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RESUME.HDactivité de I’acétylcholinestérase (AChE) et I’activité de nage ont été étudiées chez des
juvéniles de Carassius auratus exposés au carbofuran, un insecticide carbamate. Les mesures ont été
effectuées apres de courtes expositions (2, 4, 6 et 8[) a des concentrations de 25, 50 et 10002g/l. Le
carbofuran induit une inhibition significative de 1’activité de I’AChE dans le cerveau des 2[ d’exposition
aux concentrations de 5003g/l (19,6%) et de 10003g/l (46%). Cette inhibition persiste pendant toute la
durée de I’exposition. En revanche, la plus faible concentration en carbofuran (2503g/l) n’induit une
réponse significative (21% d’inhibition) qu’a partir de 60 d’exposition. L’exposition au carbofuran a
également modifi¢ de fagon sensible I’activité de nage des poissons. Une augmentation de ’activité
locomotrice est observée apres 400 d’exposition a la concentration de 2502 g/l. A I’inverse, une diminution
de I’activité locomotrice est observée en réponse aux concentrations les plus élevées (apres 6 et 8 a
500 g/1 et apres 2, 4 et 600 a 10003g/1).

ABSTRACT [HEffects of carbofuran on brain acetylcholinesterase activity and swimming activity in
Carassius auratus (Cyprinidae).

Effects of exposure to carbofuran, a carbamate insecticide, on brain acetylcholinesterase (AChE)
activity and swimming activity were studied in juvenile goldfish, Carassius auratus. The measures were
performed in response to short-term exposures (2, 4, 6, and 8[) at concentrations of 25, 50 and 1002 g/1.
Carbofuran induced a significant inhibition in brain AChE activity from 2-h exposure at 5002g/l (19.6%)
and at 10002g/1 (46%). At these concentrations, inhibition was present in response to all periods of expo-
sure. On the other hand, the lowest concentration of carbofuran (2502 g/l) induced a significant inhibition
(21%) only after 6 and 8M-exposure. Noticeable changes in swimming activity of goldfish were also
produced by exposure to carbofuran. Increase in locomotor activity was observed after 4-h exposure to
2501 g/l. Contrastingly, a decrease in locomotor activity resulted from exposure to the highest concentra-
tions of carbofuran (after 6 and 8 to 5003g/l and after 2, 4 and 60 to 10003g/1).

Keyords. - Cyprinidae - Carassius auratus - Carbofuran - Insecticide - Acetylcholinesterase - Brain -
Locomotor activity.

Le carbofuran (2,3-dihydro-2,2-dimethyl-benzofuran-7-yl methylcarbamate) est un in-
secticide, d’usage courant en agriculture, fréquemment détecté dans les eaux superficielles
(Trotter et al., 1991G1Bushway et al., 199261 Guiho, 1995). Ce composé présente une toxicité
élevée pour les poissons (Trotter et al., 1991). 1l appartient a la famille chimique des carba-
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mates qui, comme dans le cas d’autres insecticides (organophosphorés), est connue pour
altérer les fonctions neurologiques. En effet, la cible privilégiée des carbamates est
I’acétylcholinestérase (AChE), une enzyme qui hydrolyse 1’acétylcholine, neurotransmetteur
impliqué dans la transmission cholinergique (Trotter et al., 1991C1Grue et al., 1997C1Heath et
al., 1997). L’inhibition de I’AChE induite par les carbamates conduit a2 une accumulation
d’acétylcholine au niveau des synapses cholinergiques, phénomene susceptible de provoquer
des perturbations comportementales affectant plus particulierement la locomotion et
I’équilibre (Zinkl et al., 1991E1 Saglio et al., 1996). Des effets du carbofuran sur les neuro-
transmetteurs cérébraux (noradrénaline, dopamine et sérotonine) ont également été montrés
(Gopal et Ram, 1995). Cependant, les études sur les effets neurobiologiques du carbofuran
concernent le plus souvent des expositions de longues durées et a de fortes concentrations. De
telles conditions d’exposition demeurent peu réalistes du fait de la courte durée de vie de ce
carbamate dans I’environnement (Miles et al., 1981C1Gupta, 1994).

Les relations entre les impacts neurochimiques et comportementaux des insecticides,
et en particulier des organophosphorés, ont surtout été étudiées chez les oiseaux (Forsyth et
Martin, 1992C1Hart, 1993C1Friday et al., 1996) mais peu chez les poissons (Dutta et al., 19921
Pavlov er al., 1992). 11 existe peu de données traitant de 1’effet du carbofuran sur le compor-
tement du poisson. Des observations précédentes (Saglio ef al., 1996) ont révélé des perturba-
tions comportementales en réponse a des expositions a court terme a ce carbamate chez Ca-
rassius auratus (Cyprinidae). Plus récemment (Bretaud et al., 2000), nous avons montré que
des expositions de courte durée au carbofuran pouvaient également induire une inhibition
significative de I’activité de I’AChE au niveau du cerveau et du muscle chez cette espece. Ces
résultats suggerent que les perturbations comportementales induites par I’exposition au carbo-
furan pourraient étre étroitement liées a 1’action de ce pesticide sur la transmission cholinergi-
que. Afin d’aborder plus précisément la question de la relation temporelle entre les perturba-
tions comportementales et neurochimiques induites par le carbofuran, nous avons étudié ici,
en parallele, les effets de mémes conditions d’exposition (concentrations et durée) au carbofu-
ran sur I’activité de I’AChE cérébrale et sur 1’activité de nage chez le carassin.

MATERIELS ET METHODES

Poissons

Les mesures comportementales et neurochimiques ont porté sur des juvéniles de ca-
rassin doré, Carassius auratus (2,6[20,4703) d’un meéme lot issu d’un élevage extensif en
étang. Avant I’expérimentation, les poissons ont été placés pendant quatre a six semaines, a
faible densité (<Olfgd/1), dans des bacs (4000) recevant une alimentation en eau de ville filtrée
(500mh]/minC113-14°C). Les poissons ont été soumis a une photopériode de 150 de jourI9M
de nuit (illumination de 7h30 a 22h30) et nourris 2 fois par jour (a 11h00 et 17h00) avec des
granulés (Aqualim, France). Pour I’ensemble des mesures, les poissons, non alimentés le jour
de I’expérimentation, ont été introduits dans les aquariums d’exposition a 10h30.

Insecticide

Le carbofuran (99,9% pureté, Cluzeau Info Labo, France) est dissout dans de 1’acétone
(20mhg/ml). La solution de carbofuran est homogénéisée dans 1’aquarium, 15Ohn avant
I’introduction des poissons.
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Fig.Ol.CIDispositif expérimental. Aquarium d’obser-
vation. 1, 2, 3, 40 zones d’observationsC] AQ zone
d’abri. [Experimental device. Glass tank. 1, 2, 3, 4:
observation zones; A: sheltered zone.]

Mesure neurochimique

L’activité de I’AChE du cerveau des carassins a ét€ mesurée apres 2, 4, 6 et 8
d’exposition au carbofuran en concentrations sublétales (25, 50 et 10002 g/1). Les poissons ont
été exposés par groupe de 5 dans des aquariums de 1000 Des groupes témoins eau et solvant
(acétone 5[p1/1) ont également été constitués. Au terme de chaque période d’exposition, les
cerveaux (sans les bulbes olfactifs) ont été rapidement prélevés et congelés dans 1’azote li-
quide. Apres extraction dans du tampon “High Salt Triton” (HST) (Tris-HCI1 pH 7,5 200hM,
NaCl 1M, Triton X-100 1%, bacitracine 0,10hg/ml, aprotinine 250/ml, benzamidine 1GhM,
EDTA 50hM) et centrifugation (12[M00L3), I’activité de I’AChE a été mesurée par spectro-
photométrie a 412Mm selon la méthode d’Ellman (Ellman ef al., 1961). Les résultats ont été
exprimés en pourcentage d’inhibition de I’activité de 1’AChE par rapport aux animaux té-
moins.

Mesure comportementale

L’activité de nage des carassins a été suivie dans 4 aquariums identiques de 2000
(Fig.O). Des reperes visuels ont été apposés sur les vitres afin de délimiter 4 zones
d’observation (40RM@0XO1Am) et de permettre la quantification des déplacements. Chaque
observation, effectuée au travers d’une hotte, a porté sur des groupes de 5 individus naifs
(testés une seule fois). Au cours des 8 d’exposition un suivi des déplacements des poissons a
été effectué toutes les 2[, pendant une période de 15 min, avec un relevé de positionnement
toutes les 30 secondes. L’activité de déplacement est donné par le nombre d’individus qui sont
passés d’une zone a une autre au cours des 15hin d’observation. Les concentrations testées
ainsi que les contrdles ont été les mémes que pour les mesures d’activité neurochimique.
Chaque traitement a fait I’objet de 5 répétitions.

Analyse statistique

Pour les deux types de mesure, une analyse de la variance a une voie (ANOVA,
pEMM,05) a été effectuée afin de tester I’effet de la durée et de la concentration. A chaque
période d’exposition, les différences significatives (pR,01C1p[RM,001) entre les traitements
ont été estimées par le test de Fisher.

RESULTATS

Effet du solvant

Chez les poissons exposés a I’acétone (5021/1), concentration en solvant utilisée pour
réaliser la solution de carbofuran la plus concentrée (100Q1g/1), I’activité de I’AChE cérébrale
ne differe pas significativement (p3M,05) de I’activité de celle des contrdles (t€émoin eau). De
meéme, [’acétone n’a produit aucun effet sur 1’activité locomotrice (p3M,05). Les activités
neurochimiques et comportementales relevées chez les poissons exposés aux différentes
concentrations en carbofuran ont donc été comparées a celles des témoins eau.
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Fig.[A.HIhhibition de I’activité de 1’acétylcholinestérase dans le cerveau de juvéniles de Carassius aura-
tus apres 2, 4, 6 et 8 d’exposition au carbofuran (pourcentage par rapport au contrdle). Chaque point est
la moyenne + erreur type (n20). [Inhibition of brain acetylcholinesterase activity of juvenile goldfish
exposed to different concentrations of carbofuran for 2, 4, 6 and S@. Each point corresponds to the mean
+ standard error (n203).]

Réponse neurochimique

L’activit¢é de I’AChE chez les poissons témoins n’a pratiquement pas varié (2,9-
3,1IO/min/mg protéines) au cours des 8 d’expérimentation. Dans la gamme des concentra-
tions de carbofuran testées, 1’activité de ’AChE dans le cerveau des carassins exposés dimi-
nue lorsque la concentration de cet agent augmente (Fig.[Q). Les concentrations testées produi-
sent un effet significatif sur 1’activité de I’AChE (FI2E3,72C1d.f.203,76C1pRM,05). A 250g/1,
des expositions de 6 et 8 au carbofuran induisent une diminution significative de cette acti-
vité (21% d’inhibition, p2M,01). Les concentrations élevées (50 et 10002g/1) produisent, des
2M, une inhibition significative (19% et 46% respectivement, p[2[0,001) qui se maintient
pendant toute la durée d’exposition.

Réponse comportementale

L’activité de déplacement des poissons non exposés (contrdle) a peu varié au cours
des 8MA qui ont suivi leur introduction dans I’aquarium (Tableaul). Au cours de 1’exposition
au carbofuran, il est apparu une relation inverse entre 1’activité¢ de déplacement et les concen-
trations de ce carbamate. La concentration a également un effet significatif sur I’importance

TableaudTActivité de déplacement de juvéniles de Carassius auratus apres 2, 4, 6 et 80 d’exposition au
carbofuran. Chaque point est la moyenne =+ erreur type de 5 observations. p(2M,05 comparé a 25 pg/l (1),
comparé a 5002g/l () et comparé au contrdle (*). [Swimming activity of juvenile goldfish after 2, 4, 6 and
S8 of exposure to carbofuran. Each point is the mean + standard error of 5 observations. pI3.05 com-
pared with 25Tdg/l (1), compared with 500g/1 () and compared with control (*).]

Durée de I'exposition

Concentrations 2h 4h | 6h SIH

R 0 (contrile) 884 +423 782£511 | 792 ;6?8.4“ ?i.ﬁ +11.06
25 ppl 99+ 4,39 99.8+7,1 94,4+ 15,06 80,6 £ 13,55
50 pg 7761158 | T46+£1098 6121897 52,2+9,11
100 pgh TI8+693 (1) | 469,89 (Fi%) 61 742 59+ 10,64
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des déplacements (FI2,54C1d.f.203,76C] pi2M,05). Une augmentation de 1’activité locomo-
trice est observée apres 40 d’exposition a la concentration de 250#g/l. A I’inverse, une dimi-
nution de I’activité locomotrice est observée en réponse aux concentrations les plus élevées
(apres 6 et 8M a 5001g/1 et apres 2, 4 et 600 a 10002g/1). Seule la concentration la plus élevée
(10002 g/1) produit une diminution significative (p[2MM,05) de I’activité de nage (41%) apres 4
d’exposition. La comparaison des traitements entre eux montre que cette diminution est éga-
lement significative (p[2,05) par rapport a 2503 g/l (apres 2 et 40 d’exposition) et par rapport
a 5002g/1 (apres 408).

DISCUSSION

Il ressort de cette étude que des expositions sublétales de courtes durées a un insecti-
cide carbamate, le carbofuran, peuvent affecter significativement ’activité de I’AChE et
Pactivité de nage chez Carassius auratus.

L’activité de I’AChE dans le cerveau du carassin se présente comme un marqueur sen-
sible d’exposition au carbofuran puisque des effets (21% d’inhibition) surviennent en réponse
a la plus faible concentration testée (2501 g/1), valeur tres inférieure aux concentrations létales
(CL50-96MO0,5-10hg/1) déterminées chez d’autres Cyprinidae (Trotter et al., 1991). Ce
pourcentage d’inhibition est a rapprocher de celui (20%) qui est considéré comme le seuil de
mesure de 1’activité de I’ AChE pour la détection des expositions aux organophosphorés et aux
carbamates (Fleming et Grue, 1981C1 Morgan et al., 1990C1Zinkl et al., 1991). De méme,
I’inhibition de I’AChE apparait comme une réponse précoce a 1’exposition au carbofuran,
dans la mesure ou des effets significatifs se manifestent des 20 d’exposition (a 50 et
10002 g/1). Des effets précoces (des 6 d’exposition) sur I’activité de I’AChE ont également
été observés chez I’anguille européenne (Anguilla anguilla) en réponse a des expositions
sublétales a deux insecticides organophosphorés, le diazinon et le fénitrothion (Ceron et al.,
1996C1Sancho et al., 1997).

Nos résultats montrent que le carbofuran semble agir de maniere dose-dépendante
puisque I’inhibition de I’AChE augmente avec la concentration. Cette relation a également été
mise en évidence sous 1’effet d’organophosphorés (Morgan et al., 1990C1Sancho et al., 1997).
L’inhibition significative observée en réponse aux concentrations les plus élevées (19,6% a
500ag/l et 46% a 1000pg/l1) se maintient pendant les 8 d’exposition. Des mesures complé-
mentaires ont récemment permis de constater que 1’inhibition induite par ces concentrations
en carbofuran sur I’activité de I’AChE dans le cerveau de carassin demeurait stable et signifi-
cative (19% a 5001g/1) jusqu’a 48 (Bretaud et al., 2000). Chez un Channidae sud-asiatique
(Channa punctatus), Guhathakurta et Bhattacharya (1988) ont montré que 1’action du carbofu-
ran sur I’AChE pouvait méme persister durant 15 jours d’exposition.

Les mesures comportementales menées ici en parallele chez le carassin ont révélé des
effets sensibles des conditions d’exposition au carbofuran sur I’importance des déplacements.
Globalement, 1’activité de nage diminue aux concentrations élevées (50 et 1000gg/1). Cette
diminution est significative apres 40 d’exposition a 10002 g/1, valeur proche de la CL50-96H
(5002 g/1) établie chez une espece voisine, la carpe commune, Cyprinus carpio (Anonymous,
1991). A des concentrations proches des valeurs de toxicité 1étale, des perturbations de
P’activité locomotrice et de la vitesse de nage des poissons ont également été rapportées en
réponse a 1’exposition a divers insecticides organophosphorés et carbamates (Peterson, 1974LC1
Rand, 1977C]Little et al., 1990C1Heath et al., 1993). Toutefois, peu d’auteurs ont considéré les
effets comportementaux pouvant survenir au cours des toutes premieres heures d’exposition a
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ces insecticides (Bull et Mclnerney, 19741 Saglio ef al., 1996). Bull et Mac Inerney (1974)
ont ainsi noté, apres 2[ d’exposition de juvéniles de saumon coho, Oncorhynchus kisutch, au
fénitrothion, une relation entre la concentration et le comportement locomoteur comparable a
celle qui a été observée ici chez le carassin. Dans les deux études, une activité de nage sensi-
blement plus élevée que celle des poissons non exposés est apparue en réponse aux plus fai-
bles concentrations testées (10002g/l fénitrothion] 250g/l carbofuran), tandis que des
concentrations plus fortes produisent un effet inverse.

Dans la gamme des concentrations et des durées d’exposition testées, 1’activité de
I’ AChE cérébrale s’est révélée ici plus sensible au carbofuran que ’activité locomotrice. En
effet, une diminution significative de 1’activité de déplacement n’est observée que lorsque
P’activité de 1I’AChE est inhibée de 41%. Des observations récentes concernant I’impact du
carbofuran sur le comportement et sur I’activité de I’AChE de jeunes brochets, Esox lucius,
ont également montré un effet de I’exposition sur I’AChE totale avant que ne se manifeste un
effet sur la capacité de nage (Amblard et al., 1998). Le comportement est alors modifié¢ pour
une inhibition de I’AChE de I’ordre de 50%. En réponse a 1’exposition au malathion (insecti-
cide organophosphoré), Post et Leasure (1974) ont aussi noté que la capacité de nage de juvé-
niles de Salmonidae se trouvait moins diminuée (24 a 34%) que 1’activité de I’AChE (55%).
Chez les rongeurs et les oiseaux, les études font état d’un changement de 1’activité comporte-
mentale associé a une inhibition de I’AChE d’au moins 50% (Hart, 1993).

Chez la perche soleil, Lepomis macrochirus, Dutta et al. (1992) ont constaté, a
I’inverse, que I’activité de nage était plus affectée par une exposition au diazinon que I’activité
de I’AChE. De méme, Rosic et al. (1974) ont pu mettre en évidence chez un Serranidae, Ser-
ranus scriba, des perturbations comportementales en réponse a une injection subcutanée d’un
organophosphoré (I’armine) pour une activité cholinestérasique réduite de seulement 20%. Ils
ont également noté que cette perturbation persistait méme apres que 1’activité de I’AChE est
revenue a la normale.

Le caractere contrasté des résultats présentés ici permet de douter de I’existence d’une
relation stricte entre les effets produits par les organophosphorés et les carbamates sur
Pactivité de I’AChE et sur I’activité ou la capacité de nage chez le poisson. Ce manque de
cohérence peut provenir du fait que 1’activité de nage n’est pas seulement dépendante de
I’intégrité du systeme cholinergique, mais qu’elle se trouve également sous le contrdle
d’autres mécanismes physiologiques régulant les activités musculaires, respiratoires et circu-
latoires qui peuvent tous etre affectés par I’exposition aux polluants (Heath et al., 1993). De
plus, le fait que 1’exposition au carbofuran influence les niveaux d’amines biogenes dans le
cerveau du poisson (Gopal et Ram, 1995C1données non publiées), suggere que des modifica-
tions des teneurs en ces neurotransmetteurs peuvent aussi affecter le comportement. En effet,
Ortiz et Lutz (1995) ont montré qu’il existait une relation entre ces neurotransmetteurs et
P’activité de nage chez un Sciaenidae (Sciaenops ocellatus).

Compte-tenu des risques de contamination du milieu aquatique par le carbofuran et du
manque de données relatives a ses effets toxiques sublétaux chez le poisson, des travaux
permettant de préciser les impacts physiologiques, biochimiques et comportementaux de ce
carbamate doivent etre poursuivis.
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