cHEriEVERT

B cH54E ZEEN

D A0Km s
] ; r

2 i =
Frekgiont o8 Canabissce-Soial RRATTRAL

e, THLIYR,

\ PERINETRE IRRIGLE

LUimitn 38 provnos ou préfechos

e (Lo e Pl

i Marms Pl dgerce Mavinss
818 Conmenviian Fd i, de Cadeu o o4 In Cancgriphis

Rigpcny i B0 Mo

Figure 4: Couvert forestier de la région d’étude

1.3 Activité agricole

L’activité agricole constitue le principal moteur de I’économie de la région de Rabat-Salé-
Kénitra. La région détient 12% de la surface agricole utile du pays avec 1.019.369 ha. Grace a
I’étendue de ses terres cultivables et a son climat relativement favorable, cette région est
parmi les plus importantes régions agricoles "bour™ (agriculture pluviale) du Royaume. La
contribution de la région a la production céréaliere représente environ 15% de la production

nationale dépassant les 15 millions de quintaux.

Les terrains utilisés pour I’activité agricole sont répartis entre Rabat-Salé-Témara 68.800 ha,
Khémisset 372 700 ha et Sidi Kacem (29%) et Kénitra (28%).

Cette région contribue a la production céréaliére nationale avec 15 500,32 milliers de
quintaux soit 15,7% lors de la campagne 2012-2013 et couvrant une superficie de 598,2

milliers de hectares.
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Parallélement a 1’agriculture, plusieurs paysans pratiquent I’élevage intensif des ovins, des
bovins, des caprins et des équidés, de la basse-cour et de 1’apiculture. Cet élevage est intense
dans la partie bour et dans les zones irriguées. En 2013, I’effectif d’élevage compte de 2.243

milliers tétes et représente ainsi 8% de 1’effectif total du pays.

La région de Rabat-Salé-Kénitra appartient a la zone maritime de I'Atlantique nord qui utilise
tous les types de péche: engins actifs (sennes tournantes, chaluts) et engins passifs
(madragues, palangres, trémail, filets maillants, etc.). La région contient des zones de frai et
de nurseries des poissons et des sites a intérét bioécologique (SIBE), le plus important est la

lagune de Moulay Bouselham.
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CHAPITRE Il : EVALUATION DE LA TOXICITE DES PRODUITS CHIMIQUES
POUR LE MILIEU AQUATIQUE

I1.1 Définition de I’écotoxicologie

Devant le potentiel dangereux des polluants chimiques sur 1’environnement, une nouvelle
discipline intégrant 1’écologie et la toxicologie s’est apparue: 1’écotoxicologie. Ramade

(1977) définit I’écotoxicologie comme étant 1’étude :

e des effets toxiques des agents polluants naturels ou artificiels produits par 1’activité
humaine sur les organismes et les communautés ;

e des mécanismes de transfert de ces agents, effets sur les étres vivants qui peuplent la
biosphére et leurs interactions avec I’environnement.

L’écotoxicologie est une science applique des notions de plusieurs disciplines de

recherches toutes interdépendantes les unes des autres (chimie, génitique, biologie, ...)
pouvant intervenir a différents niveaux d’organisation biologique (molécule, cellule,

tissu, organisme, population, ...)

Ecophysiologie

- >
Evolution, génétique,

\
chimique
Chimie, biologie

moléculaire /

.
-

Figure 5: Position de 1’écotoxicologie (Serghini, 2012)

I1.2 Outils d’évaluation écotoxicologiques

Selon leurs niveaux d’altérations (moléculaire, individuelle, populationnelle), trois outils

d’évaluation des effets toxiques peuvent étre différenciées :

e Les biomarqueurs et les bioessais pour les niveaux d’altérations des performances
individuelles et populationnelles ;
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e Les bioindicateurs pour les performances au niveau des communautés.

Le bioindicateur : Blandin (1986), a déenommé un indicateur biologique ou bioindicateur «
comme un organisme ou un ensemble d’organismes qui par référence a des variables
biochimiques, cytologiques, physiologiques, éthologiques ou écologiques permet, de fagon
pratique et sire, de caractériser l’état d’un écosystéeme et de mettre en évidence ausSi

précocement que possible leurs modifications naturelles ou provoquées ».

Le biomarqueur : Lagadic et al. (1997) : « un biomarqueur est un changement observable
et/ou mesurable au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou
comportemental, qui révele ’exposition présente ou passée d’'un individu a au moins une

substance chimique a caractére polluant ».

Pour évaluer la toxicité d’un polluant deux approches complémentaires sont utilisées. La
premiére est chimique, consiste a doser des concentrations des toxiques dans les différentes
composantes de la biosphére. Cette méthode détecte seulement la concentration de la
substance sans renseigner sur sa toxicité. La deuxiéme est biologique, elle vise 1’étude des
effets des polluants sur les organismes ou les populations. Parmi les techniques adoptées dans
la méthode biologique, les bioessais sont largement utilisés. Ces essais traduisent la
biodisponibilité de différentes substances polluantes présentes dans les milieux étudiés. lls
étudient les interactions de tous les contaminants non détectés ou non recherchés par les
analyses chimiques (Vasseur et al., 1991). Les bioessais sont exigés pour la mise sur le
marché de nouvelles substances et recommandés pour la surveillance des milieux aquatiques
par différentes instances internationales (European commission, EPA, Environnement
Canada).

11.3 Définition des bios essais

Le bioessai est un test expérimental utilisé pour identifier la toxicit¢ d’une substance ou d’un
mélange de substances par la réponse biologique de 1’organisme test, et déterminer les
concentrations avec effets (CEx, LOEC...) ou sans effet (NOEC) (OCDE, 2003). Les
paramétres mesurés ou observés correspondent a des paramétres biochimique ou
physiologique facilement quantifiable (survie, reproduction, temps d’éclosion,....). On
distingue les essais aigus réalisés sur des temps d’exposition courts (quelques heures a
quelques jours) et les essais chroniques qui nécessitent un temps d’exposition plus prolongé
pouvant durer tout le cycle de vie de I’espéce.
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Il existe différents types de tests permettant d'évaluer la toxicité aiglie ou chronique des
polluants vis a vis des différents compartiments des écosystemes. Parmi les tests les plus
utilisés en écotoxicologie dans 1’étude de la toxicité a court terme, existe le test d’inhibition
de la mobilité des daphnies et le test de la détermination de la toxicité aigué des ceufs de

poisson-zebre.

Le test de I’invertébré Daphnia magna est réalisé selon la norme marocaine I1ISO 6341 pour
déterminer la toxicité aigué vis-a-vis de Daphnia magna des substances chimiques solubles
ou pouvant €tre maintenues en suspension ou en dispersion stable dans les conditions d’essai,
des effluents industriels et domestiques, des eaux usées épurés ou non et des eaux de surface
ou souterraines naturelles (ISO 6341, 2014). Le test du vertébré Danio rerio est appliqué
selon la norme marocaine 1ISO 15088 pour déterminer la toxicité aigué vis-a-vis Danio rerio

des d'eaux résiduaires ou des substances individuelles (ISO 15088, 2014).

Pour I’évaluation de la toxicité chronique, les tests sur la croissance algale et le test de
reproduction chez Daphnia magna restent les plus utilisés (Berrebaan, 2019). Le test algue
détermine la toxicité chronique par le suivi de la croissance algale sur plusieurs générations
applicable aux effluents aqueux industriels et urbains, aux lixiviats ou extraits aqueux ainsi
qu’aux eaux douces de surface ou souterraines (ISO 8692, 1996). Le test de reproduction 21
jours sur Daphnia magna réalisé selon la norme marocaine 1SO 10706 pour déterminer la
toxicité chronique des substances chimiques solubles ou maintenues en suspension ou en
dispersion stable dans les conditions de I'essai, des effluents industriels ou urbains traités ou
non et les eaux de surface ou eaux souterraines. De méme, le test chronique de 1’espéce
Danio rerio est appliqué selon les recommandations de la ligne directrice OCDE 210. Il vise a
déterminer les effets létaux et sublétaux chroniques d’un produit chimique sur différents
espéces de poisson. En générale, ces essais s’appuient sur des espéces représentatives des
différents niveaux trophiques (Décomposeurs, producteurs, consommateurs primaires et

secondaires).
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CHAPITRE 11l : METHODE D’EVALUATION DU RISQUE DES SUBSTANCES
CHIMIQUES

L’évaluation du risque d’un produit polluant, fait intervenir deux parametres : la toxicité de la

substance (concentrations et effets) et I’exposition des milieux naturels a cette substance.

Les directives européennes 93/67/EC, 793/93/EC et 1488/94/EC ont développé une méthode
pour prévenir des risques des substances chimiques. Cette démarche est basée sur la
comparaison entre la concentration PNEC (Predicted No Effect Concentration) et la

concentration PEC (Predicted Environmental Concentration) (EC, 2003).

e une PNEC (Predicted No Effect Concentration) : dérivée a partir des CEsy et
NOEC disponibles, c’est la plus forte concentration de la substance sans risque a long
terme pour I’environnement. Elle est déterminée par 1’application d’un facteur de
sécurité (10-1000) sur les plus faibles valeurs de toxicité disponibles. Elle dépend du

type de test (aigu, chronique, in situ) et du nombre de données disponibles.

Tableau 1 : Facteurs d’exploitation pour I’estimation d’une PNEC eau dans ’eau douce (EC,
2003).

Données Disponibles Facteur d’extrapolation

Au moins un résultat de toxicité aigue CLsg 1000
pour chacun des trois niveaux trophiques
(poissons, daphnies et algues)

Trois données de toxicité aiglie+ un résultat 100
de toxicité a long terme (NOEC)
(poissons ou daphnies)

Trois données de toxicité aigiie+ deux NOEC 50
a long terme représentant deux niveaux
trophiques
(poisons et/ou daphnies et/ou algues)

Trois données de toxicité aigie+ trois NOEC 10
a long terme représentant trois niveaux
trophiques
(poisons et daphnies et algues)

e une PEC (Prédicted Environmental Concentration) :c’est la concentration
possible de la substance dans 1’environnement. Elle est déterminée a partir du
comportement de la substance dans I’environnement, de son tonnage, son poids
moléculaire, son utilisation, sa solubilité et sa volatilité pour les substances nouvelles
ou a partir des concentrations mesurées dans le milieu pour les substances existantes.
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La comparaison entre les valeurs des deux concentrations PEC et de PNEC permet de

tirer une conclusion sur le risque qui représente une substance pour I’environnement.
e Sile rapport PNEC/PEC est supérieur & 1 : risque acceptable sur 1’environnement.

e Si le rapport est inférieur a 1 : risque potentiel sur I’environnement et une réduction
de I’exposition est nécessaire.
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CHAPITRE IV : ASPECTS GENERAUX DES DEUX ESPECES ETUDIEES
V.1 Daphnia magna
IV.1.1 Classification

La systématique de Daphnia magna est :

Tableau 2: Classification de Daphnia magna

Régne Animal
Embranchement Arthropodes
Classe Crustacés

Sous Classe Brachiopodes
Ordre Cladocere
Famille Daphnidae
Genre Daphnia
Espece Daphnia magna

IV.1.2 Anatomie (Dieter, 2005)

Les daphnies sont des petites especes de la classe des crustacés mesurant de un a cing
millimétres. Elles colonisent les eaux douces et stagnantes. Son corps est composé d'une téte

et d'un tronc :

e La téte : comporte un bouclier céphalique pourvu de cing paires d'appendices. La
premiere paire (antennules) est munie d'organes sensoriels, elle définit le dimorphisme
sexuel. La seconde paire (antennes) est munie de soies natatoires, elle permet la
locomotion. Les derniéres paires d'appendices de I’espece abritent la glande maxillaire
et les organes excréteurs de la puce d'eau. Elle posseéde deux yeux : un ceil larvaire et
un autre ceil plus grand composé, impair, résultant de la fusion de deux yeux latéraux.

e Le tronc : est composé de quelques segments thoraciques avec 4 a 6 paires de pattes et
d'un abdomen entouré d'une carapace et terminé par une épine apicale. Les pattes sont
foliacées, elles sont munies d'appareils branchiaux et de systemes de filtration. Par
filtration, le crustacé isole les algues et les améne a sa bouche. Sur le dos, la carapace
est formée par une poche incubatrice a l'intérieure de laquelle reposent les ceufs et les

petits avant la naissance.
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Figure 6: a. Photo de Daphnia magna, femelle adulte. b. Anatomie de Daphnia : Antennes (1)
; (Bil (2) ; Antennules (3) ; Carapace (4) ; Ceeur (5) ; Appendices Thoraciques (6) ; Poche
incubatrice (7) ; Anus (8) ; Appendices caudaux (9) ; Epine apicale (10) (Dieter, 2005)

Figure 7: Dimorphisme sexuel chez Daphnia magna, A (male), B (femelle). Le rectangle

bleu permet d’illustrer les différences au niveau du post-abdomen (Ebert, 2005)

IV.1.3 Reproduction
Daphnia magna connait deux modes de reproduction (sexuée et

D’apres Dieter (2005),

asexuée) :

Reproduction asexuée : Ce mode prévaut quand les conditions de vie sont a
I’optimum. Les daphnies femelles, sans fécondation, produisent par parthénogenése,

trois a cinquante ceufs par semaine, qui vont éclorés dans une « poche incubatrice »
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située dans la partie dorsale de la carapace de ’espece. Ces ceufs donnent naissance
a des jeunes identiques a I'adulte et qui seront directement libérés dans I'eau. Ce type
de genérations parthénogénétiques, sans apparition de males, se succede tant que les

conditions du milieu restent favorables et ne donnent naissance qu'a des femelles.

Reproduction sexuée : Quand les conditions de vie deviennent défavorables
(manque de proies, froid, stress, forte densité de population, anoxie, ...), des males
apparaissent. Ces derniers sont plus petits et reconnaissables a I'absence de poche
incubatrice. Leur proportion est toujours trés faible (<5 %) par rapport aux femelles.
Il y a accouplement et les femelles fécondées portent cette fois dans la poche
incubatrice un ou deux ceufs noirs, nettement visibles dits « de résistance », « de
survie », ou « éphippie » ou « ephippium ». Produits en petite quantité (contraire des
ceufs de la reproduction parthénogénétique), les éphippies résistent a une certaine
pression d'écrasement, et de friction, au gel (pour certaines especes uniquement),
ainsi qu'a la dessiccation. Protégés par leur membrane, les ceufs (éphippies) éclosent
(éventuellement apres réhydratation) si I'eau est suffisamment oxygénée et a une
température suffisante. Transportés par les oiseaux, sous les pattes d'animaux ou via
les inondations, ces ceufs de survie sont des propagules de colonisation ou de
recolonisation de mares et humides. En effet, chaque ceuf donnera naissance a une
femelle qui engendra une nouvelle descendance, uniquement composée de femelles

tant que les conditions du milieu seront favorables pour I'espece.
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Figure 8: Cycle de reproduction chez Daphnia magna (Dieter, 2005)
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Figure 9: Daphnie portant les éphippies

IV.1.4 Cycle de vie et développement embryonnaire

Les étapes du développement d’un embryon chez les daphnies se déroulent en 6 stades

distincts (Kast-Hutcheson et al., 2001) :

- Stade 1ou de division dure: L’embryon est parfaitement sphérique, pas de
différentiation cellulaire, ce stade se déroule entre 0 et 15 heures.

- Stade 2 ou de gastrulation: L’embryon devient asymétrique avec présence d’un
blastopore en raison du début de la différentiation cellulaire, ce stade se déroule

entre 15 et 25 heures.

- Stade 3 ou de maturation embryonnaire précoce : Il présente une différenciation
au niveau de la téte et I’antenne secondaire sont différenciés, ce stade se déroule

entre 25 et 35 heures.

- Stade 4 ou de maturation embryonnaire moyenne : La mise en place de I’ceil
pigmentée et développement des antennes qui restent collés a la seconde membrane
embryonnaire, ce stade se déroule entre 35 et 45 heures.

- Stade 5 ou de maturation embryonnaire tardive : Présence d’une rupture de la
seconde membrane embryonnaire, extension partielle de I’antenne secondaire et
1I’épine caudale reste encore pliée sous la carapace, ce stade se déroule entre 45 et 50

heures.

- Stade 6 ou le développement complet : Développement complet des antennules et

le décollage de 1’épine de la carapace pour que le nouveau-né commence a nager.
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En général, le taux de survie augmente avec la diminution de la température a cause de la
diminution de I’activit¢é métabolique (Manar, 2008). En effet, la durée de vie moyenne de
Daphnia magna est généralement de 40 jours a 25°C et de 56 jours a 20°C .Elle est divisée en
3 phases : la premiere est la période embryonnaire qui est généralement bréve (3 jours). Elle
est suivie par la période juvénile caractérisée par une croissance maximale des jeunes
daphnies lorsque les conditions sont favorables, elle varie entre 7 et 10 jours et finalement la

période adulte ou la daphnie va effectuer plusieurs pontes tous les 3 jours.

A quelques minutes de la fin de chaque phase, quatre événements se succedent : (1) la ponte
des petits, (2) la mue, (3) ’augmentation de la taille et (4) ’apparition de nouveaux ceufs dans

la chambre incubatrice (Manar .2008).
Stade 1
Stade 3

Stade 5

UOIIAUD W §°()

Stade 2
Staded
&
v
Stade 6
Figure 10: Photos des différentes stades de développement embryonnaire chez Daphnia
magna (Kast-Hutcheson et al., 2001)
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IV.1.5 Alimentation

Les daphnies vivent dans les étangs, les lacs et les rivieres. Elles ont une preférence
pour les eaux lentes pourvues en végétation riveraine. Daphnia magna se nourrit en filtrant
I'eau et retient ainsi les particules nutritives en suspension. Ces puces d’eaux douces
s’alimentent principalement d’algues microscopiques, de protozoaires, de bactéries et des
détritus animaux et végétaux en décomposition. Les daphnies utilisent leurs appendices
thoraciques pour capter les particules de la nourriture en suspension dans 1’eau (Centre
d’expertise en analyse environnementale, 2000).

La qualité et la quantité de la nourriture affectent la sensibilité de Daphnia aux polluants
et son taux de reproduction (Manar, 2008) et semble aussi influencer la sensibilité des
daphnies aux toxiques (Winner et al., 1977 ; Enserink et al., 1995).En effet, la présence
d'algues dans la nourriture des daphnies augmente nettement leur production. Il a été aussi
constaté que la reproduction des daphnies est plus meilleure quand elles sont alimentées avec

des algues vivantes plutdt qu'avec des algues séchées sous forme de poudre.

alimentation de la grande daphnie :
bactéries, détritus organiques,
microalgues, ciliés.

Figure 11: Schéma représentant 1’alimentation de Daphnia magna (Arumugam et Geddes,
1988).

22



IV. 1.6 Comportement

Les migrations individuelles des daphnies sont dues principalement a trois facteurs :

- lateneur en gaz carbonique,
- larecherche de particules alimentaires,
- lalumiere.

Dans un élevage, la teneur en gaz carbonique due a la fonction respiratoire des daphnies est
proportionnelle a la densité des individus. Les daphnies ont tendance a se diriger vers les
zones plus riches en oxygéne si la masse d'eau le permet. En revanche, si la masse d'eau est
limitée et influencée dans son volume total par une concentration éleveée en CO,, il y aura

régression des pontes, suivie de lI'apparition des ceufs de durée.

La répartition des daphnies est trés hétérogene. Les organismes ont tendance a se grouper et a
former des «essaims» qui se déplacent verticalement et horizontalement tout au long de la
journée. Pendant I'hiver, en l'absence d'un phytoplancton abondant, les daphnies se
répartissent sur le fond pour se nourrir a partir de la couche biologique qui se développe a la
surface du sédiment. Cette tendance a aller vers le fond pour se nourrir de débris de micro-

organismes a aussi été notée en été lorsque les apports en micro algues sont insuffisants.

IV.1.7 Importance écotoxicologique

Les daphnies sont une source de nourriture (particulierement riches en protéines) pour de
nombreuses espéces aquatiques et semi-aquatiques et jouent ainsi un r6le majeur ou clé au
sein des écosystemes dulgaquicoles (Sperfeld et Wacker, 2009). La premiére publication de
I’utilisation de I’espéce Daphnia magna comme modele biologique dans les biotests
d’écotoxicité aquatique date du début du 20°™ siécle (Buijtendijk, 1918). En 1948, Anderson
et al. ont étudié I’écotoxicité de diverses substances présentes dans les effluents industriels sur
D. magna avant méme que cet organisme fasse objet de normalisation ou de lignes directrices.
Les daphnies sont trés utilisées dans les bio essais de toxicité aquatique et représentent 1’un
des trois modeéles biologiques les plus utilisés, avec les algues et les poissons, dans le cadre de

I’évaluation des risques écotoxiques des substances chimiques (Pereira et al., 2010).

Cependant, Daphnia magna est utilisée pour 1’évaluation :
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- De I’impact potentiel des produits chimiques sur I’environnement aquatique (Soares
etal., 1991).

- De I’écotoxicité potentielle d’effluents au laboratoire (Antunes et al., 2007).

- De lixiviats, de divers déchets (Ferard et Ferrari, 2005) et d’eaux de pluies (Sakai,
2005).

- Des pesticides tels que le chlordane (Manar, 2008), le glyphosate (Hansen et Roslev,
2016) et malathion (Montassir et al., 2019)

- Des métaux lourds et des nanoparticules (Muyssen et al., 2006 ; Evens et al., 2011,
Ribeiro et al., 2014; Puerari et al., 2016).

- Des médicaments anticancéreux tels que le Cyclophosphamide I’'Ifosfamide , le 5-
Fluorouracile ,I’Imatinib , le Tamoxifene et le Methotrexate (Biatk-Bielinska et al.,

2017)

De plus, les daphnies contribuent & la définition des critéres de qualité des eaux douces et
I’établissement des normes internationales de la qualité de 1’environnement (Dyer et al.,
2008 ; Slobodnik et al., 2012). De méme, cette espéce fait 1’objet d’une normalisation
nationale depuis 1’année 2014 par Institut Marocain de Normalisation (IMANOR) :
I’évaluation de toxicité a court terme (NM ISO 6341, 2014) et 1’évaluation de toxicité a long

terme (NM 1SO 10706, 2014).
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Figure 12: Positon des daphnies dans la chaine alimentaire (Dodson et Hanazato, 1995)
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1V. 2 Danio rerio

IV.2.1 Classification

La taxonomie de Danio rerio est :

Tableau 3: Classification de Danio rerio

Régne Animal
Embranchement Chordata
Classe Actinopterygii
Sous Classe Neopterygii
Ordre Cypriniformes
Famille Cyprinidae
Genre Danio
Espéce Danio rerio

IV.2.2 Anatomie (Labrot, 1996)

Danio rerio sont des petits poissons tropicaux originaire d’Inde. En milieu naturel, le poisson
z&bre peut vivre jusqu’a 5 ans et dépasser les 6 cm de long. Par contre, en aquarium, cette
espece ne vit que 3 a 5 ans et n’atteint que 4 cm de longueur. Son corps est allonge, fusiforme
et tres flexible ce qui facilité a ’espece une progression rapide ainsi que des changements de
direction fréquents. Il présente un dimorphisme sexuel externe bien marque, les males sont
plus petits et plus élancés que les femelles. Ces derniéres sont reconnues par un abdomen
rondouillard plus bombé doté d’un oviducte au niveau de la papille ano-urogénitale en amont

de la nageoire anale.

Le poisson zébre tient son nom aux rayures qui recouvre son corps horizontalement. La
couleur du corps est bleu foncé et posséde quatre bandes longitudinales jaunatres et brillantes
qui s’étendent des opercules a la nageoire caudale. La nageoire dorsale est d’une couleur
bleue, ’anale est rayée, les pectorales et ventrales sont transparentes. Les opercules du
poisson sont bleus avec des taches dorées. La bouche est dirigée vers le haut et porte deux

paires de barbillons insérés dans la commissure des lévres et sur la machoire supérieure.
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Figure 13 : Poissons males adultes (Gupta et Mullins, 2010)

IV.2.3 La reproduction et cycle de vie (Porcher et al., 2003)

Le Danio rerio est un poisson ovipare d’eau douce. La fécondation est externe. Pourchassees
par les poissons males, les femelles libérent leurs ovules en pleine eau et les méales émettent
leur laitance. Dans les secondes qui suivent, la fertilisation a lieu. Une femelle pond environ
une centaine d’ceufs d’un millimétre de diamétre. Le cycle de vie de cette espece est court.
Son développement embryo-larvaire est tres rapide et se déroulent en huit stade
fondamentales : le stade unicellulaire, le zygote (0 hpf , suivi des premiéres divisions), le
stade blastula (2,25 hpf), le stade gastrula (5,25 hpf), la période de segmentation (10 hpf) et la
pharyngula (24 hpf).

Apres la division cellulaire, le stade d’éclosion commence a 48 hpf et la période “larve
précoce” est atteinte a 120 hpf. Ensuite, la période “larve ” démarre aprés trois jours de
I’éclosion (144 hpf). La larve a pratiquement achevé sa morphogénése et continue a grandir
jusqu’a ce que le sac vitellin disparaisse peu a peu. Elle peut maintenant réagir d’'une maniere
rapide a des stimuli par la fuite, de respirer, de rechercher de proies et de s’alimenter de
maniere autonome. Entre 75 a 100 jours, la maturité sexuelle est atteinte. La durée de vie
moyenne du poisson dépend du milieu de vie. En géneral, le taux de survie augmente avec la
diminution de la température. Dans son milieu naturel, le poisson zébre peut vivre 3 ans (ou la
température de l’eau est généralement comprise entre 18 et 24 °C). Si ’¢levage de
I’organisme est maintenu dans des conditions de laboratoire, cette durée est réduite d’environ

2 ans (des températures de I’ordre de 24 a 26 °C).
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1 mm

Figure 14 : Développement embryonnaire (Barillet, 2007)
IV.2.4 Alimentation

Les poissons zebres vivent dans les riviéres a courant lent, les étangs, les rizieres, les eaux
stagnantes et les petits cours d'eau de lent débit, peu profonds et a I'eau claire (Raymond et al.,
2007). D’apres leur morphologie buccale (une bouche en position supére dirigée vers le haut),
ces espéces sont insectivores, omnivores. Elles ont une préférence aux proies nageant en
surface ou en pleine eau. Ces organismes s’alimentent principalement de phytoplancton,
zooplancton, des insectes et des larves. Lorsque leur nourriture préférentielle n'est pas

disponible, ils peuvent manger des vers et des petits crustacés (Rowena, 2007).

IV.2.5 Comportement

Danio rerio est une espece grégaire vivant en petits bancs par groupe de 10 a 20 individus au
minimum. Dans leur milieu naturel, ces vertébrés vivent en eau douce, légérement acide, peu
profonde, a faible courant et proche de la surface dont la température varie de 6 a 38 °C en
fonction de la saison (Engeszer et al., 2007; Spence et al., 2008). De nature trés active, ces
poissons préférent les grands espaces malgré sa petite taille. L’adaptation thermique de cette
espéce est importante puisqu’on la rencontre dans des eaux dont la température varie de 10 a
40 °C. De méme, ce vertébré peut supporter de larges gammes de pH (6,5 a 8) et de dureté (12
a 21 °TH).

IV.2.6 Intérét écologique

Le poisson Danio rerio est le premier organisme vertébré a avoir été cloné. Connu pour ses
grandes capacités régéneératrices, le poisson zebre est largement decrit dans la littérature

scientifique notamment par le zoologiste Francis Buchanan Hamilton en 1822, sous le nom
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de Cyprinus rerio. Cette espéce représente 1’un des trois modeles biologiques les plus utilisés
dans le cadre de I’évaluation des risques écotoxiques des substances chimiques (Pereira et al.,
2010). Danio rerio est 1'un des vertébrés le plus important en pharmacologie, génétique,
toxicologie, biologie développementale, neurophysiologie et dans le domaine médical
(Kimmel et al., 1995 ; Spitsbergen et Kent, 2003 ; Fadool et Dowling, 2008; Maximino et
Herculano, 2010). Leur équivalence génétique est de 70% avec les étres humains (Howe et
al., 2013 ; Rob et al., 2016). Ce petit poisson est utilisé pour la détermination de la toxicité de
différents pesticides tels que le glyphosate (Faria et al. 2021), le chlorpyrifos, le dicofol et
I'atrazine (EI Amrani, 2012).

Récemment, on utilise le poisson zeébre en neurophysiologie et pour I’étude du comportement
(Linney et al., 2004 ; Fleisch et Neuhauss, 2006; Gerlai, 2011). Depuis une dizaine d’années,
de nombreux travaux réalisés en génetique moléculaire ont contribué a des avancées
importantes au projet de séquencage du génome du poisson zébre .Aujourd’hui, le génome de
I’espeéce Danio rerio est entierement séquencé (1.6.109 paires de base) (http://zfin.org/).

Ces organismes sont recommandés par plusieurs normes et lignes directives internationales
pour les bioessais et contribuent ainsi a la définition des concentrations limites des substances

chimiques et 1’établissement des normes internationales de la qualité de 1’environnement.
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CHAPITRE V : GENERALITE SUR LES PESTICIDES
V.1 Définition pesticide

D’aprés la directive européenne 91/414/CEE du 15 juillet 1991, les pesticides appelés aussi
les produits phytosanitaires désignent un mélange contenant une ou plusieurs substances

actives, ayant pour action de :

- Protéger les végétaux contre toute espéce nuisible.

- Assurer la conservation des organismes végétaux.

- Détruire des vegétaux ou parties de végétaux.

- Exercer une action de régulateur de croissance sur les processus vitaux des végétaux.

Parmi les pesticides les plus utilisés on trouve :

e Herbicide : un produit chimique utilisé pour détruire les mauvaises herbes ou les
plantes indésirables.

e Fongicide : un produit chimique utilise pour lutter contre les moisissures et les
différents champignons.

e Insecticide : un produit chimique utilisé pour détruire ou repousser les insectes ou
d'autres invertébrés

V.2 Cadre réglementaire des pesticides
V.2.1 La législation des pesticides internationale

L’Organisation des Nations unies pour I’alimentation et I’agriculture (FAO) et ’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), ont créé la Commission du Codex Alimentarius, dont le but de
protéger la santé des consommateurs et de choisir des pratiques loyales en matiére de
commerce de produits alimentaires. Ce code alimentaire est un recueil de normes, de lignes
directrices, de recommandation, de codes d'usages des produits alimentaires et textes
apparentés internationalement adoptés et présentés de maniére uniforme. Dans ce document,
on trouve des normes Codex pour les résidus des pesticides dans les aliments. Ces normes
définissent les limites maximales de ces résidus (LMR) pour contribuer a la sécurité et a la
qualité des denrées alimentaires tout en facilitant un commerce loyal et international des
aliments. Actuellement, la Commission du Codex Alimentarius compte de 189 membres
(188 pays et 1 une organisation qui est I'Union européenne). Le Maroc est parmi les états

membres de ce code alimentaire.

30



V.2.2 La législation des pesticides au Maroc

La loi marocaine concernant les pesticides est semblable dans ses grandes lignes a la
réglementation Européenne. Au Maroc, la loi N°42-95 relative au contrdle et a I’organisation
du commerce des produits phytosanitaires (pesticides) a usage agricole. Elle vise a fixer les
conditions pour I’homologation, le renouvellement d’homologation, les conditions pour
I’agrément des personnes pour exercer les activités de fabrication, d’importation, de
distribution et de la vente des substances. (Akchati, 2018). Pour étre importé et commercialisé
au Maroc, un pesticide est soumis a une procédure d’homologation qui vise a garantir

l'efficacité, la sélectivité et l'innocuité du produit envers I’humain et 1I’environnement.

Les produits pesticides a usage agricole sont soumis a 1’homologation conformément a la loi
42-95 et de ses textes d’application. Cette homologation est accordée aprés avis de la
commission des pesticides a usage agricole de 1’Office National de Sécurité Sanitaire des
Aliments (ONSSA) instituée par le Décret N°2-01-1343. Pour I’importation ou la fabrication
des pesticides, les sociétés agréées sont tenues de déposer leurs demandes d’homologation
aupres de ’ONSSA. Apres son étude, chaque demande d’agrément est soumise a ’avis de la
Commission des Agréments pour exercer le Commerce des Pesticides (CACP) (ONSSA,
2015). Au Maroc, la mise en ceuvre de cette loi parait difficile en raison de 1’analphabétisme

et le savoir des techniques de la bonne pratique.

Un certain nombre de conventions et de codes internationaux ont été mis en place pour la
gestion viable des pesticides au Maroc. Ces instruments internationaux visent a réduire le
risque de ces polluants, protéger les travailleurs dans le secteur agricole, uniformiser le
transport international de ces marchandises dangereuses par mer, interdire 1 utilisation des
substances périmeés et a encourager I’élimination de ces toxiques d’une maniere écologique et
rationnelle. Les principaux instruments sont: la Convention de Rotterdam 1998, la
convention Bale 1992, la Convention de Stockholm 1997, la Convention sur la sécurité et la
santé dans l'agriculture 2001, le Code maritime international des marchandises dangereuses
1965, le Code de conduite international sur la gestion des pesticides 2013, 1’Approche
stratégique pour la gestion internationale des produits chimiques (SAICM) en 2006.
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V.3 La consommation et la vente mondiale des pesticides

Répartition du chiffre d’affaires

par région du monde en 2011
(Total : 44 015 millions de dollars)

Amérique
latine

Amérique

du Nord
Europe -~

12196

Source : Phillips Mc Dougall AgriServices

Figure 15: La vente mondiale des pesticides (Union des Industries de la Protection des
Plantes, 2013)

D’apres la figure 15, L’Europe prend la premiere position dans le marché mondial de vente
des pesticides suivi par 1’Asie, puis I’Amérique latine, I’Amérique du Nord et finalement
I’ Afrique. La répartition de ce marché entre les différentes catégories des pesticides montre la
prédominance des herbicides avec 47% des ventes, suivies des insecticides qui représentent
pres de 29 % et les fongicides 18 % (ACTA, 2002).

W Herbicides W Insectides Fongicides M Autres

Figure 16:Vente de produits phytosanitaires dans le monde (ACTA, 2002)

Depuis les années quarante, la consommation mondiale de pesticide est en constante
augmentation, passant ainsi de 490 g/ha en moyenne en 1961 a 2 kg/ha en 2004. (Mouileh,
2011). En 2014, cette consommation a atteint 3013,97 millions de kg. La chine est le pays le
plus consommant du produit phytosanitaire suivie par I’ Argentine et le Mexique (agence de

statistique de I’organisation pour I’alimentation et agriculture FAO).
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D’aprés le Chiffre d’affaires des ventes de pesticides pour I’Europe 2010, la France est le
premier consommateur européen de pesticides. Ceci peut étre expliqué par I’emplacement
qu’occupe la France au niveau agriculture. Ce pays est le premier producteur agricole

européen avec 20 millions d’hectares de terres cultivables.

En tant que pays en voie de développement, le souci principal du Maroc est d'atteindre
l'autosatisfaction alimentaire. Le pays ne cesse de développer les moyens et les infrastructures
nécessaires pour améliorer ses systemes de production agricole. L’utilisation des pesticides
au Maroc a augmenté depuis 2005. Selon I'Office National de la Santé et de la Sécurité
sanitaire des aliments (ONSSA), le marché marocain des pesticides repose principalement sur
les importations. L’absence d’unité de fabrication des produits phytosanitaires au Maroc
pousse ce dernier a importé prés de 95% des pesticides. Le pays importe chaque année 17
589 tonnes de produits phytosanitaires par le biais d'environ 70 sociétés phytosanitaires
(El Ouilani, 2011). En 2018, le nombre de matiéres actives en commercialisation a remonté
jusqu’au 379 avec 5179 produits et 1316 formulations (MAPM, 2010). Selon ONSSA, les
insecticides prédominent le marché marocain suivis par les fongicides ensuite viennent les
herbicides.Actuellement, plus de 600 produits phytosanitaires sont importés et
commercialisés au Maroc. Mais cela ne représente que 0,017% de I’utilisation mondiale de
ces produits chimiques. Le Maroc reste un faible utilisateur de ces substances dans le

classement des consommateurs répertorié par la FAO (FAO, 1978).

La vente des pesticides au marché marocain est entre 10 % et 15 % de la contrebande. Ceci &
un impact sur I’économie nationale, I’environnement et surtout représente un danger pour la

santé des utilisateurs et des consommateurs (El Ouilani, 2011).

V.4 Glyphosate
V.4.1 Propriétés générale

Le nom de I'Union internationale de chimie pure et appliquée (UICPA) pour le glyphosate est
N-(phosphonomethyl) glycine. 1l est un dérivé de la glycine .C’est un herbicide systémique
foliaire non sélectif. Son principe actif pénétre dans la plante par ses feuilles jusqu’aux racines
et détruit la totalit¢ de la plante (Tomlin, 2009). C’est un acide organique faible qui
appartient a la famille des aminophosphonates. Les formulations de cet herbicide

comprennent un acide, un sel de monoammonium, un sel de diammonium, un sel
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d'isopropylamine, un sel de potassium, un sel de sodium et un sel de triméthylsulfonium ou de
trimésium (EPA, 1993).

O O
H |

HO N\/P\'“"OH
OH

Figure 17: Structure chimique du glyphosate

Le mode d’action du glyphosate est simple. Cet herbicide interfére, en bloquant une enzyme
spécifique avec la voie du shikimate qui produit certains acides aminés spécifiques chez les
végétaux. En inhibant ’action de cette enzyme, le shikimate s’accumule dans les tissus de la
plante, perturbe ainsi les apports en énergie et nutriments et conduit a court terme a une

destruction du végétal.
Le tableau 5 montre les paramétres physico chimiques du glyphosate :

e La solubilité : I’herbicide est modérément soluble dans I’eau (10 a 12 g/L 4 20°C et pH 2) et

insoluble dans la plupart des solvants organiques.

e La réactivité : le glyphosate est un produit chimique stable. Cet herbicide peut réagir
vivement avec les bases fortes ; la réaction est exothermique. Cette substance chimique

attaque le fer et I’acier galvanisé en libérant de ’hydrogene.

e La décomposition : par la combustion, ce pesticide se décompose en dégageant des fumées
toxiques contenant notamment des oxydes d’azote, des oxydes de phosphore et des oxydes de

carbone.

Le glyphosate est modérément soluble dans I’eau .Pour accroitre sa solubilité, 1’industrie
chimique prépare les spécialités en dispersion aqueuse diluée sous forme de de sel
isopropylamine de N-(phosphonométhyl) glycine. Cette substance est trés soluble dans 1’eau
(1050 g/L a 25°C).
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Tableau 4: Caractéristiques physico chimique du glyphosate (Worthing et Hance, 2000)

Caractéristiques Identifications/Valeurs
Non chimique N- (phosphonométhyl) glycine
Forme Cristal
Couleur Blanc
Odeur Inodore
Formule chimique C3HgNOsP
Masse moléculaire (g/mole) 169.1
Densité (g/mole) 1.74
Point de fusion (°C) 200
Point d’éclair (°C) >93 (vision)
Pression de vapeur (mm Hg a 25°C) <7.510°
Solubilité dans 1’eau (mg/1 a 25°C) 12000
Solubilité dans les solvants organiques | Insoluble dans la plupart des solvants organiques
Coefficient d’adsorption (K) 16.5
Constante de dissociation (pka) <2;2.6;56¢et10.6

V.4.2 Utilisation du glyphosate dans le monde

En 1950, le glyphosate est synthétisé pour la premiere fois par un chimiste suisse Dr Henri
Martin (Benbrook, 2016). C’est en 1970 que John Franz, chimiste employé de Monsanto, a
identifié I’activité herbicide du glyphosate puis il a été introduit sur le marché sous le nom

commercial de Roundup dés 1974.

Pendant plus de deux décennies, le glyphosate est est resté 1’un des herbicides les plus utilisés
et les plus vendu au monde (Baylis, 2000) avec une production de 1 065 000 t/an en 2017
(Tableau 6). Le glyphosate est utilisé en agriculture, en horticulture, viticulture, sylviculture et
en maintenance des jardins et espaces vert. Sa consommation mondiale a été multipliée par
pres de 10 depuis la moitié des années 90, passant ainsi, de 56.296 tonnes d’ingrédient actif en
1994 a 825 804 tonnes metriques en 2014 (Benbrook, 2016).

En Etats-Unis uniquement, plus de 1,6 milliard de kilogrammes de glyphosate actif ont été
exploités, soit 19 % de I’utilisation mondiale de cet herbicide. De méme, le glyphosate est

I’herbicide le plus vendu au Canada (Santé canada, 2016) et au Québec (Mathieu et Faucher,
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2016). En 2017, ce pesticide représentait prés de 27% des herbicides employés en Belgique,
ce qui correspond a pres de 2334 tonnes de glyphosate.En 2017, la production mondiale du
glyphosate atteignait 1.065.000 tonnes. La production de ce produit phytosanitaire se
concentrait en Chine et en Inde (Research and Market, 2018). Selon The Global Glyphosate
Market, pour la période prévisionnelle 2019-2024, le marché mondial du glyphosate devrait
atteindre 12,54 milliards de dollars d’ici 2024, avec un TCAC de +6,8 %. Entre 2019 et 2024,
on estime que la croissance de marché sera la plus rapide en Amérique du Nord. Le marché le
plus grand pour ce pesticide est sur la région Asie Pacifique. L’Europe reste un marché faible

pour le glyphosate.

Tableau 5: Production mondiale de glyphosate (IARC, 2015 ; Research and Market, 2018)

Année 2008 2011 2012 2017
Volume de 600 000 650 000 720 000 1 065 000
glyphosate

en tonne

V.4 .3 Situation actuelle de 1’utilisation du glyphosate au Maroc

Au Maroc, le glyphosate est parmi les herbicides les plus employés en agriculture. Une
enquéte menée par Maftouh et al., 2017 a montré que le glyphosate est parmi les substances
actives les plus exploitées dans la région du Gharb. De méme, ce produit phytosanitaire est le
plus utilisé dans la province de Meknés occupant la premiere place avec 15,22% (Maldani et
al., 2017).

Au Maroc, le glyphosate est utilisé pour le traitement non sélectif des vergers d’oliviers,
d’agrumes et d’arbres fruitiers ainsi que des parcelles en post récolte des cultures céréales,
betterave a sucre, maraichage (Baye et al., 2007). Cet herbicide est généralement utilisé pour
le désherbage total avant remise en culture et pour lutter contre les plantes parasites comme
I'orobanche de la féve et la morelle jaune (Janati , 1976; Schmitt et al. 1979 ; Schluter et Aber
1980 ; Mabsout et Saadaoui , 1996).

V.4.4 Présence du glyphosate dans 1’environnement

L’usage massif, non contrdlé et mal maitrisée du glyphosate peut engendrer la contamination
de I’environnement par ces substances chimiques. Ceci a des effets néfastes sur la faune et la
flore qui hébergent ces écosystémes. En raison de I’utilisation irrationnelle du glyphosate,

certains végétaux ont progressivement engendré une résistance croissante face a cet herbicide.
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La présence du glyphosate dans les sols est possible. Les études Laitinen et al. (2006) et
Mamy et al. (2008), ont montré que le glyphosate peut persister dans les sols plusieurs
semaines. Les résultats de 1’étude Silva et al. (2018), ont montré une présence élevée du

glyphosate dans la partie superficielle des sols avec 21% dans les échantillons étudies.

Par ailleurs, d’autres études ont démontré la présence du glyphosate dans les milieux
aquatiques (Robichaud et Rooney, 2021) sous influence de précipitations (Vereecken, 2005;
Borggaard et Gimsing, 2008) de pulveérisation accidentelle et de ruissellement des terres
agricoles (Struger et al., 2015 ; Montiel-Leon et al., 2019) . Plusieurs études ont montré que
le glyphosate a été détecté dans des eaux naturelles soit de surfaces ou souterraines de
plusieurs pays (Trudeau et al., 2011 ; Horth, 2012 ; Battaglin et al., 2014, Majewski et al.,
2014 ; Giroux, 2015).

En France, des mesures menées entre 2014-2018 pour le glyphosate, ont relevé des
concentrations supérieures a la limite comprise entre 0,01 et 5ug/L dans les eaux de surface
(Inris, 2020). De méme, cet herbicide a été detecté dans les eaux souterraines avec des

dépassements annuels de la norme de qualit¢ de 1’eau souterraine pour les pesticides.

(ANESS, 2018).

Selon ’OMS, 1994, le glyphosate est peu soluble dans 1'air en raison de sa faible pression de
vapeur saturante (inférieure @ 10 Paa25°C). Mais on peut le trouver sous forme
d'aérosol ou fixé sur des poussieres issues de sol poudreux. En 2011, les résultats de 1I’étude
Chang et al., ont montré une fréquence de détection du glyphosate variant de 60 a 100 % dans
lair .Le taux de glyphosate dans I'air variait de moins de 0,01 & 9,1 ng/m? dans I'air.

V.4.5 Comportement du glyphosate dans I’environnement

La majeure partie des quantités de pesticides apportées, lors du traitement des cultures, atteint
le sol suite a I’applicage direct de ces substances phytosanitaires ou le lessivage de la pluie.
Le sol occupe une position principale dans la régulation du devenir des pesticides dans

I’environnement (Barriuso et al., 1996).

V.4.5.1 Comportement dans le sol

Les conditions pedologiques et climatiques affectent la présence et la persistance du

glyphosate dans le sol (Tomlin, 2009). Des valeurs comprises entre 2 et 197 jours de la demi-

vie médiane du glyphosate ont été rapportées (Giesey, 2000). Cet herbicide est relativement
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stable a la décomposition chimique et photographique (RED, 1993). Le glyphosate se
dégrade seulement sous I'action microbienne du sol produisant ainsi de produits principaux :
I’acide aminométhylphosphonique (AMPA) et l'acide glyoxylique. Ces deux composants
sont ensuite dégradés en dioxyde de carbone (Roberts, 1998).

V.4.5.2 Comportement dans I’eau

L’herbicide glyphosate a un faible potentiel de contamination des eaux souterraines en raison
de ses fortes propriétés d'adsorption. Selon la littérature, cette substance chimique peut
contaminer les eaux de surface par I'érosion du sol (EPA, 1993), les précipitations
(Vereecken, 2005; Borggaard et Gimsing, 2008) les pulvérisation accidentelle et le
ruissellement des terres agricoles (Struger et al., 2015 ; Montiel-Leon et al., 2019). La demi-
vie médiane du glyphosate dans I'eau varie de quelques jours a 91 jours (Tomlin, 2009).

V.4.5.3 Comportement dans 1’air

Le glyphosate est stable et peu soluble dans l'air. Selon ’OMS, 1994, sa pression de vapeur
saturante est inférieure & 10> Pa a 25 °C. (Allant de 1,84 x 10-7 mmHg & 6,75 x 10-8 mmHg
a 25 °C).

V.4.6 Toxicité du glyphosate
V.4.6.1 Toxicité chez les animaux
V.4.6.1.1 Toxicité aigue

De nombreuses €tudes ont été menées pour déterminer 1’effet du glyphosate chez les animaux.
Les deux études Fink et Beavers (1978), ont révélé une CLsoalimentaire sur 8 jours supérieurs
a 4000 ppm pour les canards colverts et les colins de Virginie. Le glyphosate a une légere

toxicité sur les deux espéces étudiées.

Les principaux signes de toxicité aigué observes chez le rat sont des difficultés respiratoires
(la CLso est supérieure a 5 mg/L d’air inhalé pour une exposition de 4 heures), une dépression
cardiaque (la DLsp orale du POEA est de 1200 mg/kg) une réduction de I’activité. (Picque,
2016). Par voie cutanée, le glyphosate associé¢ a son sel d’isopropylamine, ont une DLsg

supérieure a 2000 mg/kg de poids corporel chez le rat et le lapin (Picque, 2016).

De méme, le glyphosate affaibli la capacité de I’abeille domestique a s’orienter pouvant
causer sa mort par inanition (Balbuena et al., 2015). L’étude Vencill (2002) montre que la
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CLso des vers de terre dans le sol est supérieure a 5000 ppm pour le produit formulé par

Monsanto, le Roundup®.

Selon littérature scientifique, les résultats des études montrent que le glyphosate présente une

faible toxicité aigué vis-a-vis les animaux.

V.4.6.1.2 Toxicité subchronique et chronique

Une exposition par voie orale chez une population de rats et de souris pendant 13 semaines, a
montré des Iésions microscopiques au niveau des glandes salivaires, avec des altérations
cytoplasmiques et des hypertrophies des cellules acineuses. De méme, les expérimentations
ont révelé que le glyphosate a un effet toxique sur les deux systéemes hépatobiliaire et gastro-
intestinal. L’étude a rapporté une augmentation du poids du foie, la présence d'acides biliaires
dans le sérum, I’augmentation des phosphatases alcalines et des transaminases (ALAT,

ASAT), la présence de diarrhée et réduction du poids des individus. (Chan et Mahler, 1992)

Pendant 21 jours, I'application cutanée du glyphosate, chez le lapin a une dose journaliere de
5000 mg/kg et chez le rat a une dose journaliéere de 1000 mg/kg, a révélé une irritation

cutanée a partir de 1000 mg/kg/j chez le rat et de 5000 mg/kg/j chez le lapin (Cox, 1995).

Les études de 1’évaluation de la toxicité chronique du glyphosate (exposition pendant 2 ans),
montrent que I’herbicide a un effet toxique a long terme. Des rats ont été nourris avec un
régime alimentaire contenant du glyphosate. Des effets toxiques ont été observés pendant la
durée d’exposition. Une diminution du gain de poids corporel, une augmentation du poids du
foie avec des troubles hépatiques (diminution de ph urinaire, une inflammation chronique des
reins) une augmentation des signes de cataractes et d'anomalies du cristallin ont été rapportés
dans 1’étude Stout et Ruecker (1990). La NOEC est de 362 mg/kg/jour pour les males et de
457 mg/kg/jour pour les femelles.

Pendant deux ans, des rats ont été nourris avec des régimes qui contiennent cet herbicide a des
doses de 0, 100, 300 ou 1000 mg/kg/jour. Apres 52 semaines, on a observé que certains rats
ayant recu la dose la plus élevée présentait des glandes salivaires hypertrophiées avec des
modifications cellulaires. La NOEC est de 100 mg/kg/jour (Atkinson et al., 2004).
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V.4.6.2 Cancerogenicité du glyphosate

En mars 2015, le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a classé le
glyphosate comme étant probablement cancérogene pour I’homme (Groupe 2A). L’évaluation
de la cancérogeénicité du glyphosate a été déterminée par des 17 experts de 11 pays au centre
CIRC a partir de la littérature (Guyton et al., 2015). De méme, en mars 2015, 1I’Organisation
mondiale de la Santé (OMS) a classé le glyphosate comme substance « probablement
cancérogéne pour I’homme ». (World Health Organization, 2015 ; International Agency for

Research on Cancer, 2017).

L'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) introduit pour la premiere fois une
Dose Aigué de Référence (la quantité pouvant étre ingérée sur une courte période sans effet
nocif pour la santé) qui a été fixée a 0,5 mg/kg de poids corporel par jour.

En 30 juin 2021, I'Inserm (Institut national de la santé et de la recherche médicale) affirme
qu’il existe un lien entre l'exposition professionnelle du glyphosate et six maladies
graves. Parmi ces pathologies, on trouve trois types de cancer (prostate, lymphomes non
hodgkiniens, myélomes multiples), la maladie de Parkinson, les troubles cognitifs et la BPCO
qui est une maladie respiratoire évolutive (Inserm, 2021).

V.4.6.3 Toxicité chez les espéces aquatiques

Malgré les fortes doses nécessaires du glyphosate pour déterminer un effet létal chez plusieurs
vertébrés aquatiques et terrestres, certaines espéces de poissons et d’invertébrés aquatiques
sont plus sensibles a I’exposition de cet herbicide (Bradberry et al., 2004). Ci- dessous, les
tableaux résument quelques études concernant la toxicité aigiie et chronique du glyphosate

chez différentes espéces vivant dans les milieux aquatiques.

40



Tableau 6: Toxicité aiglie des plantes, algues et bactéries aquatiques

Milieu Espéce Concentration | Valeur Référence
d’effet mg/L
Eau Chlorella pyrenoidosa ECso (96h) 3,5 UK Environmental Agency, 2010
douce | Navicula pelliculosa ECso (120h) 17 US EPA, 2013
Pseudokirchneri ella | ECso (120h) 14 US EPA, 2013
costatum ECso (14)) 12,4 US EPA, 2013
Lemna gibba ECso (48h) 8,1 Zhang et al., 2018

Microcystis aeruginosa

Milieu | Skeletonema costatum ECso (168h) 0,77 US EPA, 2013

marin

Tableau 7: Toxicité aigle des invertébrés aquatiques

Milieu Espéce Concentration | Valeur Référence
d’effet mg/L

Eau Daphnia magna ECs (48h) 8,9 Hansen et Roslev , 2016
douce ) ] ]

Tetrahymena pyriformis ECso (40h) 648 Tsui et Chu, 2003
Milieu | Americamysis bahia LCso (96h) 40 E.C., 2002
marin .

_ ECso (48 h) 35,3 Tsui et Chu, 2003
Acartia tonsa
ECso (48 h) 62 Folmar, 1979
Gammarus pseudolimnaeus

Tableau 8: Toxicité aigle des vertébrés aquatiques (poissons)

Milieu Espeéce Concentration | Valeur Réference
d’effet mg/L

Eau Clarias gariepinus LCso (96h) 300 Erhunmwunse et al., 2018

douce
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Lepomis macrochirus LCsp (96h) 45 US EPA, 2013
Oncorhynchus mykiss LCso (48h) 140 US EPA, 1993
ECso (48h) 17,5 Rodrigues et al., 2016
Milieu | Cyprinodon variegatus LCso (96h) 240 US EPA, 2013
marin
Tableau 9: Toxicité chronique des plantes et algues aquatiques
Milieu Espéce Concentration Valeur Référence
d’effet mg/L
Eau Lemna gibba NOEC (168 h) 7,56 US EPA, 2013
douce
_ ) NOEC (168 h) 19,1 US EPA, 2013
Navicula pelliculosa
NOEC (120 h) 10 US-EPA, 2013
Pseudokirchneriella
costatum
Milieu | Skeletonema NOEC (168 h) 0,28 US EPA, 2013
marin | costatum
Tableau 10: Toxicité chronique des invertébrés aquatiques
Milieu Espéce Concentration | Valeur Référence
d’effet mg/L
Eau Daphnia magna NOEC (21)) 1.35 Cuhraetal., 2013
douce
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Tableau 11: Toxicité chronique des vertébrés aquatiques (poissons)

Milieu Espece Concentration | Valeur Référence
d’effet mg/L
Eau Oncorhynchus mykiss NOEC (21)) 150 AGRITOX,
douce 2013
) _ US-EPA, 1993
Pimephales promelas NOEC (254j) | 25,7
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Partie Il

MATERIELS ET METHODES

I. ENQUETES SUR L’UTILISATION DES PESTICIDES NOTAMMENT LE
GLYPHOSATE DANS LA REGION RABAT-SALE-KENITRA

I.1. Points d’enquétes sur terrain

Malgré les difficultés rencontrées lors de nos enquétes, nous avons pu rassembler le
maximum de renseignements sur 1’usage des pesticides utilisés par les agriculteurs de la
région de Rabat-Salé-Kénitra. Le choix de ces points d’étude est baseé sur la forte densité de
production agricole. Points d’enquétes sur terrain sont: Ain Aouda, Rommani, El Oulja,
Sehoul, Dar Sekka, Safae, Nkhakhsa, Dzira, Wade zayane, Wlade laarbi, Mnassera, Sidi
Yahya Lgharb, Sidi Alal Tazi, Kammouni, Lalla Mimouna, Souk larbaa et Moulay
Bousselham.

Figure 18: Photos de quelques points visités dans la région d’étude

1.2 Fiche questionnaire et type d’informateur

Pour que nos résultats soient plus significatifs, nos enquétes ont été réalisées a 1’aide de 70

fiches questionnaires durant ’année 2019.

Notre fiche questionnaire (Annexe 2) comporte le numéro de série, la date, une partie
concernant le profil de I’informateur a savoir son niveau d’étude et son revenu mensuel. Une
autre partie concernant le pesticide a savoir le genre utilisé, la dose utilisée, le type de

maladie.
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Lors de nos enquétes, nous avons essayé¢ de questionner plusieurs types d’informateurs :

- Les agriculteurs qui ont hérité leurs connaissances agricoles de leurs parents,
- Les ingénieurs agricoles qui ont recu une formation scientifique,

- Les vendeurs locaux car certains agriculteurs n’arrivaient pas a se souvenir du nom

des pesticides utilises.

Un traitement informatique a I’aide de Microsoft Office Excel 2007, nous a permis d’analyser

les données recueillies lors de nos enquétes dans la ville de Rabat-Salé-Kénitra.
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Il. SUBSTANCE ETUDIEE

Pour ce travail, nous avons utilisé une substance de référence le bichromate de potassium
(K2Cr,07), d’autre part un herbicide contenant 480 g/L du glyphosate qui représente le sujet

de ce mémoire.

Les substances de référence sont essentiellement destinées a servir de base comparative avec
les mesures biologiques pratiquées sur les échantillons complexes dont la composition est trés

imparfaitement connue.

Le bichromate de potassium (K,Cr,O;) a été utilisé comme substance de référence pour la
validation du test des daphnies (selon la norme ISO 6341, 2014) et le test des poissons zebres
(selon la norme ISO 15088, 2007). Cette substance est utilisée pour le contréle de la

sensibilité du réactif biologique et de 1’applicabilit¢ du mode opératoire.

Le glyphosate a été utilisé dans les tests de toxicité aquatique au sein de notre laboratoire pour
définir son impact sur I’environnement aquatique en utilisant deux espéces Daphnia magna et

Danio rerio.

I1.1 Toxique de référence

Afin de vérifier la sensibilité¢ des organismes tests et la conformité d’application des modes
opératoires au sein du laboratoire centrale de contr6le de qualité des eaux ONEE-branche eau,
des vérifications réguliéres ont été établies avec la substance de référence le dichromate de
potassium (K,C,rO-). Des analyses par cette substance ont été réalisés ou au moins deux fois
par ans pour réaliser le diagramme de contréle en calculant les limites inferieures et

supérieures de surveillance.

La substance de référence est préparé a partir de dichromate de potassium (Sigma-Aldrich,
pureté> 99%). La solution meére est préparée sur la base de 100 mg de substance diluée dans
1L d’eau distillée, soit une concentration finale de 100 mg /L. Cette solution est ensuite
homogénéisée par 1’agitation magnétique pendant 10 minutes et stockée dans un flacon en
verre ambré et conservée a 4°C. L’ajout de 1 mL de solution d’acide chlorhydrique (HCI) est

nécessaire pour tamponner le pH (Annexe 3).

Des bioessais préliminaires sont réalises avec K,Cr,O7 en vue de définir la gamme de dilution

définitive a tester.
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Pour les bioessais définitifs, une gamme de six concentrations est retenue pour les deux tests
Daphnia magna (0 mg/L; 0,1 mg/L; 0,2 mg/L; 0,4 mg/L; 0,6 mg/L; 0,8 mg/L et 1,6 mg/L) et
Danio rerio (120-156-203-264-343-446 mg/L).

11.2 Solution testée

Dans cette étude, le glyphosate utilisé est une solution aqueuse d’un herbicide qui contient
480 g/L de glyphosate sous forme de sel d'isopropylamine vendu dans le marché marocain.
Le choix de cet herbicide est du a son utilisation massive par les agriculteurs et les sociétés

agricoles.
e Fournisseur : Coopérative agricole Dow Agrosciences (Drusenheim, France)

e Distributeur : société agricole PROMAGRI (Casablanca, Maroc).

Pour préparer une solution mére de concentration (100 mg/L), nous avons pris un volume de
20 pL de I’herbicide commerciale, que nous avons dilué¢ directement dans 100 mL d’eau
distillée. Les différentes dilutions sont faites quant a elles avec le milieu d’¢levage de chaque
espéce. La solution mére (100 mg/L) est fraichement préparée avant chaque renouvellement

du milieu d’essai.
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1. CHOIX DES MODELES BIOLOGIQUE EN ECOTOXICOLOGIE

L’utilisation d’un organisme dans le domaine de la recherche scientifique pour 1’évaluation de
I’écotoxicité aquatique suppose qu’il répond a certains critéres : La sensibilité, la facilité

d’¢levage, la rapidité, la simplicité de mise en ceuvre, la répétabilité et la reproductibilité.

Le choix de I’utilisation de Daphnia magna est favorisé par la facilité de son élevage au
niveau des laboratoires, sa visibilité a I’ceil nu, sa production de jeunes réguli¢re est assez
élevée, sa reproduction asexuée par parthénogenése qui permet d’assurer une population
génétiquement stable, sa sensibilité vis-a-vis les polluants toxiques (Adema., 1978; Slooff et
al., 1983 ; Kimerle., 1985, Persoone et Janssen, 1993) et son cycle de vie assez court qui

permet de suivre I’effet des polluants sur plusieurs générations.

Tableau 12 : Normes utilisant Daphnia magna dans les essais de toxicité aquatique

Stage de Points Caracteres Temps Norme Année
vie toxicologiques toxicologiqu
es
Juvéniles Inhibition de la Lethal 24h-48h | AFNOR 1996
mobilité ASTM 2012
OCDE 211 2012
ISO 6341 2014
CEAEQ 2016
Juveniles- | Croissance de la | Lethal 21 jours | OCDE 211 2011
adulte population et la Sub-lethal ISO 10706 2014
reproduction

Par ailleurs, le choix du poisson Danio rerio est favorisé par la simplicité¢ de 1’élevage en
aquarium (colt d’installation faible suite a la petite taille des poissons zebres), un cycle de vie
court (maturité sexuelle en trois mois), une fertilité grande (plusieurs ceufs par ponte), la
transparence des ceufs qui facilite leur manipulation en tests de toxicité , la perméabilité du
chorion aux produits toxiques , la rapidité de I’embryogéneése (éclosion entre 48-72 heures), la
sensibilité envers les substances toxique (Hill et al., 2005; Scholz et al., 2008; Strahle et al.,
2012).

Plusieurs normes recommandent cette espece comme modele biologique pour 1’évaluation de

la toxicité d’effluent et de substances chimiques (Tableau 14).
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Tableau 13 : Normes recommandant Danio rerio pour les essais de toxicité aquatique

Stage de Points Caractéres Temps Norme Année
vie toxicologiques toxicologiqu
es
Embryo Coagulation des Lethal 48h-96h | DIN38415-T6 2002
ceufs OECD 2006
Développent des 1ISO15088 2007
somites
Détachement de OECD236 2013
la queue
Battement du
caeur
Embryo Mortalité Lethal 8-10 jours | OECD 212 1998
Pré-larve cumulative Sub-lethal ISO 12890 1999
Eclosion
Pré-larve taille et
poids
Anomalie
Embryo Mortalité Lethal 30-32 OECD 210 1992
Pré-larve cumulative Sub-lethal jours ASTM E1241-98 | 1992
larve Eclosion
Pré-larve taille et
poids
Anomalie
Poisson Vitellogenin Détection de | 21 jours | OECD230 2009
adulte certains
endocrines
actives
substances
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IV. L’ESPECE DAPHNIA MAGNA

IV.1 Conditions de culture de ’espéce

L’¢levage de Daphnia magna utilisées dans les bioessais est maintenue dans le laboratoire
ONEE-branche eau accredité conformément a la norme NM ISO 17025 depuis 2005. Les
daphnies du clone 5 ont été obtenues a partir d'une culture du laboratoire de toxicologie et
d’ecotoxicologie de MEDZ (France).

L’utilisation des daphnies dans les bio-essais nécessite une planification avancée pour

I’¢élevage :

- Uncontréle de la lumiére, pH et la température,
- Une quantité de nourriture nécessaire pour la croissance de 1’espéce,

- Une eau d’¢élevage de bonne qualité.

Figure 19: Salle d’¢levage des daphnies au sein du laboratoire ONEE

Dans le laboratoire des analyses écotoxicologiques de la direction de controle de la qualité des

eaux, les conditions d’¢élevage sont les suivantes :

- Eau d’élevage : L’ecau d’¢levage doit avoir un pH de 7.8 = 0.2, une dureté totale de
250 = 25mg/L et une concentration en oxygéne dissous supérieur a 80% de la
saturation dans I’air (Annexe 4).

- Température : L’élevage se fait dans une salle a température controlée en mesure de
fournir une température de 20°C + 2°C.

- Lumiére : L’éclairement au niveau de notre laboratoire est un éclairement naturel.
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Alimentation : Les daphnies sont nourries quotidiennement avec une nourriture
naturelle constituée de culture algales et une nourriture synthétique (Annexe 5).

" Nourriture algale : Dans notre laboratoire, deux especes sont utilisées

combinées : 9.10° cellules de Chlorella pyrenodoisa / jour /daphnie et 1,25.10° cellules
de Scenedesmus subspicatus / jour /daphnie.

Figure 20: Incubation des cultures algales

" Nourriture synthétique : Elle est constituée d’un mélange de volume

de trois solutions : Solution de Tetramin (nourriture de poisson broyée), solution de

levure seche et solution de cerophylle (feuilles de céréales déshydratées).

Figure 21: Préparation de la nourriture synthétique
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- Renouvellement : Trois fois par semaine le milieu d’élevage des daphnies est
complétement renouvelé. Le renouvellement a pour objectif d’améliorer la qualité des

daphnies et éliminer tous genre de risque.

V.2 Test de toxicité aigle de Daphnia magna

Le test d’inhibition de la mobilit¢ de Daphnia magna a été réalisé en appliquant les
recommandations de la norme marocaine ISO 6341 (2014) (Annexe 6-1). Les tests sont
réalisés en utilisant des juvéniles agés de moins de 24h.

C’est un test de toxicité a court terme qui vise a déterminer la concentration provoquant
I’immobilité chez les daphnies au bout de 24 heures d’exposition.

On place cinq néonates dans un tube de verre de 15 ml contenant 10 ml de I’eau d’élevage et
la concentration de toxique désirée.

Pour chaque concentration, quatre répliquas sont réalisés en plus du témoin. L’essai se
déroule dans un systéme statique (sans renouvellement) et les jeunes daphnies ne sont pas

alimentées. Cette exposition se déroulera sous un cycle jour/nuit de 16 h/8h.

Solution Stockée

_ f —_— )
| ( j
\;o? \y \_07 /{_)\; AP0
Série de dilutions Gamme de concentration Mise en contact
(4 tubes / répliques) 5 daphnies’ concentration

Eau de dilution
Figure 22: Schema de dispositif experimental pour la réalisation de test aigue

(Daphnia magna)



Aprés 24h et 48h d’exposition, on observe 1I’'immobilité. Les daphnies sont considérées
immobiles si elles ne bougent plus aprés 15 secondes d’une 1égére agitation du tube méme si
elles remuent les antennes (Environnement Canada, 2007).

La validité de I’essai de toxicité aigué dépend de trois critéres :

- Lateneur en oxygene dissous doit étre supérieure a 2 mg/l a la fin du test.

- Le pourcentage d’immobilisation dans les témoins doit étre inférieur a 10%.

- La concentration effective qui induit I’immobilité de 50% des daphnies CEsq (24h)
pour la substance de référence (Bichromate de potassium) doit étre comprise entre 0,6
et 1,7 mg/l.

Selon la norme, la gamme de concentrations mesurées des substances toxiques dans le test
aigue est :

- Pour le Bichromate de potassium (K,Cr,0-): 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 et 1,6 mg/L.
- Pour le glyphosate: 0, 8, 10, 11, 12, 14, 16,18 mg/L.

Figure 23: Dispositifs expérimental de 1’essai aigue sur Daphnia magna

V. 3 Test de toxicité chronique de Daphnia magna

La norme marocaine ISO 10706 (2014) a mis en place des tests d’écotoxicité pour la
détermination de la toxicité a long terme de substances vis-a-vis de Daphnia magna Straus,

qui permet d’évaluer 1’effet d’un toxique sur la reproduction et le taux de croissance chez la
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population de 1’espéce, sur une période de 21 jours d’exposition (Annexe 6-2). Les tests sont

réalisés en utilisant des jeunes femelles de Daphnia agées de moins de 24h.

On place les néonates individuellement dans des récipients en verre contenant 50 ml de 1’eau
d’¢levage, de la nourriture et de la concentration de I’élément toxique désirée. Les daphnies
sont nourries par une algue verte Scenedesmus subspicatus /jour/daphnie
(10’cellules/daphnie/jour), et 50 pl de la nourriture synthétique chaque fois que les solutions
sont renouvelées.

Pour chaque concentration, 10 répliquas sont réalisés en plus de témoin. Le milieu est
renouvelé 3 fois par semaines pendant toute la durée du test. L’exposition se déroule sous un
cycle jour/nuit avec une photopériode de 16 h.

Cependant la gamme de concentrations mesurées des substances utilisées dans le test
chronique est : 0, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5, 5.5 mg/L.

Les parameétres exploités a partir de cet essai sont :

Le taux de survie des animaux parents (les daphnies méres vivantes aprés 21
jours),
- Le jour de la premiére ponte,

- Le nombre total de descendants produit par animal parent,
- Le nombre de pontes par meére,
La survie, la croissance et la capacité reproductrice des parents exposés aux substances
toxiques sont comparées a celles des témoins, afin de déterminer la concentration minimale
avec effet observé (LOEC) et la concentration sans effet observé (NOEC) pour chaque
parametre.
La validité du test chronique dépend des critéres suivants :
- La mortalité¢ des animaux parents ne dépasse pas 20% a la fin de I’essai,
- Le nombre moyen de descendants produits par animal survivant a la fin de 1’essai est

>60.
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Figure 24: Dispositifs expérimental de test chronique sur Daphnia magna

6 Concentrations
Dix Répliques
Une Daphnie / Concentration / Témoin
10’ cellules de Scenedesmus subspicatus / daphnie / jour

50 pl de nourriture synthétique

N.B : Les daphnies sont incubées dans les mémes conditions que celle pour les cultures méres

(mémes conditions d’élevage).
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V.4 Test de multigénérations

L’introduction des pesticides dans les milieux aquatiques peut avoir des effets chroniques a la
fois au niveau de I'individu et de la population entrainant probablement une perturbation de la
santé de ces écosystemes. Dans le test standard de la reproduction chez Daphnia magna,
I’évaluation de la toxicité des substances chimiques se manifeste chez la population mais ils
ne prennent pas en considération 1’état de santé de la descendance. Le lancement d’un
nouveau test de reproduction sur des individus de la deuxiéme génération serait nécessaire
pour mieux approcher 1’effet du toxique de la substance testée sur la population (Hammers-
Wirtz et Ratte., 2000).

Pour cette raison, la toxicité chronique de I’herbicide glyphosate a été évaluée a travers cinq
générations du crustacé. Les individus de la génération parentale (FO) et des générations
descendants (F1, F2, F3, F4) sont exposés au glyphosate a des concentrations de 1,5 a 5,5
mg/L.

La génération parentale (FO) est obtenue par exposition de 10 néonates (<24h) par
concentration de glyphosate et par témoin. On place les néonates individuellement dans des
récipients en verre contenant 50 ml de I’eau d’¢élevage, de la nourriture et de la concentration
de I’élément toxique désirée. Les daphnies sont nourries par une algue verte Scenedesmus
subspicatus /jour/daphnie (10’cellules/daphnie/jour), et 50 pl de la nourriture synthétique
chaque fois que les solutions sont renouvelées.

Pour chaque concentration, 10 répliquas sont réalisés en plus de témoin. Le milieu est
renouvelé 3 fois par semaines pendant toute la durée du test. L’exposition se déroule sous un
cycle jour/nuit avec une photopériode de 16 h.

Les populations des générations filles (F1, F2, F3, F4) sont obtenues & partir de la 2°™ ,3°™
4°™ et de la 5°™ ponte des méres de la génération parentale (FO). La méme démarche est
réalisée pour les tests des générations filles. Pour la génération parentale F0, 1’exposition dure
21 jours. Pour les générations filles le temps d’exposition est réduit a 14 jours.

La survie et la reproduction sont suivies pour mesurer les effets sur les différentes

générations.
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V. L’espéce Danio rerio

V.1 Condition de culture de ’espece

L’élevage des poissons Danio rerio utilisées dans les tests est maintenu dans le laboratoire
ONEE-branche eau accrédité conformément a la norme NF ISO 15088 (2007).

e — -

2 7 \ N

Figure 25: Salle d’¢élevage des poissons zébres au sein du laboratoire ONEE

Dans le laboratoire des analyses écotoxicologiques de la direction de contrdle de la qualité des

eaux, les conditions d’¢élevage sont les suivantes :

Eau d’élevage : L’eau d’¢levage doit avoir un pH de de 7,8 £ 0,2, une dureteé totale de
300 mg/L et une concentration en oxygeéne dissous supérieur a 90% de la saturation

dans ’air. Dans notre laboratoire I’eau de culture est une eau déchlorée.

Température : L’élevage se fait dans une salle a température contr6lée en mesure de

fournir une température de 23 °C + 2 °C.
Lumiére : L’éclairement au niveau de notre laboratoire est un éclairement naturel.

Alimentation : Les poissons zebres sont nourris quotidiennement avec une nourriture
naturelle constituée de daphnies et une nourriture synthétique (1g/60poissons/jour).

Renouvellement : Un systéme de différents types de filtres est utilisé pour éliminer

les impuretés et maintenir la qualité de 1’eau d’élevage. L’exces de la nourriture et les
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déchets des poissons sont nettoyés chaque jour (Voir la norme 1SO15088). Une fois
par mois 1’eau des aquariums des poissons zebres est complétement renouvelée.

V.2 Conditionnement des poissons zébres adultes pour les tests de toxicité

Les géniteurs méles et femelles utilisés dans les essais sont stockés dans deux aquariums
différents de 100 litres contenant de 1’eau d’¢élevage a une température de 27°C £ 1, un pH de
7,8 £ 0,2, un rythme fixe lumiere-obscurité 16/8h et une concentration en oxygeéne dissous
supérieur a 80%.

Les poissons sont nourris quotidiennement jusqu’a 24h avant le début de 1’essai, avec une
nourriture vivante (Daphnia magna) et une nourriture commerciale seche(Tetramin).

Selon les recommandations de la norme ISO 15088, le conditionnement des poissons utilisés
dans les tests de toxicité a duré au minimum 12 jours avant le début de 1’essai. Au bout de 2
semaines, les males ont un reflet doré profond et les femelles sont plus grandes distendues
par des ovules.

Figure 26: Conditionnement des géniteurs

V.3 Reproduction des géniteurs

Les poissons zébres adultes utilisés pour la reproduction suivent les criteres suivants :

e 4gés de 6 mois a 12 mois
e une longueur moyenne de 30 £ 5 mm

e un poids humide moyen égal 40,3+ 0,1 ¢
58



e unratio de 2:1 (males : femelles)

L’aquarium de reproduction est rempli d’eau fraiche déchlorée d’une température de 27 °C.
A l'intérieur du bac, on installe un récipient reposant au fond de chaque aquarium recouvert
d’un grillage laissant aux poissons un espace de nage d'un volume d'environ 1 litre. Ce
systeme permet aux ceufs de tomber au fond du récipient et de les conserver de la prédation
des géniteurs. Dans I’aquarium de reproduction, on ajoute les femelles le matin et les males le
soir. On nourrit les poissons avec des daphnies.

Le frai est induit par la lumiére du matin et s'achéve aprés l'allumage des lumiéres. Les ceufs
de la ponte sont recueillis une demi-heure aprés 1’éclairage de la pi¢ce. Les ceufs utilisés pour

les tests de toxicité sont vivants et exempts d’anomalies.

Figure 27: Aquarium de reproduction des géniteurs

V.4 Test de toxicité aigle et chronique

Dans cette étude, nous avons réalisé les tests aigues selon la NF 1SO 15088 (2007) pour
évaluer la toxicité a court terme du glyphosate (Annexe 6-3). C’est un test qui vise a
déterminer la concentration provoquant la mortalité chez les embryons du poisson zébre au
bout de 48 heures d’exposition. Un embryon est considéré comme mort :

e |l est coagulé
e La queue n’est pas détachée du jaune

e Le rythme cardiaque n’est pas détectable
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On place les ceufs individuellement dans des tubes en verre contenant 2 mL de ’eau

d’¢levage et de la concentration de I’herbicide désirée. Pour chaque concentration, 10

répliquas sont réalisés en plus de témoin. L’essai se déroule dans un systéme statique (sans

renouvellement) et sans apport de nourriture .L’exposition se déroule sous un cycle jour/nuit

avec une photopériode de 16 h.

La validité de I’essai de toxicité aigué dépend des critéres suivants :

La teneur en oxygene dissous doit étre supérieure a 60% a la fin du test.
Les concentrations de la substance d'essai sont stables tout au long de I'essai.
La mortalité des poissons témoins ne dépasse pas 10 % par réservoir.

La proportion de poissons témoins présentant un comportement anormal ne dépasse
pas 10 % par réservoir.

La CLsp sur 24 heures du produit chimique de référence (K,Cr,0;) pour le stock de
poissons était en accord raisonnable avec les résultats de I'étude.

Cependant la gamme de concentrations mesurées des substances toxiques dans le test

aigue est :

Pour le Bichromate de potassium (K,Cr,07): 120-156-203-264-343-446 mg/L.

Pour le glyphosate: 0, 10, 15, 20, 25, 30 mg/L.

Figure 28: Essai de toxicité aigue des poissons zebres en cours de réalisation
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Ensuite, nous avons réalisé des tests d’exposition au glyphosate durant 10 jours selon la
norme NF ISO 12890 (1989) (Annexe 6-4). Ce test vise a évaluer les effets Iétaux et sublétaux
d’une substance chimique et déterminer ainsi la concentration minimale avec effet observé
(LOEC), la concentration sans effet observé (NOEC) et la CEy. Les parameétres déterminés a

partir de cet essai sont:

e Le pourcentage de mortalité

e Le taux d’éclosion

e Le pourcentage de I’arrét cardiaque

e Le pourcentage de poisson zébre nageant
e Les malformations

Pour la réalisation des tests, on place 10 ceufs dans des aquariums en verre contenant 5L de
I’eau d’élevage et de la concentration du glyphosate testée. Les poissons sont nourris par une
nourriture seche apres la disparition du sac vitellin chaque fois que les solutions sont
renouvelées.

Pour chaque concentration, 3 répliquas sont réalisés en plus de témoin. Le milieu est
renouvelé 2 fois par semaine pendant toute la durée du test. L’exposition se déroule sous un
cycle jour/nuit avec une photopériode de 16 h. La gamme de concentrations mesurées du
glyphosate est : 0, 10, 15, 20, 25, 30 mg/L.

Pour évaluer la toxicité a long terme (30 jours aprés 1’éclosion), des tests chroniques ont été
réalisés selon les recommandations de la ligne directrice OCDE 210 (2013) (Annexe 6-5). Ces
essais visent a déterminer 1’effet toxique d’un produit chimique dissout dans I’eau. La
réalisation de ces tests, nous permet de définir des concentrations importantes dans le
domaine de I’évaluation de la toxicité d’une substance chimique (NOEC, LOEC, ECjy,
EC50). Les paramétres déterminés a partir de cet essai sont les mémes décrites pour
I’exposition de 10 jours au glyphosate.

Pour la réalisation des tests chroniques, on place 10 ceufs dans des aquariums en verre
contenant 5L de I’eau d’¢levage et de la concentration du glyphosate. Les poissons sont
nourris par une nourriture séche aprés 3 jours d’éclosion chaque fois que les solutions sont
renouvelées.

Pour chaque concentration, 3 répliquas sont réalisés en plus de témoin. Le milieu est

renouvelé 2 fois par semaine pendant toute la durée du test. L exposition se déroule sous un
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cycle jour/nuit avec une photopériode de 16 h. La gamme de concentrations mesurées du

glyphosate utilises dans cet essai est : 0, 1, 2, 3, 4 mg/L.

Pour la validité des tests chroniques, les conditions suivantes doivent étre satisfaites :

la concentration d’oxygene dissous doit étre > 60 % tout au long de 1’essai ;

la température de I’eau ne doit varier de plus de + 1.5°C entre les différentes enceintes
expérimentales ou entre deux jours consécutifs ;

le dosage analytique des concentrations experimentales est obligatoire ;

le taux de survie des ceufs fécondés dans les groupes témoins doit étre supérieur ou

¢gal 70% a I’éclosion et 75% apres éclosion.

Figure 29: Essai chronigque des poissons zebres en cours de réalisation
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VI. ANALYSE STATISTIQUE

Pour 1’analyse statistique des résultats obtenus de cette étude, nous avons utilisé trois

programmes statistiques :
= Le logiciel Microsoft Excel : Pour effectuer plusieurs représentations graphiques en se
basant sur les résultats des enquétes effectués dans la région de Rabat-Salé-Kénitra

concernant I’utilisation des pesticides et notamment le glyphosate.

= Le logiciel Probit (PROBIT version 1.5, USEPA, OH, USA) a été utilisé pour
déterminer des concentrations importantes dans 1’évaluation de la toxicité d’un produit

chimique :

- CEsp désigne la concentration de la substance chimique qui cause la mortalité de 50 %
des organismes durant une période d’exposition définie.
- CEjp est la concentration de la substance chimique qui cause la mortalité de 10 % des
organismes durant une période d’exposition définie.
Probit est un modele de régression ou la variable expliquer est quantitative. Cette méthode
statistique est tres utilisée car elle permet la modélisation des variables binaires ou la somme
de ces variables. Elle est trés utilisée en sociologie, en épidémiologie, en finance pour
modélisation de risques (scoring), en marketing quantitatif (achat ou non de services ou de
produits suite a une action) et dans le domaine médical (guérison ou non d'un patient) (Manar,
2008).
= Le logiciel Statistica (STATISTICA version 6 pour Windows, Statsoft, Tulsa, OK,
USA)) a été utilisé pour une interprétation statistique des résultats obtenus lors de cette
¢tude. Ce logiciel détermine deux concentrations permettant de quantifier 1’effet
chronique de la substance chimique testée : la NOEC et la LOEC.
La détermination des différences significatives entre les groupes controles et les différentes
concentrations du glyphosate testées varie selon les données. Si les conditions sont remplies,
on utilise un test parametriqgue, ANOVA a un seul facteur, suivi par le test post hoc de
Dunnett. Par contre si 1'une des conditions n’est pas établie, on utilise un test non
paramétrique, le test de Kruskal-Wallis suivi par le test U de Mann-Whitney. La signification
statistique est établit a p<0,05.
La comparaison entre les differentes générations (FO, F1, F2, F3, F4) est effectuée par le test

exact de Fisher (unilatéral P<0,05).
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Partie 111

RESULTATS

Présentation générale des travaux

L’ensemble des travaux entrepris dans cette étude avait comme but 1’évaluation de 1’effet
chronique du glyphosate sur le milieu aquatique en utilisant comme modéles biologiques
Daphnia magna et Danio rerio et la définition du mode d’utilisation des pesticides surtout le
glyphosate dans la région Rabat-Salé-Kénitra.

Ce travail comporte quatre parties :

I- ENQUETE SUR L’UTILISATION DES PESTICIDES ET DU GLYPHOSATE
DANS LA REGION DE RABAT-SALE-KENITRA

- Définition du mode d’utilisation des différents pesticides dans la région étudiée.

- Utilisation massive du glyphosate dans la zone étudiée.

- Prédominance de la forme sel d'isopropylamine.

II- EFFET DU GLYPHOSATE SUR LA GENERATION PARENTALE ET QUATRE
GENERATIONS SUCCESSIVES de DAPHNIA MAGNA

- Evaluation de la toxicité aigué et chronique de 1’herbicide glyphosate (480/L) sur la survie et
la reproduction de Daphnia magna, une espéce recommandée par la norme 1SO comme étant
une espéce clé représentatif du milieu aquatique. Des concentrations de toxicité importantes
telles que la NOEC et la LOEC relatives a la survie et a la reproduction sont dérivées de ce
travail et proposées pour pallier au manque de données chroniques pour 1’évaluation du risque
relatif au glyphosate.

- Evaluation de la toxicité chronique sur quatre générations successives de 1’organisme test :
La génération parentale (FO) et quatre populations filles (F1, F2, F3, F4) sont exposée a
différentes concentrations de glyphosate. Pour la génération parentale FO, I’exposition dure 21

jours. Pour les générations filles le temps d’exposition est réduit a 14 jours.

I11- TOXICITE AIGUE ET CHRONIQUE DU GLYPHOSATE SUR DANIO RERIO
- Evaluation de la toxicité aigué subchronique et chronique du glyphosate (480g/L) sur la

survie, le taux d’éclosion, le rythme cardiaque et la nage du modeéle biologique Danio rerio.
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Cette ¢tude a mis en action la présence d’une nouvelle malformation (absence de nageoire) et
déterminer des concentrations importantes pour 1’évaluation de la toxicité aquatique du

glyphosate.

IV- TOXICITE CHRONIQUE DU GLYPHOSATE CHEZ DAPHNIA MAGNA ET
DANIO RERIO : ETUDE COMPARATIVE

- Utilisation des deux modeles (test de Daphnia magna 21j et test de Danio rerio 30j) pour
I’évaluation de la toxicité chronique du glyphosate. Le but de cette partie étant la comparaison
de la sensibilité de ces deux espéces envers ce produit phytosanitaire.

I-ENQUETE SUR L’UTILISATION DES PESTICIDES ET DU GLYPHOSATE DANS
LA REGION DE RABAT-SALE-KENITRA

(Survey on the use of pesticides and glyphosate in the region of Rabat-Salé-Kénitra)

L’objectif de cette partie d’étude consiste a évaluer le mode d’utilisation des pesticides surtout
I’herbicide glyphosate par les agriculteurs de la région Rabat-Salé-Kénitra a 1’aide de 70
fiches questionnaires.

L’analyse des résultats a montré que les herbicides prennent la 1% classe en usage des
pesticides dans la zone d’étude avec 36%. En effet, les agriculteurs utilisent ces produits
phytosanitaires pour lutter contre les plantes adventices monocotylédones et dicotylédones.
Les insecticides viennent au second ordre, ils sont utilisés par 33% des agriculteurs interrogés.
Ces produits chimiques sont utilisés pour lutter surtout contre des insectes de la mineuse et la
mouche blanche. La 3*™ position appartient aux fongicides avec 31%. Les agricultures les
utilisent principalement pour lutter contre les champignons de 1’oidium, mildiou et la rouille
jaune et brune.

Dans la région Rabat-Salé-Kénitra, les résultats que le glyphosate est I’herbicide le plus utilisé
par les agriculteurs (50%). L’usage massif de cet herbicide peut étre expliqué par 1’efficacité
de ce produit agricole contre les plantes adventices monocotylédones et dicotylédones.

De plus, 45% des agriculteurs utilisent le glyphosate sous forme de sel d'isopropylamine a
cause de sa forte solubilité dans I'eau. Les sels d'ammonium viennent au second ordre, ils sont
utilises par 35% des agriculteurs interrogés. Pour la forme sel de potassium, son usage est de

20%.
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Figure 30: Exemples de pesticides utilisés dans la région d’étude
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Abstract

In this study, a survey was conducted among farmers in order to evaluate the use of pesticides
(herbicides, fungicides and insecticides) in a general way and the use of glyphosate in a specific
way. In order to achieve this goal, we conducted a field survey using 70 questionnaires that
allowed us to collect as much information as possible about the use of pesticides in the Rabat-
Salé-Kénitra region. A computer processing using Microsoft Office Excel 2007, allowed us to
highlight the different groups of pesticides used and the most used form of glyphosate in the
studied region.

Keywords: Survey-pesticide- glyphosate-use-Rabat.
Introduction

Currently, the immediate response to the increasing demand of food production is the massive use of
agrochemicals to ensure high crop yields. To achieve these objectives, pesticides have been widely
used to protect crops from different pests®.

In the last decade, glyphosate-based herbicides are the most widely used in the world®. Because of its
non-selective nature, this herbicide is used in different crops (corn, cotton, cereals, legumes) as well as
in pastures, forestry, vegetation control on industrial lands and for domestic maintenance® © 1016230
Studies have reported toxic effects of glyphosates on invertebrates and vertebrates in aquatic
environments® **.

However, the intensive use of pesticides has shown serious environmental consequences inherent to
their misuse and irrational management. It has been estimated that less than 0.1% of pesticides used on
different crops achieve their specific objectives, leaving large amounts of toxic waste free to move into
different environmental compartments® .

Human health and the environment can therefore be directly affected by the residues of these plant
protection products. These chemicals accumulate in the environment and contaminate water and soil
sources and influence the biodiversity hosting these ecosystems® .

According to the statistics of the Office of Foreign Exchange, imports of phytosanitary products in
Morocco have not stopped increasing since 2005°. This use reached more than 1.6 million tons in
20207,

Agricultural activity is the main driver of the economy of the Rabat-Salé-Kénitra region. The region
holds 12% of the country's useful agricultural area with 1,019,369 ha. Thanks to the extent of its
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cultivable land and its relatively favorable climate, this region is among the most important
agricultural regions of the Kingdom. The contribution of the region to the cereal production represents
about 15% of the national production exceeding 15 million quintals.

The objective of our study is to evaluate the use of pesticides, especially the herbicide glyphosate, by
farmers in the Rabat-Salé-Kénitra region. In order to achieve this goal, we conducted a field survey
using 70 questionnaires that allowed us to collect as much information as possible about the use of
pesticides in this region.

Materials and methods

Survey points: Despite the difficulties encountered during our surveys, we were able to gather as
much information as possible on the use of pesticides by farmers in the Rabat-Salé-Kénitra region.
The choice of these study points is based on the high density of agricultural production.

Survey points:

1-Ain aouda 8- Dzira

2- Rommani 9- Wade zayane

3- El Oulja 10-Wlade laarbi

4- Sehoul 11- Mnassera

5- Dar sekka 12- Sidi Alal Tazi

6- Safae 13- Kammouni
7-Nkhakhsa 14- Moulay bousselham
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Région de Béni Mellal-Khénifra

Figure 1 : Study region

Questionnaire sheet and informant type: In order to make our results more meaningful, our surveys
were conducted using 70 questionnaire sheets during 2019.

Our questionnaire form includes the serial number, the date, a part concerning the informant's profile
namely his level of study and his monthly income. Another part concerning the pesticide namely the
type used, the dose used, the type of disease.

During our surveys, we tried to question several types of informants:

- Farmers who have inherited their agricultural knowledge from their parents.

- Agricultural engineers who have received scientific training.

- Local vendors because some farmers could not remember the names of the pesticides used.
Computer processing using Microsoft Office Excel 2007, allowed us to analyze the data collected
during our surveys in the city of Rabat-Salé-Kénitra.

RESULTS AND DISCUSSION

Classification of pesticides by use in the Rabat-Salé-Kénitra region: Figure 2 shows that
herbicides take the 1st class in pesticide use in the study area with 36%. Indeed, farmers use these
plant protection products to control monocotyledonous and dicotyledonous weeds. Insecticides come
in second order, being used by 33% of the farmers interviewed. These chemicals are used to control
mainly insects such as leafminer and whitefly. The third position belongs to fungicides with 31%.
Farmers use them mainly to control powdery mildew, downy mildew and yellow and brown rust.
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In the study area, pesticides are used in a random manner (Figure 4). Indeed, 42% of the farmers do
not respect the prescribed doses. This can be explained by the ignorance of the farmer due to his level
of education (62% illiterate) (Figure 3) and the purchase of outdated local pesticides that are not
effective. In Morocco, the problem of the use of anti-banding products has been mentioned in several
studies. This leads to adverse consequences on agriculture, economy, human health and environment®.
Moreover, 42% of farmers respect the prescribed dose advised by the seller.

B Fongicide

H Insecticide

1 Herbicide

Q
&

Figure 2: Distribution of pesticide use in the study area

’.

Figure 3: The level of training of the farmer

B Analphabete

B Primaire/Collége/Secondaire

W Universitaire




B Dose prescrite

B Dose aléatoire

Figure 4: Use of pesticides according to the dose by the farmer

Classification of glyphosate according to the form used in the Rabat-Salé-Kénitra region: For the
Rabat-Salé-Kénitra region, the analysis of the results showed that the most used pesticides are
herbicides. Glyphosate is a plant protection product used as a herbicide. Depending on its specific use,
it can be found in pure form or as an ammonium salt, potassium salt or isopropylamine salt. Figure 5
shows the predominance of glyphosate use in the study area with 50%. The massive use of this
herbicide can be explained by the effectiveness of this agricultural product against monocotyledonous
and dicotyledonous weeds.

Q

B Glyphosate
m Sel d'amine

 Florasulame

M Autres

Figure 5: Most commonly used herbicides in the study area

Figure 6 shows that 45% of farmers use glyphosate in the form of isopropylamine salt. This can be
explained by the high solubility of this form in water. Ammonium salts are the second most used form,
used by 35% of the farmers surveyed. For the potassium salt form, its use is 20%.
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Figure 6: Use of glyphosate according to the form used in the study area

The majority of the farmers interviewed in our surveys do not know the exact way of using pesticides
and the precautions to take when handling these chemicals. The high rate of illiteracy among this
population (62%), combined with a lack of awareness, could be the cause of the lack of consideration
of the precautionary use of these phytosanitary products, which threatens the sustainability of
agriculture in the Rabat-Salé-Kénitra region. The failure of farmers to respect the prescribed dose for
each pesticide favors the development of resistant populations of pests. Pesticides will become less
and less effective which will push farmers to put an additional amount.

Several studies have reported acute toxic effects to humans from pesticide exposure that can take
many forms. The symptoms most often described are lesions, irritation, headaches, nausea, vomiting,
fatigue, dizziness, neurological disorders, loss of appetite®®, illnesses including cancer, reproductive
effects, endocrine, immune and neurological disruption®.

These irrational practices constitute a real danger for the environment. Moreover, the presence of these
substances in aquatic environments is possible under the influence of precipitation and
leaching.Aquatic species may be susceptible to the cumulative effects of mixtures of the quantities of
free toxic waste found in water®. Taking the herbicide glyphosate as an example, several studies have
shown that this pesticide has been detected in either natural surface or groundwater from several
countries™ ** 8 31 Furthermore, adverse effects of glyphosate have been observed in living organisms
at different levels of the trophic chain (bacteria, algae, crustaceans, amphibians and fish)*"**?*?"_ This
pesticide can inhibit specific enzymes in invertebrates such as phosphoenolpyruvate®, phosphatase®
and can also alter the expression of stress-responsive genes'’. Its exposure can cause oxidative stress,
inhibition of acetylcholinesterase and increases susceptibility to parasitic infections®.

In France, a study by Morilon**found that education level plays an important role in knowledge of
pesticide use instructions. The higher the level of study the farmer has, the higher the handling
knowledge regarding these chemicals. These farmers are more aware of the danger of these
agricultural products and therefore pay special attention to the precautions to be taken when using
them.
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In addition, the results showed that some local vendors may sell counterfeit outdated pesticides to
farmers, which increases the danger of these products on the environment.

Finally, massive use of pesticides due to lack of information, training, sufficient coordination between
the concerned ministry and farmers, regulations and controls regarding the proper use of these
products are factors that could harm the quality of aquatic ecosystems. This constitutes a serious threat
to the biodiversity hosting the Rabat-Salé-Kénitra region as well as to human health.

Conclusion

At the end of this study in the region of Rabat-Salé- Kenitra and after the analysis of the information
obtained during the surveys, we have gathered the maximum of information on the use of pesticides in
the studied region.

According to our field studies and with the help of 70 questionnaires, we found that herbicides take the
1st position in the use in the study area with 36%.

The analysis of the results obtained revealed that 50% of the farmers use glyphosate as an active
ingredient to destroy the weeds that threaten their crops. It is also noted that glyphosate in the form of
isopropylamine salt is the most used in the study area with45%. This can be explained by its high
solubility in water.

This study carried out in the region of Rabat-Salé-Kénitra, allowed us to note that glyphosate is still
used by the farmers of the study area in spite of the great international problematic concerning the
carcinogenic risk of its active principle on the human health.
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II-EFFET DU GLYPHOSATE SUR LA GENERATION PARENTALE ET QUATRE
GENERATIONS SUCCESSIVES de DAPHNIA MAGNA
(Effect of glyphosate on the generation parent and four successive generations to Daphnia

magna)

Cette partie de 1’é¢tude a pour but d’évaluer 1’effet toxique de 1’herbicide glyphosate sur les
invertébrés aquatiques d’eau douce, en utilisant comme mode¢le biologique Daphnia magna,
dans des conditions d’expositions s’approchants de I’environnement. Le choix de ce cladocere
a été favorisé par son role dans la chaine trophique (consommateur primaire), sa sensibilité et
sa représentabilité de la faune aquatique (norme 1SO). Ces caractéristiques et son cycle de vie
assez court ont permet de suivre 1’effet du produit testé sur plusieurs générations. Nous avons
évalué la toxicité aigué et chronique du glyphosate sur Daphnia magna. La survie et la
reproduction ont été définies dans le test chronique et le test de multi générations.

La toxicité aigué a été évaluée durant 24 et 48 heures. Le temps d’exposition influence la
toxicité du glyphosate vis-a vis Daphnia magna, on a observé que les concentrations
mesurées induisant I’immobilisation de 50% des daphnies sont de 9.53 (7,16-10,96) mg/L
apres 24 h et de 8.61 (7,62-9,30) mg/L apres 48h. Lors du test chronique, Daphnia magna a
été exposee a la gamme des concentrations de glyphosate suivantes (0, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5, 5.5
mg/L) durant 21jours. Il apparait que I’exposition chronique de I’herbicide a un effet toxique
sur la survie et la reproduction de I’espéce étudiée. Des effets significatifs sur les deux
fonctions physiologiques ont été observés dés la concentration 3.5 mg/L. Cet effet toxique
dépend de la dose et du temps d’exposition. En effet, le pourcentage d’inhibition augmente
significativement, avec I’accroissement des concentrations de glyphosate, jusqu’a atteindre
100% pour la concentration maximale 5,5 mg/L. Les méres sont mortes massivement au cours
des 6 derniers jours d’exposition pour cette concentration.

Ainsi, une diminution significative de la fécondité a été observée a partir de la concentration
3,5 mg/L. Cette réduction est marquée par une diminution significative du nombre de petits
produits par méres et le nombre de pontes pour les concentrations 3,5, 4,5, 5,5 mg/L. Une
diminution significative de la taille de ponte est observée aux deux concentrations maximales
45et55 mg/L.

La concentration en glyphosate testée sans effet significatif (NOEC) sur tous les parameétres

étudiés chez Daphnia magna apreés 21 jours d’exposition, par comparaison aux témoins est de
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1.5 mg/L. Le parametre le plus sensible dans la reproduction est le nombre de ponte. La ECig
21j pour ce parametre est de 2,30 (0,33-3,13) mg/L.

L’introduction des pesticides dans les milieux aquatiques peut avoir des effets chroniques a la
fois au niveau de I'individu et de la population entrainant probablement une perturbation de la
sant¢ de ces écosystémes. Nos résultats soulignent ’intérét de [’utilisation des tests
multigenérations dans 1’étude des effets a long terme de ces substance sur une espece clé
d’eau douce Daphnia magna. Dans cette étude, I’analyse des résultats a montré que le
glyphosate affecte la survie et la reproduction du 1’organisme teste. Le temps d’exposition et
la dose du pesticide augmente la toxicité du glyphosate vis-a-vis Daphnia magna.

En comparant avec la génération FO, les résultats montrent que la survie a été plus affectée
dans les générations filles que dans la génération parentale. En effet, la survie diminue de
fagon significative (p<0,05) a partir de 1,5 mg/L pour les générations filles F2, F3 et F4. Cet
effet est plus accentué pour la concentration maximale 5,5 mg/L, le pourcentage de la survie
diminue jusqu’a atteindre 0% pour les générations F2, F3, F4.Pour la génération fille F1, la
survie est similaire avec la génération parental FO.

La différence du parameétre de la reproduction entre la génération parentale et les générations
filles est significative a partir de la concentration 1,5 mg/L. La diminution de la reproduction
(nombre de petits par femelle) est similaire entre la génération FO et les deux générations Flet
F2 pour la concentration maximale (5,5 mg/L). En comparant avec les contrdles, cette
diminution devient toutefois significative a partir de 3,5 mg/L pour les parents FO et a partir
de 1,5 mg/L pour les descendants F1, F2, F3, F4. La reproduction est totalement arrétée aux
fortes concentrations pour les générations F3 (des la concentration 4,5 mg/L) et F4 (des la
concentration 2,5 mg/L). Apres 14 jours d’exposition a I’herbicide, les résultats obtenus
montrent qu’une courte période (deux semaines) est déja indicative des effets toxiques
chroniques du glyphosate dans les différentes générations. Les effets observés du glyphosate
sur les descendants révelent que les quatres générations filles F1, F2, F3 et F4 sont plus
sensibles que la génération parentale FO.L’effet toxique du glyphosate est plus prononcé chez
la genération fille F4 que chez la génération parentale FO.

L’analyse des résultats obtenues des tests aigues, nous a permis de définir le degré de toxicité
du glyphosate vis a vis Daphnia magna. Selon la classification Persoone et al., 2003, la
toxicité a court terme du glyphosate appartient & la 4™ classe et présente une forte toxicité
pour ’espéce étudiée (TU-24h= 10,49 et TU-48h=11.61).

Ce travail a permis de dégager une valeur chronique pour les invertébrés de 1’eau douce
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(EC1o 21j de 2,30 (0,33-3,13) mg/L) qui peut étre utilisé pour I’affinement des valeurs guides
pour la protection de la vie aquatique.

En se basant sur la réglementation européenne, on a pu obtenir une PNEC (predicted no effect
concentration) de 15 pg/L en appliquant un facteur de sécurité de 100 sur la NOEC
reproduction (1,5 mg/L). Une valeur plus protectrice de 3,3 pug/L a été obtenue en se basant
sur la limite inférieure de la ECy 21;j.

En comparant cette valeur avec celle exigée par I’agence national de sécurité sanitaire de
I’environnement et du travail 2019 (PNEC = 60 pg/L), la valeur de cette présente étude peut

étre intégree pour réduire la PNEC préconisée par cette agence en France.
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Abstract

This present study focuses on assessing the toxicity of glyphosate on Daphnia magna. The
first part of this work was devoted to evaluate the acute and chronic toxicity of the herbicide
studied according to the Moroccan standards 1SO 6341 and ISO 100706. Analysis of the test
results revealed that glyphosate is toxic to D. magna. This effect is marked by short-term
responses at high concentrations, immobility of juveniles (24h), and chronic disturbances
(21d) on the growth and reproduction of this species. Then, the second part was dedicated to
evaluating the toxicity of glyphosate over four successive generations from the FO mother
generation to the F4 daughter generation. The results show that the toxic effect of glyphosate
was more pronounced in the F4 daughter generation than in the FO parent generation.

Keywords: D. magna- acute toxicity- chronic toxicity-four successive generations.

1. Introduction

Pesticides are introduced by humans into the environment through different industries
(chemical, agrochemical) to increase agricultural production and achieve global food
sufficiency. Given its status as a final receptacle, the aquatic environment includes the
ecosystems most affected, either directly or indirectly, by the harmful effects of these

substances* %,

Over the past decade, glyphosate-based pesticides have been the most widely used

agricultural chemicals on earth®. Since the introduction of genetically modified seeds in 1996,
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the global use of pesticides has increased almost 15-fold amounting to 826,000 tons®. Due to
its non-selective nature, it is used in a variety of crops such as corn, cotton, soybeans, cereals,
legumes as well as in pasture, forestry, vegetation control on industrial land, and for domestic

maintenance® > 12 28:30.22,

In response to the dangerous potential that glyphosate represents for wildlife and human
health?, several studies in the risk assessment field, have shown the toxic effect of this
herbicide. However, adverse effects of glyphosate have been observed in living organisms at
different levels of the food chain (bacteria, algae, crustaceans, amphibians and fish)"®823%",
This pesticide can inhibit specific enzymes in invertebrates such as phosphoenolpyruvate®,
and phosphatase’’. In addition, it can also alter the expression of stress-sensitive genes®.
Exposure to glyphosate can cause oxidative stress, inhibition of acetylcholinesterase and
increases susceptibility to parasitic infections®. Such pesticide has been the subject of a major
international issue concerning the carcinogenic risk of its active ingredient on human health.
In January 2015, the administrative court of Lyon canceled the marketing authorization of

Roundup Pro 360, which contains glyphosate.

In Morocco, the approval procedure and the marketing of pesticides for agricultural use is
governed by laws and regulations. This legislation aims to evaluate physio-chemical,
analytical, toxicological, and eco-toxicological data prior to placing the pesticide on the
Moroccan market. Despite this strict regulation and the classification in 2015 of glyphosate as
a carcinogen by the World Health Organization, products based on this pesticide for
agricultural use, with the exception of the one combining glyphosate with the Co-formulant

POE-Tallowamine?*, are still used in Morocco market under the control of ONSSA.

The aim of this work is the evaluation of the acute and chronic toxicity of the herbicide
glyphosate using Daphnia magna as a biological model. This invertebrate represents the most
sensitive taxon among aquatic organisms™® and has been widely used in bioassays to assess

aquatic toxicity.

2. Materials and Methods

2.1. Conditions for the Cultivation of Daphnia magna in the Laboratory

The D. magna used in the bioassays is maintained in the ONEE-water branch laboratory

accredited according to NM 1SO 17025 since 2005. The Daphnia of clone 5 was obtained
80



from a culture from the MEDZ toxicology and ecotoxicology laboratory. . The breeding was
carried out in a room temperature controlled to adjust at 20 °C £ 2 °C. The water culture have
a pH of 7.8 £ 0.2, a total hardness of 250 + 25mg /L and a concentration of dissolved oxygen
greater than 80% of the saturation in the air. D. magna were fed daily with a synthetic food
(Tetramin) and natural food containing a mixture of algal culture (9.106 cells of Chlorella
pyrenodoisa /day/Daphnia and 1.25.106 cells of Scenedesmus subspicatus /day/Daphnia).

The breeding environment of daphnia was completely renewed three times a week.

2.2. Acute Toxicity Test of Daphnia magna

The stock solution of glyphosate used in this work is an aqueous solution of herbicide that
contains 480 g/L of glyphosate IPA salt. Before each renewal of the test medium, dilutions

were prepared from this solution.

In this study, we performed acute tests according to NM 1SO 6341* to evaluate the short-term
toxicity of the herbicide. It is a test to determine the concentration causing immobility in
D.magna after 48 hours of exposure. Five neonates (less than 24 hours old) are placed in a 15
mL glass tube containing 10 mL of the water culture and the desired concentration of
toxicant. For each concentration, four replicates were prepared in addition to the control.
Daphnia was not fed and the test takes place in a static system (no renewal). This exhibition
will take place under a day/night cycle of 16h/8h. After 24 and 48 hours of exposure, the
immobility was observed. The concentration range used in the test: 0, 8,10,11,12,14,16,18
(mg/L).

2.3. Chronic Toxicity Test of Daphnia magna

To evaluate the long-term toxicity of the pesticide on D. magna, we performed the chronic
test according to NM 1SO 10706, This test evaluates the effect of a toxic effluent on the
reproduction and growth rate in the population of the species over a 21-days exposure period.
The neonates (less than 24 hours old) were individually placed in a glass containing 50 mL of
the water culture, the food and the concentration of the desired toxic element. For each
concentration, 10 replicates were made in addition to the control. The medium was renewed 3
times per week throughout the test. The exposure takes place under a day/night cycle with a
16 h photoperiod. The concentration range used in the test: 0, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5, and 5.5
(mg/L).
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The introduction of pesticides into aquatic environments can have chronic effects on
individuals and the population as a whole, leading to a disruption in the health of these
ecosystems. Our results underline the interest of using multi-generation tests to study the
long-term effects of these substances on a key freshwater species Daphnia magna. For this
reason, the chronic toxicity of the herbicide glyphosate was evaluated across five generations
of the crustacean. Individuals from the parental generation (FO) and the offspring (F1, F2, F3,
F4) are exposed to glyphosate at concentrations of 1.5 to 5.5 mg/L. Survival and reproduction

are monitored to measure the effects on the different generations.

These tests follow the same conditions as the chronic tests except the exposure time that is
reduced to 14 days for the daughter generations (F1, F2, F3).

2.4. Statistics

For an interpretation of the results of the statistical tests, two software packages were used;
Probit (Probit version 1.5, USEPA, OH, USA); and Statistica (STATISTICA version 6 for
Windows, Statsoft, Tulsa, OK, USA). The determination of significant differences between
the control groups and the different glyphosate concentrations tested varied according to the
data. If the conditions are met, a single-factor ANOVA followed by Dunnett's post-hoc test is
used. However, if one of the conditions is not established, a non-parametric method, the
Kruskal-Wallis test followed by the Mann-Whitney U-test, is used. Statistical significance is
established at p<0.05.

The comparison between the different generations is performed by Fisher's exact test (one-
tailed P<0.05).

3. Results

3.1. Lethal Effect of Glyphosate on Daphnia magna

Acute exposure has shown that glyphosate has a lethal effect on D. magna. Compared to
controls, the percentage of immobility, increases significantly with the increase in
concentration levels of the pesticide, reaching 100% at the maximum concentration of 18
mg/L (Figurel). Indeed, the time of exposure influences the toxicity of glyphosate with
respect to D. magna. It was observed that the ECs, value decreased from 9.53 mg/ L after 24
hours to 8.61 mg/ L after 48 hours.
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Figure 1: Effect of glyphosate on survival of Daphnia magna after 48h of exposure

To assess the short-term risk of this herbicide, we defined the concentration inhibiting 10% of
the Daphnia population (48h-ECy1p= 6.59 (4.96 - 7.49) mg/L), the lowest observed effect
concentration (LOEC= 4.45 mg/L), and the highest no observed effect concentration (NOEC=
3.13 mg/L).

It appears that the chronic (21 days) exposure to the herbicide has a toxic effect on the
survival of the species studied. This effect is significant for the three concentrations tested
3.5; 4.5 and 5.5 mg/L. The percentage of inhibition increases significantly with the increase in
glyphosate concentrations, reaching 100% for the maximum concentration 5.5 mg/L. The
mothers died massively during the last 6 days of exposure with this concentration. Compared

to controls, daphnia’s mortality was not significant at low concentrations (Figure 2).
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Figure 2: Effect of glyphosate on survival of Daphnia magna after 21 days of exposure

The performance of the chronic tests for the survival parameter allowed us to define
concentrations important for the evaluation of glyphosate toxicity. The effective concentration
inhibiting 50% of the D. magna population during glyphosate exposure was 3.13 mg/L (2.45-
3.84, the NOEC concentration is 1.40 mg/L and the LOEC concentration was 1.65 mg/L.

3.2. Effect of Glyphosate on Daphnia Reproduction

The production was significantly reduced from the 3.5 mg/L concentration, but at the low
concentrations (1.5 mg/L and 2.5 mg/L) it was more or less similar to the controls (Table 1).
This reduction was marked by a significant decrease in the number of offspring per mother
(Figure 3) and the number of eggs laid (Figure 4) for concentrations 3.5, 4.5, 5.5 mg/L.
According to Figure 5, a significant decrease in egg-laying size was observed at the two
maximum concentrations 4.5 and 5.5 mg/L.
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Table 1:

Size, longevity and reproduction of Daphnia magna exposed to measured

concentrations of glyphosate in a 21-day life study

Glyphosate | Longevity in | Days to first | Number of Brood size | Number of
mg/L days brood neonates per broods
female
0 21+0 8.1+0.3 97.2+2.0 19.7+4.0 5.3+0.9
15 19.4+1.5 8.5+0.7 100.0+4.3 19.6+4.6 5.2+0.9
2.5 18.7+1.3 8.2+0.6 98.0+1.8 18.215.6 4.8+0.9
3.5 18.0+1.3* 8+0 79.5+£13.9* 17.0+2.4 4.0+0.6*
4.5 17.0£1.4* 9.1+0.8* 46.0£9.3* 12.5+1.4* 2.4+0.7*
55 13.9+0.8* 10+0* 20.6+£10.0* 7.7+1.4* 2.0+0.6*
Values are means + standard deviation; *p<0.05.
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Figure 3: Effects of glyphosate on the number of neonates per female of Daphnia magna

exposed for 21 days (n=10/concentration)
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Figure 4: Effects of glyphosate on the number of broods exposed for 21 days
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Figure 5: Effects of glyphosate on brood size exposed for 21 days (n=10/concentration)

In addition, a significant delay in maturity was observed at these two concentrations 4.5 and
5.5 mg/L. Compared to the controls, the first brood occurred on approximately day 9 for the
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4.5 mg/L concentration and day 10 for the 5.5 mg/L concentration (Table 1). In comparison
with the controls, malformations were observed in juveniles at the highest glyphosate

concentration (5.5 mg/L) in the form of a curvature of the apical spine.

The NOEC concentration of glyphosate tested on all parameters studied in D. magna after 21
days of exposure compared to controls was 1.5 g/L. The most sensitive parameter in
reproduction is the number of eggs laid. The 21-day EC;o for this parameter is 2.30 (0.33-
3.13) mg/L (Table 2).

Table 2: ECyp and ECs of several parameters (mg/L) estimated at Daphnia magna following

exposure to glyphosate during 21 days. (Values represent ECy with 95% confidence intervals)

Parameters ECio Confidence ECs Confidence
intervals intervals
Number of 2.30 0.33-3.13 4.39 3.29-9.18
broods
Brood size 3.16 2.23-3.65 5.02 4.45-6.27
Number of 3.65 1.77-4.18 4.53 3.75-5.44
neonate per
female

3.3.Multi-generation Test

For the FO parental generation, the results of 21-day exposure to glyphosate were similar to
the results of acute and chronic tests (see chapters 1 and 2). The pesticide has a toxic effect on

survival and fertility (Figures 6 and 7).
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Figure 6: Effects of glyphosate on the survival of Daphnia magna (FO) exposed for 21 days

(n=10/concentration)
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Figure 7: Effects of glyphosate on the number of young per adult of Daphnia magna (FO)
exposed for 21 (n=10/concentration)
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Comparing with the FO generation, the results show that survival was more affected in the
daughter generation than in the parent generation. In effect, survival decreased significantly
(p=<0, 05) starting 1.5 mg/L for the F2, F3 and F4 daughter generations (Figure 8). This effect
is more pronounced for the maximum concentration of 5.5 mg/L in which the percentage of
survival decreases to 0% for the F2, F3, and F4 generations. For the F1 daughter generation,

survival was similar with the FO parental generation.
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Figure 8: Effect of glyphosate on survival of Daphnia magna (FO, F1, F2, F3, F4) during 14

days of exposure. (®p <0.05 in comparison to FO values)

The difference in the production parameter between the parental generation and the daughter
generations was significant starting from the 1.5 mg/L concentration (Figure 9). The decrease
in reproduction (number of juveniles per female) was similar among the FO generation and the
two F1 and F2 generations for the maximum concentration (5.5 mg/L). In comparison with
controls, however, this decrease becomes significant starting from 3.5 mg/L for FO parents
and 1.5 mg/L for F1, F2, F3, F4 offspring.

As for the survival parameter, the time of exposure and the dose of the pesticide increases the
toxicity of glyphosate towards D. magna. Reproduction is totally stopped at high
concentrations for the F3 (from 4.5 mg/L) and F4 (from 2.5 mg/L) generations.
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Figure 9: Effect of glyphosate on reproduction of Daphnia magna (FO, F1, F2, F3, F4) during

14 days of exposure. p<0.05 in comparison to control; ®p<0.05 in comparison to FO values

The results show that survival and reproduction were significantly reduced with increasing
pesticide concentration in parents and offspring. The toxic effect of glyphosate was more

pronounced in the F4 daughter generation than in the FO parent generation.

The determination of glyphosate toxicity was dependent on the dose and the exposure time in
the parental FO generation and the F1, F2, F3 and F4 daughter generations. After 14 days of
exposure to the herbicide, the results obtained show that a short period (two weeks) was
already indicative of the chronic toxic effects of glyphosate in the different generations. The
observed effects of glyphosate on the offspring reveal that the four daughter generations F1,
F2, F3 and F4 are more sensitive than the parental generation FO. Reproduction and survival
decreased significantly starting from the concentration 3.5 mg/L for the parents. In the F2, F3
and F4 generations, both parameters were affected starting from the 1.5 m/L concentration.
While for the F1 daughter generation, survival was significantly decreased starting from the
3.5 mg/L concentration but reproduction was observed to be affected from the 1.5 mg/L

concentration.
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The sensitivity of Daphnia fertility to glyphosate is most pronounced in the last two daughter
generations F3 and F4. Reproduction is totally stopped at high concentrations for the F3 (from

4.5 mg/L) and F4 (from 2.5 mg/L) generations.

4. Discussion

According to the classification Persoone®, the short-term toxicity of glyphosate belongs to the
4th class and shows high toxicity for the species studied (TU-24h= 10.49 and TU-48h=
11.61).

Various studies have reported the acute effect of glyphosate on Daphnia. This toxicity is
defined by the significant immobility of juveniles during 48 hours of exposure to the
pesticide. In our study, the 24h-ECsp is 9.53 mg/L and the 48h-ECs is 8.61 mg/L.Comparing
our results with those of the Hansen and Roslev study™, we find a 48h-ECs of 8.9 mg/L
similar to the one defined in our work. Similarly, the study by Cuhra et al.®, shows that three
different Daphnia magna clones tested for Roundup (active ingredient glyphosate) have a 48h

ECso value that is within this range of 3.7 to 10.6 mg/L.

Whereas in other studies Folmar et al., and Sarigul and Bekcan 2°, 48h-ECs, was not the
same found in this study. This can be explained by the formula of the glyphosate studied and

its purity.

Similarly, exposure time increases the toxicity of glyphosate to D. magna. In the Sarigul and
Beckan study, the effective concentration inhibiting 50% of D. magna decreased significantly,
as noted in our work, from 0.019 mg/L after 24 hours to 0.012 mg/L after 48 hours.

According to the study by Zhang et al.**, the cyanobacterium Microcystis aeruginosa has
sensitivity towards glyphosate (95% purity) similar to daphnia with a 48h-ECs, of 8.1 mg/L.
Other species, such as saltwater invertebrates appeared more sensitive to Roundup (41%
glyphosate) than daphnia®! with a 48h-1Cs, of 1.77 mg/L for Acartia tonsa and 48h-1Cs, of
5.00 mg/L for Euplotes vannus. The fish Clarias gariepinus with a 96h-CLso of 300 mg/L’,
the crustacean Gammarus pseudolimnaeus with a 48h-ECs, of 62 mg/L and the larva of
Chironomus plumosus with a 48h-ECs of 18 mg/L® are more resistant to glyphosate than D

magna.
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This work has identified a chronic value for freshwater invertebrates (EC,o 21d of 2.30 (0.33-
3.13) mg/L) which can be used to refine the guideline values for the protection of aquatic life.
Based on European regulations, a PNEC (predicted no effect concentration) of 15 ug/L could
be obtained by applying a safety factor of 100 to the reproduction NOEC (1.5 mg/L). A more
protective value of 3.3 pg/L was obtained based on the lower limit of EC,, 21j. By comparing
this value with that the one required by the French National Agency for Environmental and
Occupational Health and Safety® (PNEC = 60 pg/L), the value of this study can be integrated
to reduce the PNEC recommended by this agency.

The Cuhra et al. ® study show that chronic 15-day exposure to glyphosate has adverse effects
on the survival and reproduction of Daphnia. This was marked by a significant reduction in
survival and reproduction as early as 4.05 mg /L glyphosate concentration. The same effect
was noted in our study, in which mortality and decreased fertility parameters of daphnia were
significant at 4.5 mg/L concentration.

Taking into account the above, the US EPA? has set the limit for glyphosate concentrations
in surface water at 0.7 mg/L and the limit of the environmental guideline specific to the state
of California is 1.0 mg/L. In the present study, a chronic value of 3.3 pug/L was obtained based
on the lower limit of EC;o 21j reproduction. Comparing this value with those mentioned by
both guidelines, the toxicity of the glyphosate used in this work may not be sufficiently

restrictive to ensure the viability of populations of D. magna and other aquatic species.

Roundup solutions at concentrations of 25 and 50 mg /L of glyphosate during 15 days of
exposure demonstrate a lack of adaptation to the herbicide in four successive generations of
D. magna®®. For the parental generation, analyses of reproductive parameters (number of eggs
laid, clutch size and number of juveniles per female), showed that there was a significant
decrease in these parameters for both 25 and 50 mg /L concentrations. In comparison with the
controls (80.3+2.8), the number of juveniles decreased by 46.0+7.0 for the 50 mg/L
concentration. Similarly, a significant reduction in the number of eggs laid (2.6+0.2) and the
size of the clutch (17.1£2.1) was observed in daphnia for the maximum concentration. These
15-day experiments revealed that Roundup solutions at concentrations of 25 and 50 mg/L
reduced reproduction as early as the first generation. Based on the results of our multi-
generation tests, the effect of glyphosate on the parental generation for reproductive

parameters is similar for the high concentrations tested in our study.
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Comparing the results of the Papchenkova et al. study*® with those obtained from our multi-
generation tests, the effect of glyphosate on the parental generation for reproductive
parameters is similar for the high concentrations tested. In addition, a comparison between
successive generations revealed a decrease in herbicide resistance observed for the fourth
generation compared to the maternal generation in this study. Contrary to our results,
glyphosate toxicity is more pronounced in the parental generation than in the 4th daughter

generation.

In the environment, glyphosate hydrolyzes in half-lives greater than 30 days at pH 5.7 and 9
and is not readily biodegradable. But several studies have shown that it can form complexes
with metals present in aquatic environments. The carboxylic and phosphonic groups of
glyphosate can react to form covalent bonds with divalent metal ions®** **2°. Such complexes
are considered very stable in water and may alter toxicity profiles compared to glyphosate

1531 In the Hansen and Roslev study™, complexes of glyphosate with copper appear to

alone
be more toxic to Daphnia than glyphosate alone. The 48h-ECs, mobility parameter is 52.8 uM

and 25.5 uM for glyphosate and glyphosate-Cu, respectively.

5. Conclusion

At the end of this eco-toxicological study, we were able to evaluate several aspects of acute
and chronic toxicity of the herbicide glyphosate on the Daphnia magna population. The
results of the acute tests show that the pesticide has a significant toxic effect on the survival of
the Daphnia population with a 48h-ECs, of 8.61 mg/l (7.62, 9.30). The toxicity effect of these
substances is marked by the immobility (mortality) of juveniles exposed to the herbicide

especially at high concentrations.

Also, the results obtained from long-term toxicity tests show that glyphosate has a disruptive
effect on the reproduction of the species studied. This effect is marked by a significant delay
in sexual maturity and a significant decrease in the number of neonate per mother at a
concentration of 3.5 mg/l. This can be explained by the probable presence and long-term
accumulation of endocrine disruptors that affect the hormonal system regulating the

physiological functions of D. magna.

Finally, the contamination of aquatic environments by glyphosate can disrupt the entire
aquatic ecosystem and thus affect its biodiversity. The chronic value of 3.3 pg/L obtained in
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this study remains well above the international guidelines for the protection of aquatic fauna.

At the limit of the obtained results in this study, it is desirable to revise these values on one

hand and to conduct impact and risk assessment studies to define more robust concentration

limits for these chemicals.
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I1-TOXICITE AIGUE ET CHRONIQUE DU GLYPHOSATE SUR DANIO RERIO

(Acute and Chronic Toxicity of a glyphosate on Danio rerio)

Cette partie du travail a comme but 1’évaluation de la toxicité du glyphosate sur les vertébrés
aquatiques d’eau douce en utilisant comme espéce Danio rerio. Le poisson zébre est
largement utilisé dans les essais de toxicité aquatique a cause de sa sensibilité envers les
polluants chimiques, la transparence des ceufs facilitant leur manipulation et la perméabilité
du chorion aux substances toxiques. Les parameétres déterminés durant 1’exposition du
glyphosate sont la survie, le taux d’éclosion, le rythme cardiaque et la natation des poissons
zebres.

Les résultats obtenus ont revélé que la toxicité aigue du glyphosate dépend du temps
d'exposition. 1l a été observé que la valeur de la CEsg a diminué de 16,57 (15,03-18,04) mg/L
apres 24 heures a 15,10 (13,82-16,32) mg/L aprés 48 heures. L’exposition du glyphosate
pendant 48h a un effet toxique sur la survie des poissons Danio rerio. Par rapport aux
témoins, le pourcentage de la mortalité, augmente de maniere significative avec
l'augmentation des niveaux de concentration de I’herbicide, atteignant 100% a la
concentration maximale de 30 mg/L.

La coagulation de I’embryon est I’aspect de mortalit¢ le plus répondu dans toutes les
concentrations. Pour les deux autres types de mortalité, la détection du rythme cardiaque et le
détachement de la queue, s’expriment surtout pour les concentrations maximales apres 48h
d’exposition au glyphosate.

L'exposition durant 10 jours au glyphosate a un effet toxique sur la survie, le taux d’éclosion,
le rythme cardiaque et la natation 1’organisme test Danio rerio. La concentration efficace
inhibant 50 % de la population de Danio rerio pendant lI'exposition au glyphosate est de 3,18
mg/L (0,96- 7,54). Un retard de développement embryonnaire significatif a été observé pour
la concentration maximale 13 mg /L. En effet, les embryons sont morts massivement au cours
du 3°™ jour d'exposition pour cette concentration.

Des effets significatifs de la toxicité du glyphosate ont été observés avec I'augmentation des
concentrations de glyphosate pour les autres parametres. Le pourcentage d'éclosion a diminué
pour la concentration maximale de 13 mg/L atteignant 37,40 % par contre le pourcentage de
I’arrét cardiaque a augmenté significativement a partir de la concentration 10 mg/L, atteignant

38 % pour la concentration maximale de 13 mg/L.
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De plus, I’exposition au glyphosate affecte la natation des poisons ze¢bres. Cet effet est
marqué par une diminution significative de la nage des poissons zebres observée chez les
concentrations 10 mg/L et 13 mg/L dés le 6éme jour. Les poissons nageaient lentement et se
fixent au fond de I’aquarium. Pour la concentration 4 mg/L, une réduction significative du
pourcentage de la nage a été observé a partir du 8éme jour.
Il apparait que 1’exposition pendant 30 jours au glyphosate a un effet toxique sur la survie le
taux d’éclosion, le rythme cardiaque et le systeme locomoteur des poissons Danio rerio. Cet
effet est significatif seulement pour la plus forte concentration testée 4 mg/L. La
concentration efficace inhibant 50% de la population des poissons zébres exposés pendant 30
jours au glyphosate est de 3,01 mg/L (2,55- 3,76). Une réduction significative est observée du
taux d’éclosion, atteignant 60,25 %, pour la plus forte concentration. Par rapport aux témoins,
le pourcentage du nombre de poissons nageant a diminué significativement pour la
concentration 4 mg/L. Les poissons Danio rerio nageaient lentement et se fixent au fond de
I’aquarium. Pour le parametre de [D’arrét cardiaque, le pourcentage a augmenté
significativement atteignant 53,01 % pour la concentration maximale.
Des malformations ont été observées chez les embryons des poissons zebres aux fortes
concentrations du glyphosate exposés durant 10 et 30 jours. Elles consistent en un courbement
plus au moins important de la queue et/ou absence de nageoire. Ces effets sont significatifs
pour la concentration 13 mg/L (exposition de 10 jours) et la concentration 4mg/L (exposition
de 30 jours). Chez le contrdle et les concentrations faibles, aucune malformation n’a été
observée.
Pour une interprétation directe de la toxicité du glyphosate vis-a-vis Danio rerio, la
concentration ECsp-48h a été transformée en unité toxique selon la formule de Sprague and
Ramsey (1965) (TU = [1/EC50] x 100).
Selon la classification Persoone et al. (2003), la toxicité a court terme du glyphosate
appartient a la 3¢éme classe et présente une toxicité aigiie pour 1’espéce étudi¢e (TU-
48h=6.62).
Ce travail a permis de degager une valeur chronique pour les vertébrés de 1’eau douce (30d-
ECyo de 1,29 (0,78-1,65) mg/L) qui peut étre utilisé pour I’affinement des valeurs guides pour
la protection de la vie aquatique.
En se basant sur la réglementation européenne, on a pu obtenir une PNEC (predicted no effect
concentration) de 2,5ug/L en appliquant un facteur de sécurité de 100 sur la NOEC de la
mortalité (0,25 mg/L).
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En comparant cette valeur avec celle exigée par 1’agence national de sécurité sanitaire de
I’environnement et du travail (2019) (PNEC = 60 ug/L), la valeur de cette présente étude
peut étre intégrée pour réduire la PNEC préconisée par cette agence et assurer ainsi la
viabilité des populations de Danio rerio et d’autres espéces aquatiques.

Pour finir, nos observations sur les malformations des larves lors de 1’exposition de 10 jours
et 30 jours des poissons zebres au glyphosate, laisse suspecter un mécanisme de perturbation

endocrinienne de cet herbicide qui reste a vérifier.
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Abstract

Glyphosate herbicides are the most widely produced and used herbicides in the world. The
intensive applications of glyphosate and its half-life in water result in its presence in many
aquatic ecosystems. The present study focuses on the evaluation of glyphosate toxicity on the
early life stages of the fish Danio rerio. Analysis of the test results revealed that glyphosate is
toxic to zebrafish. This effect is marked by the increase in percent mortality at peak
concentrations. Long-term exposure to glyphosate affects the hatching rate, heart rate and
swimming ability of zebrafish. Significant malformations were observed at the highest
concentration in the form of tail bending or fin absence. The latter malformation has not been
described in other scientific work.

Keyword: Danio rerio- acute toxicity- chronic toxicity.
Introduction

With the Green Revolution, agriculture intensified in order to achieve food self-sufficiency, and
pesticides were used massively to ensure high crop yields. Since the introduction of genetically
modified seeds in 1996, glyphosate-based pesticides have been the most widely used chemicals®. Their
global use has increased almost 15-fold to about 826,000 tons®.

Furthermore, the presence of this substance in aquatic environments is possible® under the influence
of precipitation, accidental spraying and runoff from agricultural land™> ** ?* %, Several studies have

shown that glyphosate has been detected in natural surface and groundwater in several countries® '* *
18, 29

This herbicide has been the subject of much international concern regarding the carcinogenic risk of its
active ingredient on human health. In January 2015, the administrative court of Lyon cancelled the
marketing authorization of Roundup Pro 360, which contains glyphosate. According to studies in the
literature, glyphosate residues and their metabolites have negative effects on the early life stages of
fish Danio rerio. The study by Fiorino et al®, showed that zebrafish embryos are sensitive to the toxic
action of glyphosate. Indeed, the highest mortality was observed at the concentration of 50 mg/L. In
addition, a 48 hour locomotion test revealed that embryonic exposure to glyphosate resulted in a
significant increase in locomotor activities for Danio rerio larvae®. Recent studies have addressed the
neurotoxic effects of glyphosate on zebrafish’. The results of this study revealed that zebrafish
exposed to this pesticide showed significant impairment in exploratory and social behaviors consistent
with increased anxiety. In fact, the forebrain of the species showed a significant increase in dopamine
and serotonin levels. Other researchers, such as Diaz-Martin et al®, have shown that exposure to
glyphosate affects the stability of microtubules in Danio rerio fish embryos.

In Morocco, the registration procedure and marketing of pesticides for agricultural use is governed by
strict legislative and regulatory texts, but glyphosate-based products, with the exception of the one
associating glyphosate with the co-formulant POE-Tallowamine, are still used in Morocco under the
control of the ONSSAZ.
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The aim of this work is to evaluate the acute and chronic toxicity (30 days) of glyphosate using Danio
rerio as a biological model. The evaluation of the long-term toxicity (30 days) of this herbicide has not
been the subject of scientific work, hence the importance of this study.

Materials and Methods

The concentration of the glyphosate stock solution used in this work contains 480 g/L of glyphosate
IPA salt. Before each renewal of the test medium, dilutions were prepared from this solution. The
rearing of Danio rerio fish used in the tests is maintained in the ONEE- water branch laboratory
accredited in accordance with NF ISO 7346, The male and female genitor used in the tests are stored
in two different 100-liter aquariums containing rearing water at a temperature of 26°C £ 1, a pH of 7.5
+ 1, a fixed light-dark rhythm of 16/8h and a dissolved oxygen concentration of over 80%. The fish
were fed daily until 24 hours before the start of the test, with a live food (Daphnia magna) and a dry
commercial food (Tetramin). The conditioning of the fish used in the toxicity tests lasted at least 12
days before the start of the test.

The adults, 6 months to 12 months of age, were pooled in the production tank at a 2:1 ratio (males:
females). Eggs from the spawning are collected half an hour after the room is lit using a container at
the bottom of each aquarium covered with a wire mesh. Eggs used for toxicity testing are live and free
of abnormalities.

Acute and chronic toxicity test: In this study, we performed the acute test according to the NF ISO
15088 standard to evaluate the short-term toxicity of glyphosate. It is a test that aims to determine
the concentration causing mortality in zebrafish embryos after 48 hours of exposure. The
concentration range used in the acute test: 0, 10, 15, 20, 25, 30 mg/L.

Then, we performed exposure tests to glyphosate for 10 days according to the NF 1SO 12890"2
standard. The parameters determined from this test are: the percentage of mortality, the hatching rate,
the percentage of cardiac arrest, the percentage of swimming zebrafish and malformations. The
concentration range used in the test: 0, 10, 15, 20, 25, 30 mg/L.

To assess long-term toxicity (30 days), chronic tests were performed according to the
recommendations of the OECD 210% guideline. The parameters determined from this test were the
same as described for the 10-day glyphosate exposure. The concentration range used in the test: 0, 1,
2,3, 4mg/L.

Statistic: For statistical interpretation of the results of this study, we used two software packages
Probit (Probit version 1.5, USEPA, OH, USA) and Statistica (STATISTICA version 6 for Windows,
Statsoft, Tulsa, OK, USA). Determination of significant differences between control groups and the
different concentrations of glyphosate tested varied with the data. A parametric test, one-factor
ANOVA, followed by Dunnett's post hoc test and a non-parametric test, Kruskal-Wallis test followed
by Mann-Whitney U test were used. Statistical significance was established at p<0.05.

Results and Discussion

Acute effect of glyphosate on the study species Danio rerio: Figure 1 shows that the exposure of
glyphosate for 48h has a toxic effect on the survival of fish Danio rerio. Compared to controls, the
percentage of mortality, increases significantly with increasing levels of concentration of the
herbicide, reaching 100% at the maximum concentration of 30 mg/L. Embryo coagulation is the most
responsive aspect of mortality in all concentrations. For the other two types of mortality, heartbeat
detection and tail detachment are expressed mostly for the maximum concentrations after 48h of
glyphosate exposure (Figure 2).
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Figure 1: Effect of glyphosate on survival of Danio rerio after 48h of exposure

Figure 2: The appearances of mortality: coagulation - non-detachment of the tail - cardiac arrest

In addition, exposure time influences the toxicity of glyphosate to zebrafish. It was observed that the
ECs, value decreased from 16.57 mg/L after 24 hours to 15.10 mg/L after 48 hours. For a short-term
toxicity assessment of this pesticide, we defined the 10% inhibitory concentration of the Danio rerio
fish population (48h-ECyo= 10.79 (9.05-12.06) mg/L), the minimum observed effect concentration
(LOEC=9.80 mg/L) and the maximum no-observed-effect concentration (NOEC= 8.20 mg/L).

Effect of glyphosate on Danio rerio during 10 days of exposure: The 10-day exposure to glyphosate
has a toxic effect on the survival of the test organism. The performance of these toxicity tests for the
survival parameter allowed us to define important concentrations for the evaluation of glyphosate
toxicity. The effective concentration inhibiting 50% of the Danio rerio population for 10 days of
exposure to glyphosate is 3.18 mg/L (0.96- 7.54). Compared to controls, the maximum tested no
significant effect concentration (NOEC) of glyphosate is 0.30 mg/L and the minimum tested
significant effect concentration (LOEC) of the herbicide is 1.02 mg/L.

It appears that 10-day exposure to glyphosate affects the hatch rate, heartbeat, and swimming of
zebrafish. According to Figure 3, the percentage of hatching significantly decreases with increasing
glyphosate concentrations, reaching 37.40% for the maximum concentration of 13 mg/L. Compared to
controls, a significant delay in embryonic development was observed for the 13 mg /L concentration.
Indeed, embryos died massively during the 3rd day of exposure for this concentration.
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Figure 3: Embryo hatching rate (%) during 10 days of exposure to glyphosate (*p< 0.05)

During 10 days of exposure to glyphosate, the percentage of cardiac arrest increased significantly from
the 10 mg/L concentration, reaching 38% for the maximum concentration of 13 mg/L (Figure 4). This
effect was significant from the 2nd day of exposure for this concentration.
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Figure 4: Percentage of cardiac arrest during 10 days of exposure to glyphosate (*p< 0.05)

Figure 5 shows that 10 days exposure to glyphosate has a toxic effect on the locomotor system of the
fish Danio rerio. This effect is marked by a significant decrease in zebrafish swimming observed in
the 10 mg/L and 13 mg/L concentrations as early as day 6. The fish swam slowly and settled to the

bottom of the aquarium. For the 4 mg/L concentration, a significant reduction in swimming percentage
was observed from day 8.
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Figure 5: Percentage of the numbers of zebrafish swimming during 10 days of exposure to glyphosate
(*p< 0.05)

Chronic effect of glyphosate on Danio rerio: The results of the chronic tests (30 days) show that
exposure to glyphosate has a toxic effect on the survival of Danio rerio fish. This effect was
significant for the highest concentration tested 4 mg/L (Table 1). Based on the results obtained, the
effective concentration inhibiting 50% of the Danio rerio population exposed for 30 days to
glyphosate was defined as 3.01 mg/L (2.55- 3.76). The maximum concentration of glyphosate tested
without significant effect (NOEC) is 0.25 mg/L and the minimum concentration of the herbicide with
significant effect (LOEC) is 1 mg/L.

From the results defined in Table 1, it appears that long-term exposure to glyphosate has a toxic effect
on the hatching, heart rate and locomotor system of Danio rerio embryos. This effect is significant
only for the maximum concentration 4 mg/L. A significant reduction in hatching rate was observed,
reaching 60.25%, for the highest concentration. Compared to the controls, the percentage of fish
swimming decreased significantly for the 4 mg/L concentration. Danio rerio fish swam slowly and
settled to the bottom of the aquarium. For the cardiac arrest parameter, the percentage increased
significantly reaching 53.01% for the maximum concentration.

Table 1: Danio rerio exposed to measured concentrations of glyphosate in a 30-day life study (values
are means * standard deviation) (*p<0.05)

Glyphosate Mortality (%) | Hatching rate | Cardiac Number  of

mg/L (%) arrest (%) | zebrafish
swimming

0 1,11+1,92 100+0 0+0 10040

1 7,21+0,97 100+0 0+0 10040

2 31,00+2,03 10040 0+0 86,68+1,42

3 38,14+1,43 97,10+1,21 88,98+0,61 | 85,89+1,25

4 72,12+4,93* 60,25+2,37* 53,01+2,36* | 45,21+0,39*
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The performance of toxicity tests for the hatching parameters, heart rate and locomotor activity,
allowed us to define significant concentrations for the evaluation of the toxicity of glyphosate towards
Danio rerio (Table 2).

Table 2: NOEC, LOEC, the effective concentrations (mg / L) and the 95% confidence limits after 30
days of exposure

Concentration/ NOEC LOEC 30 d-ECyg 30 d-ECs
Parameter

Hatching rate 2,24 2,71 3,00 (1,70-3,36) 4,29 (3,84-7,31)
Cardiac arrest 2,13 2,85 3,00 (2,65-3,20) 3,56 (3,37-3,78)
Numbers of zebrafish | 2,12 2,52 2,77 (1,82-3,11) 3,83 (3,51-4,59)
swimming

Malformations: During 10 days of exposure to glyphosate, significant malformations were observed
in zebrafish at the highest concentration (13 mg/L) in the form of a curved tail or missing fins (Figure
6). The latter malformation has not been described in other scientific work. In addition, long-term
exposure (30 days) revealed significant malformations detected in Danio rerio fish larvae in the form
of tail curling at the 4 mg/L concentration.

Figure 6: Malformations observed during 10 days of glyphosate exposure (a: no fin, b-c: tail bending)

Extensive use of pesticides can lead to their accidental introduction into fresh and marine surface
waters. Several authors have evaluated the toxic effects of glyphosate exposure on the early life stages
of different types of fish®***".

For a direct interpretation of the toxicity of glyphosate to Danio rerio, the 48h-ECs, concentration was
transformed into a toxic unit according to the formula of Sprague and Ramsey® (TU = [1/EC50] x
100). According to the Persoone et al? classification, the short-term toxicity of glyphosate belongs to
the 3rd class and presents an acute toxicity for the studied species (TU-48h=6.62).

Comparing our results with those of the study by Rodrigues et al**, acute exposure to Roundup Origina
(active ingredient glyphosate) is toxic to zebrafish with a 48h-ECs, concentration of 17.50 mg/L. This
value is more or less similar to the one defined in our work (48h-ECso= 15.10 mg/L). Similarly, the
invertebrate Artemia salina seems to have sensitivity towards glyphosate similar to our study with a
48h-ECs, of 14.19 mg/L**. Other species such as the cyanobacterium Microcystis aeruginosa and the
invertebrate Daphnia magna appeared more sensitive to glyphosate than the zebrafish with a 48h-ECs,
of 8.9-8.1 mg/L"* *,
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The studies of Sulukan et al*” and Lanzarin et al™, show that exposure to glyphosate affects the
hatching of Danio rerio fish. This is marked by a significant reduction in the hatching rate for
maximum concentrations. The same effect is noted in our study, the decrease in hatching rate of
zebrafish is significant at the highest concentration of 13 mg/L. On the other hand, the two studies
Zhang et al®* and Schweize et al®, show that exposure to high concentrations of glyphosate
accelerated the hatching rate of zebrafish.

From the results obtained in our study, it appears that exposure to glyphosate affects the cardiac
system of the species Danio rerio. The percentage of cardiac arrest increased significantly from the
concentration of 10 mg/L, reaching 38% for the maximum concentration of 13 mg/L. The same effect
was noted in the Lanzarin et al study™.

In the Zhang et al. study®, a 48-hour locomotion test showed that exposure of Danio rerio embryos to
glyphosate significantly increased locomotor activities. These results are contradictory to those
obtained in our work. Indeed, our results revealed that exposure to glyphosate significantly decreased
locomotor activities of zebrafish especially at high concentrations.

|27 |15

The data obtained in the Sulukan et al*" and Lanzarin et al™ studies showed that glyphosate treatment
caused several types of malformations, especially those of the body. These malformations were most
severe in embryos and larvae exposed to the highest concentrations. Based on the results of our tests
(10 days of exposure), body malformations are also expressed for the high concentration (13 mg/L).

This work resulted in a chronic value for freshwater vertebrates (30d-ECy, of 1.29 (0.78-1.65) mg/L)
that can be used for the refinement of guide values for the protection of aquatic life. Based on
European regulations, a PNEC (predicted no effect concentration) of 2.5ug/L was obtained by
applying a safety factor of 100 on the mortality NOEC (0.25 mg/L). By comparing this value with that
required by the French National Environmental and Occupational Health Safety Agency (PNEC = 60
ug/L)*, the value of this study can be integrated to reduce the PNEC recommended by this agency and
thus ensure the viability of Danio rerio and other aquatic species populations.

Finally, our observations of larval malformations during chronic exposure of zebrafish to glyphosate
suggest the presence and long-term accumulation of an endocrine disrupting mechanism that affects
the hormonal system regulating the physiological functions of Danio rerio that remains to be verified.

Conclusion

At the end of this study, we were able to evaluate several aspects of acute and chronic toxicity of the
herbicide glyphosate on the species Danio rerio.

The exposure of zebrafish to this pesticide showed that it has a significant toxic effect on the survival
of zebrafish with a 48h-CEs, of 15.10 mg/L (13.82-16.32). A significant delay in hatching rate and a
significant decrease in swimming embryos was observed at the maximum concentration of 4 mg/L.
Significant malformations were detected in zebrafish at the highest concentration (13 mg/L) in the
form of a curved tail or missing fin. This last malformation has not been described in other scientific
works.

Finally, the contamination of aquatic environments by glyphosate can touch the balance of the entire
aquatic ecosystem and also affect their biodiversity, which make eco-toxicological studies on chronic
exposure to this herbicide important for the evaluation of the toxicity of these chemical substances.
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IV-TOXICITE CHRONIQUE DU GLYPHOSATE CHEZ DAPHNIA MAGNA ET
DANIO RERIO : ETUDE COMPARATIVE

(Chronic toxicity of glyphosate to Daphnia magna and Danio rerio: A comparative study)

Daphnia magna et Danio rerio sont les deux espéces les plus utilisées pour 1’évaluation de la
toxicité aquatique d’une substance chimique. L’objectif de cette étude est de comparer, en
termes de survie, la sensibilité des deux espéces pour le glyphosate. Le test chronique sur
Daphnia magna est conduit pour une durée d’exposition de 21 jours. Le test chronique sur
Danio rerio est réduit de 30 a 21 jours d’exposition au herbicide testée. En admettant que les
deux tests chroniques ont été réalisés dans les mémes conditions expérimentales, il apparait
que la survie était plus sensible chez les poissons zebres avec une NOEC de 0,32 mg/L que
les invertébrées daphnies avec une NOEC de 1.40 mg/L. Au cours de la derniére semaine
d’exposition au glyphosate, les daphnies sont mortes massivement pour la concentration
maximale 5.5 mg/L. La mortalité a augmenté d’une manicre significative jusqu’a atteindre
100% pour la concentration maximale. Par rapport a Daphnia magna, la mortalité des
poissons zebres a augmenté aussi significativement jusqu’a atteindre 85,07% pour la plus
forte concentration testée.

Cependant, la réduction du temps d’exposition a 21 jours a permis de constater que le test
Danio rerio est le plus représentatif et permettrait de mieux avoir une idée sur 1’écotoxicité
des produits phytosanitaires comme le glyphosate et de dériver des concentrations protectrices
pour toutes les composantes du milieu aquatique.

Ce travail a permis de dégager une valeur chronique pour les vertébrés de 1’eau douce (21d-
ECio de 1, 39 (0,78-1,65) mg/L) qui peut étre utilisé pour I’affinement des valeurs guides pour
la protection de la vie aquatique. En se basant sur la réglementation européenne, on a pu
obtenir une PNEC de 27,8ug/L en appliquant un facteur de sécurité de 50 sur la NOEC de la
survie (1,39 mg/L).

En comparant cette valeur avec celle exigée par I’agence national de sécurité sanitaire de
I’environnement et du travail (2019) (PNEC = 60 ug/L), la valeur de cette présente étude
peut étre intégrée pour réduire la PNEC préconisée par cette agence et assurer ainsi la

viabilité des especes aquatiques d’eau douce.
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ABSTRACT

The chronic toxicity of glyphosate, a systemic organochlorine herbicide, was evaluated on
two species Daphnia magna and Danio rerio. These two species are widely used in bioassays
and recommended by several international standards for the evaluation of the aquatic toxicity
of a chemical. The first part of this study was devoted to the evaluation of the chronic toxicity
of the studied herbicide according to the Moroccan standards 1ISO 10706 for daphnia and
OECD 210 for zebrafish. The analysis of the test results revealed that glyphosate is toxic on
the survival of both test organisms Daphnia magna and Danio rerio. Then, the second part
was devoted to the comparison between these two freshwater species in order to determine
their sensitivity to this pesticide and to define the most effective test in the term of the aquatic
evaluation of the toxicity of glyphosate.

Key words: Glyphosate; Danio rerio; Daphnia magna; survival; sensitivity.
INTRODUCTION

In Morocco, agriculture occupies an important place in economic, social and environmental
terms. The agricultural sector alone represents 12.8% of the national GDP between 2008 and
2018 (Rhalem, 2020).

As a developing country, Morocco's main concern is to achieve food self-sufficiency. The
country is constantly developing the means and infrastructure necessary to improve its
agricultural production systems.

According to statistics from the Office des Changes, the use of pesticides in Morocco has
increased since 2005. The country imports 17,589 tons of phytosanitary products annually
through approximately 70 phytosanitary companies (El Ouilani, 2011).

However, the intensive use of pesticides has revealed serious environmental consequences
inherent to their misuse and irrational management. It has been estimated that less than 0.1%
of pesticides used for different crops achieve their specific objectives, leaving large amounts
of toxic waste free to move into different environmental compartments (Cattani et al., 2014;
Nguyen et al., 2016).
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Given its final receptacle status, the aquatic environment groups the ecosystems most
affected, directly or indirectly, by the toxic effects of these plant protection products (Montiel-
Ledn et al., 2019; Robichaud et Rooney, 2021).

In Morocco, the regulation of the agricultural pesticide sector aims to ensure the effectiveness
and use of plant protection products and to protect humans and their environment. These
substances can only be imported or placed on the market after prior authorization from the
Ministry of Agriculture, Maritime Fishing, Rural Development and Water and Forests (law
n°42-95). Glyphosate-based products, with the exception of the one combining glyphosate
with the co-formulant POE-Tallowamine (ONSSA, 2018), are still used in Morocco under the
control of ONSSA.

In the last decade, glyphosate-based herbicides are the most widely used in the world (Baylis,
2000). Because of its non-selective nature, this herbicide is used in different crops (corn,
cotton, cereals, legumes) as well as in pastures, forestry, vegetation control on industrial lands
and for domestic maintenance (EPA, 1993; Cox, 2004; Benbroug, 2016; Tomlin, 2006;
Soltani et al., 2013; Jaskulski et Jaskulska, 2014).

This herbicide has been the subject of much international concern regarding the carcinogenic
risk of its active ingredient on human health. In January 2015, the administrative court of
Lyon annulled the marketing authorization of Roundup Pro 360, which contains glyphosate.

Given the hazardous potential of glyphosate for wildlife, several studies have shown the toxic
effect of this herbicide in living organisms at different levels of the trophic chain (bacteria,
algae, crustaceans, amphibians and fish) (Folmar et al., 1979; Cuhra et al., 2013; Sihtmae et
al., 2013; Annett et al., 2014; Reno et al. 2018, Faria et al., 2021).

Freshwater invertebrates such as Daphnia magna represent the most sensitive taxon among
aquatic organisms (Parrish et al., 1976). This species has been recommended as a standard test
organism (Organization for Economic Cooperation and Development, 1998; U.S.
Environmental Protection Agency, 2002). They have been widely used in bioassays to assess
the aquatic toxicity of environmental samples, including wastes, pesticides, drugs and
chemical effluents. (U.S. Environmental Protection Agency, 1989 ; Wu et al., 2011 ; Hansen
et Roslev, 2016 ; Montassir et al., 2019).

Although Daphnia magna is the most adopted species in aquatic toxicity assessment since it
is the most representative organism in freshwater (Parrish et al., 1976). The use of zebrafish is
considered attractive because of the perfect knowledge of its embryonic development, the
brevity of its life cycle and the transparency of its eggs.

Known for its great regenerative abilities, the zebrafish is widely described in scientific
research. This species represents one of the three most used biological models in the
framework of ecotoxic risk assessment of chemical substances (Pereira et al., 2010.) many
authors have been interested in studying the toxic effect of glyphosate on the zebrafish in a
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concern for the protection of human health and the environment (EI Amrani, 2012; Bernut,
2014; Vincent, 2015; Faria et al., 2021).

The chronic toxicity of glyphosate to aquatic species, especially Danio rerio, is not fully
documented and the few data are available. In the recent study, we investigated the chronic
effects of glyphosate on the survival of Daphnia magna. In this work, we present the results
obtained on Danio rerio after 21 days of exposure to glyphosate and a comparison of these
results with those of Daphnia magna.

The aim of this work is the evaluation of the chronic toxicity of glyphosate in the context of a
comparison of the sensitivity of the herbicide between the two species Danio rerio and
Daphnia magna.

MATERIALS AND METHODS
Solution tested:

In this study, the glyphosate used is an aqueous solution of a herbicide that contains 480 g/L
of glyphosate IPA salt sold in the Moroccan market under the authority of the company
PROMAGRI (Casablanca, Morocco).The choice of this herbicide is due to its massive use by
farmers and agricultural companies.

To prepare a stock solution of concentration (100 mg/L) of the commercial glyphosate, we
took a volume of 20 pL of the herbicide which we diluted directly in 100 mL of distilled
water. As for the different dilutions, they are made with the rearing medium of each species.
The stock solution (100 mg/L) is freshly prepared before each renewal of the test medium.

Chronic tests of the two species studied:

To evaluate the long-term toxicity of glyphosate on Daphnia magna, we performed the
chronic test according to the recommendations of NM ISO 10706 (2014).Daphnia juveniles
(<24h old) were obtained from a continuous culture maintained in our laboratory in aquaria
with culture water prepared according to the ISO standard, pH 7.8 + 0.2, a temperature
0f20°C + 2°C and a photoperiod of 16-h light/8-h dark. Cladocerans were fed daily with a
natural food consisting of algal culture (107 cells of Scenedesmus subspicatus / day /daphnia)
and a synthetic food (50 pl of Tetramin solution). The culture medium was renewed three
times a week.

To assess the chronic toxicity of the pesticide on Danio rerio, the tests are performed
according to the OECD 210, 2013 guideline. The eggs were obtained from a continuous
culture maintained in our laboratory in aquaria with dechlorinated water, pH 7.8 + 0.2,
temperature 23 °C £ 2 °C and photoperiod 16-h light/8-h dark. The zebrafish are fed daily
with a natural food made of daphnia and a synthetic food (1g/60 fish/day). Once a month the
water in the zebrafish aquaria was completely renewed. The duration of the test was reduced
from 30 days to 21 days.
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Statistic:

For statistical interpretation of the results of this study, we used two software packages Probit
(Probit version 1.5, USEPA, OH, USA) and Statistica (STATISTICA version 6 for Windows,
Statsoft, Tulsa, OK, USA)).The determination of significant differences between the control
groups and the different concentrations of glyphosate tested varies according to the data. If the
conditions are met, a parametric, one-factor ANOVA test is used, followed by Dunnett's post
hoc test. On the other hand, if one of the conditions is not established, a non-parametric test is
used, the Kruskal-Wallis test followed by the Mann-Whitney U test. The statistical
significance is established at p<0.05.

RESULT
Chronic toxicity of glyphosate on Daphnia magna survival

It appears that long-term (21 days) exposure to glyphosate has a toxic effect on the survival of
the study species. This effect is significant for the three concentrations tested 3.5, 4.5 and 5.5
mg/L.

Indeed, the percentage of inhibition increases significantly, with the increase of the
concentrations of glyphosate, until reaching 100% for the maximum concentration 5.5 mg/L.
For this concentration, the mothers died massively during the last 6 days of exposure.
Compared to controls, Daphnia magna mortality was not significant at low concentrations.

The chronic tests for the survival parameter allowed us to define four important
concentrations for the evaluation of the aquatic toxicity of glyphosate (Table 1).

Tableau 1: NOEC, LOEC and the effective dose-response parameters (mg / L) and their 95%
confidence limits after 21 days of exposure

Concentration | NOEC | LOEC ECio ECso
Valeur (mg/L) 1.40 1.65 1,71 (0,84- 3,13 (2,45-
2,25) 3,84)

Chronic toxicity of glyphosate on the survival of Danio rerio

The evaluation of the results obtained from the chronic tests (21 days) show that the exposure
to glyphosate has a toxic effect on the survival of the species Danio rerio. This effect is
significant only for the two concentrations tested 4.5 and 5.5 mg/L. A significant increase in
the percentage of mortality is observed with increasing concentrations of glyphosate, reaching
85.07% for the maximum concentration 5.5 mg/L.

Based on the results obtained from the tests performed on control embryos, the NOEC,
LOEC, 21d-EC10 and 21d-EC50 were determined (Table 2).
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Table 2: NOEC, LOEC, the effective concentrations (mg / L) and the 95% confidence limits
after 21 days of exposure

Concentration NOEC LOEC ECyo ECsyg

Valeur (mg/L) 0,32 1,89 1,39 (0,78-1,65) | 3,24 (2,59- 3,99)

Comparison of chronic effects of glyphosate on Daphnia magna and Danio rerio

The chronic tests performed for the two biological models used in this study, followed the
same conditions with an equivalent range of glyphosate concentrations (0; 1.5; 2.5; 3.5; 4.5;
5.5) and an exposure time of 21 days. Dose-response relationships on survival were recorded
for Daphnia magna during the second week of exposure, while relationships for Danio rerio
only during the third week of exposure. Although survival of Daphnia was already affected at
5.5 mg/L after 6 days of exposure, mortality at lower concentrations occurred much later,
after 15 days of exposure.

During the last week of exposure to glyphosate, daphnids died massively for the maximum
concentration 5.5 mg/L. Mortality increased significantly until it reached 100% for the
maximum concentration. Compared to Daphnia magna, zebrafish mortality also increased
significantly up to 85.07% for the highest concentration tested. From Tables 1 and 2, the 21d-
NOEC value for survival on Daphnia magna was 1.40 mg/L and that of Danio rerio was 0.32
mg/L.

DISCUSSION

Dose-response or exposure-response or simply written dose-response expresses the
relationship between changes in physiological functions of the organism (response) and the
amount of exposure to a substance (dose). This study clearly showed that the toxicity of
glyphosate to both organisms Daphnia magna and Danio rerio increases with time of exposure
and increasing concentration tested.

The stability of the aquatic ecosystem depends on which species are most sensitive to
pollutants. For this reason, the determination of reference values such as NOEC and LOEC is
very useful because they allow the determination of discharge standards for different
potentially polluting substances. Assuming that the two chronic tests were performed under
the same experimental conditions, it appears that survival was more sensitive in zebrafish with
a NOEC of 0.32 mg/L than the invertebrate Daphnia with a NOEC of 1.40 mg/L.

Similarly, the comparison between the two species studied showed that for the survival
parameter, the vertebrate Danio rerio was more sensitive than Daphnia magna with a
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calculated EC10 value of 1.39 (0.78-1.65) mg/L. This may be explained by the permeability
of the zebrafish egg chorion to toxicants.

Generally, Cladocerans, and especially Daphnia magna, have been widely used in aquatic
toxicology tests. These species represent one of the three most widely used biological models,
along with algae and fish, in the ecotoxic risk assessment of chemicals (Pereira et al., 2010).
These invertebrates appear to be the most sensitive and representative freshwater taxon
among aquatic organisms (Parrish et al., 1976).

In this present study, the results showed that the evaluation of the chronic toxicity of
glyphosate based on the same exposure time (21 days), allowed us to find that the species
Danio rerio is more sensitive than Daphnia magna. Thus, the use of zebrafish for the study of
chronic toxicity allows to approach the long-term effects of this kind of pollutant. This aquatic
vertebrate appears to be the most representative organism in freshwater for the chronic
assessment of organophosphate pesticides such as glyphosate.

This work resulted in a chronic value for freshwater vertebrates (21d-EC10 of 1, 39 (0.78-
1.65) mg/L) that can be used for the refinement of guide values for the protection of aquatic
life. Based on European regulations, a PNEC of 27.8ug/L was obtained by applying a safety
factor of 50 on the survival NOEC (1.39 mg/L).

By comparing this value with the value required by the National Environmental and
Occupational Health Safety Agency 2019 (PNEC = 60 pg/L), the value of this study can be
integrated to reduce the PNEC recommended by this agency and thus ensure the viability of
freshwater aquatic species.

CONCLUSION

Daphnia magna and Danio rerio are the two most used species for the evaluation of the
aquatic toxicity of a chemical substance. The chronic test on Danio rerio is reduced for an
exposure duration of 21 days. The two chronic tests were performed under the same
experimental conditions, our results show that survival was more sensitive in zebrafish with a
NOEC of 0.32 mg/L than invertebrate daphnia with a NOEC of 1.40 mg/L. This study
allowed us to derive a chronic value for freshwater vertebrates (PNEC=27.8ug/L) that can be
used to derive protective concentrations for all components of the aquatic environment.
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DISCUSSION

Cette présente étude a été consacré a 1’évaluation du risque du glyphosate pour le milieu

aquatique a travers des essais de toxicité chronique sur deux espéces d’eau douce Daphnia

magna et Danio rerio. De méme, Les effets de I’herbicide ont été évalués sur quatre

générations successives afin de déterminer le développement de la toxicité sur la descendance

des daphnies. La comparaison de la sensibilité, a la toxicité de ce produit phytosanitaire,

entres les deux modeéles biologiques a été également étudiee.

Une enquéte concernant [’usage des pesticides et surtout I’herbicide glyphosate ont été menés

pour collecter le maximum d’information sur I'usage de ces produits phytosanitaires dans la

Région Rabat-Salé-Kénitra.

Ces résultats mettent en évidence :

Utilisation du glyphosate sous de sel d'isopropylamine dans la Région Rabat-Sale-
Kénitra,

La relation effet-dose-temps dans ’expression de la toxicité aigué et chronique du
glyphosate,

La forte toxicité du glyphosate pour les poissons zebres par rapport aux autres taxons,
La sensibilité de Danio rerio par rapport Daphnia magna pour le paramétre de survie,
La présence de malformations aux fortes doses testées,

L’augmentation de la toxicité du glyphosate dans la 4°™ génération par rapport a la
génération parentale,

L’utilité de réduire les essais de toxicité pour Danio rerio de 30 a 21 jours.

Quatre grands points vont étre discutés :

L’utilisation du glyphosate par les agriculteurs dans la région Rabat-Salé-Kénitra.
L’¢évaluation du danger du glyphosate pour les organismes aquatiques a travers 1’étude
de sa toxicité sur Daphnia magna et Danio rerio,

L’évolution de la toxicité du glyphosate sur quatre générations successives chez
Daphnia magna,

La comparaison de la sensibilité de deux organismes d’eau douce: Daphnia magna et

Danio rerio vis-a-vis de la toxicité du glyphosate.
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Le glyphosate est un herbicide qui a été largement utilisé pour le désherbage agricole et
I'entretien des espaces urbains et industriels. En agriculture, le glyphosate permet de lutter
contre les adventices et représente un moyen de désherbage efficace, slr et économique
depuis plus de 40 ans. En Janvier 2015, le tribunal administratif de Lyon a annulé
I’autorisation de la commercialisation du Roundup Pro 360 qui contient du glyphosate (OMS,
2015). Ce produit phytosanitaire a fait objet d'une grande problématique internationale
concernant le risque cancérigéne de son principe actif sur la santé humaine. Malgré la
classification de I'OMS du glyphosate comme agent “probablement cancérogéne” pour les
humains, ce produit continue a étre utilisé par plusieurs pays notamment le Maroc. De ce fait,
I’évaluation de risque du glyphosate pour ’environnement et la santé humaine est devenue
nécessaire afin de déterminer les concentrations protectrices pour les différentes composantes
de I’écosystéme. Les données de toxicité disponibles dans la littérature scientifique se basent
surtout sur la toxicité aigué de ce pesticide. Les rares études sur la toxicité chroniques se sont
focalisées sur quelques organismes, et surtout les cladocéres. Cependant, la sensibilité des

vertébrés semblerait étre supérieure a celle des invertébrés hébergeant le milieu aquatique.
Le présent travail a été consacré a I’étude :

e du mode d’utilisation des pesticides surtout I’herbicide glyphosate par les
agriculteurs de la région Rabat-Salé-Kénitra.

e de la toxicité aigué et chronique du glyphosate. Les concentrations testées sont
obtenues a partir de dilutions d’une solution aqueuse d’un herbicide contenant

480g/L de glyphosate.
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Usage du glyphosate dans la région Rabat-Salé-Kénitra :

La majorité des agriculteurs interrogés lors de nos enquétes ne connaissent pas la maniére
exacte d’utilisation des pesticides et les précautions a prendre lors de la manipulation de ces
substances chimique. Le taux élevé d’analphabétisme chez cette population (62%), combiné a
un manque de conscience, pourrait étre la cause du manque de considération de la précaution
d’emploi de ces produits phytosanitaires ce qui menace la durabilité¢ de 1’agriculture dans la
région Rabat-Salé-Kénitra. Le non-respect des agriculteurs de la dose prescrite pour chaque
pesticide favorise le développement de population résistante d'organismes nuisibles (SAgE
Pesticides, 2011). Les pesticides deviendront de moins en moins efficaces ce qui poussera les
agriculteurs a mettre une quantité additionnelle.

Plusieurs études ont rapportés les effets toxiques aigus des humains a I’exposition aux
pesticides pouvant prendre de nombreuses formes. Les symptémes les plus souvent décrites
correspondent a des lésions, des irritations, des maux de téte, des nausées, des vomissements,
de la fatigue, des étourdissements, des troubles neurologiques, de la perte d’appétit (Renault-
Roger, 2005), des maladies dont le cancer, des effets sur la reproduction, des perturbations au
systeme endocrinien, immunitaire et neurologique (Giroux, 2004).

Ces pratiques irrationnelles constituent un réel danger pour I’environnement. Par ailleurs, la
présence de ces substances dans les milieux aquatiques est possible sous influence de
précipitations et lessivage. Les espéces aquatiques peuvent étre susceptibles aux effets
cumulatifs des mélanges des quantités de déchets toxiques libres se retrouvent dans 1’eau
(Nguyen et al., 2016). Si on prend I’herbicide glyphosate comme un exemple, plusieurs
études ont montré que ce pesticide a été détecté dans des eaux naturelles soit de surfaces ou
souterraines de plusieurs pays (Trudeau et al., 2011 ; Horth, 2012 ; Majewski et al., 2014 ;
Giroux, 2015). Par ailleurs, des effets indésirables du glyphosate ont été observés chez des
organismes vivants a différents niveaux de la chaine trophique (les bactéries, les algues, les
crustacés, les amphibiens et les poissons) (Folmar et al. 1979 ; Cuhra et al. 2013; Sihtmae et
al. 2013 ; Annett et al., 2014 ; Reno et al. 2018). Ce pesticide peut inhiber des enzymes
spécifiques chez les invertébrés tels que le phosphoénolpyruvate (Tu et al., 2001), le
phosphatase (drsted et Roslev, 2015) et peut egalement altérer I'expression de génes sensibles
au stress (Le et al., 2010). Son exposition peut causer un stress oxydatif, une inhibition de
I'acétylcholinestérase et augmente la sensibilité aux infections parasitaires (Annett et al.,
2014).
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Evaluation du danger du glyphosate pour les espéces aquatiques :

La présence du glyphosate dans les milieux aquatiques est possible (Robichaud and Rooney,
2021) sous influence de précipitations (Vereecken, 2005; Borggaard et Gimsing, 2008) de
pulvérisation accidentelle et de ruissellement des terres agricoles (Montiel-Ledn et al., 2019 ;
Struger et al., 2015) . Plusieurs études ont montré que le glyphosate a été détecté dans des
eaux naturelles soit de surfaces ou souterraines de plusieurs pays.

En Europe, plusieurs pays ont détectés le glyphosate dans les eaux naturelles a une fréquence
parfois tres élevée jusqu’a 92,5 et 100 % (Horth, 2012). La méme situation en Amérique du
Nord, le glyphosate est généralement retrouvés a de plus fortes concentrations dans les eaux
de surface jusqu’a 427 et 397 pg/l (Scribner et al, 2007).

Toxicité aigué du glyphosate :

Une relation de dose-effet-temps des modeles biologiques testés, a la toxicité aigué du
glyphosate, a été remarquée lors des essais a court terme. En effet, la toxicité est accentuée
avec I’augmentation du temps d’exposition. Pour les daphnies, la valeur ECs -24h est de 9.53
mg/ L alors qu’elle diminue a 8.61 mg/ L apres 48 heures d’exposition. Pour les poissons
zebres, la valeur de la CEsp a diminué de 16,57 mg/L aprés 24 heures a 15,10 mg/L aprés 48
heures.

Diverses ¢tudes ont rapporté 1’effet aigue du glyphosate sur les daphnies (Tableau 15). Cette
toxicité est définit par une immobilité significative des juvéniles durant 48 heures
d’exposition au pesticide.

En comparant nos résultats avec ceux de I’é¢tude de Hansen et Roslev (2016), on trouve une
48h-ECso de 8,9 mg/L similaire a celle définit dans notre travail. De méme, 1’étude de Cuhra
et al. (2012) montre que trois différents clones de Daphnia magna testés pour Roundup
(principe actif glyphosate) ont une valeur de 48h-ECs qui est a I’intérieur de cet intervalle de
3,7a10,6 mg/L.

D’autres études décrites dans le tableau 15, la 48h-ECsp n’est pas la méme trouvé dans cette
présente étude. Ceci peut étre expliqué par la forme et pureté du glyphosate étudié.

De méme, le temps d’exposition augmente la toxicité du glyphosate vis-a-vis Daphnia
magna. Dans 1’étude Sarigul et Beckan, la concentration effective inhibant 50% des daphnies
ont diminué significativement, comme nous I’avons noté dans notre travail, passant de 0,019

mg/L aprés 24 heures a 0,012 mg/L apres 48 heures.
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Tableau 14: Vue d'ensemble des données relatives aux effets de glyphosate sur Daphnia
magna rapportées dans littérature

Auteur Produit utilisé Année 48h-ECso (mg/L)
(quantité de
glyphosate)
Folmar et al. Roundup (360,32 g/L) 1979 3,0
Sarigul et Beckan Roundup (48%) 2009 0,012
Cuhra et al. Glyphosate IPA salt 2012 1,4-7,2/
(40%) /
Roundup (18%) 3,7-10,6
Hansen et Roslev Glyphosate IPA salt 2016 8,9
(40%)

Selon 1’étude Zhang et al. (2018), la cyanobactérie Microcystis aeruginosa a une sensibilité

vers le glyphosate (95 % pureté) semblable que les daphnies avec une 48h-ECsyde 8,1 mg/L

(Tableau 16).

D’autres espéces telles que les invertébrés d’eau salée (Tsui et Chu , 2003), sont apparus plus

sensible au Roundup (41% de glyphosate) que les daphnies avec une 48h-I1Csq de 1,77 mg/L

pour ’espéce Acartia tonsa et 48h-1Csq de 5,00 mg/L pour 1’espéce Euplotes vannus .

Le poisson Clarias gariepinus avec une 96h-CLs, de 300 mg/L (Erhunmwunse et al., 2018),

le crustacé Gammarus pseudolimnaeus avec une 48h-CEsy de 62 mg/L et la larve de

Chironomus plumosus avec une 48h-CEsy de 18 mg/L (Folmar et al., 1979) sont plus

résistants au glyphosate que Daphnia magna.

Tableau 15: Vue d'ensemble des données relatives aux effets de glyphosate sur différentes
especes rapportées dans littérature

Espéce Substance | Concentration Auteur Année
effective (mg/L)
Clarias gariepinus Glyphosate | 96h-CLsp =300 | Erhunmwunse | 2018
IPA-salt etal.
(360 g/l)
Microcystis aeruginosa Glyphosate | 48h-ECso= 8,1 Zhang et al. 2018
Daphnia magna Round up | 48h-EC5,=3,0 | Folmar etal. 1979
Gammarus pseudolimnaeus (360,32 48h-ECsp = 62
Larve de Chironomus plumosus g/L) 48h-EC5p= 18
Salmo gairdneri 24h-EC5p= 8,3
Pimpehales promelas 24h-EC50=2,4
Ictalurus puncatus 24h-EC50=13
Lepomis macrochirus 24h-EC50=6,4
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Par ailleurs, plusieurs auteurs ont évalué les effets toxiques de I'exposition au glyphosate sur
les premiers stades de vie de différentes types de poissons (Li et al. , 2017 ; Lopes et al.,
2017; Fiorino et al., 2018).

En comparant nos résultats avec ceux de 1’étude de Rodrigues et al. (2016), I’exposition
aigue au Roundup Origina (principe actif glyphosate) est toxique pour le poisson zébre avec
une concentration 48h-ECs de 17.50 mg/L. Cette valeur est plus ou moins similaire a celle
définit dans notre travail (48h-ECso= 15.10 mg/L).

De méme, I’invertébré Artemia salina semble avoir une sensibilité vers le glyphosate
semblable a celle de notre étude avec une 48h-ECsode 14.19 mg/L (Tableau 17).

D’autres especes telles que la cyanobactérie Microcystis aeruginosa sont apparus plus

sensible au glyphosate que le poisson zébre avec une 48h-ECsg de 8.1 mg/L (Tableau 17).

Tableau 16: Apergu des études sur 1’effet du glyphosate aprés 48 heures d’exposition

Auteur Produit utilisé Espece 48h-ECs Année
(mg/L)
Rodrigues et al. Roundup Artemia salina 14,19 2016
Origina (48%)
Zhang et al. Glyphosate Microcystis aeruginosa 8,1 2018
(95%)

Toxicité chronique du glyphosate :

Les résultats du test chronique ont montré que la reproduction est le paramétre le plus sensible
au glyphosate pour les daphnies. En effet, la diminution significative de ce parametre
commence a partir de 3,5 mg/L. Le parametre le plus sensible dans la reproduction est le
nombre de ponte. La EC;o 21j pour ce parameétre est de 2,30 (0,33-3,13) mg/L.

L’¢étude cuhra et al., 2012, démontre que I’exposition chronique durant 15 jours du glyphosate
a des effets néfastes sur la survie et la reproduction des daphnies. Ceci est marqué par une
réduction significative de la survie et la reproduction des la concentration de 4,05 mg /L de
glyphosate. Le méme effet est remarqué lors de notre étude, la mortalité et la diminution des
parametres de la féecondité des daphnies est significative a la concentration 4,5 mg/L.

Les résultats des tests chroniques (30 jours) montrent que 1’exposition au glyphosate a un
effet toxique sur la survie I’éclosion, le rythme cardiaque et le systeme locomoteur des
embryons des poissons Danio rerio. Cet effet est significatif seulement pour la plus forte
concentration testée 4 mg/L.
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Tableau 17: Danio rerio exposé a des concentrations mesurées du glyphosate pendant 30
jours (values are means + standard deviation) (*p<0.05)

Glyphosate | Mortalité (%) Taux Pourcentage | Nombre de

mg/L d’éclosion cardiaque poison
(%) (%) nageant

0 1,11+1,92 1000 0+0 100+0
1 7,21+0,97 1000 00 100+0

2 31,00£2,03 1000 0+0 86,68+1,42

3 38,14+1,43 97,10+1,21 | 88,98+0,61 | 85,89+1,25

4 72,12+4,93* | 60,25+2,37* | 53,01+2,36* | 45,21+0,39*

Les deux études Sulukan et al. (2017) et Lanzarin et al. (2019), démontrent que 1’exposition
au glyphosate affecte 1’éclosion des poissons Danio rerio. Ceci est marqué par une réduction
significative du taux d’éclosion pour les concentrations maximales. Le méme effet est
remarqué lors de notre étude, la diminution du taux d’éclosion des poissons zebres est
significative a la plus forte concentration 4 mg/L.

Par contre, les deux études Zhang et al. (2018) et Schweize et al. (2019), démontrent que
I’exposition a des concentrations fortes de glyphosate a accélérer le taux d’éclosion des
poissons zebres.

D’aprées les résultats obtenus dans notre étude, il apparait que I’exposition au glyphosate
affecte le systéme cardiaque de I’espece Danio rerio. Le méme effet est remarqué dans
I’étude Lanzarin et al. (2019).

Dans 1’¢tude Zhang et al. (2018), un test de locomotion a montré que l'exposition des
embryons Danio rerio au glyphosate a augmenté de maniére significative les activités
locomotrices. Ces résultats sont contradictoires a ceux obtenus dans notre travail. En effet,
nos résultats ont révélé que 1’exposition au glyphosate diminue significativement les activités
locomotrices des poissons zébres surtout aux fortes concentrations.

Les données obtenues dans les études Sulukan et al. (2017) Lanzarin et al. (2019) ont montré
que le traitement au glyphosate provoquait plusieurs types de malformations, notamment
celles du corps. Ces malformations étaient plus graves chez les embryons et les larves exposés

aux concentrations maximales.
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En se basant sur les résultats de nos tests les malformations corporelles s’expriment aussi
pour la forte concentration testée dans notre étude.

Evaluation du risque du glyphosate pour le milieu aquatique :

Plusieurs instances internationales ont elaborées des valeurs guides pour la protection de la
vie dans les milieux aquatiques en utilisant les différentes données existantes sur la toxicité du
glyphosate dans la littérature scientifique.

Pour la protection des especes aquatiques d’eau douce, la valeur guide est évaluée a 80 ng/L
pour la protection de 95% des especes et a 30 ng/l pour la protection de 99% des especes en
Australie et New Zélande (Anzecc et Armcanz, 2000).

Pour protéger la vie aquatique dans I’eau douce, ’US EPA a estimé une valeur aigué finale de
0,0043 pg/L sur 24 heures en moyenne, et une concentration qui n’excede pas 2,4 pg/L a tout
moment. Une valeur chronique finale a été calculée a 0,17 pg/L par la division de la valeur
aigué finale (2,4 pg/L) sur le ratio aigu chronique (14) (US EPA, 1980).

Pour la communauté européenne, la PNEC (predicted no effect concentration) vis-a vis des
organismes d’eau douce a été estimée a 0,4 ng/L (INERIS, 2008). De méme, 1’agence

nationale de sécurité sanitaire de 1’environnement et du travail a déterminé une PNEC de 60

Mo/L.

Ce travail a permis de dégager deux valeurs chroniques qui peuvent étre utilisés pour
I’affinement des valeurs guides pour la protection de la vie aquatique:
e Pour les invertébrés de 1’eau douce (EC10-21j de 2,30 (0,33-3,13) mg/L).
e Pour les vertébrés de 1’eau douce (EC10-30j de 1,29 (0,78-1,65) mg/L).
En se basant sur la réglementation européenne, on a pu obtenir une PNEC (predicted no effect
concentration) :
e de 2,5ug/L en appliquant un facteur de sécurité de 100 sur la NOEC de la mortalité
(0,25 mg/L) pour les vertébrés du milieu aquatique.
e de 15 pg/L en appliquant un facteur de sécurité de 100 sur la NOEC reproduction (1,5
mg/L).
Une valeur plus protectrice de 3,3 pg/L a été obtenue en se basant sur la limite inférieure de la
ECi0 21j pour les invertébrés d’eau douce.
Les valeurs de la toxicité chronique obtenues dans cette étude peuvent étre utilisées pour

I’évaluation du risque du glyphosate par la Communauté Européenne. En se basant sur les
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directives de cette instance (E.C., 2003), un facteur de sécurité de 50 peut étre appliqué sur
(NOEC 0,25 mg/L), ce qui donne une PNEC de 5 mg/L.

Effets du glyphosate sur quatre générations successives chez Daphnia magna :

L’introduction des pesticides dans les milieux aquatiques peut avoir des effets chroniques a la
fois au niveau de l'individu et de la population entrainant probablement une perturbation de
tout I’écosysteme. Ceci justifie le besoin des tests multigénérations pour 1’évaluation de la
toxicité chronique d’une substance chimique. Ainsi, ce travail se fixe comme but d’étendre
I’évaluation des effets chroniques du glyphosate a quatre générations successives du cladocére
Daphnia magna, afin d’examiner I’intérét des tests de multigénérations dans 1’amélioration de

I’évaluation de 1I’impact des herbicides sur les écosystémes aquatiques.

La toxicité chronique de I’herbicide glyphosate a été évaluée a travers cinq générations du
crustacé. Les individus de la génération parentale (FO) et des générations descendants (F1, F2,
F3, F4) sont exposés au glyphosate a des concentrations de 1,5 a 5,5 mg/L.

Les résultats montrent que la survie et la reproduction ont été réduites significativement avec
I’augmentation de la concentration du pesticide chez les parents et les descendants. L’effet
toxique du glyphosate est plus prononcé chez la génération fille F4 que chez la génération

parentale FO.

La détermination de la toxicité du glyphosate dépend de la dose et du temps d’exposition chez
la génération parentale FO et les générations filles F1, F2, F3 et F4. Aprés 14 jours
d’exposition a I’herbicide, les résultats obtenus montrent qu’une courte période (deux
semaines) est déja indicative des effets toxiques chroniques du glyphosate dans les différentes
générations. Les effets observés du glyphosate sur les descendants révélent que les quatre
générations filles F1, F2, F3 et F4 sont plus sensibles que la génération parentale FO.La
reproduction et la survie ont diminué significativement a partir de la concentration 3,5 mg/L
pour les parent. Chez les générations F2, F3 et F4, les deux paramétres observés ont été
affecté a partir de la concentration 1,5 m/L. Pour la génération fille F1, la survie a diminué
significativement dés la concentration 3,5 mg/L alors que la reproduction a été affectée des la
concentration 1,5 mg/L.

La sensibilité de la fécondité des daphnies au glyphosate est plus accentuee dans les deux
derniéres générations filles F3 et F4. La reproduction est totalement arrétée aux fortes
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concentrations pour les générations F3 (des la concentration 4,5 mg/L) et F4 (des la

concentration 2,5 mg/L).

Les solutions Roundup a des concentrations de 25 et 50 mg /L du glyphosate durant 15 jours
d’exposition démontrent un manque d’adaptation au herbicide dans les quatre générations
successives de D. magna (Papchenkova et al., 2009). Pour la génération parentale, les
analyses des paramétres de reproduction (nombre de ponte, la taille de la couvée et le nombre
de juvéniles par femelle), ont montrés qu’il ya une diminution significative pour ces
parametres pour les deux concentrations 25 et 50 mg /L. En comparant avec les contrbles
(80,3£2,8), le nombre de juveniles a diminué de 46,0+7,0 pour la concentration 50 mg/L. De
méme, une réduction significative de nombre de ponte (2,6+0,2) et la taille de la couvée
(17,1+2,1) et a été observée chez les daphnies pour la concentration maximale. Ces
expériences de 15 jours ont révélé que les solutions de Roundup a des concentrations de 25 et

50 mg/L ont réduit la reproduction dés la premiére génération.

En se basant sur les résultats de nos tests multigénérations, 1’effet de glyphosate sur la
génération parentale pour les parameétres de la reproduction est similaire pour les fortes

concentrations testées dans notre étude.

En comparant les résultats de I’étude de Papchenkova avec ceux obtenus a partir de nos tests
multigénérations, I’effet de glyphosate sur la génération parentale pour les paramétres de la

reproduction est similaire pour les fortes concentrations testées.

De plus, la comparaison entre les différentes générations successives a révélé une diminution
de résistance a I’herbicide observée pour la quatriéme génération par rapport a la génération
maternelle dans cette étude. Contrairement avec nos résultats, la toxicité du glyphosate est
4éme

plus prononcée chez la génération parentale que chez la génération fille.

Comparaison de la sensibilité de Daphnia magna et Danio rerio pour le glyphosate :

Dans ce présent travail, nous avons entrepris une étude comparative de la sensibilité entre
deux espéeces d’eau douce Daphnia magna et Danio rerio vis-a-vis de la toxicité a long terme
du glyphosate. La durée d’exposition était de 21 jours pour les deux organismes tests. Les
résultats obtenus montrent que les effets du glyphosate pour les deux espéces dépendent de la
dose et du temps d’exposition. Ainsi, la survie diminue avec 1’augmentation de la

concentration du glyphosate dans le milieu et de la durée du test.
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La stabilité de I'écosysteme aquatique dépend des espéces les plus sensibles aux polluants.
Pour cette raison, la détermination des valeurs de référence que sont les NOEC et LOEC est
tres utile car elles permettent de déterminer les normes de rejet de différentes substances
potentiellement polluantes. En admettant que les deux tests chroniques ont été réalisés dans
les mémes conditions expérimentales, il apparait que la survie était plus sensible chez les
poissons zebres avec une NOEC de 0,32 mg/L que les invertébrées daphnies avec une NOEC
de 1.40 mg/L.

De méme, la comparaison entre les deux especes étudiées a montré que pour le parametre de
survie, le vertébré Danio rerio était plus sensible que Daphnia magna avec une valeur de
ECyo calculée de 1, 39 (0,78-1,65) mg/L. Ceci peut étre expliqué par la perméabilité du

chorion des ceufs du poisson zeébre aux produits toxiques.

Il apparait que la réduction de la durée d’exposition de 30 a 21 jours permet de constater que
I’utilisation des poissons zébres pour 1’é¢tude de la toxicité chronique permet d’approcher les
effets a long terme du glyphosate. Ce vertébré aquatique semble 1’organisme le plus
représentatif des eaux douces pour I’évaluation chronique des pesticides organophosphorés

tels que le glyphosate.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au terme de cette étude dans la région de Rabat-Salé- Kénitra et aprés I’analyse des
informations obtenues lors des enquétes, nous avons rassemblé le maximum d’informations
sur I’usage des pesticides dans la région étudiée. Une étude écotoxicologique, nous a permis
d’évaluer plusieurs aspects de toxicité aigue et chronique de I’herbicide glyphosate sur la

population de deux espéces d’eau douce Daphnia magna et Danio rerio.

Concernant les tests de toxicité aquatique utilises, ces essais sont standardisés selon les
normes marocaines et internationales. Pour 1’espéce Daphnia magna, le test aigue d’inhibition
de la mobilité a été réalisé en appliquant les recommandations de la norme marocaine 1SO
6341 (2014). Pour le test chronique de la détermination de la toxicité a long terme de
substances vis-a-vis de Daphnia magna Straus, il a été réalisé selon la norme marocaine 1SO
10706 (2014). Pour I’espéce Danio rerio, le test aigue a été réalisé selon la norme francaise
NF ISO 15088 (2007) et le test chronique selon les recommandations de la ligne directrice
OECD 210 (2013).

A T’aide des logiciels de traitements statistique, nous avons pu déterminer des concentrations
importantes (CEsp, NOEC, LOEC) dans 1’évaluation de I’effet de substances toxiques sur

I’environnement et interpréter ainsi les résultats des tests obtenus.

Dans la premiere partie de cette étude, on a mis en évidence le mode d’usage des pesticides et
de I’herbicide glyphosate dans la région Rabat-Salé-Kénitra. L’analyse des résultats obtenus a
révélé que 50 % des agriculteurs utilisent le glyphosate comme matiere active pour détruire
les mauvaises herbes qui menacent leurs cultures. On note aussi que le glyphosate sous forme
de sel d'isopropylamine est le plus utilisé dans la région d’étude avec 45%. Ceci peut étre
expliqué par sa forte solubilité dans I'eau. Il serait intéressant 1’utilisation des bioherbicides
compos¢ d’huiles essentielles telles que 1’acide pélargonique (un extrait du géranium) et
I’acide acétique dérivé du vinaigre qui peuvent remplacer 1’usage toxique du glyphosate.
Apreés avoir été testées avec succes sur plusieurs cultures, les mauvaises herbes meurent 16h
apres I’application de ces deux produits. A la différence du glyphosate (herbicide totale), ces

bioherbicides spécifiques n’attaquent que des plantes bien précises.

Dans la deuxieme partie de ce travail, nous avons mis en évidence que le cladocére Daphnia
magna est un bon indicateur du potentiel toxique du glyphosate sur la survie et la
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reproduction. Le choix du cladocére daphnie a été favorisé par son role dans la chaine
trophique (consommateur primaire), sa sensibilité, sa représentabilité de la faune aquatique
(norme 1SO) et sa facilité d’utilisation pour des essais au laboratoire. Ces caractéristiques ont
permis d’évaluer 1’écotoxicité de glyphosate sur la survie, la taille et la reproduction de
I’espéce étudiée. De plus, on a prolongé cette étude sur quatre générations issue de la
descendance pré-exposée au produit agricoles. La NOEC 21jours de 0,18 ug/L enregistrée
lors de cette étude, offre un résultat permettant de réduire le seuil préconisé dans le cadre de
I’évaluation du risque li¢ a la présence du glyphosate dans | environnement aquatique et la

protection des especes qui y vivent.

L’introduction des pesticides dans les milieux aquatiques peut avoir des effets chroniques a la
fois au niveau de I'individu et de la population entrainant probablement une perturbation de la
santé de ces écosystemes. Nos résultats soulignent I’intérét de 1’utilisation des tests multi
générations dans I’étude des effets a long terme de ces substances sur une espéce clé d’eau
douce Daphnia magna. Dans cette étude, I’analyse des résultats a montré que la toxicité de
glyphosate continue a se manifester a travers les générations, avec | augmentation du temps
d exposition et de la dose dans le milieu et a long terme. Les effets significatifs observés du
glyphosate sur les descendants révélent que les quatre générations filles F1, F2, F3 et F4 sont
plus sensibles que la génération parentale FO.L’effet toxique du glyphosate est plus prononcé
chez la génération fille F4 que chez la génération parentale FO. Ce constat suggére que les
essais réalisés sur une seule génération saine de laboratoire induit une sous-estimation dans la
prédiction du risque de la substance étudiée. De ce fait, le suivi de la toxicité sur quatre
générations permet de mieux cerner le potentiel toxique de cette substance chimique. Il serait
intéressant d’étendre les tests de toxicité classiques sur plusieurs générations, pour mettre en
évidence | expression de la toxicité des pesticides dans la population et mieux approcher les

phénomenes de sensibilisation ou d ‘adaptation de cette population in situ.

Dans la troisieme partie de ce travail, nous avons montré la toxicité du glyphosate sur un
poisson d’eau douce Danio rerio. Le choix du poisson zébre est favorisé par la simplicité de
1’élevage en aquarium (cott d’installation faible suite a la petite taille des poissons zebres), un
cycle de vie court (maturité sexuelle en trois mois), une fertilité grande (plusieurs ceufs par
ponte), la transparence des ceufs qui facilite leur manipulation en tests de toxicité et sa
sensibilité envers les substances toxiques. Il apparait que 1’exposition pendant 30 jours au

glyphosate a un effet toxique sur la survie le taux d’éclosion, le rythme cardiaque et le
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systeme locomoteur des poissons Danio rerio. Cet effet est significatif seulement pour la plus
forte concentration testée 4 mg/L. De plus, les résultats ont révélé que Danio rerio s est
montré | une des especes de vertébrés d eau douces les plus sensibles a long terme vis-a-vis
de la toxicité du glyphosate. La NOEC 21jours de 0,32 mg/L enregistrée lors de cette étude,
offre un résultat permettant de réduire le seuil préconisé¢ dans le cadre de I’évaluation du
risque lié a la présence du glyphosate dans | environnement aquatique et la protection des

especes qui y vivent.

Dans la quatrieme partie de cette étude, nous avons pu monter que Daphnia magna, utilisé
dans les conditions normalisées, s est montrée moins sensible & la toxicité chronique du
glyphosate que Danio rerio. Il apparait que la survie était plus sensible chez les poissons
zébres avec une NOEC de 0,32 mg/L que les invertébrées daphnies avec une NOEC de 1.40
mg. En effet, la réduction du temps d’exposition a 21 jours a permis de constater que le test
Danio rerio est le plus représentatif et permettrait de mieux avoir une idée sur 1’écotoxicité
des produits phytosanitaires comme le glyphosate et de dériver des concentrations protectrices
pour toutes les composantes du milieu aquatique. L augmentation de la sensibilité de ce
modele a des pesticides comme le glyphosate pourrait étre envisagé a condition de réduire la
durée d exposition de 30 jours a 21 jours. Il serait intéressant de prolonger 1’étude de la
toxicité chronique pour toute la durée de survie de Danio rerio et de détecter les effets sur la
reproduction et sur la descendance a travers un suivi sur plusieurs générations.La détection de
malformations sur la descendance des populations du poisson zébres exposées au glyphosate
pourraient étre le résultat d une interférence de 1’herbicide avec les processus de survie et
reproduction, a travers un mécanisme de perturbation endocrinienne. Il serait intéressant
d explorer cette hypothése par une étude des dérégulations des hormones intervenant dans la
survie et la reproduction chez Danio rerio et la possibilité de les associer avec les

malformations observées.

L ‘utilisation intensive des pesticides a laissé apparaitre des conséquences environnementales
graves inherentes a leur mauvaise utilisation et a leur gestion irrationnelle. La santé humaine
et I'environnement peuvent donc étre affectés directement par les résidus de ces produits
phytosanitaires. Ces substances chimiques s‘accumulent dans I'environnement et contaminent
les sources d’eaux et sols et influencent 1a biodiversité hébergeant ces écosystémes. Pour cette
raison, 1’état doit exiger d’autres lois concernant le traitement de ce type de substances,

augmenter la surveillance sur les stations d’épuration d’industries agricoles et imposer plus
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d’impots et des sanctions sur les agricultures et les industries qui ne respectent pas les normes
d’utilisation, de vente et de rejets de ces produits phytosanitaires decrites par la loi

marocaine.

Pour finir, la contamination des milieux aquatiques par le glyphosate peut toucher 1’équilibre
de tout I’écosysteme aquatique et affecte ainsi sa biodiversité. La valeur chronique de
27,8ug/L obtenue dans cette étude reste largement au-dessous des directives internationales
de protection de la faune aquatique. A la limite de ces résultats obtenus dans ce travail, il
souhaitable de réviser ces valeurs d’une part et de mener des études d’impact et d’évaluation
de risque pour définir des limites de concentrations plus robustes concernant ces substances

chimiques.
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ANNEXES
Annexe 1 :

Textes législatifs et réglementaires d’homologation et la commercialisation des pesticides a

usage agricole au Maroc :

e L0i n°42-95 relative au contrdle et a I’organisation du commerce des produits
pesticides a usage agricole, promulguée par le dahir n°1-97-01 du 12 Ramadan 1417
(21 Janvier 1997).

o Décret n°2-99-106 du 18 Moharrem 1420 (05 mai 1999) relatif 4 ’exercice des
activités d’importation, de fabrication et de commercialisation de produits pesticides a

usage agricole.

e Décret n°2-99-105 du 18 Moharrem 1420 (05 mai 1999) relatif 2 ’homologation des
produits pesticides a usage agricole.

o Décret n°2-01-1343 du 28 Joumada Il 1422 (17 septembre 2001) instituant la
commission des pesticides & usage agricole.

o Décret n°2-01-416 du 8 Joumada | 1423 19 juillet 2002) réglementant la
commercialisation et 1’utilisation des nématicides liquides en agriculture.

o Arrété du ministre de ’agriculture et de la réforme agraire n°777-72 du 21/08/1972
(21 aont 1972) autorisant I’emploi du phosphure d’aluminium pour la désinsectisation
des grains de céréales destinés a la semence ou a I’alimentation et déterminant les

précautions que doivent prendre les personnes qui I’emploient.

e Arrété du ministre de ’agriculture et de la réforme agraire n°466-84 du 15 Joumada Il
1494 (19 mars 1984) portant réglementation des pesticides organochlorés.

e Arrété du ministre de agriculture et de la réforme agraire n°666-87 du 04 Chaabane
1407 (03 avril 1987) réelementant les conditions d’emploi en agriculture, du bromure
de méthyle destiné a la désinfection des sols nus, par fumigation.

e Arréte du ministre de ’agriculture et de la réforme agraire n°1809-89 du 13 Joumada |
1410 (13 décembre 1989) relatif a la vente et & I’emploi de la deltaméthrine et du
piperonyl butoxyde pour la désinsectisation des graines de céréales.

o Arrété du ministre de 1’agriculture, du développement rural et des péches maritimes
n°794-00 du 03 Rebii 1421 (06 Juin 2000) relatif a 1’organisation d’une formation
d’un examen de qualification au profit des techniciens agricoles pour exercer la vente
au détail des pesticides a usage agricole.
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e Arrété conjoint du ministre de I’agriculture et de la péche maritime et du ministre de la
santé n°156-14 du 15 rabia | 1435 (17 janvier 2014) fixant les limites maximales
autorisées de résidus des produits phytosanitaires dans ou sur les produits primaires et
les produits alimentaires.
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Annexe 2 :

Université Mohammed V-Agdal Date :

Facultés des Sciences — Rabat Fiche N°:

Encadrante : Pr. M. Naciri

Fiche questionnaire des pesticides de la région Rabat-Salé-Keénitra

L’informateur :
Niveau d’étude : Analphabéte Primaire-Collége Secondaire Universitaire
Revenu/mois : 250-1500DH 1500-5000DH 5000-10000DH >10000DH

Le pesticide utilisé :

Pesticide Genre Dose Maladie
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Annexe 3 :

Préparation de la solution de référence :

Cette solution et utilisé pour contréle de la sensibilité du réactif biologique (Daphnia magna

et Danio rerio) et de I’applicabilité du mode opératoire.

Réactif
e Bichromate de potassium (K,Cr,07)
e FEaud’¢levage
e Balance une précision de 0,019

e Matériel courant de laboratoire (fioles, pipettes...)

Mode de préparation

Dissoudre 10g de K,Cr,07 dans environ 800ml d’eau dilution et compléter a 1000 ml avec de

I’eau d’élevage.

A partir de la solution mere on va préparer 3 autres solutions de bichromate de potassium
avec des concentrations 10mg/l (1/10), 1mg/I (1/100) et 0.1mg/I (1/1000).
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Annexe 4 :

Préparation de I’eau d’élevage au laboratoire ONEE-branche eau :

L’eau d’¢élevage doit avoir un pH de 7.8 + 0.2, une dureté totale de 250 + 25mg/l un rapport

Ca/Mg voisin de 4/1 et une concentration en oxygene dissous supérieur a 80% de la saturation

dans 1’air.

Réactifs

Hydrogenocarbonate de sodium anhydre (NaHCO3)
Chlorure de potassium (KCI)

Chlorure de calcium dihydraté (CaCl,.2H,0)
Sulfate de magnésium (MgS0Q,.7H,0)

Eau distillée

Mode de préparation

Préparer les solutions suivantes :

Solution de chlorure de calcium : Dissoudre 11,769 de chlorure de calcium
dihydraté dans I’eau et compléter a 1litre avec 1’cau distillée.

Solution de sulfate de magnésium : Dissoudre 4,939 de sulfate de magnésium
heptahydraté dans 1’eau et compléter a 1litre avec I’eau distillée.

Solution de d’hydrogénocarbonate de sodium : Dissoudre 2,59¢g
d’hydrogénocarbonate de sodium dans 1’eau et compléter a 1 litre avec I’eau distillée.

Solution de chlorure de potassium : dissoudre 0,23g de chlorure de potassium dans
I’eau et compléter a 1 litre avec 1’eau distillée.

Mélanger 25 ml de chacune des quatre solutions (1 a 4) et amener le volume total a un litre

avec 1’eau distillée.

Le milieu ainsi préparé, doit étre aéré jusqu’a ce que la concentration en oxygene dissous ait

atteint la valeur de saturation de 1’air et jusqu’a stabilisation de pH.
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Annexe b5 :

Préparation de la nourriture synthétique :
La nourriture synthétique est constituée d’un mélange de volume de trois solutions :

= Solution de tetramin
= Solution de levure
= Solution de cerophylle

Réactifs

e Cerophylle (feuilles de céréales déshydratées)
e Levure seche
e Nourriture de poisson (Tetramin ou équivalent)

e FEau distillée

Mode de préparation

Préparation des solutions suivantes :

¢+ Solution de tetramin (nourriture de poisson broyeée) : mettre 5g de tetramin dans
un litre d’eau distillée et le laisser sous agitation pendant 7 jours. Décanter pendant
une nuit a 4°C et enfin prélever 300 ml de surnageant.

¢+ Solution de cerophylle : peser 5 g de cerophylle, le mettre dans un litre d’cau distillée
et le laisser sous agitation pendant 5 min. Décanter pendant une nuit. Prélever 300 ml
du surnageant.

¢+ Solutions de levure : mettre 5g de levure dans un litre d’eau distillée et le laisser sous
agitation pendant 10min. Prélever 300 ml (sans décantation).

Mélanger 300ml de chacune des trois préparations.

Préparation du milieu de culture algale :
Ajouter a 900 ml d’eau distillée ou déminéralisée les quantités suivantes de solutions meres :

a) 5ml de chacune des méres de macroéléments suivantes :
155



Composés Concentration (g/l)
NaNOs 25

CaCl,.2H,0 2.5

MgS0O,.7H,0 7.5

K2HPO4 7.5

KH2PO4 17.5

NaCl 2.5

b) 0.5 ml de chacune des solutions méres suivantes :

Composés Concentration (g/l)
EDTA-Na, 50

KOH 31

FeCl3.6H,0+1ml H,SO, 4.84

HsBO; 11.42

¢) 0.5 ml de la solution de microéléments suivante :
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Composés Concentration (g/l)
MnCl,.4H,0 1.44
ZnS0,4.7H,0 8.82
MoOs; 0.71
CuS0,4.5H,0 1.57
Co(NOs3),.6H,0 0.49

- Jauger a 1000 ml avec de I’eau distillée ou déminéralisée.
- Le pH de ce milieu de culture est d’environ 7.5.

Le milieu de culture reconstitué est autoclavé (121°C, 1.06-1.20 kg/cm?) 10min/l ou un
minimum de 30 minutes pour les volumes inférieurs a 3l. Laisser refroidir. Ces solutions

peuvent se conserver six mois a 4°C et a I’obscurité.
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Annexe 6 :

Fiches récapitulatives des protocoles d’essai normalisés utilisés dans cette étude :

1- Fiche d’inhibition de la mobilité de Daphnia magna Straus (24/48h) :

Nom P’essai

Détermination de I’inhibition de la mobilit¢ de Daphnia magna

Straus

Norme, année

NM ISO 6341, 2014

Organisme test

Daphnia magna &gée de moins de 24 h obtenue par
parthénogenese

Type d’essai

Statique (sans renouvellement de milieu)

Domaine d’application

Substances chimiques, effluents industriels et urbains, eaux de

surface et eaux souterraines

Principe de I’essai

Détermination de la concentration initiale qui, en 24/48 h,

immobilise 50% de Daphnia magna mises en expérimentation

Durée de I’essai

24 h /48h

Récipient

Tubes a essais

Volume de solutions d’essai par

récipient

10 mi

Mise en contact

5 daphnies par récipient a raison de 4 répliques par concentration

testée

Critére d’effet

Mobilité des jeunes daphnies

Température de réalisation de

P’essai

20°Cx2°C
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Condition d’éclairage

Obscurité ou sous un cycle jour/nuit de 16 h/8h

Critéres de validité

a) Teneur en oxygene dissous > 2 mg/l en fin d’essai
b) Pourcentage immobilisation dans les témoins < 10%

c) CE -24 h du K,Cr,O; comprise entre 0,6 mg/l et 1,7 mg/I
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2- Fiche de la toxicité a long terme de substances vis-a-vis Daphnia magna straus :

Nom P’essai

Détermination de la toxicité a long terme des substances vis-a-vis

de Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea)

Norme, année

NM ISO 10706, 2014

Organisme test

Daphnia magna Straus agées de moins de 24 h obtenues par

parthénogenese.

Type d’essai

Semi-statique (au moins trois renouvellements par semaine) ou a

renouvellement continu

Domaine d’application

Essais de produits chimiques

Principe de I’essai

Mesure de la survie et la capacité reproductrice des parents mis

en expérimentation et détermination de la NOEC et la LOEC

Durée de I’essai

21 jours

Récipient

Tubes a essais ou béchers en verre propres et non contaminés

Volume de solutions d’essai par

récipient

50 ml ou 100 ml

Mise en contact

1 jeune daphnie par récipient a raison de 10 répliques par

concentration

Critére d’effet

Survie des meéres ; nombre de descendants vivants ; capacité

reproductrice des méres ; taille ; nombre de ponte

Température de réalisation de

I’essai

comprise entre 18 °C et 22 °C

Aération

Aération naturel

Condition d’éclairage

Sous un cycle jour/nuit de 16 h/8 h ; I’intensité lumineuse

recommandée de 15— 20 pE.m .s
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Nourriture Algues unicellulaires dont le ration alimentaire 0.1 et 0.2 mg de
C/Daphnia/jour (Chlorella sp., Pseudokirchneriella subcapitata
(anciennement Selenastrum capricornutum) et Desmodesmus

subspicatus

a) La mortalité des animaux parents (Daphnia femelles)

ne dépasse pas 20% a la fin de I’essai

. o b) Le nombre moyen de descendants vivants par animal parent
Criteres de validité ' .
survivant a la fin de I’essai est > 60
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3- Fiche de la toxicité a court terme de substances vis-a-vis Danio rerio

Nom P’essai

Détermination de la

toxicité létale aigué

Norme, année

NF ISO 15088, 2007

Organisme test

(Eufs fécondés obtenue par production des géniteurs

Type d’essai

Statique (sans renouvellement de milieu)

Domaine d’application

Substances chimiques, eaux résiduaires

Principe de I’essai

Détermination de la concentration initiale qui, en 24/48 h,

immobilise 50% de Danio rerio mises en expérimentation

Durée de I’essai

24 h /48h

Récipient

Tubes a essais/récipients en verre/microplaques en verre

Volume de solutions d’essai par

récipient

Dépend de tube de récipients

Mise en contact

Au moins 10 ceufs fécondés par récipient répliques

Critére d’effet

Coagulation-détachement de la queue du jaune d’ceuf- battement

du coeur

Température de reéalisation de

P’essai

26°C+1°C

Condition d’éclairage

Obscurité ou sous un cycle jour/nuit de 16 h/8h

a) Teneur en oxygene dissous > 60 en fin d’essai
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Critéres de validité

b) La mortalité des poissons témoins ne dépasse pas 10 % par

réservoir

C) La proportion de poissons témoins présentant un

comportement anormal ne dépasse pas 10 % par réservoir
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4- Fiche de la toxicité 10 jours d’exposition de substances vis-a-vis Danio rerio :

Nom P’essai

Détermination de la toxicité de 10 jours

Norme, année

NF ISO 12890, 1989

Organisme test

(Eufs fécondés obtenue par production des géniteurs

Type d’essai

Semi-statique (au moins deux renouvellements par semaine) ou a

renouvellement continu

Domaine d’application

Essais de produits chimiques

Principe de ’essai

Mesure de la survie des parents mis en expérimentation et
détermination de la NOEC et la LOEC

Durée de ’essai

10 jours

Récipient

Récipient en verre

Volume de solutions d’essai par

récipient

50 ml ou 100 ml

Mise en contact

I ceuf fécondé par récipient a raison de 10 répliques par

concentration

Critére d’effet

la survie, le taux d’éclosion, le pourcentage de I’arrét cardiaque,

le pourcentage de poisson zébre nageant et les malformations

Température de réalisation de |26°C+1°C
Pessai
Aération Aération par pompe

Condition d’éclairage

Sous un cycle jour/nuit de 16 h/8 h

Nourriture

Tetramin et juvéniles de Daphnia magna
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a) Teneur en oxygene dissous > 60 en fin d’essai

b) La mortalité des poissons témoins ne dépasse pas 10 % par

. o réservoir
Critéres de validité

C) La proportion de poissons témoins preésentant un

comportement anormal ne dépasse pas 10 % par réservoir
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5- Fiche de la toxicite a long terme de substances vis-a-vis Danio rerio :

Nom P’essai

Détermination de la toxicité a long terme

Norme, année

NF ISO 12890, 1989

Organisme test

(Eufs fécondés obtenue par production des géniteurs

Type d’essai

Semi-statique (au moins deux renouvellements par semaine) ou a

renouvellement continu

Domaine d’application

Essais de produits chimiques

Principe de ’essai

Mesure de la survie des parents mis en expérimentation et
détermination de la NOEC et la LOEC

Durée de ’essai

10 jours

Récipient

Récipient en verre

Volume de solutions d’essai par

récipient

2a4L

Mise en contact

10 ceuf fécondés par récipient a raison de 10 répliques par

concentration

Critére d’effet

la survie, le taux d’éclosion, le pourcentage de 1’arrét cardiaque,

le pourcentage de poisson zébre nageant et les malformations

Température de réalisation de | 26°C+1°C
Pessai
Aération Aération par pompe

Condition d’éclairage

Sous un cycle jour/nuit de 16 h/8 h

Nourriture

Tetramin et juvéniles de Daphnia magna
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a) la concentration d’oxygene dissous doit étre > 60 % tout au
long de ’essai ;

. o b) la température de 1’eau ne doit varier de plus de = 1.5°C entre
Criteres de validité . _ . _
les différentes enceintes expérimentales ou entre deux jours

consécutifs.

c) le dosage analytique des concentrations expérimentales est
obligatoire.

d) le taux de survie des ceufs fécondés dans les groupes témoins
doit étre supérieur ou égal 70% a D’éclosion et 75% apres

éclosion.
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Résumé

La présente étude vise a identifier les différentes formes du glyphosate utilisés dans la région Rabat-Salé-
Kénitra, et 1’étude de la toxicité chronique du glyphosate chez deux espéces d’eau douce Daphnia magna et
Danio rerio, afin d’évaluer le risque de cet herbicide sur les organismes aquatiques. Pour ce faire, nous avons
mené une enquéte, a ’aide de 70 fiches questionnaires, qui nous ont permis de collecter le maximum
d’informations concernant les usages du glyphosate dans cette région. Des tests chroniques pour les deux
modeles biologiques, ont été réalisés au sein du laboratoire ONEE-Branche Eau, pour déterminer des
concentrations critiques pour les espéces dulgcaquicoles (NOEC, LOEC, EC50). De méme, nos résultats
soulignent I’intérét de l’utilisation des tests multigenérations dans 1’étude des effets a long terme de ces
substance sur une espéece clé d’eau douce Daphnia magna. Les résultats montrent que la survie et la reproduction
ont été réduites significativement avec 1’augmentation de la concentration du pesticide chez les parents et les
descendants des daphnies. L’effet toxique du glyphosate est plus prononcé chez la génération fille F4 que chez la
génération parentale FO. L'analyse des résultats des tests a révélé que le glyphosate est toxique pour le poisson
zebre. Les résultats montrent que le glyphosate affecte le taux d’éclosion, le rythme cardiaque et la nage des
poissons zébres. Cet effet est significatif la concentration maximale 4 mg/L. L’étude comparative de la
sensibilité de Daphnia magna au glyphosate par rapport a Danio rerio, a révélé que les poissons zébres sont les
organismes aquatiques les plus sensibles pour le paramétre de la survie. L’ensemble de ces résultats souligne
I’'intérét des deux modéles Daphnia magna et Danio rerio dans I’étude de la toxicité chronique des produits
phytosanitaires.

Mots clés : glyphosate, région Rabat-Salé-Kénitra, toxicité aigle, toxicité chronique, multigénérations, Daphnia
magna, Danio rerio, étude comparative.

Abstract

The present study aims to identify the different forms of glyphosate used in the Rabat-Salé-Kénitra region and to
study the chronic toxicity of glyphosate in two freshwater species Daphnia magna and Danio rerio in order to
evaluate the risk of this herbicide on aquatic organisms. To do this, we conducted a survey using 70
questionnaire forms that allowed us to collect as much information as possible concerning the uses of glyphosate
in this region. Chronic tests for the two biological models were carried out in the ONEE-Branche Eau laboratory
to determine critical concentrations for freshwater species (NOEC, LOEC, ECx). Similarly, our results underline
the interest of using multi-generation tests in the study of the long-term effects of these substances on a key
freshwater species Daphnia magna. The results show that survival and reproduction were significantly reduced
with increasing pesticide concentration in parents and offspring of dapnids. The toxic effect of glyphosate was
more pronounced in the F4 daughter generation than in the FO parental generation. Analysis of the test results
revealed that glyphosate is toxic to zebrafish. The results show that glyphosate affects the hatching rate, heart
rate and swimming performance of zebrafish. This effect was significant at the maximum concentration of 4
mg/L. The comparative study of the sensitivity of Daphnia magna to glyphosate versus Danio rerio, revealed
that zebrafish are the most sensitive aquatic organisms for the survival parameter. All these results underline the
interest of the two models Daphnia magna and Danio rerio in the study of the chronic toxicity of phytosanitary
products.

Key words : glyphosate, Rabat-Salé-Kénitra region, acute toxicity, chronic toxicity, multigenerations, Daphnia
magna, Danio rerio, comparative study.
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