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Contribution a I'évaluation écotoxicologique
du Tébuthiuron — un herbicide de la classe
des urées substituées

Ecotoxicological assessment of Tebuthiuron
a substituted urea class herbicide ’

C. BLAISE' , M. HARWOOD!

Regu ke 16 février 1989, accepté pour publication le 19 septembre 1990*

RESUME

Une étude écotoxicologique a été mende & I'égard du Tébuthiuron (TB), un
phytocide homologué inhlbant 1a croissance de végétation nuisible, afin de
mieux cemer son Impact sur le milieu aquatique susceptible d'8tre atfecté par
des dpandages terrestres. La toxicitd du TB a é1é évaluée en réalisant des
bioassais 2 trois paliers dcologiques, soit avec 1a truite arc-en-ciel (Saimo
gairdnerl), avec 'algue Selenastrum capricomutum et avec 1a bactérie (Photo-
bacter'um phosphoreum) du systéme Microtox®. Parmi ces trois indicateurs,
les algues se sont montrées las plus sensidles (CI50 = 0,08 mg - L), suivles
dez truites (CL50 = 115 mg - L-7) et enfin, des bactérles du sysiéme Microtox®
{C150 = 328 mg - L-3). Des résidus maximaux variant de 0,091 2 0,18 mg - L-1
rapporiés pour is TB en milieu aquatique, suile 3 des applications expérimen-
lales, laissent done crolre que seules les algues pourralent &ire victimes
d'une agression marqués. D'autre part, les essais réalisés avec le SOS
Chromotest ont démoniré que le TB était faiblament génotoxigue sans
activation métabotique. En revanche, des algues exposdes 2 1mg . L- de TB
durant 4 heures a'ont pu ni {dés)activer ni bipaccumuler I'herhicide, En
général, aotre enquéte corrobore cartaines donades générées pour fins
d’homologation de ce produilt, lesquelies conclualent en faveur de son
Innocuité relative & I'égard de I'environnement aguatique. Les efiets chro-
niques que pourrait avolr une longue exposition de faibles concentrations de
TB sur certains paliers écologiques devraient cependant faire I'objet d'inves-
tigations futures.

Mots clés : Tebuthiuron, herbicide, toxicitd, génctoxicits.

1. Cantre Saint-Laurent, Service de la Conservation et de la Protection de I'Environnement, Environnement
Canada, 105, rue McGill, Montréal, Québec, H2Y 2€7.

¢ Les commentaires seront regus jusqu'au 30 octobre 1991,
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SUMMARY

A wide array of chemical products arg commonly used to inhibit the growth of
a diversity of undesirable vegetation tyoes for numerous purgoses. ln forestry
applications, herbicides can imprave ranges, contribute to sylviculture and
facllitate rights-of-way management, for example. Among congeners of the
substituted urea class herbicides, Tebuthiuron (TB} has proven efficlent for
such activities. Since its commercial appearance in 1974, this broad-spectrum
weed killer was employed 10 control a variety of herbaceous and woody
plants. When applied oa soil before or during the onset of plant emergence, TB
irreversibly affects photosynthesis after being absorbed by roots and
translocated 10 Its target siles. Prior to it registration as a herticide, TB had
undergone exiensive (aco)toxicolagicat testing which had generally indicated
low potentiat for environmental concem, with regards to terrestrial and avian
fauna. Although TB is generally purported to be unprobliematic towards fish,
the overall impact of substituied urea ¢lass herbicides is stitl aot fully docu-
mented, as far as various members of the aguatic community are concemned.
The experimental results presented herein - specifically on TB — contribute
both confirmatory as well as some new information in this respect.

In our study, TB toxicity was investigated at three ecological levels by
undertaking acute bloassays with rainkow frout (Salmo gairdneri}, algae
(Selenastrum capricornufum) and bacteria (Phofobaclerium phesphoreumy),
Among these bio-indicaiors, algae proved o be the most sensitive (EC50 =
0.08 mg - L), followed by rainbow trout (LC50 = 115 my - L-1) and bacteria
(EC50 = 328 mg . L-1). Since maximum TB residues lylng between 0.091 and
0.18 mg - L-1 have been raported for aguatic systems following experimental
terrestrial apptications, cur toxicily results suggest that only algas could be
adversely affected following acute exposure fo the herbicide.

Additional tests performed with the S0S Chromotest, a bacterial colorimetric
assay Tor deleciing DNA-damaging apgents, first showed 1hatl TB is weakly
genoloxic without metabalic activafion. Since recent genptoxicity studies have
revealed that vegetal systems can eitker detoxify, activate or uptake specific
chemicals, we then explored this passibility by exposing §. capricornutum
{108 cells . mL-") to 1 mg - L-1 of TB for 4 h, Results of this acute exposure
Indicated an abseace of positiva (detoxication) or negative (activation, accu-
mulation) phytoplanktonlic interactions. lndeed, the genotoxic characteristics
of TB, helore and after algal exposure, were un2itered, as demonstrated by
S0S Chromotest assays. In this same experiment, a similar assay on TB-
exposed algal cells (1.e. S05 Chromotest on an algal celi solvent exiract)
detected no genotoxic activity.

In conclusion, our study corroborates existing data generated for TB registra-
tion purposes and essentially supports the notion that this chemical is relati-
vely harmiess towards the aguatic environment under normal use conditions.
Nevertheless, an important caveal remains concerning chronic effects on
specific arganisms, which could resuit from long term exposure 10 low concen-
trations of TB. Since such potenlial effects have not yet been adequately
addressed, further studies are warranted in this area.

Key-words : Tebuthiuron, herbicide, toxicity, genoctoxicily.
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INTRODUCTION

L'utilisation de produits chimiques pour détruire et contrbler la végétation
nuisible constitue une activité contemporaine de grande envergure. Sur le
plan forestier, on se sert dherbicides a plusieurs fins (aménagement de
zones, amélioration de sylviculture, établissement d'emprises de lignes, etc.).
Parmi les herbicides constituant le groupe des urées substituées, le
Tébuthiuron (TB) se préte fort bien 4 ces pratiques. Introduit dés 1974, cet
herbicide non sélectif s'avére efficace a supprimer une gamme variée
d'especes herbacées et ligneuses (ELANCO, 1983). Appliqué en période de
pré-émergence ou en début d'émergence, le TB est biosorbé par les racines
et, aprés translocation, produit alors son effet au niveau des sites de
photosynthése en inhibant ce processus (HATZIOS et PENNER, 1980). Au cours
de son homologation, le TB a fait I'objet de diverses évaluations toxicolo-
giques et écotoxicologiques, ainsi que l'ont rapporté plusieurs documents
scientifiques {(PARE et SAINT-JEAN, 1979 ; SPENCER, 1981 ; ENVIRONNEMENT
CANADA, 1982 ; ELANCO, 1983 ; WORTHING et WALKER, 1983 ; USDA, 1986).
Bien que les urées substituées soient généralement réputées peu nocives vis-
&-vis des mammiféres terrestres, des oiseaux et de la faune ichthyenne (DOULL
et al, 1980 ; ELANCO, 1983), leur potentiel écotoxique a I'égard des paliers
écologiques du milieu aquatique est encore mal compris. Soucieux d‘apporter
des précisions en ce sens, des tests de toxicité (sur bactéries, micro-algues et
poissons) et de geénotoxicité (systéme bactérien) ont été entrepris avec le TB.
Les résultats de cette investigation sont relatés ci-aprés.

MATERIEL ET METHODES

Les divers essais ont 6té réalisés avec du Tébuthiuron (TB) pur : diméthy!-
1,3 (tert-butyl-5 thiadiazole-1, 3, 4 yl-2)-1 urée (Formule empirique :
CgoHgN,OS). Ce produit est un solide cristallin incolore ayant un poids
moléculaire de 228,31 et une solubilité aqueuse de 2 500 mg - L-1 & 25 °C.
En solution aqueuse, cet herbicide s'avare relativement non volatil, résiste &
I'hydrolyse et ne démoentre qu'un faible potentiel de photodécomposition
{(USDA, 1986). Ces caractéristiques favorisent donc son évaluation avec les
tests d'écotoxicité et de génotoxicité décrits plus loin. Dans tous les cas, les
résultats des essais ont été rapportés en fonction de concentrations nominales
de TB.

Tests d'écotoxicité

Le test de bicluminescence avec FPhotobacterium phosphoreum a éte
réalisé afin d'apprécier le danger potentiel représenté par le TB au niveau
bactérien. Les essais ont été effectués & l'aide du photométre Microtox®
modéle 2055, selon la procédure normalisée recommandée (BECKMAN
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INSTRUMENTS INC., 1982). Les concentrations testées de 'harbicide ont été de 0
(contréle), 31,3, 62,5, 125, 250 et 500 mg - L-1. Nous avons rapporté des CI50
{6 mn, 15 °C) pour le TB, ol :

CI150 : la concentration réduisant de 50 % la luminescence normale-
ment produite par le réactif bactérien ;

(5 mn, 15 °C) : durée de l'essai (5 mn) pendant lequel le réactif bactérien est
exposé aux diverses concentrations de I'échantillon testé &
une température contrblée de 15+ 0,1 °C.

L'algue verte unicellulaire Selenastrum capricornutum (ATCC n° 22662) a
été employée comme bioindicateur pour établir la phytotoxicité du TB. Les
essals, dont la durde d'exposition était de 96 h, ont été réalisés par technique
miniaturisée sur microplaque (BLAISE et al., 1986a). Les biomasses résultantes
des algues témoin et des algues exposées i chaque concentration de TB
{fourchette de 8 concentrations comprises entre 0,05 et 0,5 mg - L) ont été
dénombrées par comptage édlectronique (Compteur Coulter modéle ZM,
cellule avec ouverture de 70u). On calculait par la suite les pourcentages
d'inhibition de croissance pour préciser la CI50.

Un bioessai de toxicité létale aigué de type statique (CL50-96 h) a 6té
réalisé avec la truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri Richardson), selon une
méthode normalisée en vigueur au Canada (ENVIRONNEMENT CANADA, 1980).
Huit poissons (poids moyen t écart type = 10,3 t+ 3,5 g ; taille moyenne +
écan type = 8,9 £ 1,3 cm) ont 616 exposés par réservoir d'essai contenant un
volume final de 60 L. Les concentrations testées de TB ont été les suivants :
0 (contrdle), 50, 75, 100, 130, 180, 240, 320 et 420 mg - L-1.

Tests de génotoxicité

La génotoxicité du TB a été évaluée a 'aide du SOS Chromotest qui utilise
une souche d'Escherichia coli manipulde sur le plan génétique (QUILLARDEY
et al., 1982). Ce réactif bactérien détecte ia présence de molécules chimiques
qgui sont dommageables vis-a-vis de |'ADN. Lors d'une telle agression, les
génes sfia associés & ia fonction SOS sont induits et leur niveau d'expression
est mesuré grace a une fusion sfia/opéron lac Z. Etant donné que le gane
structurel lac Z est responsable de la synthése de {'enzyme B-galactosidase
mais que la région lac Z normaie de Fopéron lac Z a été supprimée, toute
activité de B-galactosidase résuite de l'expression des génes sfia et donc
d'une réponse de réparation d'ADN découlant d'une agression génotoxigue.
L'essai, réalisé sur microplaque, consiste donc A exposer les bactéries a une
série de concentrations de I'échantillon A tester et de quantifier la production
de B-galactosidase par colorimétrie 2 une densité optique de €15 nm
(ORGENICS LTD., 1986). Lorsque l'on obtient une courbe dose-réponse
significative (test t démontrant que la pente calculée est significativement
différente de 0 : SNEDECOR et COCHRAN, 1984), la pente refidte le potentiel
d'induction de fa fonction SOS ou SOSIP (« SOS inducing potency »). Le
SOSIP est, par définition, le potentiel dinduction de la fonction SOS par
nanomole de produit testé. Plus la valeur SOSIP est élevée, plus le potentiel
d'induction génotoxique est fort. Pour divers produits, on a rapporté das
valeurs SOSIP variant de 0,004 jusqu'a 26 000 (QUILLARDET et al., 1982).
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La possibilité de modification des propriétés génotoxiques du TB par le
phytoplancton a été investiguée en exposant S. capricornutum a I'herbicide.
Un pré-test d'exposition a tout d'abord 6té réalisé afin de préciser une
concentration de TB qui ne présenterait pas d'inhibition de croissance durant
une période de 4 h. Ce temps d'exposition nous semblait représentatif car le
phytoplancton, en milieu lotique tout au moins, n'est vraisemblablement pas
en contact avec de fortes concentrations de TB pendant longtemps. Ce pré-
test, tout comme le test d'exposition subséquent, a 6té entrepris avec un
inoculum de 10 mg - L-1 (équivalant & 108 cellules - mL-1) dans des condi-
tions expérimentales classiques (MILLER et al., 1978). Les algues ont d'abord
étd soumises & un contact de 4 h 4 une gamme de concentrations de TB. Par
la suite, on ré-inoculait les algues en milieu sain. Leur récupération aprés
4 jours, comparée i celle des algues témoin, permettait alors de préciser les
concentrations de TB n'ayant eu aucun effet sur leur croissance suite a
{'exposition.

Aprés avqir sélectionné une concentration non inhibitrice de I'herbicide
pour vérifier les interactions algales vis-&-vis de son activité génotoxigque, le
véritable test a été effectué dans six erlenmeyers de 4L contenant chacun un
volume expérimental (3 x erlenmeyers avec 1 mg - L1 de TB) et contréle
(3 x erlenmeyers avec eau déicnisée du systéme Millipore Super Q) de 1L
et la biomasse algale spécifide. Aprés l'exposition, les algues ont été
recueillies par centrifugation {10 mn a 3 000 rpm : centrifugeuse IEC Centra-
7, téte #216) et los culots expérimentaux et contrfles ont été respectivement
combinés. Les tests de génotoxicité ont alors été exéeutés sur les surnageants
{également recombinés) contréles et expérimentaux ainsi que sur les extraits
des culots algaux (USEPA, 1985) solubilisés dans 1 mi. de DMSO (diméthyl
sulfoxide). Aucune activité génotoxique n'a été détectée dans les surnageants
et extraits algaux contréles, assurant ainsi que ni les algues ni la procédure
d'extraction ne pouvaient contribuer une génotoxicité artificielle.

RESULTATS ET DISCUSSION

Tests d'écotoxicité

La toxicitéd du TB vis-a-vis d'indicateurs représentant les niveaux bactérien,
algal et ichthyen est précisée au tableau 1. En général, nos résultats
s'accordent avec ceux déjd rapportds pour les mémes niveaux écologiques
(ELANCO, 1983 ; USDA, 1986).

Tout d'abord, les bactéries du test Microtox® s'avérent les moins sensibles
(CI50 = 328 mg - L-1). Le seul autre test rapporté pour le niveau bactérien
concerne l'activité de l'enzyme nitrogénase chez la bactérie terrestre
Azotobacter chroococcum qui a été mesurée suite a une durée d'exposition au
TB non précisée. Aucune inhibition d'activité ne fut notée & 10 mg - L= (USDA,
1986).

B
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Tableau 1 Toxicité du Tébuthiuron (TB) & trois paliers écologiques.
Table 1 Toxicity of Tabuthiuron (TB} at three ecological lavels.

Palier écologlque Organisme :;?;;ﬁﬁ, W:&:uw-ul;" * mé?hﬁ::::l: ue
Bactéries oy G5 i BEGKMAN, 1982
Aigues e cebsen  GBTO0 BLAISE efal, 19863
Possons Soogae g gy, USEID  CHVROMENTcataon,

a. Cl ou CL50 : Concentration d'inhibition (C1) ou de iétalité (CL) & 50 % pendant une durée précise,

Les biotests algaux, par ailleurs, démontrent bien les propriétés
phytotoxigues du TB alors qu'environ 0,1 mg - L' suffit pour inhiber de 50 %
la croissance chez S. capricornutum. Pour cette méme espéce, on signale
prés de B0 % d'inhibition de croissance aprés 96 h d'exposition &
0,05 mg - L-1 de TB (ADAMS &t al., 1985). Comparativement, on a rapponsé
une diminution de l'activité de I'enzyme nitrogénase chez l'algue bleue-verte
Anabaena flos-aquae exposée durant 48 h & une concentration de TB de
10 mg - L-1. Cette enzyme n'était cependant pas affectée & une concentration
de 3 mg - L1 (USDA, 1986). Da plus, la croissance d'algues vertes exposées
au TB durant une période non précisée aurait été inhibée entre 1,2 et
1,5 mg - L1 alors qu'aucun effet n‘aurait 6té observé 2 0,013 mg - L1, Ces
mémes algues auraient eu une croissance normale lorsque replacées dans
leur mifieu de croissance sans TB (ELANCO, 1983).

: Enfin, l'essai réalisé avec la truite arc-en-ciel permet de situer la concentra-
tion de TB responsable d'une mortalité significative aprés 96 h d'exposition
(tableau 1). Des hioessais comparables indiquent des CL50 d'un ordre de
grandeur similaire pour diverses espéces ichthyennes : crapet arlequin
{Lepomis macrochirus), 112 mg - L' ; truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri),
144 mg - L-1; téte-de-boule (Pimephales promelas) et poisson doré
(Carassius auratus), > 160 mg - L-1 {USDA, 1988). Signalons également que,
parmi les urées substituées pour lesquelles on a réalisé des essais ichthyens
de type aigu (a l'exception du Chloroxuron : CL50-96 h de 430 mg - L) pour
la truite arc-en-ciel), le TB s'avére comparativement moins toxique que ces
congénéeres. Ainsi, on a rapporté, pour le Chiorobromuron, le Diuron, ie
Fluometuron, le Linuron et le Noruron, des CL50-96 h variant de 1,4 &
37 mg - L1, lors d'essais entrepris avec Ia truite arc-en-clei, le poisson doré,
{a barbue du nord et i crapet a oreilles bleues (MAYER et ELLERSIECK, 1986).

Au cours du test Iétal aigu, nous avons aussi constaté que plusieurs
poissons avaient I'abdomen anormalement gonflé aprés 24 h d'exposition
aux concentrations suivantes de TB : 100 {1 poisson sur 8), 130 (4 poissons
sur 8) et 180 (3 poissons sur 8) mg - L-1. Tous ces poissons moribonds
nageaient invariablement 4 l'envers ou & 'a veRicale avant leur décés
éventuel. Une autopsie succincte révéla ia présence d'un liquide incolore
rempiissant entierement ta cavité abdominale, ainsi qu'une décoloration
hépatique et une vessie natatoire hypertrophiée par rapport aux poissons
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contrles. Ces symptémes, qui sont communs chez les salmonidés en proie &
certaines maladies infectieuses (ROBERTS et SHEPHERD, 1974), ont aussi été
signalées chez des individus exposés & certains pesticides (JONES, 1973).
Signalons, demiérement, que la courbe de toxicité du TB résultant du test de
iétalité est asymptotique. Cet herbicide présente donc un seuil de létalité
(115 mg - L-1) en dega duquel une mortalité aigué cessera de se manifester
(fig. 1). Cette information suggére que le TB est rapidement absorbé et
métabolisé sans que le mécanisme de détoxication n'entraine de
conséquences létales pour le poisson & des concentrations de TB inférigures
a4 115 mg - L. Ce constat corrobore les résultats d'une étude réalisée avec le
crapet arlequin (Lepomis macrochirus} démontrant une faible bioconcentration
{maximum de 10 x rapidement atteinte aprés 7 jours), laquelle déclina
progressivement jusqu'a ia fin des 28 jours d'exposition & 0,01 et &4 1 mg - L~
de TB (ELANCO, 1983).

155:( ®

Teups (heures) apportant
5B de mortalité

Seuil de toxicite’ 1éthale aiwué = 115 mg/L

18 - v —t
184 1888

Tebuthivron (wg/L)

Figure 1 Courbe de toxicité (log-log) du Tébuthiuron pour l'essai réalisé avec la
truite arc-en-ciel.

Toxicity curve of Tebuthiuron resulting from the rainbow trout bioassay.

Limpact potentiel du TB vis-a-vis des organismes aquatiques ne peut étre
appréhendé qu'en fonction du degré de contamination aftendu suite a des
exercices d'application réels. De telles expériences, menées en systémes
lotiques et lentiques, auraient démontré des concentrations maximales de TB
de 0,091 mg - L et de 0,18 mg - L, respectivement, amenés aux différents
cours d'eau par ruissellement aprés divers épisodes pluviaux (ELANCO, 1983).
En supposant que ces concentrations retrouvées en milieu aquatique sont
représentatives, elles ne devraient pas poser de probléme a I'égard des
bactéries aquatiques dans la mesure ou lindicateur du test Microtox® refléte
bien la sensibilité de ce groupe.

Chez les algues, cependant, on ne peut exclure la possibilité d'effets
sublétaux, car les résidus de TB pouvant se retrouver dans les cours d'eau
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récepteurs surpassent la concentration entrainant une inhibition de 50 % de
la croissance algale chez S. capricornutum (tableau 1). Quoique cette proba-
bilité soit vraisemblablement peu élevée en milieu lotique & cause de phéno-
ménes de dilution et de diffusion, elle peut étre plus forte en milieu lentique.
lci, en effet, on a retrouvé des concenirations de TB variant de 0,08 a
0,18 mg - L-' présentes durant une période consécutive de trois mois
{ELANCO, 1983). Bien que des expositions ultra-aigués (4 h) au TB ne sem-
blent pouvoir induire des effets irréversibles chez S. capricornutum qu'a des
concentrations irréalistes (fig. 2), ceux-ci pourraient néanmoins se produire
aux concentrations attendues (i.e. 0,08 & 0,18 mg - L-) suite & une exposition
correspondant & la période de persistance du TB dans le milieu aquatique.
Une invastigation future de ce genre est justifiable afin de comprendre le
risque associé A une exposition chronique du TB vis-4-vis des algues.
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Flgure 2 Récupération aprés 4 jours de S. capricornutum, suite a une exposition
de 4 h au Tébuthiuron, en pourcentage de la croissance des algues non
exposées (témoin).

Recovery of S. capricornutum afler 4 days, expressed in % of controf
growth, following a 4 h exposure to Tebuthiuron.

Les concentrations de TB réputées présentes dans les cours d'eau suite &
un programme d'application {(maximum de 0,18 mg - L-1 gselon ELANCO, 1983)
sont bien en degd du seuil de mortalité aigud pour la faune ichthyenne {CL50
variant de 112 & plus de 160 mg - £-1), ainsi que rapporté précédemment. En
ce qui concerne los effets chroniques, seule I'étude d'ELANCO {1983) signale
des concentrations sans danger de 26 myg « L1 pour la truite arc-en-ciel et de
9,3 mg - L' pour le téte-de-boule exposés au TB durant 45 et 33 jours,
respectivament. En considérant que l'on applique le facteur de sécurité de
0,01 pour des substances bioaccumulables (MACEK, 1985) a la valeur de la
CL50 obtenue pour notre bioessai réalisé avec la truite arc-en-ciel, le seuil de
sublétalité s'établirait & 1,15 mg - L= (i.e. 115 x 0,01 = 1,15). Ainsi, il est peu
probable que les résidus de TB trouvés en milieu aguatique puissent
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occasionner des effets sublétaux chez le poisson. Cependant, I'absence
d'études rapportant des seuils sublétaux précis pour le TB, en faisant appel &
das paramétras physiologiques variés (par exemple, McLEAY et HOWARD,
1977 ; BLAISE et al., 1986b ; GORDON and McLEAY, 1886 ; KOVACS, 1986), est
néanmoins une lacune qui devrait étre corrigée A I'avenir. Des enquétes sont
donc encouragées en ce sens.

Tests de génotoxicité

Quatre tests réalisés avec le SOS Chromotest ont démoniré que le TB est
faiblement génotoxique sans activation métabolique (tableau 2). Trois de ces
tests ont exhibé des doses-réponses & partir desquelles des valeurs de
SOSIP ont pu étre calculées (fig. 3: tests 1, 2 et 3). L'absence de dose-
réponse pour l'un des tests établit néanmcins qu'une production de
B-galactosidase significative a eu lieu, laquelle résulte vraisemblablement
d'une agression génotoxique (fig. 3: test 4). Les valeurs de SOSIP (0,078,

TB: test 1 TB: test 2

8.58 1 8157

| — B.141 x
B.541 / x
p.0. 615 x B.134 x

.52 "
M .3
8.5+ 8.121
8.48 — —t B, 4§ Frm ey
B 6.2z 8.4 8.6 8.8 1 1.2 B85 1 1.5 2 2.5
TB: test 3 TB: test 4
8.16 8,141

8.11 + + + - .11 — : .
8 8.5 1 1.5 2z 25 g 8.5 1 1.5 2 2%

T8 (nanomoles) T8 (nanomoles)

Figure 3 Courbes dose-réponse de génotoxicité du Tébuthiuron {TB). La
production de base de B-galactosidase du réactif bactérien non exposé
est indiquée : Moyenne (. . ... ). moyenne plus 2 fois I'écart type (——).

Genoloxic dose-response curves of Tebuthiuron (TB). Background
B-gaiactosidase aclivity in unexposed SOS Chromotest bacteria is
indicated : Mean (. . . .. ), mean plus twice standard deviation {~—--).
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Tableau 2 Réponses génotoxiques du Tébuthiuron obtenues avec le SOS
Chromotest sans activation métabolique.

Table 2 SOS Chromotest genotoxic activity of Tebuthiuron without metabolic
activation.
Test SOSIP* (+ Ecart type) tr SMG* Flgure carrespondante
14 0,4216 (+ 0,042) 16,08 0,24 fig. 3, test 1
2¢ 0,078 (+ 0,0015) 5,26 < 0,034 fig. 3, test 2
3 0,094 (+ 0,0015) 6,23 < 0,034 fig. 3, test 3
48 incalculabie’ - incalculable’ fig. 3, test 4

a. SOSIP : Potentie! d'induction des génes SCS par nanomale de produit testé. -

b. Les valeurs du test t indiquent que les pentes (= SOSIP/10) calculdes i partir des droites de régression {detypey=a +
bx) de la figure 3 sont significativement différentes de 0.

, Le SMG {seuil minimal génotoxique) est la concentration en nanomoles de Tébuthiuron (TB) d partir de laquelie un effet
génotoxique statistiguement significatif se manifeste. Cette concentration est obtenue au croisement de la courbe de
régression dose-réponse avec la ligne de 1a valeur de densité optique (DOG15) correspondant & la production de base
de B-galactosidase par le réactif bactérien non exposé plus 2 fois son écart type {voir fig. 3, test 1). Pour les tests 2 et
3, le SMG du TB est inférieur 4 la plus faible concentration testée, soit 0,034 nanomole (voir fig. 3, tests 2 et 3).

. SOSIP des contriles positifs pour ce test : 4NQ09 = 78,5 2AA9=1,1.

. SOSIP des controles positis pour les tests 2, 3et 4 - ANQOW = 799 ; 2AA9 =2 4.

. Non calculable & cause de 'absence de dose-réponse (voir fig. 3, test 4),

. Intégrés ay SOS Chromotest, ces contréles témoignent de k2 pedformance du réactif bactérien a I'égard d'agresseurs
génotoxiques agissant sans (4NQO : 4-amino quinoline oxyde) et avec (2AA : 2-amino anthracene) activation
métabolique.

(1]

a~mo

0,094 et 0,416) indiquent un faible potentiel d'induction génotoxique pour le
TB, lorsque comparées aux SOSIP caractérisant diverses substances, dont
certaines sont cancérigénes (QUILLARDET et al., 1982). Les valeurs de SMG
(voir annotation ¢, tableau 2) suggérent que le TB initie son activité géno-
toxique & partir de 0,24 nanomole ou moins (< 0,034 nanomolé). Lorsque ces
valeurs sont transformées en concentration de TB exposée aux bactéries du
S0OS Chromotest, on obtient respectivement 0,5 mg - L1 et < 0,07 mg - L.
(Par exemple : 0,24 nanomole x le poids moléculaire du TB de 228,31 =
54,79 ng. Ce poids se trouve en contact avec 110 uL de la solution bacté-
rienne lors de l'entreprise du SOS Chromotest. Nous avons donc une concen-
tration de TB de 54,79 ng - 110 uL-! correspondant a 0,5 mg - L-1). Le TB
poutrait donc théoriquement induire un stress génotoxique en milieux lentique
{résidu maximal rapporté de TB de 0,18 mg - L1} et lotique (résidu maximal
rapporté de TB de 0,091 mg - L-1) aprés un épandage (ELANCO, 1983).

Les agressions du TB vis-a-vis du matériel génétique apparaissent
relativement faibles, par contre, si l'on se base sur les résultats de divers tests
de tératogénicité, de cancérogénicité et de mutagénicité rapportés pour cet
herbicide (ELANCO, 1983 ; USDA, 1986). Seul un test de mutagénicité sur six
(test in vitro sur cellules lymphémes de souris) démontre un effet mutagéne
significatif sans activation métabolique a des concentrations supérieures &
400 mg - L-1 (USDA, 1986). En général, on s'accorde & considérer que la
classe d'herbicides que constituent les urées substituées ne semble pas
présenter de danger important a l'égard des effets génotoxiques. Une
exception notable est & signaler, cependant, alors que le Monuron fut la cause
de cancers pulmonaires et hépatiques chez des souris dont la nourriture
contenait Fherbicide (DOQULL ef af, 1980). Par ailleurs, il est intéressant de
constater que le TB s'est avéré génotoxique {nos résultats avec le SOS
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Chromotest) et mutagénique (cellules lymphomes de souris : USDA, 1986)
sans activation métabolique seulement. Ceci suggére que le meétabolisme
hépatique des mammitares est en mesure de détoxiquer l'effet génotoxique de
cet herbicide et n'entraine pas, au contraire, une activation. Quoique la
métabolisation ichthyenne du TB soit réputée rapide (ELANCO, 1983), aucune
étude n'a encore fait état des conséquences génotoxiques que pourraient
produire chez de jeunes poissons une exposition chronique {3 mois ou pfus) &
de faibles concentrations de TB. Des expériences de ce genre, utilisant legs
techniques de BLACK et al. (1985), ou de VAN DER GAAG et VAN DE KERKHOFF
{1985), pourraient s'avérer révélatrices en ce sens.

Nous avons également étudié la capacité du phytoplancton a modifier fes
propriétés génotoxiques du TB. En effet, différentes interactions (détoxication,
activation, accumulation) sont possibles lorsque des végétaux sont exposés a
des produits chimiques ayant un potentiel génotoxique (LEVINE, 1984 ; PLEWA
et al., 1984 ; SCHOENY, 1985 ; HARWOOD &t al., 1989). Le choix de 1 mg - L-?
de TB comme concentration d'exposition & S. capricornutum repose sur les
résultats d'un test de pré-exposition de type « exposition-récupération » ot
les algues ont été soumises & une gamme de concentrations de TB durant 4 h
(fig. 2).

Les résultats d'interactions algales vis-a-vis de la génotoxicité du TB sont
présentés au tableau 3. On remarque, tout d'abord, que le SOSIP du
surnageant TB aprés exposition n'est pas significativement différent de celui
de la solution TB avant exposition. Une activation ou désactivation métabo-
lique de la part des algues vis-a-vis du TB ne s'est donc pas manifestée. Par
ailleurs, |'absence d'activité génotoxique dans l'extrait du culot algal aprés
exposition suggére gu'une bioamplification du T8 aux niveaux supétieurs de
la chaine trophique aquatique soit peu probable par {'entremise des algues.
Cependant, des expériences semblables de plus longues durées (24 h ou

Tableau 3 Effet des algues (10 mg - L) sur fa génotoxicité du Tébuthiuron (1 mg -
L), mesuré avec ie SOS Chromotest, aprés une exposition de 4 h.

Table 3 Interaction of algae (10 mg - L-') on the genotoxic activity of
Tebuthiuron (1 mg - L") after a 4 h exposure.

Matériel testé $0SIP* (+ écart type) ty Remargues

Solution TB avant exposition 1,85 (£ 0,62) 7.72 Les SOSIP avant et aprés exposition
ne sont pas significativement diffé -

Sumageant 7B aprés 2,46 (£ 0,97) 1091 rents (test t; Snedecor et Cochran,

exposition 1984)

Extrait du cuiot algal aprés non génotoedgue - Aucune activité génotoxique lorsque

exposition las extraits du culot algal corres-
pondant & une fourchette de 0,003 -
0,18 mg d'alguas furent exposés au
réactif bactérien du SOS Chromotast

a. Pour les produits purs, le SOSIP est e potentiel d'induction des génes SOS par nanomole. La possibilité que les algues
réagissent avec le TB au cours de cefte expérience ne nous permat plus, cependant, de rapporter le SOSIP de cette
fagon. Nous avons donc choisi d'exprimer celui-ci par ml. avant et aprés exposition. Cacf explique les valeurs différentes
de SOSIP présentdes ici comparativement 4 celles du tableau 2.

b. Les valeurs du test t indiquent que chacun des SOSIP est significativement différent de 0.
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plus) permettraient de mieux appréhender le risque A cet égard. Les travaux
de SCHOENY et al., (1985), par exemple, ont démontré que le benzo(a)pyréne,
un hydrocarbure aromatique polycyclique, s'était accumulé chez S. capricor-
nutum entre 1 et 4 jours a une exposition de 1,2 mg - L-1. Par comparaison,
des résidus et métabolites de TB plus ocu moins importants (0,08 & 3,84 mg -
L-1) ont été retrouvés dans certaines espéces de végétation ligneuse
comestible pour la faune terrestre plus d'un an aprés I'épandage et ce, malgré
un ben pouvoir de métabolisation de 'herbicide (USDA, 1966).

CONCLUSIONS

Cette évaluation écotoxicologique du Tébuthiuron corrobore, en général,
les résultats des divers tests qui ont éié réalisés dans le cadre de I'homologa-
tion de ce produit (ELANCO, 1983 ; usDA, 1986). L'utilisation de cet herbicide,
aux fins prescrites, ne devrait donc pas, en principe, présenter de risques vis-
a-vis du milieu aquatique, lorsque l'on considére l'ensemble des données
générées & son égard. Cependant, certaines inquiétudes persistent quant aux
effets chroniques que pourrait avoir une longue exposition de faibles
concentrations de TB sur certains paliers écologiques. Ces préoccupations
plaident en faveur d'enquétes bioanalytiques additionnelies afin de confirmer
l'innocuité du TB sur 1o plan de la chronicitd. A cette fin, on pourrait envisager
les tests suivants : test de biodégradabilité bactérienne ; test algal CL50 de
type « exposition (24 h et plus)/récupération » ; test d'interactions algales
sur la génotoxicité du TB avec périodes d'exposition de 24 h et plus ; tests
visant & preciser des seuils de sublétalité pour les poissons et les
invertébrés ; tests de cancérogénicité avec de jeunes poissons exposés & de
faibles concentrations de TB pendant trois mois ou plus.
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