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RÉSUM É 

Les herbicides à base de glyphosate sont les plus vendus dans le monde, souvent employés de 
pair avec les cultures transgéniques de maïs et de soya. Les suivis de la qualité des eaux en 
milieu agricole etTectués au Québec, en Ontario, en France et aux États-Unis, indiquent que 
la fréquence de détection du glyphosate dans ces cours d'eau est en croissance, ce qui peut 
affecter le phytoplancton. Dans le but de déterminer les etfets du glyphosate sur les algues et 
les cyanobactéries, deux séries d'expérience ont été menées. Tout d'abord , des bioessa is 
algaux monospéci fiqu es ont été effec tués en laborato ire, avec des espèces provenant de trois 
groupes taxo nom iqucs ( cyanobactérie, ch lorophyte ct cryptophyte), ex posées à un herbicide à 
base de glyphosate (Factor 540®) pendant 48 heures. Des courbes dose-réponse ont ensuite 
été dressées, démontrant une réduction de la croissance à partir de 50 ~~ g ri ,a lors que le 
rendement photosynthétique fut diminué de 10% à partir d'une concentrati on de 200 ~t g 1-1

• 

La deuxième série d'expériences fut effectuée sur une communauté naturelle de 
phytoplancton prélevée dans un rui sseau en milieu agricole dans la pl aine du SI- Laurent 
(Ruisseau Dumontier, Boisbriand, Québec), puis exposée au même herbicide en laboratoire. 
Les résultats ont démontré une diminution de 30% de l'abondance des espèces de la 
communauté à partir de 50 ~g ri et de 40% de la biomasse à partir de 500 pg ri , ainsi que de 
sa divers ité spécifique, tel que démontré par la diminution de l' indice de Shannon suivant 
l'augmentation des concentrati ons d' herbicide. La compos ition des espèces dominantes de la 
communauté (>5% de la biomasse totale) fut modifiée à partir d' une concentrati on de 5 ~t g 1· 
i. Cette recherche met en év idence 1 ' importance de prendre en compte les di flërenccs 
in te rspéc i fiqu es dans 1' éva luation de la tox icité d' un herbicide à base de glyphosate sur les 
algues et cyanobacté ries. De plus, elle démontre des effets de cet herbicide sur la structure 
des communautés de phytoplancton à des concentrations pouvant être retrouvées en milieu 
naturel. 

Mots clés : herbicide, écotox ico logie aquatiq ue, bioessais algaux, biomarqucurs. physio logie, 
divers ité spécifiq ue 





CHAPITRE 1 

INTRODUCTION GÉNÉRALE 

1. 1 La problématique 

L'apport de fe1til isants, de pesticides et de matières organiques vers les cours d'eau est une 

problématique environnementale liée aux pratiques agrico les, et la préservat ion des 

écosystèmes aquatiq ues est un défi auquel font tàce tous les pays pratiquant une agriculture à 

grande échelle (Organisat ion de Coopération et de Déve loppement Économique, 2008). Les 

conséquences engendrées par cette pollution diffuse sont nombreuses, tant au niveau 

env ironnementa 1 qu ' économique. Parmi celles-ci, notons 1 'eutrophi sation des cours d'eau, 

l'augmentation des coüts de filtration de l'eau potable, la pe1te du so l organique, la perte des 

usages reliés à l'cau, ainsi que les effets nocifs de ces po lluants sur la santé des écosystèmes 

ct sur la santé humain e. De plus, sur les dix plus grandes sources de pollution à l'échelle 

mondiale, l' Institut Blacksmith classe, respectivement, en troisième et en dixième positi on, la 

pollution ca usée par les pesticides employés en agriculture et ce lle due à la fabrication et à 

1 'entreposage de ces pest icides (Harris et McCartor, 201 1 ). 

Ces de rni ères années sont marquées par 1 ' utilisation du glyphosate ou N

(phosphonométhyl)glyc ine, un herbicide systémique et non sé lect if synthétisé en 1950 par le 

chimiste sui sse Henri Ma1tin (Franz et al., 1997). Sa propriété désherbante fut découverte en 

1970 ct le premier herbi cide à base de glyphosate, aussi connu sous son nom de 

commerc iali sation, le Roundup®, a été mis sur le marché dès 1974 par la compagnie 

américaine Monsanto. L' utilisation de cet herbicide non sé lectif a littéralement explosée suite 

au développement des semences transgéniques résistantes au glyphosate "Roundup ready'Ml" 

touj ours par la compagn ie Monsanto, pour le soya et le maïs, au milieu des années 1990 
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(f-ranz et al, 1997; Duke et Powles, 2008). À l' heure actuelle, 80% des cul tures transgéniques 

mondiales sont des cultures résistantes au glyphosate et le volume de glyphosate vendu, sous 

forme de divers produits commerciaux dont il est l' ingrédient actif, représente 60% du 

vo lume total des herbicides vendus dans le monde (Duke et Powles, 2008). Au Québec en 

201 2, 62,5% du maïs-grain et 49% du soya ensemencé était génétiquement modifié 

(Stati stique Canada, 20 Il ). Les pesticides du groupe des ac ides phosphoniques so nt les 

pesti cides les plus vendus au Québec se lon les données les plus récentes de 2009, le 

glyphosate en tête avec une proportion de 35,2% des ventes totales, équiva lente à 1 402 762 

kg. Il s'agit d'une croissance de 670%, par rapport à 1 'année 1992 (Gorse et 8alg, 20 12) ct les 

prévi sions indiquent que l' utili sation des herbi cid es à base de glyphosate est toujours en 

croissance (Gorse et Rivard, 20 Il ). 

Para llèlement à l' augmentation de l' adoption des cultures transgéniques rés istantes au 

glyphosatc et à 1' utili sati on des herbicides à base de glyphosate en agri culture, sa fréquence 

de détection dans l'environnement aquat ique a aussi signi ficativemcnt augmenté. En effet, le 

glyphosate est retrouvé dans 90,6% des échantill ons d'eau prélevés par le Mini stère du 

développement durable, de l'environnement et des parcs (MDD EP) du Québec, dans quatre 

riv ières de mi 1 ieu agrico le à 1 ' étude en 201 0, par rapport à une fi·équence de détection de 

76,2% en 2008 . Les concentrations max imales varient entre 2,7 et 29 ~Lg r i, pour ces quatre 

rivières à l'étude, so it les ri vières Chibouet (bass in versant de la rivière Yamaska), des 

!lurons (bass in versant de la rivière Ri chelieu), Sa int-Régis (a rtlucnt du tlcuve Sai nt-Laurent) 

ct Sa int-Zéphirin (bass in versant de la rivi ère Nicolet) (G iroux et Pell etier, 20 12). Des suivi s 

des caux de surface du sud de l'Onta rio effectué sur une trenta ine de sites di ffé rents , ri vières, 

ru isseaux. fossés de drainage agricoles et milieux humides, fo nt état d' une fréquence de 

détection du glyphosate de 50%, avec une concentration maxima le de 40,8 ~Lg r i pour 1 'année 

2005 (Struger et al ., 2008) . Aux États-Uni s, pour un suivi de plus de 2000 sites 

d'échanti ll onnage des eaux de surface et de l'eau du sol, effectué entre 2001 et 2006, la 

fréq uence de détection a varié entre 7,4 ct 50%, avec des concentrations maximales de 

glyphosatc situées entre 0,33 et 99 ~tg ri (Scribner et al., 2007). La norme canadienne de 

protecti on de la vie aquat ique chronique, recommandée par le Conseil des mini stres 

canadiens de l' environnement (CCME) en 2008, est d' une concentrati on max imale de 65 ~tg 
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ri, alors que la concentration maximale acceptable pour l'eau potable est de 280 ~tg ri 
(CCME, 2008) . Les concentrations environnementales retrouvées au Québec sont donc 

inf·ë rieures aux normes canadiennes. 

1.2 Le glyphosate dans l'environnement 

Les herbicides à base de glyphosate sont classés dans le groupement chimique des ac ides 

phosphoniques, caractérisé par la liaison de l' atome de phosphore avec au moins un atome de 

carbone ou d' hydrogène (Dion, 2007). Le glyphosate est utili sé comme ingrédient ac tif sous 

plusieurs formes chimiques, généralement sous forme de sel : sel d' isopropylamine (IPA), de 

di ammonium, de monoammonium, de potass ium, de triméthylsul fo nium ou de 

diméthylamine (Gorse et Riva rd , 2011 ). L' IPA est la forme la plus couramment empl oyée et 

on la retrouve dans 53 produits herbicides commerciaux, sur un total de 56 produi ts 

homologués par I' EPA en 1993 (EPA, 1993). Au Canada, en 201 2, 153 fo rmulat ions 

commerciales d'herbicides à base de glyphosate étaient enregistrées et autorisées pour la mi se 

en marché, dont la majori té contenaient du glyphosate sous forme d'IPA (CCME, 2012). 

Outre 1' ingrédient acti f, ces produits contiennent aussi des surfac tants qui fa ci litent 

l'adhésion sur les fe uilles, ai nsi que la pénétrat ion de l' herbicide à travers la cuticule. Le 

polyoxyéthylène amine (POEA) est le surfactant le plus souvent employé et il a comme effet 

d' augmenter la tox icité du glyphosate sur les organismes vivants non ciblés (Tsui et Chu, 

2003 ; Giesy et al, 2000). Suite à l' application foliaire, le glyphosate est absorbé par la plante 

de manière pass ive ou active, avec un taux d'absorption se situant entre 45% et 65% de la 

dose initi ale appliquée, puis distribué, via le phloème, vers les jeunes tiges et les rac ines 

(ll etherington et al., 1999) . La fraction du glyphosate pu lvérisé non absorbé par les plantes se 

lie fortement aux patiicules de sol, puis est dégradée, en part ie, en acide 

ami nométhylphosphonique (AMPA) par les microorganismes du so l (Giesy et al. , 2000) . La 

dégradation du glyphosate en son métabolite semblerait aussi se produire à l' in térieur des 

végétaux, par un processus peu connu (Ding et al., 2011 ). L' AMPA est reconnu pour avo ir 

des propriétés phytotox iques, allant même jusqu 'à affecter les plants de soya génétiquement 

mo di fï é, ceux-ci étant résistants au glyphosate mais non à 1 'AM PA. Parmi les effets observés 

de l' AMPA, on note une diminution du contenu en chlorophylle et une réduction du poids 

frais des tiges de soya transgénique Glycine max (L.) Merr. (Reddy et al., 2004) . En général , 
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la formulation commerciale, le POEA et l' AM PA démontrent plus de toxicité sur les 

organismes vivants que le glyphosate seul ou sous forme d' !PA (Giesy et al, 2000). En effet, 

toutes les études de toxic ité consultées, comparant l'e ffet du glyphosate seul avec l'e ffet des 

formulations commerciales des herbicides à base de glyphosate, ont démontré que les 

formulations commerciales étaient plus toxiques, et ce, pour les poissons, les invertébrés 

aquatiques (Folmar et al, 1979), les amphibiens (Perkins et al, 2000), le phytoplancton (Tsui 

et Chu, 2003 ; Lipok et al, 201 0) et les lignées ce llulaires humaines (Benachour et Séra lini, 

2009; Gasnier et al, 2009) (voir tableau A. l) . D'ailleurs, le CCME mentionne qu'il est 

important de ne pas sous-estimer les ri sques liés aux effets des herbicides à base de 

glyphosate sur les organismes aquat iques, surtout en ce qui concerne les formulations 

commerciales contenant le surfactant POEA (CCME, 20 12). En général, l'évaluation du 

ri sque toxicologique du glyphosate ne prend pas en compte les différents mélanges 

commerciaux. Cette recherche touche donc aux herb icides à base de glyphosate employés en 

agriculture et non simplement sur le glyphosate pur. 

Tableau 1.1 Propriétés physico-chimiqucs du glyphosatc (Santé Canada, 

1987; Giesy et al, 2000; CCME, 2008) 

Noms Glyphosate 

Ac ide N -(phosphonométhy 1 )glyc ine 

Acide (phosphonométhylamino )-2 acétique 

Sel d' isopropylamine (IPA) 

Formule chimique C.d 18N05P (ac ide) 

C1H9N.Cd-I8N05P ( IPA) 

Poids moléculai•·e 169.09 (ac ide) 

227.2 (IPA) 

Solubilité dans l'cau 10 000 - 15 700 mg/1 à 25°C 

Pka (4) pH : 0.8; 2.3; 6.0; 11.0 

Dcmi-vic(jours) Glyphosate: 1.2à 197.3(sol), 7à 14(eau) 

AM PA: 76 à 240 (so l), 7 à 14 (eau) 

POE!\ : 7à 14 (so l), 21 -42 (cau) 
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Les demi-vies du glyphosate, de l' AMPA et du POEA dans l'environnement (so l et eau) sont 

relativement couttes, allant de 1 à 240 jours se lon les di fférentes études (G iesy el al., 2000), 

par comparaison avec les polluants organiques persistants comme le DDT ou les dioxines, 

dont les demi-vies se ca lculent en termes d'années. Par contre, des études récentes semblent 

indiquer que la dégradation du glyphosate dans les so ls et dans les eaux de surface pourrait 

être plus lente selon les caractéristiques physico-chimiques de l'environnement, ainsi qu 'en 

fo nction du climat. En effet, Borggaard et Gimsing (2008) ont trouvé des demi-v ies de cent à 

mill e jours, pour la dégradation du glyphosate dans des sols de surface, au Danemark. Des 

résul tats semblables ont été vérifiés par Laitinen el a l. (2009) pour les sols de surface en 

milieu boréa l, où des rés idus de glyphosate ont été retrouvés vingt mois après l'application. 

1.3 Éva luati on du risque toxicologique 

Les organismes vivants, te rrestres et aquatiques, peuvent être exposés au glyphosate via 

diffé rentes vo ies, que ce so it par contact direct lors de l'application au champ, dans l'eau, dans 

le so l ou par le régime alimenta ire. Giesy el al. (2000) ont ciblés de nombreux organismes 

étant potentiellement à risque d'expos ition au glyphosate: les microorgani smes aquat iques et 

terrestres, les invertébrés aquat iques et terrestres, les macrophytes et plantes te rrestres non 

ciblées, les amphibiens, les poissons, les atthropodes, les oiseaux et les mammi fè res. 

Plusieurs études tox ico logiques fo nt état des effets des herbicides à base de glyphosate sur les 

organi smes vivants en milieu aquatique, qui sont patticulièrement sensibles. Chez les 

végétaux, on observe un effet sur le métabolisme des ac ides aminés aromat iques (Wang, 

200 1; Dewick, 1998), une diminution de la croissance (Tsui et Chu, 2003; Wong, 2000) et du 

rendement photosynthétique (Wang, 2000; Zobiole et al, 20 1 Oa, 20 1 Ob, 20 1 Oc, 20 12), une 

diminution de l' absorption des macros et micronutriments (Zob iole et al, 20 Il ; Eker et ul, 

2006) et du contenu en chlorophylle (Zobio le et al, 20 1 1 ). Même si le glyphosate agit sur une 

voie métabolique spécifique aux végétaux, il peut aussi affecter les animaux, te l que 

démontré par plusieurs études écotoxicologiques. Par exemple, il inhibe la croissance des 

crustacés (Tsui ct Chu , 2003), diminue le pourcentage d 'éclosion des œufs chez la truite arc

en-ciel (Folmar et al, 1979), cause des lésions réna les et cervica les, de même que des 

dommages aux branchies et au foie chez le til apia duN il en phase juvénile (Ayoola, 2008) et 

du stress ox idat if chez le poisson Prochilodus !ineatus (Modesto ct Mattinez, 20 1 0) et induit 
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des changements morphologiques sur les tétards de grenouilles des bois (Rana c\ylvatica) et 

léopard (Rana p ip iens) (Relyea, 20 12). Plusieurs études animales class iques ont été réalisées 

dans le but d' éva luer les ri sques relati fs à l' expos iti on au glyphosate. Tous animaux 

confondu s, ces études ont démontrées que le glyphosate avait plusieurs effets nocifs sur les 

mammifères . Par exemple, on observe un épai ssissement de la peau, des lés ions cutanées et 

une augmentation du poids des testicules chez le lapin (Couture et al., 1995), une 

perturbation de la glande thyroïde chez les rats femelles et des effets sur les testicul es chez 

les mâles, ain si que des anomalies fœtales chez le rat et le lapin (Santé Canada, 1987). 

Certaines études ind iquent auss i des effe ts des herbicides à base de glyphosate sur les cellules · 

humaines, notamment par l' induction du dys fonctionnement du cyc le de régulation ce llulaire 

(Marc el ul., 2004; Bcnachour et Séralini , 2009) ou par la perturbati on endocr inienne 

(Gasnier el al, 2009). 

1 .4 Les bioessa is algaux 

Les bioessa is alga ux sont employés en écotoxicologie comme un outil vi sant à mesurer 

les effets phytotoxiques d' un produit chimique, dans le but de prédire et d 'éviter des effets 

néfastes sur des végétaux aquat iques non ciblés. Ce type de test s' inscrit dans une approche 

de l'éva luation ct de la gesti on du ri sque (suivi environnemental) (Lewis, 1995; Giesy el al, 

2000) . Il s sont avantageux car peu coüteux, rapides ct sensibles. De plus, il est poss ible de 

mesurer de nombreux paramètres lors de ces bioessa is, tels que la survie, la croissance, la 

reproduction, la motilité, etc. Les résultats de ces tests sont souvent exprimés en te1:111e de 

concentration effective médiane (CE50), qui est la concentration du produit causà nt 50% 

d'e ffet sur une populat ion donnée (vo ir tableau 1.2, pour le glyphosate), obtenue à l'aide d'une 

courbe dose-réponse . D'autres valeurs peuvent auss i être employées: la concentration la plus 

élevée pour laquell e aucun effet toxique n'est observable (NOA.EL), la concentration la plus 

fa ible à laquelle un effet toxique est observée (LOAEL), etc . (Giesy el al, 2000). 

Dans le cadre de cette recherche, une approche à l'échelle de la communauté sera employée, 

de manière complémentaire aux bioessais monospécifiques, dans le but de se rapprocher des 

conditions environnementa les rée lles. En effet, la tox ici té d' un pesticide peut va rier en 

fo nction des organismes tests choisis, ce qui peut être du à des di ffé rences au niveau de la 

phys iologie des espèces ou des conditions expérimentales (milieux de cu lture employés, 
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luminosité, température, disponibilité des nutriments, etc.). Les différences de sens ibilité 

interspéci figues jouent un rôle impotiant dans la composition des espèces des communautés 

vivants dans un milieu contaminé et il est impotiant de le considérer (Bérard et al, 1999 ; De 

Lorenzo et al, 1999). De plus, le milieu naturel contient souvent plusieurs contaminants et 

métabolites secondaires pouvant agir en synergie avec le polluant testé, en augmentant, 

neutralisant ou diminuant sa toxicité pour cetiains organismes (Sura et al., 20 12). 

Tableau 1.2 Valeurs de CE50 répertoriées dans la littérature exprimant les 

effets du glyphosate sous ·différentes formes chimiques, sur la croissance du 

phytoplancton 

Organismes Produ its [gl~ehosate] Réfét·ences 
Se/ena.strwn Roundup transorb00 HC 0,124 mg 1" 1 Monsanto Canada 
capricomutum herbicide liquide (2009) 

Algues vertes N -(phosphonométhyl) 7- 4000 ~Lg Choi et al. (20 12) 
glycine m r' 

/\Igues Sel d' isopropylamine 72 .9 mg l" Commission 
(IPA) européenne (2002) 
G lyphosate-trimési um 0.72 mg 1" 1 

Acide N-
(phosphonométhyl) 0.64 mg r ' 
glycine 

Algues Acide N- 2 - 600 mg l" Durkin (20 1 1) 
(phosphonométhyl) 
u[ycine 

Se /ena.strum Roundup 2. 1 - 8 mg l" Giesy et al. (2000) 
capricomutum 
Cyanobactéries, Acide N- 2 - 590 mg r' 
diatomées, a Igues ve rtes (phosphonométhy l) 

lycine 

Des études effectuées à l'échelle de la communauté ont démontré que cettains polluants 

ava ient des effets sur le phytoplancton qui n'étaient pas observab les lors de tests 

monospécifiques. Par exemple, Bérard et al. (1999), ont observé que, lorsque soumise à 

1 'atrazine, la croissance de la cyanobactérie Osci//atoria /imnetica était diminuée au 
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printemps et st imulée pendant 1 'été lorsqu 'elle se trouvait dans un assemblage de 

phytoplancton, alors que cet effet de stimulation n'était pas présent lors de tests 

monospéc ifiques. Il s en ont conclu que la sensibilité de la cyanobactérie à l'atrazine était 

intluencée par la température, mais auss i par les interactions avec les autres espèces dans la 

communauté. En effet, l'atraz ine n'a eu aucun effet sur la croissance des diatomées au 

printemps, celles-ci étant mieux adaptées aux températures plus froides, alors que les 

cyanobactéries ont presque disparues, étant déjà désavantagées par la température. 

·concernant le glyphosate, Stachowski-Haberkorn et al. (2008) ont démontré que le 

Roundup® pouvait induire des perturbati ons au niveau de la structure de la communauté des 

microorganismes en milieu marin , à des concentrations susceptibles de se retrouver dans 

1 ' envi ron nement ( 1 et 1 0 ~t g r 1 
), notamment en diminuant le nombre d'espèces présentes. 

Dans une autre étude, Vera et al. (20 1 0) ont démontré des perturbations au niveau de la 

structure des communautés de périphyton dans des milieux d' cau douce en Argentine, la 

co loni sation par les cyanobactéries étant favorisée par rapport aux autres populations, à des 

concentrations de Roundup® de 8 mg r 1
• 

1.5 Le mode d'action du glyphosate 

Le glyphosate est un inhibiteur compétitif de l'enzyme 5-enolpyruvoylshikimate 3-phosphate 

synthasc (E PSPS), qui est impliquée dans la vo ie de synthèse de l'acide shikimiquc (Dcwick, 

1998; Marzabadi et o f, 1996; Tzin et Gali li , 20 10). Cette vo ie métabolique est l' une des vo ies 

les plus importantes chez les végétaux et 20% du carbone fixé par les plantes y est acheminée 

(Herrmann , 1995). L'enzyme EPS PS cata lyse une réaction de transfe11 de la portion 

carboxyviny le du substrat phosphoenolpyruvate (PEP) vers la région 5-0H du shikimate 3-

phosphate (SJP). Les produits formés sont le 5-enolpyruvoylshikimate 3-phosphate (EPSP) et 

du phosphate inorganique (Pi) . Une inhibition de l'activité d' EPSPS, par la formation d' un 

complexe glyphosatc-SJP-EPSPS, cause une accumu lation du substrat dans les chloroplastes, 

ce qui est une indication de 1 'expos ition au glyphosate (Marzabadi el al, 1996; Dcwick, 1998: 

Fedtkc ct Duke, 2005 ; llerrmann, 1995). La voie de l'acide shikimique mène à la biosynthèse 

des ac ides aminés aromatiques, tryptophane, tyros ine ct phénylalanine, ainsi qu 'à la synthèse 

de métabolites secondaires tels que la li gnine, les quinones ou d'autres composés impliqués 
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dans la défense des végétaux contre les rayons UV et les prédateurs, in sectes ou herbivores 

(Marzabadi el al, 1996; Tzin et Galili , 201 0; Dewick, 1998) . 

Outre son effet sur la vo ie de l' ac ide shikimique, le glyphosate affecte auss i la photosynthèse 

et la nutrition chez les plantes. Tout d'abord, il a été démontré que l'exposition au glyphosate 

pouva it diminuer le contenu en chlorophylle a des plantes (Mufioz-Rueda el al, 1986 ; 

Zobi olc et al, 20 Il ), ainsi que le rendement photosynthétique (Choi el al, 20 12; Huang et al, 

20 12; Mateos-Naranj o et al, 2009; Mut1oz-Rueda el al, 1986; Vi vancos el al, 20 ll ; 

Yanniccari et al, 20 12; Zobiole et al, 20 l 0) (voir tableau 1.3 ). De plus, le glyphosate a aussi 

des effe ts sur le métabolisme du carbone puisque, suite à son expos ition, le contenu 

intrace llulaire en C02 est diminué (Mateos-Naranjo et al. , 2009), de même que le contenu en 

ribulose-l ,5-biphosphate (RuBP) et l'activité de la ribulose l ,5-biphosphate carboxy lase 

oxygénase (Rubi sco) (Serva ites et al. , 1987). Il semblerait que le glyphosate intervienne auss i 

au niveau du métabolisme et de la translocation des sucres (Servaites el al, 1987; Orcaray el 

al, 201 2). Yanni carri et al. (20 12) ont démontré une plus grande acc umul at ion des sucres 

dans les feuilles de la poacée Latium perenne, après une exposition au glyphosate. 

De plus, la nutri tion chez les plantes est perturbée par le glyphosate à cause de sa capac ité à 

fo rmer des complexes peu so lubles avec les cations, à l'intérieur des tissus végétaux. Cakmak 

el al. (2009) ont démontré que le glyphosate pouva it réduire le contenu en calcium (Ca2
' ) , 

magnésium (Mg2+) et manganèse (Mn2+) dans les feuilles de plants de soya. Le contenu en fe r 

(Fe2+), en Ça, en Mg et en Mn était auss i réduit dans les graines . Ces éléments sont des 

cofacteurs essenti els à la synthèse de plusieurs composantes du système photosynthétique. 

Par exemple, le Mg est un cofacteur nécessaire à la synthèse de la chlorophylle; le Mn est 

imp liq ué dans la photolyse de l'eau au niveau du photosystème II (PS II ) et 1 Fe st un 

composant de la fe rrédox ine (Fd), une proté ine impliquée dans la chaîne de transport des 

électrons au niveau du photosystème 1 (PS I) (Raven et al., 2007) (vo ir fi gure 1.1 ). 

1.6 La photosynthèse 

Pui sq ue le glyphosate peut affecter la photosynthèse chez les végétaux, par des mécanismes 

plus ou moins connus, vo ici un rappel des processus photosynthétiques. La photosynthèse est 

le processus métabo lique majeur chez les organismes autotrophes, qui vise à fi xer le carbone 
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atmosphérique et à le transformer en sucres, nécessa ires à la croissance. La fi gure 1. 1 

représente, de manière schématisée, les réactions photochimiques ayant lieu sur les 

membranes des thy lakoïdes, dans les chloroplastes. L'énergie lumineuse y est captée par un 

complexe d'antennes collectrices de lumière, formé principalement de pigments 

photosynthétiques, chlorophylle a et b, caroténoïdes, phycobilisomes, etc., qui varient se lon 

les espèces végétal es. Cette énergie lumineuse est alors transférée aux centres réactionnels 

des photosystèmes 1 (PS I), le P700 et JI (PSI!), le P680, qui devi ennent alors exc ités (P700 * 

ct P680*) (Govindjee el al., 201 0) . Le PSI! est le complexe initiateur du transport d'é lectrons 

et effectue au ss i la photo lyse de l'cau, via le compl exe de dégagement d'oxygène, formé de 

quatre ions de manganèse et d ' un ion de calcium (Mn4Ca). Ce complexe a pour fo ncti on de 

fractionner les molécules d'eau (2 1-1 20 ) en oxygène (02) et en protons (4 H') (Yano et al, 

2006; Govindjee el al, 20 10). Les électrons sont alors transférés du compl exe Mn
4
Ca vers un 

résidu tyros ine (Y z), pui s ve rs P680 et enfin vers les accepteurs primaires d'électrons, les 

plastoquinones A (Qi\) et B (Q13 ). À. partir du PSI! , les électrons sont ensuite transférés vers le 

complexe du cytochrome bj; puis vers le PSI. Les protons relâc hés dans le lumen par le PSI! 

et le cytochrome hf seront empl oyés par la pompe à protons ATP synthase pour la production 

d'adénos ine triphosphate (ATP) . Des molécules de nicotinamide adénine dinucléotide 

phosphate (NADPH) sont auss i synthétisées dans le lumen du thylakoïde et ces deux 

molécules, ATP et NADPH, fourniront l'énergie nécessa ire pour la fixation du carbone et la 

synthèse dès sucres (Ra ven et al, 2007; Govindjee et al, 201 0). 
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Figure 1.1 a) Représentation schématique des différents composants de la chaîne 

de transport d'électrons b) Schéma enZ représentant les différents états énergétiques 

de la chaîne de transport d' électrons (Tirée de Govindjee et al. , 2010) 

1.7 La fluore ccnce chlorophyllienne' 

Les nux d'énergie trans itant par le PSII sont facilement quantifiables grâce à un modèle 

déve loppé par Force et al. (2003) (figure 1.2) et l'utili sation d'un appareil appe lé le «Plant 

e.fficiency analyser» (!-landy PEA, Hansatech Instruments L TD. England). Le modèle des 

tl ux d'énergie décrit la quantité d'énergie lumineuse absorbée par le complexe antennaire, 

dissipée par la chaleur ou la fluorescence, captée par le centre réactionnel du PSII et 

transférée dans la chaîne de transp01t d'électrons. Cette capacité photochimique du PSII est 

quantifiée à pattir de la cinétique 0-J-1-P, mesurée par le PEA. Avant la mesure, les plantes 
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subissent une période d'adaptation en absence de lumière, afin de s'assurer que toutes les 

plastoquinones des centres réactionnels sont dans un état non-réduit (ouvert), donc à leur 

pleine capac ité pour effectuer la photochimie. Il s'agit du niveau initial de flu orescence (F0 ) . 

Ensuite, l'échantillon est illuminé avec une lumière saturante de haute intensité (3500 ~tmol 

photons m·2 s·'), ce qui réduit toutes les plastoquinones. Il s'agit du niveau maximal de 

fluorescence (FM). Les différents paramètres d'absorption, de dissipation, de captage et de 

transport d'électrons sont ca lculés à partir de cette cinétique (tablea u 2.2). 

hv 

.--\n teJme:; coll ec tri ce. 
de lumiere 

Centre 
réactioJulel 

tr;lll>'port d ·électron,; 

Figure 1.2 Modèle des flux d'énergie transitant par le PSII (Basée sur ligure 1 

dans Force et al., 2003). 

Depuis plusieurs années, la fluorescence chlorophyllienne est employée pour étudier les 

effets de différents stress environnementaux sur la physiologie des pl antes, tels que les effets 

de la température, du stress lumineux ou des métaux (Maxwe ll et Johnson, 2000; Barbagallo 

el al, 2003 ; Force et al, 2003 ; Oxborough, 2004; Juneau et al, 200 7; Schreiber el al, 2007; 

Rohàcek el al, 2008; Stirbet et Gov indjee, 2011 ). 11 s 'agit d' un outil sensib le pouvant être 

empl oyé pour mieux comprendre la tox icité des herbicides sur l'appareil photosynthét ique, 

ainsi que pour effectuer des suivis de la contamination du milieu aquatique par les herbicides 

(J uneau et al., 2007). Tel que décrit par plusieurs auteurs, le glyphosate peut rédui re le 

rendement photosynthétique chez le phytoplancton (tableau 1.3). Cette diminution du 

rendement peut être expliquée par des effets sur de nombreux composants de l'a ppareil 

photosynthétique, que ce so it au niveau des pigments photosynthétiques, du complexe de 

dégagement de 1 ' oxygène (M n4Ca), de la protéine D 1, de la tyrosine Tz, des protéines fer-

,., 
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soufre (FeS) ou de la ferrédoxine (Fd). Les effets du glyphosate sur les flux d'énergie du PSII 

chez les végétaux sont très peu connus et la fluorescence chlorophyllienne sera emp loyée 

comme outi l de recherche pour mieux en comprendre les effets. 

Ta bleau 1.3 Les effets du glyphosate sur la photosynthèse chez les végétaux 

Organismes l g l:t ~hosate] Effets sur la ~hotos:tn thèse Références 
Spart ina densijlora 3600, 5400 et 1 FviFM, <{) PS I ~> qP, taux Mateos-
(Poacée) 7200 ga.i.ha- 1 photosynthétique net (A), Naranj o et 

conductance stomatique (Gs), al. (2009) 
contenu en chlorophylle a, b et 
caroténoïdes 

Medicago saliva et 0. 1 5, 1. 5 et 1 5 1 contenu en chlorophylle a, b et Mui'\oz-
Trifo lium pratense mM caroténoïdes, conductance Rueda et al. 
(fabacécs) stomatique, activité de PSII et PSI ( 1986) 

üunol 0 2 mg Chr' lf 1
) 

j ratio de chlorof!h ylle al b, 
Soya Glycine max 1% 1 qP, FviFM, ass imi lation de C02 Vivancos et 
(sensib le au ütmol m-2 s-') al . (20 1 1) 
gl yphosate) j NPQ 

lmperata cylindrical L. 0.3, 0.5, 1.0 l contenu en chlorophylle a et b, Huang et al. 
(Poacée) et 2% ETR, taux photosynthétique net (20 12) 

( PN) et rendement, F v'IF M' 
j NPQ, taux de trans12iration (E) 
1 taux d'ass imilation du carbone Yanniccari et 

Sensible (A531), conductance stomatique al. (20 12) 
Latium (non- 0.7, 1.4 et 2. 8 (gs), taux max imal de 
perenne GR) k . h - l g a. 1. a carboxylation de RuBP (V crnax) , 

(Poacée) FviFM, Fv'IFM', ETR, qP, contenu 
< en chlorophylle 

j Point de com12ensation (C02) 

Rés istant l conductance stomatique (gs) 
(GR) 

Phytop lancton (5 15 à 75 ~tg mr 1 FviFM Choi et al. 
espèces) 1 (20 12) 
Soya résistant au 800, 1,200 et 1 F viF M, taux photosynthétique Zobio le et al. 
glyphosate 2,400 g net (A), conductance stomatique (20 1 0) 

a.e.ha- 1 (gs), taux de transpirat ion (E), 
ETR, Fv'IFM', qP 
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1.8 Objecti fs et hypothèses de recherche 

Ce projet de recherche a été réalisé dans le cadre du projet CRSNG-stratégique SABRE, dont 

l' acronyme signifie Salix en Agriculture pour des Bandes Riveraines Énergétiques. L'équipe 

du projet SABRE travaille, sous la supervision des quatre chercheurs principaux, Marc 

Lucotte, Philippe Juneau, Michel Labrecque et Laurent Lepage, sur la pollution agrico le 

di ffuse, l'éros ion des terres agricoles, l' intégrité du mili eu aquatique et l'acceptabilité soc io

économique d' une bande riveraine composée de saules arbustifs à croissance rapide. 1 ,cs 

obj ecti fs généraux de ce projet spécifique sont en lien avec le volet intégrité du milieu 

aquatique du projet SA BRE et visent à mieux comprendre les effets du glyphosate sur le 

phytoplancton. Pour ce faire, deux séries d' expériences ont été menées. La première est une 

suite de bioessa is monospéc i fiqu es, où plusieurs espèces d ·algues et de cyanobactéries ont été 

exposées à une gamme de concentrations de glyphosate, vari ant entre 10 ct 1000 ~tg 1" 1 

(obj ectif 1 ). L ·utilisation de concentrations élevées (> 1 00 ~tg 1" 1
) fut effec tuée dans le but de 

dresser des courbes dose-réponse théoriques. Pour la deuxième série d'expériences, de fa ibles 

concentrations ( 1 et 5 ~tg 1" 1
) furent ajoutées à cette gamme de concentrations de glyphosate et 

cette fois c'est la communauté de phytoplancton d' un ru isscau en mi 1 icu agrico le qui fut 

exposée au glyphosate (objecti f 2) . Ces objecti fs correspondent aux chapitres Il ct Ill de ce 

mémoire et seront présenté sous la forme de deux articles sc ientifiques complémenta ires. 

Objectif" 1 : Étudier les effets du glyphosate sur la croissance ct l'acti vité 

photosynthétique des algues et des cyanobactéries. 

L' implication du glyphosate dans la vo ie de l'ac ide shikimique est bi en connue. Par contre, 

les effets de 1 'exposition des plantes au glyphosate sont nombreux ct va riés. Si certains de ces 

effets sont directement liés avec la perturbation de la vo ie de l' ac ide shi kimique, te ls que les 

effets sur le métabo lisme des acides am inés aromatiques ct sur la croissance, d'autres, 

notamment la diminution du contenu en chlorophyl le ct du rendement photosynthétiquc 

semblent, quant à eux, peu liés ou indirectement liés avec cette voie métabolique. 

rfypothèse 1 : Le glyphosatc exerce une toxicité sur les algues ct les cyanobactéries en 

diminuant leur croissance et leur rendement photosynthétique. 
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1.1 : Le taux de croissance sera le paramètre le plus affecté par l'exposition à un 

herbicide à base de glyphosate à cause de l'effet inhibiteur du glyphosate sur la 

synthèse des acides aminés aromatiques, donc des proté ines nécessa ires à la 

croissance. 

1. 2 : Le rendement photosynthétique sera moins affecté que la croissance car les effets 

du glyphosate sur la photosynthèse sont indirects. 

Le glyphosate interfère avec la voie de l'acide shikimique, réduisant la synthèse des acides 

aminés aromatiques : tryptophane, tyrosine et phénylalanine (Marzabadi et al, 1996; Dewick, 

1998; Tzin et Ga lili , 20 1 0). Ces acides aminés se retrouvent dans la compos ition de protéines 

nécessaires à la croissance et aux processus photosynthétiques. Par exemple, la protéine D 1, 

composante essentielle du photosystème Il (PSll), contient un résidu tyros ine qui est 

activement impliqué dans les réactions de réduction de la chaîne de transp01t d 'é lectrons 

(Dwivedi et 13hardwaj , 1995) (figure 1.1 ). Un déficit en tyrosine, causé par l' action du 

glyphosate dans la vo ie de l'acide shikimique, pourrait mener à une diminution de la synthèse 

de la protéine D 1; se tradui sant par une baisse de la croissance et du rendement 

photosynthétique. En effet, Yivancos et al. (20 Il) ont démontré que le glyphosate pouvait 

affecter l'abond ance des protéines liées au PSll et que ce la était causé par la petturbation de 

la synthèse des ac ides aminés aromatiques. 

'1 

Le glyphosate es t aussi un fott agent chélatant qui affecte l'absorption et l'assimilation des 

ca tions, tels que le magnés ium et le calc ium, par les plantes (Eker et al, 2006; Cakmak el al, 

2009; Zobio le et al, 201 1 ). Ca lmak el al. (2009) ont démontré une diminution du contenu en 

magnésium dans les feui lles de plants .de soya non rés istants au glyphosate, suite à une 

expos ition au glyphosate, de même qu'une diminution du contenu en chlorophylle. Le 

magnésium étant un élément essentiel impliqué dans la biosynthèse de la chlorophylle a, une 

diminution du contenu en magnésium su ite à l'exposition du phytoplancton au glyphosate, 

pourrait affecter aussi bien le contenu en chlorophylle a que le rendement photosynthétique. 

Ohject!f2: Déterminer l' impact du glyphosate, aux concentrations environnementa les, 

sur la communauté de phytoplancton d ' un ruisseau en milieu agricole. 
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Il ex iste ce11aincs limites à l' utilisation des bioessais monospécifiques effectués en 

laboratoire. En effet, ces tests monospécifiques sont très utiles pour observer les effets d' un 

polluant sur un paramètre phys iologique spécifique . Par contre, il peut être di fficile 

d' extrapoler les résultats obtenus à la réa li té du milieu naturel. Par exemple, une va leur de 

CE 50, dose à laquelle on obtient 50% d' inhibition, obtenue en laboratoire pour une espèce 

donnée, sera di fférente s' il y a un changement dans ses conditi ons de culture, tels que la 

température (Bérard et al. , 1999). De plus, les conditions de test en laboratoire ne rellètcnt 

pas nécessa irement les conditions rée lles du milieu naturel dans lequel on retrouve ces 

organi smes (Lewis, 1995). Finalement, les tests monospécifiques ne tiennent pas compte des 

interacti ons entre les di fférents organi smes vivants au se in d ' une même communauté, donc 

de la structure de cette communauté et c'est pourquoi les études à l'échelle de la communauté 

sont nécessaires et complémentaires aux bioessais monospéc it~ques . 

Hypothèse 2: L'ex pos ition d ' une communauté de phyto plancton au glyphosate 

modif·ïe sa structure en fàvori sant certa ines espèces par rapport aux autres, à cause de leurs 

di tTérences phys iologiques. 

Dans une revue de la littérature, DeLorenzo et al. (200 1 ), ont démontré que la structure et la 

fonction des communautés de microorgani smes aquatiques pouva ient être modifiées suite à 

l' expositi on à divers pest icides. En cc qui a tra it au glyphosate. Stac howski-H abcrkorn el al. 

(2008) ont étudi é l' effe t de l'herbicide Roundup®, à base de glyphosate, sur des 

communautés procaryotes ct eucaryotes de milieu marin, démontrant une diminution du 

nombre total d' espèces . De plus, certaines espèces ont vu leur abo ndance augmenter suivant 

1 ' augmentation des concentrations de Roundup®, indiquant une certaine tolérance à 

l' herbicide. Dans l'étude de Vera el al. (2010), sur les effets du Roundup~ sur le périphyton, 

les auteurs ont démontré que les cyanobactéries étaient favorisées dans les mésocosmes 

traitées à l' herbicide alors que les diatomées avaient un plus haut taux de morta lité. Ces 

résu ltats portent à cro ire que les herbicides à base de glyphosate pourraient ainsi perturber la 

communauté de phytoplancton dans les cours d'cau en milieu agricole, en favorisan t la 

présence de certa ines espèces aux dépens des autres. 

------------
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2. 1 Contributions 

Élise Smedbol a réa lisé le plan d'expérience, les bioessais en laboratoire, l' analyse des 

résultats et la rédaction, alors que Marc Lucotte et Philippe Juneau ont participé à 

l'élaboration du plan d'expérience, effectué la supervi sion des travaux de laboratoire et 

participé à la rédaction du texte, alors que Michel Labrecque et Laurent Lepage ont révi sé le 

texte. 

2.2 Abstract 

The use of glyphosate-based herbicides in agriculture have undergone a great expansion in 
the last few years and there is now some ev idence of glyphosate's lcaching and contamination 
of aquatic ccosystems. Algae bioassays using chlorophyll a fluorescence measurements are 
useful , effective and low cost tools for the determination of pesticide effects on aquatic 
plants. The aim of this study was to verify the effects of a glyphosate-based herbicide (Factor 
540®) on growth and photosynthetic capacity of algae and cyanobacterias. Six al ga l and three 
cyanobacteria species, iso lated from Choinière reservoir (Eastern townships, Qucbec, 
Ca nada) or laboratory strain s, from three different taxonomie groups were cxposcd to s ix 
glyphosate concentrations ( 10, 50, 100, 300, 500 and 1000 ~t g r 1

) for a 48 hours period. Most 
specics, except Ankistrodesmus fa/calus , had their growth rates üt) signif·ïcantly reduced at 
concentrations varying between 50 and 1000 ~tg r 1

• The photosynthetic response after 
glyphosate exposure varied for the different species but a general pattern has emerged. There 
was an increase of the amount of absorbed photons (ABS/RC), of di ssipated (010 /RC) and 
trapped (TRd RC) energy in photosystem Il reaction centers, with a decrease of the maximal 
photosystem Il yield (Fv/FM) and electron transport (ET0/RC). EC 10 values were calculated 
for growth and photosynthesis show ing that growth rate was the most sensitive parameter 
follow ing glyphosate exposure, while Fv/FM was the !east sensitive. Some species 
(Microcystis !>p., Scenedesmus ob/iquus and Oocystis so/itaria) showed a reduced growth and 
photosynthctic capacity at glyphosate concentrations 10\Ner th an the Ca nad ian standard for 
the protecti on of aquatic life of 65 ~t g 1-1

, raising conccrns about the eiTicicncy of ri sk 
assessment linked to glyphosate-based herbicides. 

Kcywonls: herbicide, chlorophylllluorescence, rapid flu orescence rise, PSII , PEA 

2.3 Résumé 

L' utili sation des herbicides à base de glyphosate en agricu lture a connu une grande expansion 
depuis les dern ières an nées et il y a mai ntenant des évidences du less ivage du glyphosate vers 
le mi 1 ieu aq uatique et de la contamination de ces écosystèmes. Les bioessais algaux avec 
mesures de la fluorescence chlorophyl ienne sont des outils pratiques, eflïcaces ct peu coCtteux 
pour la détermination des effets toxiques des pest icides sur les plantes aq uatiques. Le but de 
cette étude éta it de vérifier les effets d' un herb icide à base de glyphosate (Factor 540")) sur la 
croissance et la capacité photosynthétique des algues et des cyanobactéries. Six espèces 
d ' algues et trois espèces de cyanobactéries, iso lées à partir d 'échantillons prélevés dans le 
Réservo ir Choinière (Cantons-de- l'Est, Quebec, Canada) et des souches de laboratoire, de 
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trois groupes taxonomiques distincts furent exposés à six concentrations de glyphosate ( 10, 
50, 100, 300, 500 and 1000 ~tg r') pendant une période de 48 heures. Le taux de croissance 
(f-t ) fut mesuré, démontrant une diminution de la croissance des algues et cyanobactéries, sauf 
pour l'espèce Ankistrodesmus fa /catus, à des concentrations variant entre 50 et 1000 f-I g r'. 
La réponse photosynthétique, après expos iti on au glyphosate, fut variable pour les di fférentes 
espèces. Il fut possible de déterminer un schéma global où la quantité de photons absorbée 
(ABS/RC), la quantité d'énergie di ss ipée (D10 /RC) et captée (TR0 /RC) par centre réactionnel 
du photosystème 11 augmentent, alors que le rendement maximal du photosystème II ( F viF M) 
ct le transport d 'électron (ET0 /RC) diminuent. Les valeurs de CE 10 furent calculées pour le 
taux de cro issance ct la capac ité photosynthétique démontrant que le taux de cro issance fut 
l' indicateur le plus sensible, alors que le paramètre Fv/FM fut le moins sensible. De plus, 
certaines espèces ont vus leur croissance et leur capacité photosynthétique réduite à des 
concentrations se situant sous la norme canadienne de la protection de la vie aquatique de 65 
~tg r' , soulevant des inquiétudes en lien avec la pertinence de l' évaluati on des ri sques liés aux 
herbicides à base de glyphosate. 

Mots-clés: herbicide, lluorescence chl orophylienne, cinétique rapide de tluorescence, PSII , 
PEA 

2.4 Introduction 

Glyphosate-based herbicides are the most widely used herbicides in the world , generally 

cmploycd with transgeni c soy and maize crops (Duke and Powles, 2008). As ide from their 

cffi ciency, the increased adoption rate of these herbicides for agricultural use is partly related 

to the perception of their low environmental impacts. lndeed, until recently, they were 

reported to have low tox icity on non-target organisms, a short half-life and low mobili ty in 

soils (Borggaard et Gimsing, 2008; Duke and Powles, 2008; Helander et al, 20 12). 

Vcreccken (2005) suggest th at, despite strong so it sorption properties, in reference to high 

so i! organic carbon/water parti tioning coeffi cient (Koc) va lues, glyphosate leac hin g towards 

aquatic systems occurs fo ll owing spec ifie mechanisms such as pre ferential water ll ow and 

episodes of high rainfall intensity. lndeed, monito ring studies from Quebec (Canada) showed 

the presence of glyphosate in watercourses near in tensive cul tures of soy and maize, with 

max imal concentrat ions varying from 2.7 to 29 ~tg r' (G iroux and Pelletier, 2012). Similar 

surveys in Ontario (Canada) (Struger et al. , 2008), United States (Scribner et al., 2007) and 

f' rance (Dubois et al., 20 1 0), a Iso revealed the presence of glyphosate in watercourses, with 

maximal concentrations vary ing from 0.1 to 427 ~ tg r'. Projections indicate th at the frequency 

of detection of glyphosate in aquatic ecosystems will increase worldwide in the next few 

years, due to the increas ing usage of glyphosate res istant (GR) transgenic crops, espec ially 

soy and ma ize (G iroux and Pelleti er, 20 12). 
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Glyphosate N-(phosphonomethyl)glycine is a systemic and non-se lective herbicide, 

commerc ialized in 1974, by Monsanto (Duke et Powles, 2008). lt inhibits the shikimate 

pathway in plants, by competing with the enzyme 5-enolpyruvoylshikimate 3-phosphate 

synth ase (EPSPS) (EC. 2.5. 1.19), leading to the accumulation of the substrate shikimate 3-

phosphate in plants chloroplasts and to the inhibition of the biosynthesis of chorismate and its 

by-products (Dewick, 1998; Fedtke et Duke, 2005; Duke et Powles, 2008). Despite these 

eiTects, glyphosate a Iso interferes with photosynthesis (Zobiole et al., 2010, 20 12), by 

forming complexes with cations which are co-factors of important photosynthetic 

components: magnesium as a co-factor in chlorophyll synthesis (Zobiole et ul., 20 1 1 ), 

man ganese and calcium as co-factors of the Mn-cluster (Umena et al. , 20 Il) and iron as an 

esscntial componcnt of the ferredoxin protei n (Raven et al. , 2005). Matcos-Naranjo et ul. 

(2009) showed a dccrease of the maximum photosystem Il (PS 11) quantum yield ( F) F11J, the 

opcrational PSII quantum yield (<l)ps11 ) , the net photosynthetic rate, the stomatal conductance, 

the intracellular co2 concentrations and the photosynthetic pigments concentrations, in the 

macrophyte Spartina densijlora . Similar results were fmmd in other superior plants, such as 

GR soybeans (Zobiole et al. , 20 12), glyphosate sensitive soybeans (Vivancos el al., 20 Il), 

glyphosate sensitive Loliwn perenne (Yanniccari et al., 20 12) and cogongrass (Jmperala 

cylindrical L.) (Huang el al.. 20 12) . Concerning non-target aquatic plant spec ies, Choi ct al. 

(20 12) fou nd a decrease of F) F111 for fïve microa lga l species when exposed to glyphosate, 

with some interspecifïc differences in terms of glyphosate sensitivity. 

The aim of the present study was to eva luate the effect of a glyphosate-based herb icide on 

severa! algal and cyanobacteria species, iso lated from the Choinière reservoir (Eastern 

Townships. Quebec, Canada) or from pure culture, from three taxonomie classes by 

evaluating the PSII energy fluxes . The maxi mum quantum efftciency of PS Il (F) F111 ) and the 

different PSII energy flu xes (ABS/RC, TR0 /RC, 010 /RC and ET 0 /RC) were evaluated. 

2.5 Material and Methods 

2.5. 1 Alga l cultures and test ing procedure 

Bioassays wc re performed with algal and cyanobacteria spectes, from three different 

taxo nomie groups, with strains coming from the Canadian Phys io logical Culture Center 
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(CPCC), as vve ll as species iso lated from environmental water samples co llected in Choinière 

reservo ir, Eastern townships, Quebec, Canada (Deblais et al. , 20 13) (see table 1). Ali spec ies 

were culti vated in 250 ml Erlenmeyers, containing 100 ml of growth medium. The growth 

medium Bold Basa l Medium (BBM) pH 6.8 was prepared fo llowing Stein ( 1973) and 

Modified High Salt Medium (HSM ) pH 6.8 was prepared following Sueoka et al. ( 1967) . Ali 

spec ies were acclimated in growth chamber at 20°C, with a 12 hours dark-light photoperiod 

and day-ti me light intensity of 100 ~Lmo l photons m-2 s- 1
, for a period of four weeks before the 

beginning of the cxperiment. Ali assays were performed using the organisms in exponential 

growth phase . The glyphosate-based herbicide tested in this study was the commercial 

fo rmul ation Factor540® (540 g r 1 of pure glyphosate) (IPCO, Winnipeg, Manitoba, Canada). 

A lgae and cyanobacteri a wc re exposed to Factor540® at six glyphosate concentrations: 10, 

50, 100, 300, 500 and 1000 ~Lg r 1
, for 48 hours. Ali pesticide dilutions were made in sterile 

growth medium, BBM or modi fied HSM, depending on the spec ies . 

Tableau 2.1 Species used for bioassays, testing growth and photosynthctic 

capacity of algae and cyanobacteria exposed to glyphosate-based het-bicide 

Gmupe Species 

Cyanobacteria /vlicrocystis aeruginosea, (CPCC632) 
Microcystis aeruginosea, (CPCC299) 
Microcystis sp. * 

Chlorophytes Scenedesmus obliquus (CPCCS) 
A nkistrodesmusfalcatus * 
Oocystis soli/aria * 
Chlamydomonas snowii* 
Chfamydomonas reinhardt ii, (CPCC 125) 

Cryptophyte Ciyptomonas obovata * 

Gmwth medium 

BBM 

HSM 

BBM 

*Species iso latcd from Choi ni ère reservoir, Eastern townships, Quebec. Canada (Deblois et al., 20 13) 

2.5.2 Growth eva luation 

Population growth rate ÜL) measures were based on ce ll count perfonned with Mul tisize r™ 3 

COUL TER COUNTER® (Beckman Co ul ter, lnc.) and calculated as: 

~ = [ln(number of ce ll s(t2)) - ln(nu mber of ce ll s(t 1))] 1 (t2 - t1) (2 .1) 

1 
1 
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were t1 = time before glyphosate-based herbicide exposure 

and t2 = 48 hours after exposure 

Then reported to% of growth compared to control treatment, i.e. without herbi cide exposure : 

[ÜL control - ~l sample) 1 ( ~t control)] x l 00 (2.2) 

2.5.3 Photosynthetic capac ity measurcments 

Photosynthetic capacity was est imated using the Plant Ertïc iency Analyser (!-landy PEA, 

Hansatech Instruments LTD, England), which measures chlorophyll a flu orescence of 

photosystem Il (PSII ) in dark-adapted plant ce lls, fo llowing the 0 -J -1-P transients (S trasser, 

1995) . The first phase (0-J) represents the reduction of plastoquinone molecules (QA to oA-), 

occurring after the acceptance of electrons from pheophytin (Dwivedi and Bhardwaj , 1995) 

under constant illumination. The P leve[ is reached when ali the plastoquinone molec ules are 

rcd uced and 1 leve! is an intermcdiate leve! (Strasser, 1995). 

Alter 48 hrs exposure to glyphosate, ali samples were dark-adapted fo r a period of 15 

minutes, prior to chlorophyll a fluorescence measurement with PEA. Then, each sample was 

homogenized and transferred to a 2 ml cuvette, for liquid-phase measurements, which 

consists in a 6 second illumination (3500 ~Lmo l photons m-2 s- 1
) . The ini tial leve! of 

chl orophyll a 1luorescence (F0 ) is the fluorescence leve! at 5 0~LS (F0 = F50 115) when ali 

plastoq uinone molec ules are open, i.e. in a non-reduced state . The maxi mal leve! (FM) 

corresponds to th e hi gher lluorescence va lue of the total kinetic and occLu· when ali 

transporters are reduced or closed (Maxwe ll and Johnson, 2000). These two va lues rerresent 

two diffe rent energy states occurring in PSI!. The fo llowing fo rmula was used to ca lcu late the 

photosynthetic yield: 

(2.3) 

Photosynthetic parameters calculated from the 0 -J-1- P transients were measurcd fo llow ing 

th e energy fluxes mode! developed by Force et al. (2003) (tabl e Il ), where 0 corresponds to F 

sops• J to hns. 1 to F.1oms and P to FM. The PS II energy flu x mode! is a simpli fied mode! of the 
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cnergy fluxes in the reaction centers of the photosystem Il (PSII), from light absorption to 

electron transp01t, based on the mode! proposed by Strasser et al. ( 1995). At first, photons are 

absorbed by chlorophyll molecules in the antennas and become excited (Chi *) (A BS). A 

certain amount is di ss ipated by heat or fluorescence (Dl), while the other partis trapped (TR) 

by the reaction centers, reducing pl astoquinones A (QA) to oA· and transported towards the 

electron transport chain (ET), through the reoxydation of QA· · These spec itic parameters can . 

be expressed as a ratio by reaction centers (RC), which is referred to the «spec ifie energy 

!luxes» by Strasser et al. (2000) (table 2.2) . 

Tableau 2.2 Photosynthetic parameters as described by Force et al. (2003), 

energy !luxes modcl, based on Strasser et al. (1 995), measured using the Plant Efficiency 

Analyser 

Panuneter 

ABS/RC 

TR0/RC 

ET0/RC 

01 0/RC 

VJ 

Mo 

Fonnula 

[(TR0/RC) 1 (TR0/ABS)] 

(Mo/ YJ) 

[(TRo/RC) · (ETo/TRo)] 

[(ABS/RC) - (TR0/RC)] 

[(F2ms- Fso11 s) 1 (FM- Fso11 ,)] 

[ 4 X (f-' .J oOr•s - F so11 s) 1 (F w F so1,s)] 

The parameters Y.1 and M0 are used to ca lculate the TRd RC parameter and correspond, 

respecti ve ly to the number of closed reaction centers at 2ms and to the net rate of PSII 

closure (f-orce et al., 2003 ). 

2.5.4 Stat istica l analysis 

To compare the growth rates and photosynthetic parameters for each glyphosate 

concentration ( 10, 50, 100, 300, 500 and 1000 ~tg 1' 1
) and fo r each spec ies, mean paired 

compari sons were conducted using the non parametric Wilcoxon test, since the data did not 

ful fi ll the test conditions for normality. The lowest observed adverse effect leve! (LOAEL) 
\j.) 

.) 
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was determined as the lowest signi ticant concentration inducing a phys iological alteration, 

when comparing to control, using the Wilcoxon test. The half maximal effective 

concentration (EC50 ) or the concentration inducing a 50% phys iologica l alterati on compared 

to control was ca lculated from dose response curves, using log- log simple regressions, 

according to the equations of the relation between glyphosate concentrations and the 

measured parameters: growth rate, Fv/FM, ABS/RC, 010 /RC, TR0 /RC and ET0 /RC (see table 

2.2). The dependant va riable (y) was reported on % compared to contro l. Ail stati stica l 

analyzes wcre made using JMP 10 software from SAS. 

2.6 Res ults 

2.6. 1 Growth 

Table 2.3 presents growth rates of the six alga l and three cyanobac teria spec ies exposed to 

different glyphosate concentrations. The green algae Ankistrodesmus fa /catus was the !east 

glyphosate-sensitive spec ies, since the growth rate at the highest glyphosate concentration 

was not different from the contro l. Ch/amydomonas snowii and Cryptomonas obovata were 

sensitive only at the hi ghest concentration ( 1000 ~t g r 1
). Chlamydomonas reinhardt i i 

(CPCC 125) and Microcystis aerug inosea (CPCC632) had a growth rate differing from the 

control trea tment when exposed to a glyphosate concentration of 300 flg r 1
• Por the tox ic 

cyanobacteri a stra in, Microcystis ûeruginosea (CPCC299), the growth rate at a concentration 

of 100 ~t g r1 was signiticantly lower than the control treatment. Oocystis .s-olitaria showed the 

sarne sensitivi ty at 100 ~tg r 1
• The two most sensitive spec ies were the gree n algae 

Scenedesmlls obliquus (CPCC5) and the cyanobacte ria Microcystis sp., show ing sensitivity at 

a glyphosate concentration of 50 ~ t g r 1
• 
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Tableau 2.3 Mean growth rates (11) and standard deviations for each algae and 

cyanobacteria species at different glyphosate concentrations 

[glyphosate l Jlg L-1 

Species 
Control 10 50 100 300 500 1000 

Microcystis 0.47 0.46 0.44 0.35 0.12 0 0 
aeruginosea ±0.06 ±0 .06 ±0.07 ±0. 14* ±0.24* ±0.02* ±0.04* 
(CPCC632) 

Microcystis 0.44 0.40 0.32 0.24 NA 0.03 0 
aeruginosea ±0.09 ±0.09 ±0. 12 ±0.2* ± 0.06* ± 0.09* 
(CPCC299) 

Microcystis sp. 0.50 0.47 0.42 0.26 0 0 0 
±0.04 ±0.03 ±0.05 ±0.05* ±0.04* ±0.04* ±0.1 3* 

Scenedesn1us obliquus 0.52 0.35 0.26 0.20 0.29 0 0 
(CPCC5) ± 0.05 ± 0.30 ±0.11 * ± 0.16* ± 0. 10* ± 0.11 * ± 0.1 9* 

Ankistrodesmus 0.75 0.71 0.66 0.64 0.59 NA 0.30 
fa /calus ± 0.03 ± 0 .03 ± 0.02 ± 0.01 ± 0.04 ± 0.12 

Oocystis soli/aria 0.46 0.43 0.40 0.2 1 NA 0.08 0 
±0.01 ±0 .03 ±0.05 ±0.03 * ±0.02* ±0.03 * 

Ch!aJIJydomonas 0.47 0.41 0.40 0.42 0.42 0.51 0 
.\'170\Vii ± 0.04 ± 0.07 ± 0.07 ± 0.13 ± 0.05 ± 0.02 ± 0.38* 

Chlamydomonas 0.67 0.61 0.55 0.61 0.45 0. 19 0.10 
reinhardt ii ± 0.24 ± 0.25 ± 0.22 ± 0.18 ± 0.06* ± 0.2 1 * ± 0.10* 
(CPCC 125) 

j 
Cryptomonas obovata 0.2 1 0.23 0.23 0.23 0.17 0. 17 0.007 1 

±0.05 ±0.07 ±0.08 ±0.04 ±0.02 ±0.08 ±0.02* 1 

* 1ndicates treatments that are significantly different from the control treatment without 
1 

g lyphosate exposure (a = 0.05). 
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2.6 .2 Photosynthes is 

ln general, for ali nine spec ies, afte r glyphosate exposure, ABS/RC, TR0 /RC and 010 /RC 

parameters tend to increase, while ET0 /RC and the Fv/ FM ratio tend to decrease (F igure 2.1). 

I-I O\-vever, there was sorne spec ificity for each spec ie. Fo r th e green algae Ankistrodesmus 

fa /catus the Pv/FM ratio was higher at the highest glyphosate dose (Figure 2.1 A) . This is the 

only spec ies showing an increase of Fv/FM after glyphosate exposure. Ali other spec ies had a 

Pv/FM ratio signi fïcantly lower at the hi ghest glyphosate concentration. lndeed, fo r 

Ch/amydonwnas reinhardtii (C PCC 125 ), Microcystis sp. , Scenedesmus oblicjuus (CPCC5), 

Microcystis aeruginosea (CPCC632) and Oocystis .w/itaria, the Fv/FM ratio was lower at a 

glyphosate co ncentrat ion of 500 ~t g 1" 1 compared to lower concentrations. The t\ BS/RC 

paramcter was increased for the majority of specics at the glyphosate concentrati on of 500 pg 

1" 1
, except lo r Jl nkistrodesmus fa /catus and O yptomonas obovota (F igure 2. l l3). t\ simil ar 

increase was observed for the 010 /RC parameter (Figure 2.1 C). Rega rd ing Tf~0/RC, only a 

few spec ies showed an increase at hi gh glyphosate concentrations (500 and l 000 ~tg 1" 1
): 

Scenedesmus ob/iquus (CPCC5), Ch/amydomonas reinhardt ii (UTCC 125), Oocystis sol il aria 

and Ch/amydomonas snowii, while the other species showed no diffe rence from the contro l 

treatment (f-i gure 2. l 0 ). For ETc/ RC, the majori ty of the spec ies showed a decrease at the 

highest glyphosate concentration, except fo r Ankistrodesmus fa/calus and O yptolllonas 

obovata (F igure 2. 1 E). There was a dec rease of this parameter fo r the non-tox ic 

cyanobacteria strain Microcystis aeruginosea (C PCC632), at a glyphosate concentration of 

lOO pg 1" 1
• 

The effect ive concentration inducing l 0% of effect compared to the control treatment (EC 10) , 

shown in table 2.4, express the interspec ific sensitivity of the diffe rent alga l and 

cyatiobacteria species, regarding growth and PS I! energy nuxes. The growth rate was the 

most sensitive parameter bein g affected by glyphosate exposure. exce pt fo r Ankistrodesmus 

fa /catus . For thi s specie, Fv/FM, ABS\RC and TR0 /RC were more sensitive than the growth 

rate, wh ile 010 /RC and ET 0 /RC showed no sensitivity towards glyphosate . ()yptomonas 

ohovala, the second !east sensitive species, showed no sensitivity of the photosynthetic 

parameters F v/PM, TR0 /RC and ET 0 /RC. The other studiep spec ies were very sensitive to 

glyphosate regardin g growth rate (EC 10< l 0 flg 1" 1
) , but their sensiv ivity toward the di fferent 
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Figure 2.1 Energy flu xes in PSII of six algal and th•·ee cyanobacteria species 

exposed to increasing glyphosate concentrations for a 48 hours period, based on the 

model developed by Force et al., (2003). A) Maximal PSII quantum yield (Fv/FM)· B) 

Effective antenna size of an active reaction center (ABS/RC). C) Effective dissipation of 

an active reaction center (DI0 /RC). D) Maximal trapping rate of PSU (TR
0
/RC). E) 

ElectJ·on transport in an active reaction center (ET0 /RC). The horizontalline repesents 

the control treatment (100%). 
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photosynthetic parameters varied, as shawn by the range of ECio values. The three 

cyanobacteria showed no sens itivity of the TR0 /RC parameter, whi le chlorophytes were 

sensitive to this parameter, with EC io varying from 164 to 598 ~tg r i. For the other 

parameters, the ECi o values for the di ffere nt species varied between 192-788 flg r i (Fv/FM), 

11-717 ~tg ri (ABS/RC), < 10-356 ~tg ri (010 /RC) and 74-45 1 ~tg r i (ET0 /RC) (see table 2.4). 

ln general, and for ali growth and photosynthetic parameters, the most sensitive specie was 

Microcystis aeruginosea (CPCC632) and the least sensitive was Ankistrodesmusfalcatus . 

Tableau 2.4 EC 111 values (ltg r 1 of glyphosate) for cach paramctcr (growth and 

photosynthcsis) and cach spccics cxposcd to incrcasing glyphosatc concentrations for a 

48 hours period 

Spccics Pa.-amcters 

Growth Fv/FM ABS/RC DI0 /RC TR0/I~C ET0 /RC 

Microcystis oeruginosea < 10 192 Il <10 > 1000 78 

(CPCC632) 

Microcystis aeruginosea < 10 704 152 63 > 1000 176 

(CPCC299) 

Microcystis sp. < 10 406 94 76 > 1000 74 

Scenedesmus ob /iquus < 10 280 37 35 186 328 

(CPCC5) 

Oocystis solitaria <10 272 109 81 294 325 

Chlamydomonas reinhardtii 70 788 83 46 256 45 1 

(CPCC 125) 

Ch/amydomonas SIIOWii 91 476 99 84 164 370 

Cryptomonas obovala 214 > 1000 547 356 > 1000 > 1000 

AnkistrodesJJius.fàlcatus 860 745 717 > 1000 598 > 1000 

2.7 Discuss ion 

Strasser et al. (2000) explains the increase of the amou nt of photons absorbed by reaction 

centers (ABS/RC) by an increased amount of inactivated reaction ccnters (RC). lndeed, the 
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apparent amount of absorbed 1 ight energy se ems h igher, per reaction center, and this is 

caused by an increased amount of inactive RC' s. This is also followed by an increase of the 

dissipation energy (010 /RC), which is also higher because there is less active RC 's. This 

phenomenon occurred in algae and cyanobacteria cells alter glyphosate-based herbicide 

exposure, as shown in figure 2.1, were the parameters ABS/RC and 010 /RC increased, 

meaning that glyphosate induced the inactivation of reaction centers of PSII. This can also be 

rcflected by the increased amount of energy trapped by PSII , (TR0 /RC), since there are less 

activated reaction centers. lndeed , the amount of trapped energy seems higher per RC, but 

this is caused by less activated RC 's (Strasser et al, 2000, Force et al, 2003). However, the 

increase of the trapped energy (TRo/RC) only occurred in green algae (S. obliquus, O. 

so/itaria, C. reinhardtii, C. snowii and A. fa/catus) at high glyphosate concentrations (500 

and 1000 ~g r1
). The three species of cyanobacteria, as weil as the cryptophyte, C. obovata, 

showed no variation in the amount of trapped energy (TR0 /RC), when compared to the 

control. However, the electron transport (ET 0/RC) and the amou nt of energy absorbed by the 

antenna complex (ABS/RC) were reduced, white the amou nt of di ss ipated energy (010 /RC) 

was increased, for cyanobacteria. The electron transport rate (ET 0 /RC) and maxima l PSII 

quantum yield (Fv/FM) of C. obovata were not affected by glyphosate-based herbicide. For 

the other species, the inactivation of reaction centers or the incapacity of reducing QA to QA-, 

was retlected by a decrease of the electron transpoit (ET 0/RC), since the reoxydation of QA

did not occur, impacting the electron transport beyond QA (Strasser et al, 2000, Force et al, 

2003) . This is supported by the decrease of the maximal Fv/FM, indicating a decreased ability 

of algae and cyanobacteria to use li ght energy to perform photochemical reactions. 

The three most sensitive species where the three cyanobacteria spec ies (M 

aeruginosea [CPCC299, CPCC632] and Microcystis !;p.), regarding growth and most of the 

photosynthet ic parameters, except for TRo/RC. These results clearly indicate a hi gher 

sensitivity of cyanobacteria to Factor540® herbicide compared to the other species stud ied. 

/\Iso, it indicates that there are sorne metabolic differences regarding the effects on PSII 

capacity betwcen cyanobacteria and green algae when exposed to this glyphosate-based 

herbicide. The observed differences on energy fluxes of cyanobacteria and the other algae 

studied may be explained th rough the differences of PSII structure. The PSII structure in 

cyanobacteria is sli ghtly different from PSII structure in green algae and superior plants, 
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mostly through the organization of the antenna complex. lndeed, the antenna complex in 

cyanobacteria is located in the cytoplasm and is composed mainly of phycobilisomes as the 

light absorbing pigment (Govi ndj ee et al., 2010) . As proposed by Perron et Juneau (2011 ), 

cyanobacteria could be more sensitive to pollutants through their prokaryotic nature, since 

their photosynthet ic apparatus is less complex and their antioxydant response, less efficient. 

Algae from the Cryptophyceae fa mily also have phycobilins as part of their antenna complex 

(Gantt et al., 1971 ), wh il e green algae possess mainly chlorophyll a and b, and carotenoids 

(Jeffrey el al. , 20 Il). lt is known that the phycobili somes are very mob ile, mov ing betwecn 

PS Il and PS 1, allow ing the distribution of the 1 ight energy through the ir reaction centcrs 

(J oshua and Mullineaux, 2004). This process, known as statc-transition, mi ght modulate the 

etTects of glyphosate-bases herbicides on the PSI! reaction centers, espec ially on the amount 

of energy trapped by PSI! (TRofRC), s ince the energy can be distributcd to PSI if an excess 

occurs at the PSI! leve!. State-transition mechanism wi ll help maintaining a highcr 

photosynthctic yicld when cryptophytes or cyanobacte ri a are subj ectcd to cnvironmenta l 

stress. lncleed, the absorption of light energy by PSI! (ABS/RC) will decrcasc since there is 

!css antennas associated to this photosystem (P inazzi and F01ti , 2004), thus red uci ng poss ibl e 

damages to the photosynthetic apparatus. This might explain why the max imal PSI! quantum 

yield (F viF M) was the !cast sensitive photosynthetic parameter, following a glyphosate-based 

herbicide exposure, in our study. Thesc results indicate that the type of pigments fo u nd in the 

light harvest ing complex seems to impact the glyphosate-based herbicide tox ici ty in algaes 

and cyanobac terias. 

The growth and photosynthcti c capac ity of the green alga /Jnk islrodes/1/us fa/calus 

did not tït the pattern of any other spec ies, and were the !cast allectcd by the glyphosate

based herbicide usee! in this study. At the hi ghcst glyphosate conce ntrat ion, this specic even 

showed a small increasc ofthe PSI! photosynthctic efftciency (Fv/FM and ET0 /RC). This is in 

accordance with Cedergreen and Olsen (20 1 0) who proposed th at pl ants could increase their 

photosynthetic ability at low glyphosate concentrations by increasing their carbon fixat ion 

capaci ties. Wong (2000) also fou nd a growth stimu lat ion for the green alga Scenede.\ïii US 

quadricauda, at glyphosate concentration of 20 !Jg r1
• llowever, in our study therc was no 

growth stimulation, which is in accordancc with other studies on the effects of glyphosate

based herbicides on algae and cyanobacteria growth (Chri sty et al, 198 1; Vendre!! et al, 
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2009; Kaushik, 201 0; Lipok et al, 201 0). Cerdergreen and Olsen (20 1 0) used the 

isopropylamine salt (IPA) formulation of glyphosate, white Wang (2000) used the [N

(phosphonomethyl) glycine] active ingredient. lt was demonstrated th at glyphosate-based 

herbicides containing surfactants, such as polyethoxylated tallow amine (POEA) which 

facilitates the penetration of the herbic ide inside the organisms, had acute tox icity towards 

water photoautotrophs when compared to !PA and [N-(phosphonomethyl) glyc ine] a cid 

(L ipok et al. , 201 0) . We did not observe any growth stimulati on at low glyphosate 

concentrations found in the commercial formulation Factor540®, containing 49% of 

glyphosate and 51 % of unknown ingredients, which might includes surfactants (IPCO, 

Winnipeg, Manitoba, Canada). lt is also possible that glyphosate degradation into 

aminomethylphosphonic ac id (AMPA) occurred, even if the experiment was done in sterile 

conditions, via algae and cyanobacteri a themselves . Indeed, it have been hypothesized by 

f- ranz el al. ( 1997) that plants might be able to degrade a fract ion of glyphosate into AM PA, 

in a similar way than microorgani sms degrade glyphosate into AMPA in soils and water. If 

so, AMPA might had exerced some phytotoxicity, preventing growth stimulation in our 

conditions. 

The inhibitory effec ts of the glyphosate-based herbicide on the reduction of QA in PS II might 

occur via its inhibitory effects on the shikimate patlnvay leading to a perturbati on of the 

biosynthesis of aromatic ami no ac ids, espec ially tyros ine. Firstly, after water photo lys is, the 

manganese cluster reduces a tyrosine residue that is part of the D 1 prote in : Tyr 16 1 a Iso 

named Y z. The fun ction of the tyros ine res idue is to re-reduce the P680 chlorophyll , by 

transtè rring electrons from the Mn-c luster. P680* then reduces a pheophytin molecule, itse lf 

rcduc ing QA (Dau, 1994; Strasser et al, 1995 ; Gov indjee el al, 20 1 0) . A red uction of the 

biosynthesis of tyrosine caus d by glyphosat inhibition of the shi ki mate pathway cou Id le ad 

to a decrease of the number of QA- and reduced PS II capacity, when com pared to algae and 

cyanobacteria not exposed to glyphosate-based herbicides. There is also ev idence that 

glyphosate mi ght interfere with manganese (Mn2+) bioava ilabil ity through its chelati ng 

effects, in water (Bernards et al., 2005) and in plant leaves and seeds (Eker et al, 2006; 

Cakmak et al, 2009). Manganese is an essential co-factor of the oxygen-evolving comp lex, 

which reduces Tyr 161 (Kern et Renger, 2007; Umena et al, 20 Il ) and a lack of manganese 

availabili ty mi ght affect the amount of energy trapped by PS II (TR0 /RC). 1t seems that, in 
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both cases state-transition will occur. lndeed, Wollman and Lemaire ( 1988), verificd state

transition in Chlamydomonas reinhardtii mutants lacking the proteins D 1 and 0 2 in PSII. ln 

another study, f in azzi and rorti (2004), veri fied that state-transition was induccd by nutri ent 

dc fi ciency, also in Chlamydomonas reinhardtii. r inally, there is severa( sc icntific ev idences 

on glyphosate effects on the chlorophyll content in plants (Ki tchen et al, 1981 ; Mui1oz- Rueda 

et al, 1986; Zobiole et al, 20 Il ) and green algae (Wong, 2000). 1-l owever, it is not weil 

known how exact ly glyphosate might interfer with chlorophyll content, either by a 

perturbation of chlorophyll synthesis or by the formation of reactive oxygen spec ies 

dcgrading the photosynthctic pigments. lt ·was also suggested that aminomcthylphosphonic 

ac id (A MPA), glyphosate' s main metabolite could play a ro te in the tox icity of glyphosate 

toward chlorophyll synthes is (Rcddy et al., 2004). 

2.8 Conclusion 

lncreas ing the use and appli cation of glyphosate-based herbicides in agricultural fie lds 

increases the poss ibili ty of runoff and contamination of adj acent aquatic ccosystcms. Risk 

assessments tools are neccssary to moni tor and prevent the cffects of the se herb ic ides on 

aqu ati c li fe and water qu ality. Concerning the phytotox icity of the glyphosate-bascd 

herbic ide Factor540®, we have demonstratcd that the growth rate was a very sensitive 

parameter, showing sensitivity at concentrations below 10 ~t g ri (EC 1 0), which are in the 

range of environmental concentrations in Canada and United States. The photosystcm Il 

energy flu x parameters were also sensitive to glyphosate cxposure, but the sensitivity va ri ed 

among spec ies and parameters. This result im pli es that glyphosatc-based herbicides mi ght 

inte rfe re, not only via the shikimate patlnvay, but also with the photosynthctic apparatu s. The 

paramctcr Fv/rM, which is often use in photosynthcti c studies, was th e lcast sensiti ve 

parameter to assess glyphosate-based herbicide effccts on algae and cyanobactcri a. 

Microcyst is sp. and Scenedesmus obliquus had their growth sign ificantly red uced at a 

glyphosate concentration of 50 ~tg ri, which is inferior to the Canadian standard for the 

protection ofaquatic !ife (65 ~g ri) (CCME, 2008) and the following spec ics had ECio val ues 

infcrior to the Canadian standard: Microcyst is aeruginosea (UTCC632 and UTCC299), 

Scenede.\'111 !1.1' obliquus and Chlamydomonas reinhardt ii (UTCC 125), fo r growth and 

photosynthes is. 
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3.1 Contributions 

Éli se Smedbo l a réa lisé le pl an d'expérience, l'échantillonnage sur le terra in, les analyses en 

laboratoire, l'analyse des résultats ct la rédaction. Marcelo P. Gomes a contribué à 

l'échantillonnage sur le terrain, aux analyses en laboratoire et à l'analyse des résultats. Serge 

Paquet a contribué à 1' identifi cation du phytoplancton par mi scroscopie et aux analyses 

statistiques, alors que Marc Lucotte et Philippe Juneau ont participé à l'é laboration du pl an 

d'expérience, effec tué la supervision des trava ux d~ laboratoire ct par1icipé à la rédaction du 

texte, alors que Michel Labrecque ct Laurent Lepage ont rév isé le texte. 

3 .2 A bstract 

Glyphosatc-based herbicides are the most used herbicides world wide. Glyphosate is 
ubiquitously detectcd in rural watercourses draining agri cultural field s and may affect 
phytoplankton communiti es present in these ccosystcms. The purpose of thi s study was to 
verify the efTects of a glyphosatc-bascd herbicide on the phytoplankton commu nity co llectcd 
in an agricul tural stream. Aftcr sampl ing, the phytoplankton community was cxposed to 
increasing glyphosate concentrations ( 1, 5, 10, 50, 100, 500 and 1000 ~Lg r1

) for a 96 hours 
period. At 5 and 10 ~ Lg r 1 of glyphosate, a modifi cation of the structure of the communi ty 
occurred and the diversity of the dominant alga l groups was reduced. From 50 to 1000 ~ Lg 1-1 

of glyphosate, new dominant spec ies appeared, modifying the phytoplankton communi ty 
composition. Global chlorophyll o and carotenoid content were reduced fro m the small cst 
concentrati on of 1 ~Lg r1 and above, as we il as the chlorophyll alb rati o along with the 
incrcas ing glyphosate concentrations, white there was no change in the global chlorophyll h 
content. The chlorophyll a and b contents per ce ll were increascd at hi gh glyphosate 
concentrations (500 and 1000 ~Lg r 1

) and the carotenoid content per ce ll was decreascd ll·om 1 
~Lg r 1 and above. The shikimate content and lip id pcroxydation also increascd along with 
incrcas ing glyphosate concentrati ons and enzymes from antioxidant systems (supcrox ide 
di sm utase, catalase and ascorbate perox idase) had activities modul ated by hi gh glyphosate 
doses . These results indicated that glyphosate-based herbicides could mod ify structural and 
fun cti onal propert ies of freshwater phytoplankton communities living in streams locatcd in 
agri cultural arcas, at environmcntal concentrati ons of 1 ~tg r 1 and above, whi ch are be low the 
Canad ian guide l ines for the protection of aquat ic !ife of 65 ~tg 1-1

• 

Kcywords: ccotox ico logy, di versity index, frcshwatcr phytop lankton, l:actor540 "), 
oxidative stress, communi ty structure 

3.3 Résumé 

Les herbicides à base de glyphosate sont les plus employés dans le monde . Le glyp hosatc est 
omn iprésent dans les cours d'eau dra inant les champs agrico les, ce qui peut affecter les 
communautés de phytoplancton présentes dans ces écosystèmes. Le but de cette étude fut de 
vérifie r les effets d' un herbicide à base de glyphosatc sur la communauté de phytoplancton 
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co ll ectée dans un ruisseau agrico le. Après l'échantillonnage, la communauté 
phytoplanctonique fut exposée à des concentrations croissantes de glyphosate ( 1, 5, 10, 50, 
100, 500 and 1000 ~tg r 1

) pour une période de 96 heures. À des concentrat ions de 5 et de 10 
~tg 1-1 de glyphosate, une modificati on de la structure de la communauté fut vérifiée et la 
diversité des groupes a(gaux dominants fut réduite. À partir de 50 ~Lg r 1 et jusqu 'à 1 ÜÛÜ ~Lg r 1

, 

de nouvelles espèces dominantes sont peu à peu apparues, modifiant la composition nature lle 
de la communauté de phytoplancton . Les contenus globaux en chlorophylle a et en 
caroténoïdes furent réduit à pattir d' une concentration de glyphosate de 1 ~tg r 1

, de même que 
le ratio chlorophylle alb, avec l'augmentation des concentrations de glyphosate, alors que le 
contenu global en chlorophylle b est resté le même. Le contenu en chlorophylle a et b par 
cellule fut augmenté aux concentrat ions les plus élevées de glyphosate (5 00 and ·1 000 ~tg r 1 

) , 

alors que le contenu en caroténoïdes par ce llule fut diminué à partir d' une concentration de 1 
~tg r 1

• Le contenu en shikimate et la peroxydation des lipides fut augmentée de pai r avec 
1 'augmentation des concentrations de glyphosate et les enzymes du système antioxydant 
(superox ide dismutase, cata lase et ascorbate peroxidase) ont vu leur acti vité modulée par les 
fo ttes concentrations de glyphosate . Ces résul tats indiquent que les herbicides à base de 
glyphosate peuvent modifie r les propriétés structurelles et fonctionnelles des communautés 
phytoplanctoniques natives des ruisseaux en milieu agrico le, à des concentrations de 
glyphosate de 1 ~tg r 1 et plus, soit in férieures à la norme de toxicité de la vie aquatique (65 ~g 
r 1

) recommandée par le Conse il Canadien des Mini stres de l'environnement. 

Mots-clés: écotox ico logie, indice de diversité, ractor540®, stress oxydatif, communité de 
phytoplancton 

3.4 In troduction 

The application of herbic ides to control weeds in crops is a major ca use of rural aquat ic 

ecosystem contamination (Kioppel et al., 1997). The high so lubility of hydrosolu ble 

herbicides, such as glyphosate, tàc ilitate their transport to watercourses (Bianchoud et al., 

2007). Glyphosate [N-(phosphonomethyl)glyc ine], also commercially known as Roundup®, is 

now the most used herbicide worldwide and its importance has been amplified by the 

introd uction of transgenic glyphosate-res istant (GR) crops in 1996 (Duke, 20 I l) . Although it 

has been characterized as slightly mobi le and rapidly biodegradable (Schuette, 1998), a 

fraction of glyphosate and its by-prod ucts, especially the aminomethylphosphonic ac id 

(AM PA), inva ri ably ends up in waterways draining agricultural fi elds (Kolpin et al, 2006; 

8orggaard and Gimsing, 2008). Glyphosate tox ic effects on non glyphosate-res istant (non

GR) plants occurs by the inhibi tion of the shikimate pathway via competi tion with the 

enzyme 5-enolpyruvy lshikimate-3-phosphate (EPSP) synthase (EC 2.5. 1.19), thus preventing 

the biosynthesis of aromat ic ami no ac ids phenylalanine, tyros ine and tryptophan (Helander et 

al., 20 12). Pl ants exposed to glyphosate also present decreased photosynthetic rates (Duke et 

--- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -



al. , 2003) with obscrved alterations of their chlorophyll content (Zobiole et al. 20 Il ), 

photochemical react ions (Yanniccari et al. 20 12) and carbon metabolism (V ivancos et al. 

20 Il) . M01·eover, glyphosate is known to induce lipid pcroxidation, through prod uction of 

reactive oxygen spec ies (ROS). As a result, antioxidant system such as the enzymes 

superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), guaiacol 

perox idase (G PX) and glutathione reductase (GR) are act ivated to mitigate this oxidative 

stress (Miteva et al, 2005, 20 1 0; Sergiev et al, 2006). 

Glyphosate tox icity assessments in watcrways using algal assays were pcrformed in multiple 

studies (c.g. Wong, 2000; Tsui et Chu, 2003; Cedcrgree n and Streibi g, 2005; Ma et al, 2006; 

Vcndrell et al, 2009; Kaushik, 20 10; Lipok et al, 20 10). Although these monospec ific tests 

are useful to understa nd the physiological impacts of pesticides, they prov ide limited 

information on the impact of these substances on natural phytoplankton communities (Lewis, 

1995). The "community scale approach" was previously uscd to assess the impacts or 

pesticides on microb ial or pcriphyton communities (e.g. Séguin et al, 200 1; Schmitt-Jensen 

and 1\ltenburgcr, 2005 ; Stachowski-1-laberkorn et al, 2008; V erp et al, 20 1 0; Sura el al, 

20 12), show ing that biotic factors , such as variations of scnsitivity among spcc ies, can 

modulate the response of the aq uatic m icroorgan ism commun ities towarcl s pesticides (Bérard 

et al., 1999). These studies focused on the effects of atrazine, nicosulfuron and isoproturon, 

on periphyton communities (Bérard et al, 1999; Séguin et al, 200 1; Schmi tt-Jensen and 

Altenbu1·ger, 2005), as we il as the effects of herbicide mi xture (Sura et al, 20 12) on microbial 

wet lands communities. Concerning glyphosate, Stachowski-1-labcrkorn et al. (2008) showcd 

that a Rou ndup.-l!l concentration of 1 ~tg 1" 1 cou ld induce structural pc11urbations in prokaryotc 

and eukaryotc marine communities, wh ile Vera et al. (20 1 0) demonstrated th at Roundup l!l 

could influence the periphyton co lonization in outdoor mesocosms, promoting cyanobacteria 

colonization at the ex pense of diatoms. To our know ledge no information exists on the effect 

of glyphosate-basecl herbicide at cnvironmental concentrations on natural phytopl ankton 

comm uni ties. 

The purpose of this study was to evaluate the cffect of a glyphosatc-based herbic ide on a 

natural phytoplankton assemblage from an agricultural arca watercou rse, by expos in g the 

phytoplankton communi ty to severa! glyphosate concentrati ons in controlled laboratory 
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conditions. Phys iological biomarkers of glyphosate effects on the phytoplankton community, 

such as the pigment content, the shikimate content and oxidative stress markers (lipid 

peroxidation and antiox idant enzymes), were evaluated. ln addition to these markers, species 

identification was determined by microscopy to analyze the changes in the community 

composition and the Shannon 's diversity index. 

3.5 Mate rial and Methods 

3.5.1 Sampling and test conditions 

The phytoplankton community used in thi s study was co ll ected from the Dumontier stream 

(45°36'41.38" N and 73°51'38 .5 5" 0 ), located in southern Quebec (Canada) near the city of 

Boisbriand, a region of extensive agriculture under the pressure of urban sprawl. The 

agricultural site, adj acent to the sampled stream, is under soybean and maize rotation, both 

with genotypes genetically modifted to res ist to glyphosate. The water sampling was 

performed at the end of spring, 42 da ys after glyphosate-based herbicide application. 

The water was filtered in the laboratory using nylon mesh (250 ).Un) to eliminate fil amentous 

macroa lgae and suspended macropat1icles. To avo id nutrition constrain, so luble reactive 

phosphorus, inorganic nitrogen and silicates were added to the co lle'cted water, following 

Bérard ( 1996) . After agitation for severa! minutes, the pH was checked and corrected to its 

original va lue (7.4) . Then, to remove zooplankton, water was filtered a second time using a 

nylon mesh ( 40 ~un ) be fore being transferred into 500 ml Erlenmeyer fl asks. 

The pesticide tested in thi s study was a commercial formulation of the herbicide glyphosate 

(Factor540®, IPCO, Winnipeg, Mani toba, Canada), which is nonnally used in the fie lds 

adjacent to the sampling site. Concentrat ion va lues represent those of the pure active 

substance. A pesticide stock so lution of 54 mg r i was prepared in 0.22 ~un filtered stream 

water, fro m the commercial formulation Factor 540®. After agitation, the so lution was kept at 

4 °C and this so lution was added directly into the Erlenmeyer flasks contain ing filtered 

phytoplankton samp les, in three replicate for each concentratio n. The glyphosate 

concentrations (0, 1, 5, 10, 50, 100, 500 and 1000 ~tg ri ) were chosen based on the range of 

environ mental concentrations fo und in agr icul tural water streams in Canada and United 
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States (Scribner et al, 2007; Struger et al, 2008; Giroux and Pelletier, 20 12). Phytoplankton 

samples were then placed in an environmental growth chamber (MTR30, Conviron, 

Manitoba, Canada) under similar temperature and light conditions than the ones observed the 

day be fore the sam pl ing day ( 1 ight dark cycle of 16:8 and averaged temperature of 15°C), and 

agitated manually twice dai ly ( determined with a l-lobo temp probe and data loggcr (Onsct, 

Massachusett, United States)). The sampling was donc af'ter 96 hours of exposure to 

glyphosate-based herbicide. 

To determine glyphosate concentrations originally prcsCJ?t in the co llected water, enzy me 

linked immunosorbent assay (ELISA) (Abrax is LLC, Warminster, Pennsy lvania, USA) was 

performed, with detection limit of 0.05 ~tg L-1
• 

3.5 .2 Phys iologica l features 

After 96 hours of exposure, the samples from each Erlenmeyer tlask were divided into 50 ml 

Falcon tubes, then frozen at -20°C until phys iologica lmeasurements. For cach measurements, 

50 ml of water was fi ltered using glass microfiber filters grade GF/F: 0. 8 f.J.m (©Whatman 

Ltd .) and the eva luati ons were made from biomass collected on filters. Dry wcight ü tg mr 1
) 

was performed fo llowing Amee l et al. ( 1998), with 50 ml samples been filtratcd on rinscd 

and dr ied f~lte rs, and dricd to a constant we ight at 1 03-1 05°C. The pi gments werc cxtractcd in 

methanol. Chl orophyll a, b and carotcnoids content was perfo rmed fo llowing Well burn 

( 1994) spectrophotomctric method, expresscd in % of pigment comparcd to control and 

ca leu lated as : 

Ch lorophyll a = 15 .65A666 - 7 .34A6s3 (3 .1) 

Chlorophyll b = 27.05A653 - 11.2 1Ar,66 (3.2) 

Carotenoids = ( 1 OOOA470 - 2.86 Chlorophyll a- 129 .2 Chl orophyll b) 1 22 1 (3.3) 

wc re A = Absorbance, calculated at 666, 653 and 4 70 nm 
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Ox idative stress was studied by evaluating oxidative responses (lipid peroxidation -

malondialdehyde [MDA] content) and antioxidant enzymes (superoxide dismutase - SOD; 

catalase - CA T; and ascorbate peroxidase - APX). MDA content was evaluated fo llowing 

Heath and Packer ( 1968). Extractions were made from fresh material co llected on fi lters with 

trichloroacetic ac id (TCA 0.1 %) and the spectrophotometric readings were , made at 

absorbance of 535 and 600nm (Marques and Soares. 20 Il ). SO D (EC 1.1 5.1.1 ) was 

evaluated follow in g Beyer and Fridov ich ( 1987); CAT (EC 1.11. 1.6) was eva luated 

following Aebi ( 1984) and APX (EC 1.11 .1.11 ) was evaluated following Nakano and Asada 

( 198 1 ). For these eva luations, extractions were made fro m fresh materi al collccted on filters 

with a potassium phosphate butTer at pH 7.8 and the protein content was detcrmined by the 

Gradford method. The read ing absorbance was 560 nm fo r SOD, 240 nm fo r CAT and 290 

nm fo r three minutes at 15 seconds interval (Marques and Soares. 20 I l). Ox idative stress 

markers were expressed as fo llowing: MDA content ü tM mm-.1 ccll -1 ml" 1
) , SOD (U mm·' ce l!" 

1 ml" 1
) , CAT ü tmol H20 2 min-1 mm-3 ce ll-1 ml" 1

) and APX (~mo l ascorbate min-1 mm·' celr 1 

ml"l ). 

The shikimic ac id concentrat ions (f.l g mm-3 ce lls-1 ml" 1
) were eva luated fo llowing the method 

of Singh and Shaner ( 1998), adapted for phytoplankton. Briefl y, 50 ml of ti ltered growth 

medi a were resuspended in 3 ml of 0.25 M hydrochloric ac id and shaken. Then, the extracts 

were centri fuged at 25000 x g for 15 min. The supernatant ( 100 ~LI ) was reacted with 1 % 

so lution of periodic acid . After 3 h, 1 ml of 1 M sod ium hydrox ide and 0.6 ml of 0.1 M 

glycine were added to the samples. Absorbance was measured at 380 nm. 

3. 5.3 Phytoplankton species determ ination 

After 96 lm exposure, 50 ml of each homogenized triplicate was preserved in a lugo l iodine 

so lu tion. Then the determinati on and quantification was carried out at spec ies leve t as 

fo llows: sub-samples of 5 ml were settled into Utermohl settling chambers (Dawson. 1960; 

Ed ler and Elbrachter, 20 1 0) and counted using an IMT2 inve11ed phase contrast microscope. 

Counts were carried out on 15 random fie lds at 600X magnifications fo r the common pico 

and nanop lankton species and, at ISOX, a cross over the sett ling chamber fo r the remaining 

rare and microplankton species. At least 145 individual cells were counted, for each sample, 
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to ensure that the error in est imat ion of ce llul ar abundance remained within the limits of ± 

10% (Uehlinger, 1964). Abundance (ce lls mr 1
) and spec ifi e biovo lume (mm3 mr 1

), were 

estimated based on number of ce lls, as weil as ce ll measures of length , wid th and thickness 

(Lewis, 1976). The dominant species of the phytoplankton community were chosen as the 

species representing more than 5% of the total biomass. The spcc ies determinat ion was then 

uscd to calculate the Shannon diversity index (H '), using the formul a: 

H' = -z)i log(p;) (3.4) 

where p; is the proportion of the total cou nt ari sing from the ith species. 

3.5.4 Stat istica l analysis 

Mean compari sons were conducted using the paired T-test, comparing the diffe rent 

treatments ( 1, 5, 10, 50, 100, 500 and 1000 ~tg r 1
) to the control treatment, for growth 

indicators, pigment and shi ki mate content, as we il as enzy matic activity. Data were tcsted fo r 

normal distribu tion usi ng the Shap iro- Wi lk test and fo r homogeneity of va riances. Except fo r 

the dry we ight, the other va ri ables did not fultïll these conditions and so, wcrc 

logarithmi ca lly transformed. Ali statist ical analyzes were performed by using JMP 10 

so ftware from SAS lnstitute. 

3.6 Results 

3.6. 1 Glyphosate pre-exposure and shikimate content 

The presence of glyphosate in the stream water where the phytoplankton sample was ini tially 

co llected depicted a concentration of 1 ~t g r 1 (± 0.02 11g r 1
) (data not shown). The shikimate 

content, meanwh ile, was measured after glyphosate exposure, showin g a signifi cant incrcase 

in phytop lankton ce lis exposed to 500 and 1000 ~Lg r 1 of glyphosate (figure 3.1 ). 
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Figure 3.1 Shikimate contents in an agricultural stt·cam phytopla nkton 

community after a 96 hours cxposure to various concentrations ofglyphosate-bascd 

herbicide. 

3.6.2 Growth indicators 

49 

Glyphosate cffects on the growth indicators of the phytoplankton community were verified. 

Dry weight and species abundance, decreased for the community exposed to high glyphosate 

concentrations of 500 and 1000 11g r' (table 3.1 ). Specifie biovolume showed a significant 

decrease when phytop lankton community was exposed to the hi ghest glyphosate 

conce ntration. 
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Tableau 3.1 Growth indicators (dry weight [1-lg mr'J, abundance [cells mr1J 

and specifie biovolume [mm3 mr 1 J) in an agricultural stream phytoplankton community 

a t'ter a 96 hours exposure to va rio us concentrations of glyphosate-based herbicide. 

Dry weight 

Abundance 

Spec ifie 
Biovolume 

Control 

69.33" 

± 14.7 

2.3e+4il 

± 1.5e+3 

3 .3e-4 A 

±8.1e-4 

76.7" 

± 13.3 

2.4e+4" 

± 1. 1 e+ 3 

4e-4 il 

± 1. 2e-3 

Glyphosate concentrations (/.tg r') 

5 10 50 lOO 

74.7'1 84" 62 .7" T' -. A .) , .) 

± 16 ±5.7 ±4.2 1:7 

2e+4"B 2.4e+4" 1.6e+411 1.7e+4il 

± 1.2e+3 ±2.1e+3 ± 1.6e+ 3 ±4.2e+3 

4.4e-4 A 3.9e-4 " 4.3e-4 il 3.3e-4 A 

± 1.1 e-3 ±1.3e-3 ± 1.5e-3 ± le-3 

500 1000 

41 13 34 .613 

±4.2 ±4.6 

l . le+4c 9.6e+3 (' 

~= 3.2e+ 3 ± 1.8e+ 3 

8. 1 e-5 8 3 .3e-5 Il 

± 1.6e-4 ±4.9e-5 

Treatments means tl·om ANOV A (n=3). Different letters in the same line represcnts signifïcant 
differences (p < 0.05) by the paired T-test. 

3.6.3 Pi gment content 

Chlorophyll a content (% of pigment compared to control) signiticantly decrcascd for 

phytop lankton cc li s cxposcd to glyphosate concentrations of 1, 5, 100. 500 and 1000 ~tg r' 
(tab le 3 .2). The re was no sign i ti ca nt difference between the intermed iary ( 1 0 and 50 ~t g r') 
and the control trcatmcnts . The ch lorophyll b content showed no signi fi ca nt di ffercnces wh en 

compared to control. Conccrnin g the carotenoid content, there was a signiticant dccrcase of 

carotenoids for ali glyphosatc concentrations. 
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Tableau 3.2 Chlorophyll a, b and carotenoids content (% of pigment 

comparcd to contr·ol) and chlorophyll a/b ratio in an agricultural stream phytoplankton 

community after a 96 hours cxposure to various concentrations of glyphosatc-based 

herbicide. 

Glyphosate concentrations (llg r ) 

Control 5 10 50 100 500 1000 

Chi a 100 61.7* 69.3* 94 .7 100.3 66. 1 * 29.7* 28* 
±0.8 ±2 1 ± 13 ±22 ± 18 ±23 ±29 .t4 

Chi b 100 84.2 83.8 11 6.2 134.3 137.4 100.6 158.4 
±0.5 ±42 ± 17 ± 17 ± 19 ±96 ± 11 3 .t79 

Carotenoid 100 32.9* 46.9* 56.2* 63.4* 27.4* 4.3* 1.1* 
±5 ±24 ± 18 ±24 ± 10 ±22 ±5 ±2 

Trcatments mcans from ANOY A (n=3). The * symbol represents significant differences t-i·om the 
contro l treatmcnt (p < 0.05) by the paired T-test. 

3 .6.4 Oxidative markers 

Lip id peroxidat ion (MDA concentration) was significantly greater for the highest glyphosate 

concentration, when compared to control (figure 3.2). Regarding antiox idant enzymes, SOD 

activity increased when glyphosate concentration reached 500 ~tg 1" 1
, but was significantly 

lower at a concentration of 100 ~tg r1
• Similarly, APX and CAT act ivities increased for 

sam pies trcatcd with glyphosate concentrations of 500 and 1 000 11g r1
. 
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Figure 3.2 Oxidative stress markers (MDA content, superoxide dismutase 

[SOD!, catalase !CATI and ascorbate peroxidase [APXI) in an agricultural stream 

phytoplankton community after a 96 hours exposurc to various concentrations of 

glyphosate-bascd herbicide. 

3.6.5 Dive rsity index 

A simple 1:egression test between the Shannon diversity index (H') and the glyphosate 

concentrations indicates that the diversity of the phytoplankton community samplcd in the 

Dumontier stream, (Boisbriand, Quebec, Canada) decreased with the increas ing glyphosate 

concentrations (figure 3.3 ). 
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Figure 3.3 Relationship between the Shannon's diversity index and glyphosate 

concentrations added to the growth media in an agricultural stream phytoplankton 

community after a 96 hours exposure to various concentrations of glyphosate-based 

herbicide. 

3 .6.6 Interspecifïc variations 

As shown in figure 3.4 (A), the phytoplankton community was composed of six dominant 

phytop lankton classes. The control treatment was dominated by the Chlorophyceae (40%), 

Bacillariophyceae (25%), Chrysophyceae (22%) and Chryptophyceae ( 1 0%) classes. 

f-_ ug!enophyceae (0.8%) and Cyanobacteria (2.2%) presence was marginal. The relative 

biomass of Chtysophyceae, Bacillariophyceae, Euglenophyceae and Cryptophyceae 

gradually decreased up to a glyphosate concentration of 100 ~tg r' , wh ile the relative biomass 

of Ch!orophyceae was increased. Above 100 ~tg r' of glyphosate, the relative biomass of 

Ch!orophyceae decreased, whi le an increase was observed for the other fo ur phytoplankton 

classes. At the highest glyphosate concentration ( 1000 ~tg r'), the phytoplankton community 

was composed of Bacil!ariophyceae (35%), Chryptophyceae (30%), Chrysophyceae ( 14.5%), 

Ch/orophyceae ( 12.7% ), Eug!enophyceae (5.6%) and Cyanobacteria (2% ). 

- - - - - - --- --
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Figure 3.4~ Relative biomass of the six major phytoplankton classes (A) and 

major phytoplankton specics (more than S'Yo of total biomass) (B) in a n agricu ltuntl 

stream phytoplankton community after a 96 hours expos ure to varions concentnttions 

of glyphosate-based herbicide. 

Figure 3.4 (B) shows the shi ft in the compos ition of the phytoplankton species wh en exposed 

to different concentrati ons of glyphosatc for 96 hours. We detected fi ve dominant species for 

the control ( Carteria cordiformis [3 5% ], Nitzchia pale a 116% ], Synedra uvella [9% 1. 

Nit::chia acicularis 18%] and Synedra ac us [8% lJ. With glyphosate concentrations equal or 

above 5 ~tg 1" 1
, N acicu/aris biomass decreased below 5%. Similar results were obtained for 

S. uvellcl, fo r glyphosate concentrations equal or above 1 0 ~tg 1" 1
• When glyphosate 

concentrations reached 500 ~tg 1" 1 and above, S. acus proporti on in the communi ty was also 
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reduced below 5% of total biomass . New spectes appeared to be representative 111 the 

commun ity, in treatments equal or above 50 llg glyphosate ri . lndeed, Synedra ulna's 

presence, with a biomass higher than 5%, was only fou nd at 50 ~Lg glyphosate ri , Uronema 

elongatwn was significantly present at 100 and Spirogyra sp. Was fou nd to be a dominant 

specie at 500 ~Lg glyphosate ri . The phytoplankton communi ty encountered at 1000 ~tg 

glyphosate ri was quite diffe rent from the control treatment, with the diatom Nitzschia palea 

as the dominant spec ies (43%) and with the apparition of three new species: Kaleblepharis 

ovalis ( 1 0%), Chromulina elegans (5.3%) and Chlamydomonas dinobryoni (5 .1 %). The 

proportion of the green alga Carleria cordiformis started to decrease at 500 ~Lg glyphosate 1-i 

and above, showing that this species is only sensitive to hi gh glyphosate concentrations. 

3.7 Discussion 

Even if the water sampling was co llected 42 days after the last glyphosate application in the 

closest fi eld to the stream, glyphosate concentrations of around 1 f-Ig ri were measured. The 

concentration found in the samp led water was in accordance with environmental 

concentrations fo u nd in agricul tural streams (G iroux et Pelletier, 20 12), and much lower than 

the Canadian watercourse guideline va lue of 65 !J.g glyphosate ri (CCME, 2008). 

The negati ve corre lations between glyphosate concentrations and growth indicators, dry 

we ight and ce l! abundance, indicates the hazardous effects of thi s herbicide to the 

phytoplank ton community. Cc li growth and division were affec ted by the presence of 

glyphosate, as showed by the decrease of the abundance and dry we ight, as we il as the 

specifi e ce l! biovo lume. Our results are in accordance with prev ious studies on glyphosate 

effec t on phytoplankton growth (Christy et al, 198 1; Tsui and Chu, 2003 ; Ma el al, 2006; 

Romero el al, 201 1 ). 

On top of its etfec ts on growth, glyphosate can also affect important phys iological processes 

in pl ants such as photosynthesis (Zobiole et a l, 20 10,2011 and 201 2; Yanniccari et al, 2012) 

and might affect chlorophyll synthcsis. Ki tchen et al. ( 1981) hypothesized th at chlorophy ll 

accumu lation in plants was affected by glyphosate exposure, either by inhibition of 

chlorophyll biosynthes is or by chlorophyll degradation. Zaidi et al. (2005) suggested that 

glyphosate co uld inhibit the format ion of 8-am inolevulinic acid (ALA), the porphyrin 

r.; 
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precursor which is necessary for the bi osynthes is of chlorophyll s, but thi s hypothesis has not 

yet been verified experimentally. In higher terrestrial plants, the first vi sible signs of 

glyphosate exposure are the chlorosis of the !caves, created by oxidative events, which 

damages chloroplasts membranes (Kitchen et al, 1981 ; Zaidi et al, 2005) . ln our study, 

, increasing concentrations of glyphosate resulted in reduced phytoplankton community 

chlorophyll a and carotenoid content, but tri ggered no detectable efTect on the chlorophyll b 

content. The destructi on of the membrane by reactive oxygen species, thus reducing the 

chloroplast integrity and fun ction, would have also reduced the chlorophyll b concentrat ion 

s ince these pi gments are locatcd in the thylakoid membranes of chloroplast along with the 

other photosynthetic pigments. In our study there was no signiticant decrease of the total 

chl orophyll b concentration in the phytoplankton community. 

However, lipid peroxidation did occtu· at the highest glyphosate exposure and the anti ox idant 

response was activated as shown by the increased amount of antiox idant enzymes and 

activity, express ing the presence of ox idative events affecting the cell s integrity, but thi s 

phenomenon cannot exp lain by itself the changes of concentrations of total pigments. Wong 

(2000) determined that a glyphosate concentration of 20 mg r' and higher could affect the 

chlorophyll a synthesis in the green alga Scenedesmus quadricauda Berb 614. Our study 

hi ghlights the effects of increasing concentrations of glyphosate on the phytoplankton 

community, not only on chlorophyll a concentrations, but also on carotenoid content, at low 

glyphosate concentrati ons. The global chlorophyll a and carotcnoids concentrations were 

signili cantly reduced when ex posed to glyphosate concentrations of 1 ~tg 1·' and above, whil e 

th cre was no change of the global concentration of chlorophyll b. 

The phytoplankton community structure was also different than from the control treatment, at 

glyphosate-based herbicide concentrations as low as 5 ~Lg r' with the apparition of new 

domi nant species, such as N itzschia palea, Kateblepharis ovalis , Chromulina elegans and 

Ch/amydomonas dinobryoni. from 50 ~Lg r' . The dominant phytoplankton groups of the 

comm uni ty were also modified, since the dom inance of the Chlorophyceae class in the 

control treatment was rep laced by the Oyptophyceae, Crysophyceae and Bacillariophyceae 

classes at higher glyphosate concentrat ions. These results imply that some phytoplankton 

spec ies mi ght be resistant to glyphosate-based herbicides. 1-lowever, it is also poss ible to 
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think that res istant spec ies were best adapted to the test conditions (li ght and temperature), 

explaining their dominance in the community when a stressor (herbic ide) was added to the 

microcosms. Indeed, cyanobacteria, for example, were almost absent of the sampled 

phytoplankton community, a phenomenon that could be exp lained by the low temperature at 

the sam pl ing period ( l5°C), sin ce they pre fer warmer waters, wh ile diatoms genera lly pre fer 

co ld waters . Bérard and Benninghoff (200 1) fou nd th at, in add ition to atraz ine, seasonal 

factors would influence the species composition in phytoplankt<;m community, cyanobacteria 

being more present in summer and diatoms in spring. 

An increase of the shikimate content was veritïed after 96 hours of exposure to glyphosate

based herbicide, at hi gh glyphosate concentrations of 500 and 1000 ~tg r', meaning th at the 

shikimate pathway was inhibited by glyphosate, leading to an accumulat ion of shikimate-3 -

phosphate in ch loroplasts. This result also proves that the shikimate content can be used as a 

biomarker of the efl"ects of glyphosate-based herbicides on phytoplankton communities. To 

our knowledge, the accumulation of shikimate in phytoplankton ce lls was never verif'y 

experimentally. 

Along with th is specifie inhibition target site, the glyphosate action also leads to ox idative 

events in plants which are most probably the secondary effect of the blockcd shikimate 

pathway (Ahsan et al., 2008) . Among the enzymatic systems, ROS-scavenging enzymes are 

l'requcntly used as indicators of ox idative stress (Gunes et al., 2007), along with MDA 

(M ittler, 2002). A lthough changes in the se oxidative stress markers have been reported in 

plants ex posed to glyphosate (Kielak et al, 20 li ; M iteva et al, 20 l 0), little information is 

currently ava ilable concerning the effects of glyphosate on phytoplankton oxidative even ts. 

We fOLmd that, at hi gh concentrations, glyphosate induced oxidative stress, as measured by 

lipid peroxidation. However, we noticed that some phytoplankton species (Nitzschia pa!ect, 

Kateblepharis ovalis, Chromulina elegans and Chlamydonwn~ts dinobryoni) wcre present in 

these samplcs indicating that these species developed some tolerance which cou ld be 

associatcd to the act ivation of antioxidant systems. In fact, we verified increased activity of 

antiox idant enzymes (SOD, CA T and APX) in phytop lankton exposed to high glyphosate 

concentrations. SOD is the major scavenger of superoxide anions (02._ ) and provides the first 

line of defense against cel! injury by environmental factors (Gratao et al. , 2005). Hydrogen 
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peroxide (H20 2), produced by SOD activ ity, is in turn scavenged by CA T and APX (Gunes et 

al., 2007) . lncreased activity of these enzymes could help some phytop lankton spec ics to 

cope with ROS generation and ROS-induced burst, although thi s was not sufficicnt to avo id 

lipid peroxidation . 

De Lorenzo el al. ( 1999) mentioned that phytoplankton community structure and functional 

aspects were altered when exposed to atrazi ne, deethylatrazine, endosu lfa n and chlorpyrifos, 

these pesticides inducing compositional shifts in photoautotroph species. Our results indicate 

that glyphosatc-based herbicide, Factor540<>D, also did alter the physiological and structura l 

aspects of the fres hwater phytoplankton community, as expressed by the changes of the 

chlorophyll a and of changes in the dominant species of the community. Overall, the 

Shannon diversity index decreased following the increase of glyphosate concentrations, 

which indicates a loss of species diversity of the phytoplankton community when exposed to 

the herbicide glyphosate (figure 3.3 ). An exposure to low concentrations of glyphosate-based 

herbicide (5 and 10 ~tg r 1
) reduced the diversity of the phytoplankton dominant specics, wh ile 

glyphosate concentrations of 50 ~tg r1 and higher favored the appea rance of new spcc ics 

becoming dominant. 

3.8 Conc lusion 

Glyphosate negat ively affects freshwater phytoplankton community from the studi ed 

agricultural stream. A progress ive decrease in biodivers ity was clearly identifïed by the 

dccrease of the Shannon 's index when the ori ginal phytoplankton community was cxposed to 

increasing glyphosate concenirations. 1-lowever, some phytoplankton specics, such as 

Nitzschia jJalea proved to be resistant at hi gh glyphosate concentrat ions, becoming dominant 

under these conditions. These results indicates that glyphosate-based herbicides affects the 

structure of phyto~Iankton community at low concentrations that are representative of 

environmental concentrations as monitored in different studies (Giroux et Pelletier, 20 12; 

Scribner et al, 2007; Struger et al, 2008; Dubois et al, 201 0). The observed shott-term effects 

of low concentrations of glyphosate-based herbicides on freshwater phytoplankton 

communities, questions the effccti veness of the chronic toxicity standard for aquatic li fe (65 

ftg 1"1 of glyphosatc; CCME, 2008) for ri sk management of glyphosate-bascd herbi cides. 
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Finally, our study highlights the hypothes is that the toxic effects of glyphosate on 

phytoplankton might be linked to the pett urbation of the photosynthetic apparatus. 
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CONCLUSION GENERALE 

Dans cette étude, nous avons éva lué la toxicité d' un herbicide à base de glyphosate, le 

Factor540®, sur les algues et les cyanobactéries en employant deux approches diffé rentes, 

mais complémentaires. La première, présenté au Chapitre II de ce mémoire, est le 

développement de bioessa is. algaux monospécifiques, basés sur le taux de cro issance et sur la 

photosynthèse. Les résultats ont démontré, pour la premi ère t'o is, que les paramètres 

photosynthétiques du modèle des flu x d'énergie déve loppé par Force et al, (2003) sont des 

indicateurs sensibles de 1 'expos ition au glyphosate chez les algues et cyanobactéries. En 

effet, les flu x d'énergie transitant dans le photosystème II de ces organismes furent mod itiés, 

avec des di ffé rences marquées entre les algues et les cyanobacté ries . Ce la suggère que les 

herbicides à base de glyphosate peuvent affecter la capacité photochimique de ces organi smes 

photoautotrophes et d' autres études seront nécessa ires dans le but de bien comprendre les 

mécanismes physiolog iques impliqués. Par exemple, il serait intéressant d'éva luer les effets 

du glyphosate sur la synthèse de la protéine D 1, dont le résidu tyros ine participe act ivement 

au transport d'é lectro n dans le photosystème II . 

/\ u ni veau du taux de croissance, cinq espèces d' algues ont démontré une inhi bition de 10% 

de leur taux de croissance, à des concentrations infé rieures à 10 ~tg r 1
, ce qui correspond aux 

concentrations de glyphosate retrouvées dans l' environnement au Québec, en Onta rio et aux 

Etats-Unis, rapportées par différent suivis réa lisés dans les eaux de ruisse llement, les eaux de 

su rface et les caux du so l. De plus, ces concentrati ons sont aussi int'éri ur s au Cri t' r d 

toxicité de la vie aquatique chronique (CV AC) de 65 ~g r 1
, qui est la nonne canadienne de 

protection de la vie aquatique (CCM E. 20 12). Ces résultats sont surprenants et s' expliquent 

probablement par le fait que nous ayons uti lisé un herbicide à base de glyphosate pour faire 

ces tests, plutôt que le glyphosate pur. En effet, le CV AC est basé sur les tests toxicologiques 

effectués avec le glyphosate pur, malgré que celui-ci ne soit jamais appliqué en agriculture 

sous sa forme purifié, mais toujours en mélanges dans diverses formulations commerciales . 
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Cette recherche démontre donc l' imp01tance de prendre en compte la toxicité du mélange 

commercial et non simplement de la molécule de glyphosate. 

La deuxième approche, à l' échelle de la communauté, fut présenté au Chapitre Ill , où la 

mesure de diftë rents indicateurs phys iologiques tels que la croissance, le contenu en pigments 

photosynthétiques, le stress oxydatif et le contenu en shikimate, on démontré une sensibilité 

suite à l' exposition à l' herbicide Factor540® à base de glyphosate, mais seulement aux 

concentrations élevées . La compos ition des espèces dominantes de la communauté 

phytoplanetonique s' est avérée être un indicateur beaucoup plus sensible de l' exposition au 

glyphosate. En effet, la structure de la communauté fut moditïée par une fa ible exposition à 

l' herbicide, à partir de 5 ~t g r1
, certaines espèces étant très sensibl es . Ces résultats sont 

importants, car ils démontrent une sensibilité accrue à l' échelle de la communauté, par 

rapport aux tests monospécitïques. Si les tests monospéc ifiques sont intéressants pour iso ler 

l' effet précis d' un polluant sur un organi sme ciblé, les bi oessa is à l'échelle d' une 

communauté permettent, quant à eux, de mieux comprendre les interactions entre les 

différentes populations, de même que la rés ilience des communautés lors de l' introducti on 

d' un polluant dans le milieu naturel. 



APPENDICE A 

Tableau A.l Comparaison entre la toxicité du gly phosate seul ct celle du 

glyphosate combiné avec différents surfactants dans les mélanges commerciaux 

Organismes testés 

Phytopl ancton 

Crustacés 

Amphibiens 

Poissons 

Lignées ce llulaires 
humaines 

Toxicité accrue duc à l'ajout de Références 
surfactants 

Diminution accrue du taux de croissance Lipok et al. 2010 

Inhi bition de la croissance plus marquée Tsui et Chu. 2003 
(ICSO) 
Taux de morta li té plus élevé pour les Perkins et al. 2000 
embryons de grenouilles 

Morta li té plus élevée Folmar et al. 1979 

Inhibition de la croissance plus marquée Gasnier et al. 2009 
(ICSO) . 
Perturbat ion endocrinienne 
Dommages à la membrane ce llulai re 

Benachour ct Séralini . 
2009 



Tableau A.2 Equations for log-log regressions in Chapter 1 

Species Parameters 
Growth Fv/FM ABS/RC DI0 /RC TR0 /RC ET0 /RC 

Microcystis 
aeruginosea, y=-101 .28x y=- y= 113.71x y=183.34x+ y=- 2.26x + y= -81 .10x 

UTCC632 
+89.18 33.05x + + 108.77 113.36 100.58 + 92.94 

96.34 

Microcystis y= -84.80x y=- y= 53.77x + y= 95.52x + y= 0.92x + y = -52.74x 

aeruginosea, + 84.72 16.69x + 101 .85 104.01 99.21 + 99.29 

UTCC299 
101.75 

Microcystis sp. y=- 96.91x y=- y = 126.91x y=246.22x + y= 8.44x + y = -76.85x 
+ 80.55 23.97x + + 98.07 91.38 99.09 + 95.66 

99.72 
Scenedesmus y=- 77.16x y=- y = 237 .93x y=610.16x + y=41.40x + y= -42.82+ 

obliquus + 68.68 30.84x + + 101 .15 98.94 102.32 104 03 
98.63 

Ankistrodesmus y=- 55.30x y y= 24.61x + y = 23.89x + y= 20.78x + y=5.70x+ 

fa /catus + 94 .76 11.66x + 92.36 84.79 97.57 102.72 
101.32 

Oocystis soli/aria y= - 94.88x y=- y = 227.53x y=518 .66x + y =48 .12x + y = -50.63x 
+ 83.34 37.81x + + 85.30 68 .15 95.87 + 106.43 

100.28 
Chf amydomonas y= -55.57x y=- y = 390.25x y=979 .94x + y= 93 .86x + y =- 41 .80x 

snowii + 95 .07 23.27x + 
101 07 

+ 71.25 27 .32 94.58 + 105.47 

Chlamydo1nonas y= - 78 .29x y=- y = 168.18x y=447.45x + y= 42.99x + y = -32 .11 x 

reinhardtii, + 95.45 . 13.30x + + 95.96 89.51 99.01 + 104.47 

UTCCI25 
100.48 

Cryptomonas y=-1 01.72x y=- 8.27x y= 26.45x + y = 53.47x + y= 10.38x + y = 5.52x + 

obovata + 111.77 + 101 .79 95.53 90.95 98.25 101 .13 
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