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Résumé

La toxicité cellulaire potentielle de la sulcotrione 2-(2-chloro-4-(methylsulfonyl)benzoyl)-1,3-
cyclohexanedione, un herbicide sélectif tricétonique a été évaluée sur Vicia faba et Allium
cepa. La génotoxicité a été étudiée sur une culture hydroponique pour des traitements a
différentes concentrations de sulcotrione 107, 10 et 2.10™ M pendant 45 h. Nos résultats ont
montré que la sulcotrione provoque une augmentation dose-dépendante de la fréquence des
micronoyaux dans les cellules méristetmatiques des racines. Elle induit des altérations
chromosomiques & la concentration la plus faible (10°M) mais aussi une baisse de I’indice
mitotique, ce qui indique 1'effet mutagéne puissant de cette molécule. C’est le premier travail
montrant une génotoxicité de la sulcotrione. Les signes d’intoxication se manifestent par les
perturbations de la croissance foliaire et racinaires accompagnées d’un brunissement des
racines traitées de Vicia faba. Sulcotrione, Mikado®, marc de raisin et des mélanges de
sulcotrione ou Mikado® et de marc de raisin induisent la mort cellulaire. La présence des
herbicides ainsi que celle des cocktails ont entrainé 1’installation d’un état de stress oxydant
caractérisé par une production accrue d’H,O,. La production de radicaux d’oxygene actif
s’accompagne d’une augmentation de la production de MDA et un accroissement de la mort
cellulaire. L’ajout de I’extrait de raisin aux herbicides, soit a la sulcotrione ou au Mikado®,
modifie I'expression des génes habituellement associés au stress cellulaire. Les cocktails et les
herbicides modifient I’expression des genes hsp70.1, cat, ubiquitin, APX, CuZnSOD cy et
CuZnSOD ch. Des mécanismes de défense, d’induction de génes associés au stress et de
génotoxicité sont discutés.

Abstract

Potential cell toxicity of sulcotrione 2-(2-Chloro-4-(methylsulfonyl)benzoyl)-1,3
cyclohexanedione), a selective triketonic herbicide was evaluated on Vicia faba and Allium
cepa . Genotoxicity was studied in hydroponic culture conditions for treatment at different
pesticide concentrations 10°, 10 and 2.10™ M for 45 h. Our results showed that sulcotrione
treatments caused a dose dependent increase of micronucleus frequencies in root meristematic
cells. Sulcotrione induced chromosomal alterations at the lowest concentration used (10°M)
when incubated for 42 h. We have shown a decrease in mitotic index, indicating a potent
mutagenic effect of this element. This is the first report for the genotoxicity of such a
sulcotrione herbicide. It induced a growth inhibition in both leaves and roots and a brownish
color in treated roots. Sulcotrione, trade mark Mikado®™, grape marc and mixtures of
sulcotrione or Mikado® and grape marc induce cell death. The herbicides, cocktails of
products with sulcotrione, such as adjuvant in commercial product, induced several changes
for antioxidant cell state characterized by an overproduction of H,O,. Production of harmful
radicals was accompanied by increased production of MDA and increase of the cell death
rate. Addition of grape extracts to herbicides, either sulcotrione or Mikado®, had different
effects and results in different expression of genes usually associated to cell stress. Mixture of
grape marc and herbicides enhanced transcript accumulation for different effects and results
in different expression of some stress-related genes like hsp70.1, cat, ubiquitin, APX,
CuZnSOD cy et CuZnSOD ch. Mechanisms which could be associated to gene expression, cell
defense and genotoxidity are discussed.
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INTRODUCTION




Une large utilisation des pesticides depuis plusieurs décennies a conduit a leur
dissémination dans tous les milieux de I’environnement et pour certains a une persistance sur
le long terme. Cependant si les pesticides sont d’abord apparus bénéfiques, leurs effets
secondaires nocifs ont ét¢ rapidement mis en évidence. Leur toxicité obligée, liée a leur
structure moléculaire, ne se limite pas en effet aux seules especes que I’on souhaite éliminer,
mais pose un probléme environnemental notamment pour I’équilibre des écosystémes et la
santé de I’homme (Meyer ef al., 2003 ; Viel et al., 1998). En effet, de nombreuses données
attestent de leur présence dans les fluides biologiques des populations humaines, méme apres
leur interdiction pour les plus persistants. La question des effets des pesticides sur la santé
suscite des inqui¢tudes dans 1’opinion publique et constitue une préoccupation inscrite depuis
plusieurs années dans I’agenda politique. Plusieurs rapports parlementaires ont récemment
alimenté le débat. Ainsi des études ont montré la présence de résidus de pesticides dans les
aliments (Cunnif P ez al., 1995) ainsi que dans les eaux souterraines et superficielles (Di
Corcia et al., 1992) que les institutions nationales et supranationales s’efforcent d’identifier et
de limiter (plan national Ecophyto 2018, 1égislation Européenne REACH,...).

La question se pose de maniere encore plus cruciale chez les exploitants agricoles et tous les
professionnels qui sont amenés a manipuler, parfois massivement, de nombreuses substances,
tout au long de leur carriere. Méme si la disponibilité et 1’utilisation des pesticides sont

encadrées par des réglementations, la question du risque demeure présente.

Les herbicides de la famille chimique des tricétones, mis sur le marché dans les années
90, ont ét¢ homologués dans certains itinéraires techniques agricoles, notamment en
maisiculture, «bénéficiant» du retrait de substances actives comme 1’atrazine. Ces molécules
de nouvelle génération (mésotrione et sulcotrione), employées a doses inférieures a celles de
Iatrazine (150 - 450 g.Ha™' vs 1200 g.Ha™) ont été¢ qualifiées de composés « présentant des
risques minimes pour 1I’environnement» (Mitchell ez al., 2001). Toutefois, les incertitudes sur
I’ampleur de ces nouveaux herbicides ont laissé poser des questions sur les risques qui sont
liés a I’exposition. Le comportement de ces composé€s est fortement conditionné par plusieurs
processus, parmi lesquelles la photodégradation. Cette derniére limite la longévité des
matieres actives et libeére des photoproduits ne possédant plus 1’activité herbicide et peuvent
présenter un impact toxicologique. Afin de réduire la formation de ces photoproduits et
augmenter 1’activité¢ de 1’herbicide, la recherche des molécules a propriété photoprotectrice

pouvant étre ajoutées aux solutions formulées de 1’herbicide a été¢ développée. Des
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flavonoides extraits de plantes jouent efficacement ce rdle et leur utilisation en tant que

photoprotecteurs des matieres actives semble prometteuse.

Dans cette optique, le travail de cette these a pour objectif principal 1’évaluation de la
toxicité de la sulcotrione et de son produit formulé. L'objectif secondaire est de réduire son
impact dans I’environnement en proposant I’ajout de ’adjuvant qui était cherché dans les

résidus viticoles afin d’empécher la dégradation du produit actif et d’augmenter son activité.

Ce travail est structuré en six chapitres suivant une introduction générale.
Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique sur les produits
phytosanitaires et leur impact environnemental suivi d’un rappel général de leurs effets sur les

cellules.

Dans le deuxiéme chapitre, I’ensemble des méthodes expérimentales ainsi que le

matériel utilisé dans ce travail sont présentés.

Le troisiéme chapitre étudie I’exposition de vicia faba a la sulcotrione : un pesticide

qui induit la génotoxicité.

Les réponses cellulaires de Vicia faba a la sulcotrione et I’extrait de marc de raisin

sont présentées dans le quatrieme chapitre.

Le cinquieme chapitre porte sur les symptomes de toxicité causé par ’herbicide ainsi

que son produit formulé et I’étude du métabolisme oxydant chez Vicia faba.

Le sixieme chapitre porte sur I’effet des photoproduits de la sulcotrione sur une

autre plante, Allium cepa.

Le septieme chapitre représente la discussion générale.

Enfin nous conclurons et ouvrirons des perspectives d’études et d’applications.
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CHAPITRE 2 :
MATERIELS ET METHODES
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I. Matériel végétal et conditions de culture

Le matériel végétal utilisé dans ce travail est la feve (Vicia faba), variété : Aguadulce.
o Germination des graines :

Les graines de Vicia faba sont triées et désinfectées par un lavage a I’eau de Javel (10
%) pendant 20 min, puis rincées abondamment a [’eau distillée pour lessiver les produits de

conservation ayant adhéré a la graine.

Pour faciliter et homogénéiser leur germination, les graines sont placées dans de I’eau distillée
pendant une nuit. Elles sont ensuite, mises a germer entre deux couches de coton imbibé
continuellement par de 1’eau distillée. La germination se fait a 1’obscurit¢ et a une

température de 24 + 2°C.

I1. Génotoxicité et quelques symptomes de toxicité

o Culture hydroponique et traitements:

Apres 4 jours de germination, les plantules sont repiquées dans des bacs contenant un milieu
nutritif hydroponique continuellement aéré par des pompes d’aquarium. Les solutions
nutritives sont renouvelées tous les deux jours pour éviter les variations de pH et I’épuisement
des ions minéraux. La culture se déroule en salle climatisée sous condition maitrisées : 16 h
de lumiere/8h d’obscurité, a une température 25°C/20°C et a une humidité relative de 65
(£5)%. L’intensité lumineuse au niveau des plantules, assurée par des lampes de mercure, est

de 150pmol m™s™.

Les plantules sont cultivées sur un milieu nutritif équilibré enrichi en macro- et oligoéléments.

Macro-éléments :

Les macro-éléments sont préparés individuellement et apportés dans le milieu nutritionnel a
des concentrations définies:
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Ca(NO3)2 ,4H20 .......................... 2.5mM

MgSO4 ,TH;0. ..., 1mM

Oligo-éléments :

Les oligo-éléments, excepté le fer, sont réunis dans une solution mere unique et apportés au
milieu nutritionnel aux concentrations finales suivantes:

MnSOy, TH70 ..cvvvvvniininnininnnnennne. 10pM

ZnS0,,7H,0 ceessessrenssnnesasssasnane 1pM
CuSO, ,5H,0 ceseecsssnessnssssnsesnnaes 1pM

15 £ 5 10 30uM
(NHy)6 M07024 0.03uM

Quant au fer, il est apporté a une concentration de 50uM dans le milieu nutritif et fourni sous

forme de complexe Fe-K-EDTA préparé selon les indications de Jacobson (1951).

Les tests sont répétés six fois. Les graines de Vicia faba sont germées et repiquées dans des
solutions nutritives (témoins négatifs), Pour un litre de solution nutritive standard, 5 ml de
solution de macroéléments, 1 ml de la solution d’oligoéléments (tableau 1) et 3 ml de solution
de Fer-EDTA sont apportés. L’ensemble est versé dans un bécher gradué puis le volume est
ramené avec de 1’eau distillée a 1 litre puis ajusté a pH = 7. Lorsque les racines des plantules
germées atteignent une longueur de 2 a 3 cm, elles sont placées dans des pots de 1 litre

contenant la solution nutritive de Hoagland standard (pH = 7) (Knasmuller ez al. 1998).

o Traitement par [’herbicide et récolte des plantules :

Différents produits sont ajoutés aux solutions nutritives pour le traitement de plantules.
L’hydrazide maléique 4 4x10°M est cultivé comme témoin positif, I’hydrazide maléique est
connue pour sa capacité¢ a induire des micronoyaux chez Vicia faba (Marcano et al., 2004).
Pour les traitements. Les plantules de Vicia faba agées de 12 jours sont traitées par la

sulcotrione ajoutée dans la solution nutritive, a trois concentrations différentes, (10’5,10'4 et
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2 x 10 M). Pour chaque traitement, 3 répliquats sont réalisés. Les plantules sont récoltées

apres 45 heures de traitement.

Les plantules sont fractionnées en deux parties : racines et feuilles (stade deux premiers étages
foliaires). Les racines sont lavées dans trois bains successifs d’eau distillée puis séchées entre

deux couches de papier filtre.

Les lots destinés a 1’étude de la croissance sont mis a sécher dans I’étuve a 70°C pendant 48
heures apres avoir pesé leurs masses de matiere fraiche et mesuré les longueurs des racines et
de la surface foliaire. D’autres lots sont placés immédiatement dans 1’azote liquide pour une

utilisation ultérieure.
e [ndice mitotique et numérisation des micronoyaux

Lors de la récolte, 2 2 3 cm de zones méristématiques sont récupérés et fixés dans une
solution de Carnoy contenant de 1’acide acétique et de 1’éthanol (v/v :1/3) durant une nuit, a
I’obscurité et a 4°C. Les racines sont conservées dans 1’éthanol 70%. Lors de 1’utilisation,
elles sont rincées a 1’eau distillée pendant 10 min puis hydrolysées par HCI (1N) qui permet la
dissociation des structures cellulaires. La partie méristématique est écrasée sur une lame de
microscopie et colorés par 1’orcéine (Ma et al. 1995). ). Les micronoyaux commencent a étre
visibles au grossissement x400. L’indice mitotique se référe au nombre des cellules en
division comptées sur 100 cellules (grossissement x400). Ensuite la préparation est observée
en microscopie photonique (grossissement x 1000) pour le comptage de micronoyaux. Trois
¢talements sont réalisés pour chaque replicat afin de décompter 1000 cellules par lames, soit

9000 cellules pour chaque traitement (Souguir et a/., 2008) .

En ce qui concerne les dosages postérieurs les plantules de féves ont été traitées par
I’herbicide (sulcotrione), son produit formulé Mikado® 1’extrait naturel de raisin Acys (marc

de raisin) puis un mélange de ce dernier avec I’herbicide ou son produit formulé.

I11. Dosage des pigments photorécepteur

Les feuilles sont immergées dans 1’acétone 80% puis placées a 1’obscurité et au froid.
Apres 24 h, ’échantillon est broyé puis filtré sur gaze. Le résidu est repris dans 1’acétone
80%. Le filtrat obtenu est centrifugé pendant 5 min a une vitesse de 3 000 rpm. Le culot est

repris dans I’acétone jusqu’a ce qu’il prenne une coloration blanche. La densité optique est
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ensuite mesurée au spectrophotomeétre pour les longueurs d’onde 450, 645 et 663 nm. Les
concentrations en chlorophylles a et b et en caroténoides sont déterminées a 1’aide des
¢quations proposées par Mac Kinney (1941) et Arnon (1949). Les résultats sont exprimés en

mg/g MF.

IV. Analyse des lipoperoxydes membranaires

1. Extraction :

Les racines et les feuilles fraiches de plantules de féve sont broyées dans une solution
tampon formée de 0.5% d’acide thiobarbiturique (TBA) et de 20% d’acide trichloroacétique
(TCA) (m/v:1/10) avec une pincée de sable de fontainebleau stérile. Le broyat est chauffé
dans un bain-marie a 95°C pendant 30 min. Pendant cette incubation, un complexe se forme
entre le TBA et les composés aldéhydiques, essentiellement le malondialdéhyde (MDA) :
TBA-MDA. La réaction est arrétée par un refroidissement immédiat dans un bain de glace.
Apres centrifugation a 10 000xg pendant 10 min, le surnageant est récupéré pour un dosage

colorimétrique des lipoperoxydes.

2. Dosage :

Les concentrations en lipoperoxydes sont déterminées par la méthode de Heath et Packer
(1968). Les produits de peroxydation lipidique, qui réagissent avec le TBA sont
principalement le MDA et les endoperoxydes (Buege et Aust, 1978). Le dosage est effectué
par spectrophotométrie. L’absorbance du complexe TBA-MDA est mesuré a 532 nm contre
un blanc constitué¢ de la solution tampon d’extraction. La densité optique est corrigée par une
lecture a 600 nm. La concentration de MDA est calculée en utilisant son coefficient

d’extinction molaire (¢ = 155mM'cm™).

(Aszz- Agoo) x V A = Absorbance
MDA (nmol/g MF) = x 1000| V= Volume de I'extrait (mL)
155 x MF MF = Matiére végétale fraiche (g)

V. Dosage du peroxyde d’hydrogéne

La matiere végétale fraiche est broyée dans une solution de 0.1% TCA a raison de 10 mL/g de

maticre fraiche. Le broyat est ensuite centrifugé a 12 000xg pendant 15 min a 4°C. Un volume
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de surnageant est incubé en présence de solution tampon phosphate 0.1M (KH,PO4/K,HPOy;
pH 7) et NaCl 0.1M. on ajoute Iml de rouge de phénol (0.2mg/ml) et HRP (0.1mg/ml) suivi

d’une incubation de 15 min a 37°C. on arréte la réaction avec Sul de NaOH 1Mp.

La densité optique est mesurée a 610 nm (Sroka et al., 2003).

VI. Détermination de I'activité des enzymes antioxydantes

1. Extraction

Le matériel végétal est broyé dans un mortier maintenu dans la glace en présence d’une

pincée de sable stérile.

Le tampon d’extraction, a raison de SmL pour 1g de maticre végétale, est composé de:

> Phosphate de potassium KH2PO4/K2HPOA4................... 50mM, pH 7
» Ascorbate de Sodium..........cccceeueeuenene SmM
P EDTAuiiiiiinnnnieinninsicsessessisssssssssssssssssssssssssssssessens 0.2mM

Le broyat est ensuite centrifugé a 12 000xg pendant 15 min. Le surnageant récupéré

représente la fraction des protéines solubles ou extrait brut.

2. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est effectué¢ selon la méthode de Bradford (1976). Le principe de
cette méthode est basé sur la liaison du Bleu de Coomassie G-250 avec les liaisons
peptidiques; ce qui entraine un changement du maximum d’absorption du colorant de 465 nm

a 595 nm.

Une partie aliquote de I’extrait est additionnée a 2.5mL du colorant. La coloration se
développe dans un temps minimum de 5 min mais ne dépassant pas 30 min. L.’absorbance est

lue a 595 nm. La gamme étalon est réalisée avec des concentrations croissantes de BSA.

3. Détermination de l’activité de la catalase

L’activité de la catalase est mesurée par la diminution de la densité optique a 240 nm

(€=10.036 mM "' cm™) due & la consommation de H,O, (Aebi, 1984).
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Le milieu réactionnel est formé de :

> KH2PO4/K2HPO4.. ............................................... 25mM, pH 7
> HzOz 30mM

La réaction est déclenchée par 1’ajout de 1’extrait protéique.

4. Détermination de [’activité de la gaiacol peroxydase

L’activité de la gaiacol peroxydase est déterminée selon la méthode de Fielding et Hall
(1978). Cette activité est mesurée par 1’augmentation de 1’absorbance a 470 nm due a la
polymérisation du gaiacol en tétragaiacol en présence de peroxyde d’hydrogene selon la

réaction:

2H;0; + 4 gaiacol ( 2méthoxy phénol) ﬂ» Fétragaiacol + 8H,0

Le coefficient d’extinction molaire du tétragaiacol est de 26.6 mM-1 cm-1. La réaction est

initiée par I’addition de I’extrait protéique.

Le milieu réactionnel est formé par :

> KH2PO4/K2HPO4.. ............................................... 25mM, pH 7
> HzOz ..................................................................... 10mM
P GATACOL..ccuuneieeeeecrreeeeeecrsnneeecsssssneccssse s s s s sasaeessses I9mM

VII. Mort cellulaire et extraction ARN

Les expérimentations ont été effectuées sur terreau en serre, sur le site du campus des
Cézeaux. La température de la serre a été maintenue entre 14 et 26 °C au cours de I’étude.
........ moléculaires et de mort cellulaire sont effectuées respectivement par pulvérisation ou

infiltration.

Le témoin négatif est représenté par la solution nutritive standard (SNS) (racines non traitées).
Le traitement consiste en 1’infiltration en la pulvérisation de feuilles de Vicia faba, par les

solutions herbicides ou témoin. Les concentrations C1 utilisées pour le traitement des plantes
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sont 10°M de sulcotrione, 2.4x10°M de Mikado™, 0.9mg (0.08% anthocyane) de marc de

raisin (Acys). Le mélange de marc de raisin et sulcotrione est en proportion de 3/1 (p/p).

Les solutions Mikado™ et marc de raisin sont en rapport 0.9/1 (p/v), afin d’obtenir un rapport
similaire a celui du mélange contenant la sulcotrione, sachant que le Mikado™ contient 300
gL de sulcotrione. C2 et C3 sont respectivement deux et trois fois la concentration C1. Les

échantillons témoins sont aussi pulvérisés ou infiltrés par de 1’eau ultrapure.

a. Mesure de l’intégrité cellulaire :

La mort cellulaire indiquant la perte de ’intégrit¢ de la membrane plasmique est mesurée
spectrophotométiquement a I’aide de I’absorption de la solution de bleu Evans (Baker et

Mock, 1994). L’intensité de la couleur est proportionnelle au nombre de cellules mortes.

Dix spots (trous) réalisés par feuille de Vicia faba. Les disques foliaires sont prélevés puis
incubés dans une solution de 0.025% bleu Evans (m/v) pendant 30 min. ces disques sont
rincés jusqu'a 1I’obtention d’une eau claire puis broyés dans 800uL d’une solution de 0,1%

SDS (p/v).

b. Extraction des ARN totaux et PCR quantitative en temps réel :
1. Extraction des ARN

Les échantillons sont broyés dans 1’azote liquide, empéchant ainsi tout réchauffement des
tissus pouvant étre a I’origine de la dégradation des ARN par les RNases (tres fragiles a

I’extraction). (Annexe II)

On ajoute 1mL de Tri-Reagent pour I’extraction d’ARN. Le Tri-Reagent permet de maintenir

I’intégrité des acides nucléiques tout en dégradant les composants cellulaires.

L’addition de chloroforme, réagissant avec le phénol du Tri-Reagent, suivie d’une étape de

centrifugation permet la séparation de I’homogénat en 2 phases :
-une phase organique contenant du chloroforme et du phénol.

-une phase aqueuse contenant les acides nucléiques.
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Apres récupération de la phase aqueuse, I’ajout d’isopropanol permet la précipitation des
ARN. Apres centrifugation, on obtient un culot d’ARN qui sera lavé a 1’éthanol 70% afin

d’éliminer les traces de sels et permettra un séchage rapide du culot.

Le culot est resuspendu dans un volume d’eau minimum. Une nouvelle centrifugation est
réalisée afin d’éliminer les derniéres insolubilités. Le surnageant contient alors les ARN

solubilisés et purifiés.
2. Dosage des ARN par spectrophotométrie

Le dosage des ARN est réalisé a 1’aide d’un spectrophotometre UV. Il permet d’une part de
vérifier la pureté des ARN obtenus et d’autre part de connaitre leur concentration. Tous les
¢chantillons sont amenés a une concentration identique en ARN. Le dosage est effectué¢ avec

la solution d'ARN dilué 100 fois.

La densité optique est mesurée a deux longueurs d’onde différentes : A = 260 nm (maximum
d’absorption des acides nucléiques) et A = 280 nm (maximum d’absorption des protéines). Le
rapport R = DOy / DOysp permet de déterminer le niveau de contamination protéique des

ARN : R > 1,8 correspond a une bonne déprotéinisation.

La relation : DO (260 nm) = 1 <+——> [ARN] =40 pg / ml permet de déterminer la
concentration en ARN de chaque échantillon (ARN] = (40*100*D0260)/1000).

Chaque échantillon est ramené a une concentration identique d’ARN pour plus
d'homogénéité.
3. Electrophorése des ARN sur gel d’agarose

Cette étape permet de vérifier I’intégrité des ARN. On fait migrer 1ug d’ARN en présence de
5 uL de tampon de charge sur un gel d’agarose 1% (Annexe II).

Les ARN sont visualisés sur une table UV grace au BET ajouté lors de la préparation du gel.
Le BET est un agent intercalant qui s’insére entre les bases des acides nucléiques et qui
présente, lorsqu’il est intercalé, une fluorescence orange sous UV courts (environ 300 nm).
La visualisation nette des bandes des ARN ribosomiques 28S, 18S et 5S témoigne d’une

bonne intégrité des ARN.

4. Synthese des ADN complémentaires
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La syntheése d’ADNc se fait par transcription inverse des ARNm a partir de 800ng d’ ARN.
(Annexe II).

Une premicre €tape de dénaturation des ARN est réalisée (2 min a 70 °C). Celle-ci est
indispensable pour déplier les éventuelles structures secondaires. En effet, il est possible que
I’ARN (simple brin) se soit hybridé sur lui-méme en formant une boucle. Dans ce cas, la

reverse transcriptase ne peut pas synthétiser I’ADNc en entier.

Apres dénaturation des échantillons d’ARN, un milieu réactionnel est ajouté. Il contient une
solution tampon pour le maintien du pH optimal (8-9) de I’enzyme RT (MMLYV), du MgCl,
indispensable a [Dactivit¢ de 1’enzyme RT, des dNTP (nucléotides), des amorces
oligonucléotidiques constituées d’une série de thymines qui s’hybrident a la queue poly (A)
des ARNm, un inhibiteur de RNases et I’enzyme RT catalysant la synthése des ADNc (a

ajouter extemporanément).

La synthese de ’ADNc est réalisée pendant 30 min a 48°C. La réaction est arrétée en

inactivant ’enzyme a 95°C pendant 5 min.

5. " Polymerase Chain Reaction" : PCR

La PCR correspond a une amplification d’un fragment d’ADN matrice délimité par des

amorces spécifiques. La PCR comporte 3 étapes :

e La dénaturation des ADN permettant de séparer les deux brins complémentaires;

e L’hybridation des amorces sens et anti-sens aux ADN matrices grace a une
température qui leur est thermodynamiquement favorable : le Tm ("Melting
Temperature") déterminé selon la formule prenant en compte le pourcentage en GC :
Tm =2(A+T) + 4(G+C).

e [’¢longation permet a I'ADN polymérase thermostable de synthétiser le brin
complémentaire de leur ADN matrice a une température qui lui est optimale. Ce brin

est fabriqué a partir des dNTPs libres présents dans le milieu réactionnel.
5.1. RT- PCR de controle

La RT-PCR comporte deux étapes clés : une étape de transcription inverse (RT) qui

permet de synthétiser les ADNc a partir des ARNm, et une étape d’amplification par réaction
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de polymérisation en chaine (PCR) a ’aide d’un couple d’amorces spécifiques encadrant la
région cible de ces ADNc. Cette technique permet d’étudier 1’expression des génes ainsi que
leurs variations relatives en le comparant a celles de I’actine, géne dont I’expression est
considérée comme constante. La PCR témoin est donc réalisée a partir de 0.2 a 1ng d’ADNc
(Annexe II) et en présence des amorces désignées. Les produits PCR sont ensuite séparés sur

un gel d’agarose a 1.2 %.
5.2. PCR quantitative en temps réel

La PCR quantitative en temps réel permet de mesurer une quantité¢ de transcrits
accumulés dans une condition expérimentale donnée. La quantité d’ADN issue de
I'amplification est enregistrée en temps réel par un enregistreur de fluorescence.
L’évolution de cette amplification peut étre représentée par une courbe d’allure

sigmofidale en 3 phases.

Une premiére phase ou la fluorescence du puits contenant de I’ADN ne se démarque
pas du bruit de fond, une phase exponentielle et une phase plateau. Les quantités d’ADN
sont comparées dans la partie exponentielle, moment pendant lequel 1’augmentation de la
quantité d’ADN est proportionnelle a la quantité initiale de matrice (Higuchi et al., 1993;
Heid et al., 1996).

Le dispositif expérimental est composé d’un thermocycleur classique associé¢ a un
systeme d’enregistrement de la fluorescence, interfacé sur un ordinateur PC qui contrdle le

fonctionnement de 1’ensemble.

Une lampe halogene produit, grace a un filtre, une lumiere monochromatique centrée a
485 nm qui est transmise optiquement jusqu’a la plaque de PCR. Le SYBR Green®,
fluorophore présent dans le mélange réactionnel, est excité a cette longueur d’onde et
émet une fluorescence verte a 520 nm. Le rayonnement €mis est capté par un systéme de

détection vidéo et les images de la plaque sont stockées dans la mémoire de I’ordinateur.

L’incorporation du colorant SYBR-Green® dans la réaction de PCR permet de
détecter I’ADN double brin généré durant la PCR.

Le colorant SYBR-Green® s’intercale dans I’ADN double brin et produit un signal
fluorescent. L’intensité de ce signal est proportionnelle a la quantité d’ADN double brin

présent dans la réaction. Ainsi, a chaque étape de la réaction de PCR, I’intensité du signal
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augmente en méme temps que la quantité de produit augmente. Ceci fournit une méthode
trés simple et fiable pour mesurer les réactions de PCR en temps réel. Un autre avantage
de cette technique est 1’utilisation des amorces non modifiées ce qui facilite le dessin et la
synthése des amorces et diminue leur colit. Cependant, une optimisation des conditions de
réaction pour chaque amorce est nécessaire. Ces parametres incluent la concentration des

amorces, la température d’hybridation et la concentration en chlorure de magnésium.

Ainsi, grace a cette molécule et au systéme d’enregistrement de la fluorescence, la

progression de I’amplification est suivie a chaque cycle et en temps réel.

Le logiciel Bio-Rad iQ5 permet d’une part de programmer et de maitriser le
déroulement des expériences de PCR quantitative et d’autre part, d’en stocker et exploiter
les données. L’interface graphique est divisée en trois parties: la premiére pour saisir les
conditions de PCR, la seconde pour saisir les données concernant les puits (position,

couple d’amorces, type d’échantillon) et la troisiéme pour afficher 1’analyse des résultats.
5.3. Quantification de ’ADN par la détection de fluorescence
5.3.1. Cycle-seuil et nombre de copies initiales

A la fin de la PCR, le logiciel représente graphiquement 1’augmentation de la
fluorescence de chaque puits au cours des cycles successifs. Le nombre de cycles étant
placé en abscisse et le logarithme de I’intensité de la fluorescence en ordonnée, les
amplifications suivent une courbe sigmoide. Premiere phase 15 a 25 cycles, une phase

exponentielle visuelle 5 cycles environ puis un plateau.

Le cycle-seuil ou Ct ("threshold cycle") correspond au cycle au cours duquel la
fluorescence d’un échantillon devient significativement différente du bruit de fond. Ce
seuil permet de comparer toutes les amplifications pendant la phase exponentielle. Si
toutes les conditions de PCR sont respectées, il existe une relation linéaire entre le nombre

de copies d’un geéne présent initialement dans le puit et le cycle-seuil.

Si N est le nombre de copies du geéne au cycle Cn de la PCR et NO le nombre de
copies présentes au départ dans le tube, le nombre de copies du géne au cycle Cn peut étre

exprimé par la formule :
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N=Np.(1+E)™ ) ot E est I’efficacité de la PCR (avec E < 1).
Le nombre de molécules accumulées au cycle-seuil Ct quelque soit NO est donc:
N=No.(+E) @)

Au cycle-seuil, I'intensité de la fluorescence est la méme pour tous les puits. Donc, au
cycle-seuil, le nombre de copies est identique quelle que soit la quantité initiale de

matrice.

Ainsi, pour deux nombres de molécules initiaux différents, N1 et N2, on peut écrire :

Ni,.(1+E)=N,.(1+E)“

soit : Ni/No= (1 + E)“?/ (1 + E)™"

ou encore: N;/Np= (1+E)Ct2—Ct1

Les réactions de qPCR sont réalisées a partir d’ADNc déposé dans les puits auxquels est

rajouté un "mix" contenant les amorces a tester et le SYBR-Green®.
5.3.2. Quantification relative

Elle consiste en la comparaison directe de deux conditions données. Cette approche
nécessite la quantification en parallele pour chaque condition de la quantité d’un géne de
référence. Cette référence est parfois délicate a choisir. Il faut en effet que cela soit un
gene dont 1’expression ne varie pas entre les deux conditions comparées. Dans notre cas,

on a choisi I’actine de Vicia faba comme référence (Actine).

Les quantités relatives obtenues peuvent ensuite étre graphiquement interprétées en

réalisant un histogramme en fonction du temps.

Les résultats sont accompagnés d’une courbe de fusion permettant de vérifier qu'un
gene unique est amplifié ainsi que d’une courbe d’amplification représentant la
fluorescence donc indirectement 1’évolution de la quantité de transcrits en fonction du

nombre de cycles.
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5.2.3. Techniques des 224V
R=N’/N’,= 2-{(Cigtnel-Curefl)-(Ctgtne2-Ctref2)]

Ou
* R est la quantité relative de transcrits
* N’ est la quantité normalisée d’ADNc du gene d’intérét dans la condition 1
* N, est la quantité normalisée d’ADNc du gene d’intérét dans la condition 2
* Ctgenerest le Ct obtenu lors de ’amplification du gene d’intérét dans la condition 1
* Ctgenez €5t le Ct obtenu lors de I’amplification du gene d’intérét dans la condition 2
* Ctrepy est le Ct obtenu lors de I’amplification du géne de référence dans la condition 1

* Ctrepy est le Ct obtenu lors de I’amplification du géne de référence dans la condition 2
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CHAPITRE 3 :

Exposition de Vicia faba a la
sulcotrione : un pesticide qui induit la
génotoxicite
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Exposition de Vicia faba a la sulcotrione : un pesticide qui induit la
génotoxicité

[Chaima STA, Gérard LEDOIGT, Ezzeddine FERJANI, Pascale GOUPIL.
Pesticide Biochemistry and Physiology 103 (2012) 9—-14]

Contexte

Aucun consensus de 1’impact de la sulcotrione, herbicide tricétonique récent, sur le
pouvoir de compromettre I’intégrité physique ou fonctionnelle du génome n’a été décrite en
littérature. Dans cette étude, 'objectif était d'évaluer la génotoxicité de cet herbicide chez
Vicia faba soumis a des conditions de culture hydroponique. Les plantules de féves ont été
traitées pendant 45 heures a différentes concentrations de sulcotrione 10° M, 10* M et 2 10
M en les comparant avec un témoin positif traité par I’hydrazide maléique connu pour sa

capacité d’induire des micronoyaux chez Vicia faba.
Résultats

La réponse génomique cellulaire de Vicia faba a été accompagnée de cytotoxicité. En
effet, le traitement de racines de V. faba par la sulcotrione montre, treés distinctement, un
changement de la coloration de celle-ci au fur et a mesure de 1’augmentation de la dose, elles
deviennent de plus en plus noiratres. En parallele, d’autres modifications touchent la partie
aérienne, un blanchiment des feuilles qui se traduit par une réduction en chlorophylle et une

perte de caroténoides liées a la fonction herbicide de la molécule.

La génotoxicité de cet herbicide sur les cellules méristématiques de V. faba a été
détecté a 1’aide du test de micronoyaux. La sulcotrione induit une activité génotoxique
(formation des micronoyaux) méme 4 la plus faible concentration, 10°M. Une diminution de
I’index mitotique est observée lorsque la concentration de sulcotrione est augmentée.
L'apparition d'anomalies chromosomiques est observée au cours de la mitose. Les anomalies
chromosomiques sont significativement et principalement observées pour la plus faible

concentration de sulcotrione (10°M) et sont réduites pour des concentrations plus élevées.
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Conclusions

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude montre que la sulcotrione
apparait comme un pesticide montrant une activité génotoxique. Ces travaux sont les premiers
a mettre en évidence un effet génotoxique de cet herbicide, caractérisé par 1’apparition de
micronoyaux et d'anomalies chromosomiques au cours de la mitose. Nos résultats corroborent
la formation des micronoyaux et des aberrations chromosomiques documentée dans des

cellules animales induites par I’exposition a des agents génotoxiques.

Ces travaux montrent aussi un effet paradoxal entre la formation des micronoyaux et
I’induction des anomalies chromosomiques. Précédemment, (Souguir ez al., 2008) il avait été
montrée une filiation entre l'apparition de certaines anomalies chromosomiques et la
formation de micronoyaux, dans cette ¢tude, il est montré que ces apparitions peuvent ne pas

étre corrélées.
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Potential genotoxicity of sulcotrione 2-(2-chloro-4-( methylsulfonyl | benzoy1)- 1.3-cyclohexanedione, a
selective triketonic berbicide was evaluated on Vicio faba seedlings in hydroponic culture conditions. Sul-
cotriane (1075, 10~* and 2 « 10~* M) treatments for 45 h, caused a dose dependent increase in micronu-
clei frequencies in root meristematic cells. Cytological analysis of root tips cells showed aneugenic effects
ofthe suleotrione on the plant root meristems. Sulcotrione induced chromosomal alterations at the low-

heyvords est concentration used (1075 M) when incuhated for 42 h, indicating the potent mutagenic effect of this
Chromasomal aberrations 7k . il 3 d e

Genataxicity element. This is the first mpart for the genotoxicity of such a sulcotrione herbicide.

Herbicide @ 2012 Elsevier Inc. All rights resened.
Micromuche

Root tips

Subotriane

1. Introduction intermediate product that is prevented by using grape natural

Suleotrions, chemically defined as 2-{2-chloro-{4-methylsulfo-
nyl)benzoyl}-1.3-grclohexanedions (Fig. 1) is a recent triketons
herbicide used to control a wide range of grasses and broad leaf
weeds it corn crop yields and is propased as anatrazine substitute.
In target plant species, the action of this herbicide (Fig. 1} consists
1 the inhibition of the enzyme 4-hwdragy phenyl pyruvate dioxy-
genase(p-HPFD)[1.2] leading to strong bleaching effects accompa-
nied by a decrease in chlorophyll and cavotenoid levels as well as
by & massive accumulation of phytoene |34], necrosis and death
of sensitive plants [5]. Sulcotrione is an herbicide applied at a rate
of 450 gha~' at maize post-emergence. [t is absorbed by the leaves
amd also by the roots [6,7]. Triketones herbicides inhibit the chain
of photosynthetic electron transfer that is blocking a vital mecha-
nism of energy production within the plant [8]. The application of
these active ingredients should be at an early stage of development
of dicotyled onous targeted o be fully effective and lead to their re-
mowal. The triketores act by foliar and root channels and have an
action antigerminatve to control weeds after treatment.

Cellular metabolism of sulcottions produces CMBA {2-chloro-
4-methylsulfonylbenzoic add) in plants and hydroxysulcotrions
I mamimals. Sulcotrione 15 persistent for a short time but mobile
6.7 .8]. The photodegradation of sulcotrione leads to a stable toxic

Abbreviarion: MO, micronuckws; MH, maleic ydrazide; ML mitetic indes
* Corresponding author. Fax: +33 473407942,
E-madl addres. gerard jedol gr@umiv-bpclermontdr (G. Ledoigt]

0048-3575/3 - sea front matter & 2012 Ekevier Ine. All 1ights reserved.
o 10.1006/]. pesthbp.2012.02002

products [10-14]

Extensive use of herbicides in agriculture and potential carcino-
genlcity strongly emphasize the need to extend the genotoxic eval-
uation of these compounds by using different assays. Mitotic root
meristems of Vicia faba have been ploneer cyogenetic materials
for genotoxicity studies of physical and chemical agents since the
early 1930s, It has a low chromosome number (20 =12}, making
it suitable for cytogenetic studies. The formaton of micronuclei
(MCM}in root tips has beenwidely described and used as abioassay
for the evaluation of in vivo mutagenic eMects of environmental pol-
lutants on plants and animals [15-17]. The increased frequency of
micronudel was observed in many aquatic organisms exposad to
vartous pollutants and indifferent cell types. Among bomarkers
of exposure measured in animals, frequency of micronuclel was
the ane best correlated with the pollutant load in tissue. Several
authors [ 18] concluded on the ability of this tool to reveal chronic
contamination by persistent genotoxic agents in water andfor
sediment at low concentrations.

Micronuclei can be composed of small chromosome fragments
resulting From chromaosaome breaks caused by clastogenic activity.
The failure of entire chromosomes to migrate during anaphase as a
result of the aneugenic effects of genotoxic agents also can lead o
micronudeus formation [16,18-21].

Iix this study, we first ve ported the potentially genotoxic effects of
sulcotrione for meristematic root cells of 2 Fabaceae species, V. faba.
Cytological analysis of V. faba meristematic root cells showed the
potential aneugenic effects of the pesticide on plant chromosomes.
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2. Materials and methods
2.1, Plant material and chemicals

Sulcotrione  [2<2-Chloro-3-{methylsulfonyl} benzoyl}-1, 3-
cyclohexanedions ), 98.7%, Min 328.77] was purchased from Riadel
de Haén (Pestanal®, Salnt-Quentin Fallavier, France).

Seeds of V. faba var. Aguadulce were surface sterilized with 10%
soddiwim by pochloride, rinsed several times with distilled water and
placed on molstenad paper at 25°C for 4-5 days, allowing them to
germinate and transferved to a hydroponic support in the following
nutrient solution {pH 7, 3.9 mM CalNO, ), 6.5 mM KNO;, 2 mM
Mgs0y, 09 mM KH2POy plus micro-nutrients: 90 pM Fe-ethylene
diamine tetra-acetic acid, 2.7 pM MnS0,, 08 pM ZnS0,, 4.5 M
H3BO5, 4 pM CuSOy and 2.0 pM Moy 0p{NHg)g) as described by
Souguir et al. | 18]. Culture takes place in air-conditioned room un-
der controlled conditons: 16 h light/8 h darkness {Mazdafluor
Prestiflux) at a temperature 25/20°C and a relative humidity of
65% (5% ).

22 Plant rreamments

Once roots had reached a length of 2-3 cm, additional concen-
trations of sulcotrione (10-°-2 x 10-*M) were added to the
hydroponic solution for 45 h at 25 =Cwith a light{dark photoperiod
of 16:8 h. All tests were repeated six times, using a negative control
(5MS, containing no additional sulcotrione), and nutrient solution
containing 4 = 107 M maleic ydrazide (MH) as a positive control.
MH Is a herbicide known to be a mutagenic and clastopenic agent
[22] Maleic hydrazide (s chemically defined as 1,2-dihydro-3,6-
pyridazinedione, anuracile isomer, and a herbicide used in agricul-
ture. It is known for its ability to induce micronuclel and chromo-
somal aberrations in V. faba [22],

V. faba root tip micronucleus test is one of the most employed
plant genotoxicity assays, and has been used on various types of
contaminated materials A study of the effect of inorganic pollu-
tants, such as cadmium, on bean roots in hwdroponic culture,
showed a highly significant difference in the mitotic index
(P=0.001) at 48 h of treatment [23], therefore we have chosen a
similar period of reatment with pesticide. Elsewhere, 48 b expo-
sure is more rapid and practical and was recommended for the
standardization of this test |24].

23 Microscope observations

Root tips {meristeim zomes ) were cut and placed overnight in the
dark in the Carnoy fixation sol ution contalning ethanol and glacial
acetic acid (3:1) at 4°C, and then stored in 70% ethanol. Root tips

were rinsed with distilled water and hydrolyzed with 1 N HCI for
10 min as described by Sougulr et al. [18]. The root cap was re-
moved before squashing root tissues, and samples were stained
with orcein. The slides were examined under Zeiss microscope.
At least three slides were stained per replica and at least 1000 cells
were scored from each slide. Therefore, the analysis was conducted
on an average of 9000 cells per reatment. Micronucleus freque ncy
was calculated from the number of micronuclel scored divided by
the total cells scored, and expressed in terms of Micronuwclelf 1000
cells. The mitotic index (ML) was determined by counting the num-
ber of mitotic cells among the total amount of scored cells (~3000)
per rool. Mitotic index (ML} and micronuwclei (MCN) as well as aber-
rant mitosis frequencies were measured on the same slide.

24 Pigment analyses

Leaves were immersed in B0% acetone and then placed in the
dark and cold. After 24 h, the sample was crushed and then filtered
through gauze. The residue was taken up in acetone 80% The
filtrate was centrifuged for 5 min at 3000 rpm speed. Pellets were
taken up in 80% acetone solution till removing pigments. Pigment
contents then were measured by absorbance at 450, 645 and
663 nm. Concentrations of chlorophylls a and b and carotenoids
were determined using equations of Mac Kinney [25] and Armon
|26]. Results were expressed as mgfg fresh weight (FW).

25 Stafstical analysis

All experiments were repeated six times. Before performing
statistical analyses, data were checked for normality and homoge-
neity of variance, and were square root transformed [27], with the
additon of 0.5 to all data in order to avoid zeros. Statistical analy-
ses were performed using SYSTAT 11 software for Windows with a
signd ficance level of al pha = 0.05. The Mitotic i ndex (M) and micro-
nuclei (MCN) were compared using one-way ANOVA and the Dun-
et multiple comparison procedure, control against treatments
(10-5, 10~ and 2 = 10~* M sulcotrione and HM)

3. Results

Sulcotrione treamnent of V. foba roats for 45 h, showed root dis-
colaration with increased doses that become darker with tannin
increasing from 1077 to 2 x 107 M sulcotrione. Different concen-
rrations of sulcotrione {1079-2 x 104 M), have reduced chloro-
phyll and carotenoid contents in plant leaves (Fig. 2}

Several usual pesticides {insecticides, fungicides and herbicides)
were previously assayed for clastogenic and physiological activity
using V. faba as an eukaryotic, whole-organism, test system [28].
[ arder to assess the genotoxic effects of sulcotrione, different con-
centrations were applied for atransient period of 45 h in hydroponic
cultures. Mitotic index was decreasing along with sulcotrione con-
centration increase(Fig. 3A) Frequencies of cells with MCN in mer-
Istematic root tips plants are presented in Fig. 38 The difference In
the mean values among treatment groups are greater than would be
expected by chance and there is a statistically significant difference
for mitatic index (F=114.78, P<0.001) and for micronucleus fre-
quency (F=45.150, P < 0001 ). Moreover multiple comparisons ver-
sus control group {Dunnett's method) shows significant diferences
(P <005} between control and the four treatinents.

Low micronucleus freque ncies were detected in root f ps of con-
trol plants. However, as expectad, maleic hydrazide dramatically
increased the fraquency of micronuclel in root meristems as com-
pared to control plants, showing that this herbicidal molecule can
e usedd as a positive control for genotoxicity studies. Sulcotrione
significantdy enhanced the Pequency of micronucleus formation
in the root tips of V. faba.
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replicas. Bars indicate S0 Mulri ple com par sons versus control group (Dunnett’s methad ) shows significant differances (P < 005 ) between control and te ks reatments (4,

I, ¢, d, e, for each studyl

Frequency of micronucleus For mation was proportional to suloo-
trione concentration added to the hydroponic solution. Micronu-
cleus formation begins at 10~ M concentration of sulcotrione.
The highest frequency of cells with micronuclei was detected with
a2 x 107* M sulcotrione treatment. Micrographies (Fig. 4A) show
presepce of micronuclel, usually one in a cell, followlng

2x10-*M sulcotrione treatments, Micronucleus (MCN) rest
showed that the sulcotrione was significantly genotoxic as coimn-
pared to the negative control

During the process of root cell mitosis, sulcotrione freatment al-
lowed to show chromosomal abrormalities, mainly aneuploidies
that are especially seen durlng anaphases (Fig. 4B). When com-
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Fig. 4. Micrographies of mitosis abnormalities induced by 2 » 107" M sukeotrione teatment of Vida faba plant meristem roots, for 45 h at 25°C. A; amows indicate
micranuelel ininterphise meristematic cellL B! arrows indicate isolate chromosomes (ameupoidy ) during mitotic anaphase af menstematic cells
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Fig. 5. Aneuploidy induction by sukolione teatments in Vicla @ba rool merste
matic celli (¢ control untreated plants; MH: treatment by 410078 makic
hydrazide; teatment by different concentrations of sulcotrione, 1073, 100* and
2 10 ML far A2 b 2125 °C) Values are the means of six replicas. Bars indicate 5D,
Multiple comparisons versus contral group (Dunnetts method ) shows significant
differences (P « 105 between contral and 1077 M sulcotriene treatment but not
with the thiee ather samples (4 bl

Tabile 1
Percent of sbaormal cells among mitatic cell.
Trestments % Abmormal miton cells
Cantrol 1]
WM sukotriane 1608
WM subtotrians [iF 5
2 107" M sulcatrinne [iF -
MH 1]

pared to control sample, chromosomal abiormalities are signifi-
cantly and mainly observed for the lowest sulcotrione concentra-
tion (10~ M) and are decreased with higher concentrations
ANOVA  rest displayed a statistically significant difference
(F=7173, P20001) and multiple comparisons versus control
group (Dunnett’s method) shows significant differences (P < 0.05)
berween 10~ M sulcotrione treatment and the three other treat-
ments, a and b notations (Fig. 5). Maleic hydrazide (10~3 M) did

not cause any chromosomal abnormalities. The frequency of chro-
mosomal aberrations is not correlated to mitotic index, at least for
the low concentration (107" M) (Table 1)

4. Discussion

The soil is a key compartment for the fate of pesticides in the
environment; a large proportion of pesticides applied in the treat-
ment of cul tures comes ground, for divect application andfor leach-
ing of the leaves Sulcotrione and some other triketones, as
mesotrione, have a similar behavior in soils and thelr long half-life
varies from 5 to 65 days [29] which involves hydrolysis and bio-
transformation processes. The persistence in soll is also related to
the adsorption of active ingredients on constituents of soils. It is
more important in soils vich in organic [30.31] and pH dependent
[32] Sulcotrione herbicide is applied at 250-450 g ha™' in maize
post-emergence at the five to six leal development stages. Sul cotri-
one is indeed moving in the soil until more than a month after
application [7.9]. It is absorbed by leaves but also by roots. Water
solubility of the product is 165 mgL-" at 25 *C. Wilson and Foy
[31] showed that sulcotrione adsorption was correlated to the soil
organic matter content, in which sulcotrione persisted only briefly,
but was mobile. Cherrieret al. | 7] concluded that sulcotrione had a
greater potential to leach than atrazine. The presence of residues in
the whole soil profile resulted from the interaction of three factors;
retention, solubility and persistence [7].

The lowest amount of sulcotrione, which showed genotoxicity
in bean roots, was 1077 M in hydroponic conditions. For a similar
culture surface, this herbicide amount represents anly five times
sulcotrione amounts usually spread per unit area in a field. How-
ever, it must take into account the mobility of the product in soil
or in hydroponic condition, the presence of biotic and abiotic pro-
cess in soil; transfer of the pesticide inaerial part of the plant to the
eground, but alse a possible local higher concentration of the prod-
uct by sulcotrione solution runoff from different leaves of a plant.
I addition, we must take into account the photo-destruction of
sulcotrione which decreases the amount of herbicide available,
but results in the production of i nactive but toxic, stable derivative
product [13,14].
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Potential toxicity of sulcotrione, selective riketonic herbicide,
has been earlier | 10] assessed wsing representatve environmental
microorganisms frequently used in ecotoxicology [12], since this
species displays a great sensitivity to pollutants. Based on the
dose-response slope values Alium and Vicia, were shown as effi-
clent test systems for root micronuclei, yet, with a greater sensitdv-
ity of Allium roots [33]. Previously, nine common pesticides were
assayed for clastopenic and physiological activity using V. faba as
an eukaryotic, whole-organism, test system [28].

I add ition to micronuclei {MCN) formation, cytological analysis
of root meristems revealed drastic changes in the organization and
morphology of chromosomes (Fig. 5). Highest micronucleus value
was obtained with the highest sulcoirione concentration used
{2 » 10~% M)(Fig. 3B). In contrast, chromosomal abnormalities de-
creased with higher sulcotrione concentrations, along with the mi-
totic index (Figs 3A and 5) 1t was previously demonstrated
relationships between chromosome abnormalities and MCN [18],
but chromosome abnormalities were only seen in mitotic cells
and micronuclei in interphase cells. Using another pesticide molec-
ular type, it was shown that weatments with the insecticide
dichlorvos on root meristems of V. faba, significantly decreased
the mitotic activity and increased the frequency of chromosomal
aberrations at the metaphase thus demonstrating both clastogenic
and mito-depressive effects of DOVE on V. faba cells [34]. Using sul-
coltrione treatments, we have shown that the frequency of chromo-
somal aberrations is not corvelated to mitotic index, at least for the
lower concentration {10-* M)(Table 1) The clastogenicity effect of
sulcotrione treatment thus is nat linked to mitosis inhibition.

Quantitation of DNA breaks was often associated with the
detection of micronuclel. Some authors note similar evolution of
both types of damage [35-37]; others observed an increased fre-
quency of MCN combined with a decrease or absence of a change
in the number of breaks in DNA [38,38]. The differences may be ex-
plained by the nature of induced lesions. DNA breaks quickly ap-
pear and can be repaived unlike micronuclel that requive cell
division, correspond to persistent lesions as non-repairable.

Disjunction between aneuploidies and micronuclens formation
wiere described with other types of pesticides. Genotoxicity studies
onorganosulfite acaricide and dicarboximide fungicide have shown
a lack of activity for both compounds in inducing chromosomal
aberrations and SCEs. lin contrast, both pesticides significantly in-
creased micronucleus frequency [40] The aneuploidy-inducing
activity of alachlor and dichlorvos, two pesticides representing an
important source of human exposure to potential carcinogens,
hias been eval vated [n a cytokinesis block micronucleus assay com-
bined with anti-kinetochore staining to detect chromosome loss
and in situ hybridization with chromosome-specific centromeric
probes for the analysis of non-disjunction. The two pesticides dif-
fered in their mode of action; alachlor induced both chromaosomal
aberrations and aneu ploldy, while the genotoxic activity of dichlor-
vos was only related to aneuploidy induction [41], Another pesti-
cide, rotenone, produced DNA damage and was cytotoxic during
all phases of the cell cycle. Its clastopenicity was only limited to
exposures made during the G175 and § phases [42].

Several authors have described the alteration of chromosome
numbers by environmental aneuploidy-ind ucing agents that in-
duce microtubule and kinetochore disorganization in mitotic cells
|43.44]. A distinction to be made between micronucleus induction
due to chromosomal breakage and that obtained as a result of spin-
dledisturbamces. Our data show presence of high frequencies of lag-
ging chromosomes after exposure to the lower concentrations of
pestidide. The presence of lagsing chromosomes is an indication
of anti-microtubule activities of the pesticides tested, as describe
for other pesticides [43], but the decrease of aneuploidies quicker
than mitatic index decrease as increase of micronuclel is shown, al-
low to do a distinction of different sulcotrione @rgets during cell

division (Table 1} Smaller chromosomal breakages would lead to
micronud eus increase along with sulcotrione concentrations, then
showing a decrease of mitotic index. Our results also covroborate
the documented micronucleus formation inanimal cells con@ining
chromosomal aberrations induced by exposure to genotoxic agents
[16.45]

In conclusion, this is the first report of the genotoxic effect of
sulcotrione, a triketone herbicide, on plants, resulting in the
appearance of micronuclel and abnormalities of mitosis.
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Les réponses cellulaires de Vicia faba a la sulcotrione et a I’extrait de marc
de raisin

(Chaima STA, Eric GOUJON, Gérard LEDOIGT, Ezzeddine FERJANI,

Pascale GOUPIL. Cet article est soumis au journal Plant physiology and Biochemistry)

Contexte

Si la sulcotrione a été identifiée comme produit génotoxique, il est important de diminuer les
quantités utilisées. Il a été montré que l'addition d'extrait de raisin diminue la
photodégradation de la sulcotrione (Eyheraguibel et al., 2010), augmentant donc sa longévité
et permettant ainsi de diminuer la dose de matiére active répandue. Dans cette étude nous
avons procédé a une utilisation d’un extrait de marc de raisin qui joue le role d’écran. Nous
avons quantifiés des transcrits liés aux résultats de I’expression des différents genes
habituellement associés au stress cellulaire ainsi que la mort cellulaire suite a 1’utilisation des

mélanges herbicide-extrait végétal.

Résultats

Vicia faba montre une mort cellulaire en réponse a I'infiltration foliaire de 1’extrait
végétal, du produit actif, du produit formulé et du mélange herbicide-extrait végétal. La mort
cellulaire a été¢ déclenchée par I’extrait de marc de raisin, elle est plus importante pour les
herbicides, notamment pour le produit formulé. Le taux de mortalité est plus élevé et la
cinétique est plus rapide pour les mélanges a base de sulcotrione, soit avec adjuvant

(Mikado®) soit avec l'extrait de raisin..

L’étude de I’expression des génes impliqués dans le stress oxydant marqueur de mort
cellulaire a montré un accroissement de la quantité de transcrits de certains geénes., Dans les
chloroplastes des feuilles traitées par la sulcotrione, une augmentation des transcrits
superoxyde dismutase cuivre-zinc (Cu/Zn-SOD CH) dépendant de la concentration a été
montrée. Cette augmentation est observée pour I’extrait végétal, la sulcotrione seule et le
mélange. L’extrait de marc de raisin augmente D’effet de la sulcotrione mais diminue

I’induction des transcrits pour le cas du Mikado®. Une augmentation de ’expression des
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transcrits cytosoliques de SOD, pour toutes les concentrations ainsi que pour 1’herbicide actif
ou formulé a aussi été¢ observée. Une augmentation des transcrits de 1’ascorbate peroxydase
trés importante pour la premicre concentration suivi d’une augmentation plus légere pour les
deux autres concentrations. La catalase montre aussi une augmentation des transcrits au moins
pour les premieres et deuxiémes concentrations de produits utilisés. L’ajout de marc de raisin
a I’herbicide actif ou formulé renforce 1’accumulation des transcrits d’ubiquitin et d'HSP70

pour toutes les concentrations.

Conclusions

Les résultats montrent que le pesticide ainsi que 1’extrait végétal seul induisent la
mort cellulaire. Le mélange de pesticide et de marc de raisin suggére un effet de
potentialisation des effets. Le mélange déclenche le stress oxydant entrainant une
perturbation du métabolisme cellulaire. Ceci peut étre expliqué par le déclenchement de
I’expression des geénes spécifiques de protéines associées au stress. L’ajout de I’extrait de
marc de raisin aux produits herbicides sulcotrione ou Mikado®™ peut mettre en évidence des
effets différents. L’extrait végétal peut augmenter les effets biologiques de la sulcotrione et
ceux du Mikado® ce qui signifie une synergie des effets moléculaires améliorant I’efficacité

de l'herbicide.
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Vicia faba cell responses to sulcotrione pesticide and grape extract.

C.Sta "%, E. Goujon ', G. Ledoigt ', E. Ferjani , P. Goupil '

! Clermont Université, Université Blaise Pascal, UMR 547 PIAF, BP 10448, F-63000
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63177 Aubiére cedex, France

? Laboratoire de Physiologie et Génétique des Plantes a Intérét Agronomique, Faculté des

Sciences de Bizerte, Université de Carthage, 7021 Jarzouna, Tunisie

ABSTRACT: Potential cell toxicity of sulcotrione 2-(2-Chloro-4-(methylsulfonyl)benzoyl)-
1,3 cyclohexanedione), a selective triketonic herbicide was evaluated on Vicia faba.
Sulcotrione, trade mark Mikado®, grape marc and mixtures of sulcotrione or Mikado®™ and
grape marc induce cell death. Addition of grape marc to either sulcotrione or Mikado®
enhanced cell death, with a greater effect with Mikado®™ instead of active molecule alone.
Addition of grape extracts to herbicides, either sulcotrione or Mikado®, had different effects
and results in different expression of genes usually associated to cell stress. Mixture of grape
marc and herbicides enhanced transcript accumulation for ubiquitin, HSP 70 and cytosolic
SOD. Grape marc mixtures markedly did not change effects of sulcotrione and Mikado® for
ascorbate peroxidase gene expression. Therefore, we provide evidence that sulcotrione or
Mikado® and grape marc, then also mixtures of them, trigger cell death and specific gene
expressions. Therefore, cocktails of products with sulcotrione, such as adjuvant in commercial

product, can modify biological features of pesticide. Moreover, grape marc differently
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enhances biological effects of sulcotrione and Mikado®. It was therefore identified synergistic

joint effects between pesticide and a grape waste product.

Keywords: cell death, gene expression, grape extract, sulcotrione, Vicia faba

INTRODUCTION

Conventional pest management has been significantly influenced by bioactive natural
products that are used directly, or in a derived form, as pesticides (Dayan et al, 2009).
Mikado® (Bayer Crop Science) is a systemic foliar-applied post-emergence herbicide mostly
used for corn crops in order to control broadleaf weeds and annual grasses (Marques et al.,
2012). Mikado® is a suspension of sulcotrione (300 g L"), used at a rate of 1.5-2 L ha™ in
fields. Persistence of pesticides in environment is governed by retention process and biotic
and abiotic transformations, hydrolysis and photolysis (Chaabane et al., 2007; Wiszniowski et

al., 2009).

Sulcotrione, 2-[2-chloro-(4-methylsulfonyl)benzoyl]-1,3-cyclohexanedione, a
triketone herbicide that inhibits 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase enzyme (p-HPPD)
leads to a decrease of carotenoid rates in weeds (Fig.1). Plant sulcotrione treatment may cause
inhibition of plastoquinone pool essential for carotenoid biosynthesis. Loss of carotenoid and
[l-tocopherol can result in destroying photosynthetic apparatus leading to accumulation of
reactive oxygen species (ROS) (Marques et al., 2012; Wiszniowski et al., 2009). Sulcotrione
induced chromosomal alterations, indicating potent mutagen effects of the molecule (Sta et

al., 2012).

Recent studies have proved that exposure to sunlight can be one of the most
destructive factors for pesticides following the crop treatment that can generate by-products
(Wiszniowski et al., 2009; ter Halle et al., 2006 and 2009) in the environment; it can play a
significant role in defining the impact of pesticides on both human health and the natural

ecosystems (Vulliet et al., 2004; Bonnet et al., 2007 and 2008; Jovic et al., 2013).

It has been patented as a new class of photoprotecting agent (ter Halle et al., 2008)
with a previously demonstrated ability to reduce pesticide photodegradation (Eyheraguibel et

al., 2010 and 2011). Grape extract was shown to trigger an array of plant defense responses

~ 49 ~



making this natural compound a potential phytosanitary product with an issue for sustainable

agriculture and environmentally friendly practices (Goupil et al., 2012).

Grapes (Vitis sp.) are rich in polyphenols, which represent the third most abundant
constituent in grape berries, after carbohydrates and fruit acids, and offer many potential
health benefits. Anthocyanins belong to a large family of flavonoids extensively widespread
in plants and displayed antioxidative capacity (Khanal and Howard, 2009). Association
between anthocyanins and oxidative stress can result in anthocyanin ability to increase
photoprotection and, hence, to reduce a putative oxidative damage (Steyn et al., 2002; Ross

and Kasum, 2002).

The aim of the work was to evaluate effects of sulcotrione and trade mark on plant cell
and ability of grape marc to control plant response, in order to know if such treatments trigger

process of oxidative stress.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material and Chemicals

Sulcotrione [2-(2-Chloro-4-(methylsulfonyl) benzoyl)-1, 3-cyclohexanedione), (Riedel de
Haén, Pestanal®, Saint-Quentin Fallavier, France) and commercial sulcotrione 300 g L™' SC
(Mikado®; Bayer CropScience) were used. Water was purified through Millipore Milli-Q
system (Millipore aQ, resistivity 18 M-cm, DOC < 0.1mg L™).

Seeds of Vicia faba var. Aguadulce were surface sterilized with 10% sodium
hypochloride, rinsed several times with distilled water and placed on moistened paper at 25°C
for 4 to 5 days, allowing them to germinate and planted in pots filled with commercial
substrate (40% black, 30% brown, and 30% blond peat moss, pH 6.1) then put in greenhouse
(22 + 5°C, photoperiod 16 h light/8h dark).
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Treatments

Herbicides or/and grape extract were applied as aqueous solutions to foliar tissue either by
infiltration or as aerosol spray. Leaf infiltration was carried out on leaf blades using plastic
syringe. Routinely, 50ul was infiltrated until the solution was spread across a leaf area of 1—
1.5 cm’. Foliar spray treatments were administered by spraying onto the upper face of three
leaves with a fine atomizer (2 ml per leaf). For negative control, leaves were infiltrated or
sprayed with ultrapure water. Product concentrations for plant treatments (C1) were 10°M for
sulcotrione, 2.410°M for Mikado®™, 0.9mg (0.08% anthocyans) for grape marc. Mixture of
grape marc and sulcotrione was 3/1 (w/w). In order to use similar ratios of sulcotrione and
grape marc for treatments, mixture made of grape marc and Mikado® was 0.9/1 (w/v), since
Mikado® herbicide is a liquid made of 300 g.L"' sulcotrione. The C2 and C3 concentrations
are 2 and 3 times, respectively, the C1 concentration. Control samples did not receive any

products.

Cell Death Assays

Each assay was performed with 10 leaf disks (1 c¢cm in diameter) punched out from each
infiltrated area of the same leaf (triplicate on the same leaf). Leaf disks were incubated for 30
min in 0.25 % Evans Blue (Sigma, France) at room temperature on a rotary shaker, rinsed
extensively to remove the excess dye and ground in a tissue grind tube with 1 ml 1 % SDS.
Leaf extracts were centrifuged for 20 min at 20,000 x g and supernatants were diluted 8-fold
with distilled water. The dye was quantified using spectrophotometer by monitoring

absorbance at 600 nm.

RNA Isolation and Quantification

Leaf tissues (200 mg) were grounded in liquid nitrogen and RNA extraction was performed

using 1 ml Tri-reagent (Euromedex, France) according to manufacturer’s instructions. Total
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Fig. 1. p-Hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD, EC1.13.11.27, EC 1.14.2.2) functions

in plant metabolism and sulcotrione inhibition.
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RNA were cleaned up with 0.5 U DNase I solution (Euromedex, France) containing 20 U
RNase inhibitor (Euromedex, France). RNA integrity was analyzed on 1 % agarose gel by
observation of ribosomal RNAs. RNA concentrations were measured at 260 nm. Reverse
transcription was performed using total RNA and Euroscript Reverse Transcriptase
(Eurogentec, France) according to manufacturer’s instructions. Quantitative assessment of
mRNA levels was performed using an iCycler iQv3 (BIO-RAD). PCR reactions were
prepared with qPCR kit Mastermix for SYBR green (Eurogentec, France) according to
manufacturer’s protocol. cDNA concentration used threshold cycle value (CT) between 15
and 30 cycles. PCR efficiencies were calculated for each gene according to Pfaffl (2001).
Accumulation of gene transcripts was calculated using reference transcripts, actin gene, and
set relative to control plants (water infiltration). Primer sequences of studied gene are shown
in table 1. Two treated plants were pooled for each experiment and results are shown as

means of duplicate experiments. Bars represent mean of 3 values +standard error (SE).

Data Analysis

All experiments were done in triplicate. Experiments for genotoxicity were repeated at least
once in order to establish the reproducibility of results. Pooled data were compared by
analysis of variances (ANOVA) of treatments and control. Treatment values were analyzed

according to Student t test.

RESULTS

Cell Death Analyses

Sulcotrione pesticide, pure molecule and trade mark (Mikado®) induced higher cell death rate
than death rate in control leaves. It was also shown to be higher with trade mark product (Fig.
2). Cell death was enhanced when anthocyanin-enriched grape marc was added either to

sulcotrione alone (Fig. 2A) or to commercial product (Fig. 2B). Cell death was dependent of
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Fig. 2. Cell Death induced after 4 days treatments of Vicia faba leaves. (A) Treatments with
Sulcotrione, grape marc and mixture of both components, compared to V. faba control leaves.
(B) Treatments with Mikado®, Grape marc and mixture of both components, compared to V.
faba control leaves. Product concentrations for plant treatment (C1) were 10°M for
sulcotrione, 2.410°M for Mikado®, 0.9mg for grape marc. Mixture of grape marc and
sulcotrione was 3/1 (w/w). Mixture made of grape marc and Mikado® was 0.9/1 (w/v), since
Mikado® pesticide is a liquid which contained 300 g.L" sulcotrione, in order to get a similar
ratio for sulcotrione. C2 and C3 are 2 and 3 times C1 concentration, respectively. Control
samples did not receive any products. The dye was quantified by monitoring absorbance at
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molecule concentration (Fig. 2). Cell death was triggered by application of anthocyanin-
enriched grape extract or pesticides (sulcotrione or Mikado®™), with a cell death higher for
pesticides. Mixture of both components then induced a greater cell death, which can be an

addition of product toxicities with sulcotrione (Fig. 2A) but enhanced with Mikado®.

Cell death kinetics was similar for plants treated either with grape extracts or
sulcotrione. Add of grape marc to sulcotrione enhanced cell death (Fig. 3A). Mikado®
treatment displayed quicker cell death kinetics than grape marc treatment alone, but mixture
of both still showed quicker and higher kinetics, which mean a synergy of molecular effects

(Fig. 3B).

Gene Expressions

Intracellular reactive oxygen species (ROS) accumulations are markers of cell death. Study of
gene expression involved within oxidative burst metabolism allowed understanding effects of
plant treatments. Product concentrations for plant treatments (C1) were 10°M for sulcotrione,
2.410°M for Mikado®, 0.9mg for grape marc. Mixture of grape marc and sulcotrione had a
ratio 3/1 (w/w). Mixture made of grape marc and Mikado® had a ratio 0.9/1 (w/v). C2 and C3
are 2 and 3 times C1 concentrations, respectively. Sulcotrione treatments showed an increase
of chloroplast copper-zinc superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD CH) transcripts in leaves of
Vicia faba which was concentration-dependent (Fig.4 A). Other treatments, grape marc or
Mikado® (Fig 4 A and 5A) displayed higher increases of transcripts from the lowest
concentrations. Addition of grape extracts to herbicide enhanced sulcotrione effect (Fig.4 A),

but decreased induction by Mikado® (Fig.5A).

Sulcotrione or Mikado® treatments showed increases of cytosol copper-zinc
superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD CY) transcripts in leaves of Vicia faba which were
concentration-dependent (Fig.4B and 5B). These treatments showed increase of ascorbate
peroxidase transcripts in V. faba leaves since the first concentration, but with a slighter
increase for other concentrations (Fig.4C and 5C). They also showed increases of catalase,
ubiquitin and HSP70 transcript accumulations in leaves of V. faba which were concentration-

dependent (Fig.4 and 5, D, E and F respectively).
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Fig. 3. Cell death kinetics induced by different treatment in leaves. Beans were treated by the
highest product concentrations (C3). Absorbances were measured after 2 days and 4 days
treatments. (A) Treatments with Sulcotrione, grape marc and mixture of both components,
compared to Vicia faba control leaves. (B) Treatments with Mikado®, Grape marc and
mixture of both components, compared to V. faba control leaves. The dye was quantified by

monitoring absorbance at 600 nm.
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Grape marc treatments displayed an increase of transcripts of cytosol copper-zinc
superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD CY). Add of grape marc to herbicide enhanced effects of
sulcotrione and Mikado® for every concentration (Fig. 4 and 5, B). In contrast, grape marc
treatment displayed ascorbate peroxidase transcript increases which are concentration
dependent (Fig. 4 and 5, C); addition of grape marc to herbicide did not markedly change
effects of sulcotrione and Mikado® (Fig. 4 and 5, C). Grape marc treatments displayed an
increase of catalase transcript accumulation from the lowest concentration (Fig. 4 and 5, D).
Addition of grape marc to herbicide enhanced effects of sulcotrione and Mikado®, at least for
the first and second concentrations, but, the third concentration lowered induction by
Mikado®, whereas the effect of sulcotrione still was enhanced (Fig. 4 and 5, D). Addition of
grape marc to herbicide also enhanced ubiquitin and HSP70 transcript accumulations with

sulcotrione and Mikado® for all concentrations (Fig. 4 and 5, E and F respectively).

DISCUSSION

Treatments of V. faba leaves with herbicides sulcotrione or Mikado® displayed cell death
which depended of molecule concentrations and which was greater for the formulated
product. Anthocyan-rich grape extract also displayed bean cell death in a concentration
dependent manner. Add of grape marc to either sulcotrione or Mikado® enhanced cell death,
with a greater effect using Mikado® instead of active molecule alone. It was then suggested a

potentiation effect of grape marc by adjuvant elements of Mikado®.

Our result indicates that herbicide can trigger oxidative stress resulting in disruption of
cell metabolism; it was previously shown that herbicide and formulated products induced
accumulation of MDA in roots. It was suggested that sulcotrione may induce cell membrane

destruction (Abendroth et al., 2006).

Commercial product Mikado® showed greater toxicity than technical grade herbicide
sulcotrione. This was previously shown for mesotrione and Callisto™ or glyphosate and
Roundup® with growth inhibition criteria in several toxicity test organisms (Tsui and Chu,
2003; Cedergreen and Streibig, 2005). However, it is not the case for some other herbicides
(Bonnet et al., 2008). Mikado® was shown toxic to Pseudokirchneriella subcapitata growth,

while its toxicity was quite reduced for Chlorella vulgaris (Marques et al., 2012). As such,
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Fig. 4. Transcript accumulation in Vicia faba leaves after treatments with sulcotrione, grape

marc and mixture of both components.

(A) Chloroplast copper-zinc superoxide (Cu/Zn-SOD CH) dismutase. (B) Cytosolic copper-
zinc superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD CY). (C) Ascorbate peroxidase (APX). (D) Catalase.

(E) ubiquitin. (F) Heat shock protein Hsp 70.1.

Treatment values with letter a or b are statistically different from pesticide counterpart at 5%

or 1% significance level, respectively, according to Student t test. Values with one or two

stars are statistically different from control counterpart at 5% and 1% significance level,

respectively, according to Student t test. See legend of Figure 2 for product concentrations

(C1, C2 and C3).
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under higher mixture concentrations, action of pesticide may strongly enhance
ecotoxicological effect of other chemicals, thereby showing potential synergistic effects. It
should not be dismissed possibility that adjuvants added to herbicide formulations enhanced
toxicity, as was potentially the case for methanol in Viper®, thereby enhancing joint

synergistic effects of formulated herbicides (Cabanne and Gaudry, 1996).

Previously, it was demonstrated that formulation surprisingly increased rate of
sulcotrione photo-transformation (ter Halle et al., 2006). It was also identified synergistic joint
effects on survival of daphnids for fungicide/ insecticide and fungicide/herbicide mixtures
(Cedergreen et al., 2006) and for mixtures only composed with herbicides (Banks et al., 2005;
Marques et al., 2012). It is often explained that effect of one chemical could be synergized by
presence of the other, usually regulated by changes of detoxifying/biotransformation

processes (Cedergreen et al., 2006).

Polyphenols can directly influence different points of the apoptotic process, and/or the
expression of regulatory proteins (D’Archivio et al., 2008). Mosse ef al/ (2010) have shown
that winery wastewater delayed germination and inhibited vegetative growth of several plants.
The present work investigated the oxidative stress in bean leaves exposed to pesticides and
grapes marc, with measures of gene transcript accumulations of superoxide dismutases,
catalase, ascorbate pesroxidase, ubiquitin and Hsp70, markers of oxidative stress as
previously described (Song et al., 2009; Ahmad et al., 2010; Romero et al., 2011; Cao et al.,
2012; Soydam et al., 2013). Addition of grape marc to herbicide products, sulcotrione or
Mikado®, had different effects according to herbicide (active product or commercial product).
Marker genes are differently expressed. Mixture of grape marc and herbicide enhanced
transcript accumulation for ubiquitin, HSP 70 and cytosolic SOD. Mixtures made with
sulcotrione or Mikado® gave different results at the highest concentration for chloroplast SOD
and catalase transcript accumulations. Grape marc mixture markedly did not change effects of
sulcotrione and Mikado® for ascorbate peroxidase transcript accumulation. Depression of
catalase activity was previously reported in fishes exposed to endosulfan (ES) and it was
attributed to the flux of superoxide radicals (Pandey et al., 2001; Ballesteros et al., 2009).
Chromosome breakage, misrepaired DNA lesions, or chromosome unsegregation may be
induced by oxidative stress (Pérez et al., 2011; Crupkin et al;, 2013), and can explain
genotoxic effect of sulcotrione previously described (Sta et al., 2012). Other herbicide and
pesticide chemicals such as insecticides may induce oxidative stress leading to generation of

free radicals and alterations in antioxidative or free radical scavenging enzyme systems
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Fig. 5. Transcript accumulation in Vicia faba leaves after treatments with Mikado®™, grape

marc and mixture of both components.

(A) Chloroplast copper-zinc superoxide (Cu/Zn-SOD CH) dismutase. (B) Cytosolic copper-
zinc superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD CY). (C) Ascorbate peroxidase (APX). (D) Catalase.
(E) ubiquitin. (F) Heat shock protein Hsp 70.1.

Treatment values with letter a or b are statistically different from pesticide counterpart at 5%
or 1% significance level, respectively, according to Student t test. Values with one or two
stars are statistically different from control counterpart at 5% and 1% significance level,

respectively, according to Student t test. See legend of Figure 2 for product concentrations

(C1, C2 and C3).
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Target gene Primer sequences Product length (bp) accession number

Actin  F: 5-CAGCAGAGCGGGAAATTGTGAGGG-37 147
B3 - AGGGCATCTGAATCTTTCAGCACCG-S

Apxl F:5- GGAAAGGCTATGGGGCOTTAG -3 230
B3 -TCAACAAGAGGGCGGAATAC -3
ubiquitin F:5°- TCATCTTIGTCCTCCGTCTCC -3° 199

R:5°- AGCCAAAGTCCTTCCATCCT -3

Hzp 70.1 F:53 - TGTGCTTITGACATTGATGCCAACGG -37 136
By - ATCCTCAGACTTGTACTTICTCAGCC -3

Cu-ZnS0D Cy F.5'- TGGACCACATTTCAATCCTAATGG -3 177
RS- CTITCCCAAGATCATCAGGATCGE -3

Cu-ZnSOD CH F5- CTGGACCACATTTCAATCCTAATGG -3 207
R - CTTTCCCAAGATCATCAGGATCGG -3

Cat F:5- TGAACAGCTTGCATTTTGTICCTGCC -3 132
R5- ATTGTTGTGGTGAGACCACTTGGG -3

EUSE4301

X62077.1

AJ012552.1

EUTE84304

EUSE4303

ABOSTB45

EU884302

TABLE 1: Primer sequences for gene probes.
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(Doulis et al., 1998; §tajner et al., 2004; Chagas et al., 2008; Duzguner et al., 2010). It was
indicated that enzymes associated with antioxidative defense mechanisms are altered under
influence of pesticides (Duzguner et al., 2010). Moreover, oxidative stress and DNA damage
have been proposed as mechanisms linking pesticide exposure to health effects such as cancer

and neurological diseases (Duzguner and Erdogan, 2012).

Proteins that are involved in cell stress metabolism, such as HSP 70 and ubiquitin,
showed transcript increase following treatments by either sulcotrione or Mikado®™ on V. Faba
leaves. Grape marc treatments alone displayed an increased accumulation of same transcripts.
Mixtures of grape marc and herbicide enhanced effect as well as with sulcotrione or Mikado®
for all concentrations. Earlier, it has been shown that intracellular reactive oxygen species
(ROS) accumulation was attenuated by pretreatment with procyanidin B2 (Mazumdar et al.,
2011). In addition to antioxidative capacity, polyphenols may exert protective effect by
selective inhibition or stimulation of key protein into cell signaling cascades. Flavanols are
also potent antioxidants in lipid systems where they reduce oxidative modifications of
membranes by restricting access of oxidants to the bilayer and propagation of lipid oxidation

in hydrophobic membrane matrix (Verstraeten et al., 2003).

CONCLUSIONS

Pesticide, sulcotrione or Mikado® and grape extract, alone, can induce target plant cell death.
Mixture of pesticide and grape marc suggest a potentiating effect of grape extract by adjuvant

elements of Mikado®™.

Herbicides and grape marc can trigger oxidative stress resulting in disruption of
cellular metabolism. We provide evidence that mixture (herbicide and grape marc) triggers
specific gene expression for stress-associated proteins. Add of grape marc to herbicide
products, sulcotrione or Mikado®™, had different effects according to herbicide (active product
or commercial form) and genes are shown differently expressed. Therefore, adjuvant product
can modify biological features of sulcotrione. Moreover, grape marc can enhance biological

effects of sulcotrione and Mikado® with different gene expression features.
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La toxicité de I’herbicide et de son
produit formulé sur le métabolisme
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Génotoxicité de la sulcotrione et ses photoproduits sur les méristemes

racinaires d’Allium cepa.

Eric GOUJON, Chaima STA, Aurélien Trivella, Pascale Goupil, Claire
Richard, Gérard Ledoigt

Cet article fait I’objet d’une soumission au journal Pesticide Biochemistry and Physiology)

Contexte

L’utilisation raisonnée des produits phytosanitaires dans le domaine agricole est
devenue un enjeu majeur pour atteindre les objectifs fixés par les Directives européenne et
nationale. La dégradation est la transformation du pesticide provoquant des modifications de
la structure moléculaire avec apparition de métabolites. Dans ce but, nous nous sommes
focalisés sur I’étude de I’impact génotoxicique, non seulement, de la sulcotrione pure, mais

aussi de ses dérivés (photoproduits apres irradiation) sur Allium cepa.

L'objectif de ce travail était aussi, en partie, l'extrapolation a une autre plante,

monocotylédone, des résultats observés sur V. faba.

Résultats

L’analyse d’une solution irradiée de sulcotrione 4 2.10* M a montré la présence de la
sulcotrione mais aussi d’un cocktail de photoproduits composé¢ de CMBA et Xanthene. La
cytotoxicité potentielle de I’herbicide a été étudiée avant et apres irradiation. L’indice
mitotique diminue de fagon significative par rapport aux plantes témoins, que ce soit pour les
plantes traitées 48 heures a la sulcotrione pure ou a la sulcotrione irradiée. On note la
présence d’anomalies chromosomiques, pendant la division cellulaire, dans les méristémes
racinaires d’Allium cepa. Les changements morphologiques des chromosomiques se
présentent par des cellules représentant des chromosomes retardataires qui n’ont pas rejoint la
plaque équatorial, des vagabonds, des ponts anaphasiques, des fragments de chromosomes. ..
on a pu montrer que l'irradiation de la sulcotrione a renforcée la toxicité de 1'herbicide et a

conduit a un taux d'aberration chromosomique plus élevé chez Allium cepa.
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Conclusions

Les résultats de cette étude confortent les précédentes données obtenues chez Vicia
faba montrant une toxicité de la sulcotrione. Les données ont montré une toxicité du mélange
de sulcotrione aprés photodégradation. La sulcotrione pure et irradiée provoque une
diminution dose-dépendante de l'index mitotique. Les photoproduits augmentent les
fréquences d'anomalies chromosomiques. Le cocktail sulcotrione photodégradée a montré une
plus grande toxicit¢ du mélange de molécule mere. Nous démontrons ici que les
photoproduits de la sulcotrione sont aussi génotoxiques et que le taux de toxicité de ces

derniers est plus élevé.
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Le concept de biosurveillance, basé sur la réponse biologique des organismes aux
polluants, est en plein essor. Les marqueurs biologiques ou biomarqueurs chez les animaux et
les plantes, jouant le role « sentinelles » constituent une approche efficace pour évaluer les
effets d’une contamination de 1’environnement sur des écosystemes et sur la santé humaine
(Lafaurie, 1995). C’est une véritable « toxicologie qui se développe ». La connaissance des

symptomes permet de diagnostiquer I’impact du polluant.

On a commencé par I’étude de la génotoxicité, Une exposition courte a une
concentration réaliste de 1’herbicide induit déja des modifications a 1’échelle macroscopique.
En effet, la sulcotrione inhibe 1’élongation des racines de Vicia faba par rapport aux témoins.
Les racines des plantes traitées sont moins longues, ceci est peut étre di a une corrélation avec
I’indice mitotique (IM). L’allongement des cellules est inhibé par le blocage des mitoses au
niveau du méristéme. Certains auteurs font le rapprochement entre ces deux parameétres. Par
exemple, Rank et Nielsen (1997) constatent chez Allium cepa que s’ils choisissent pour
concentration maximale d’étude celle permettant d’inhiber la pousse des racines de 50 %,
I’indice mitotique ne descendra jamais en dessous de 50% du témoin, théorie qu’ils ont

vérifiée avec tous les toxiques étudiés, dont ’'HM.

De Marco et al. (2005) trouvent une trés forte corrélation positive entre la longueur de
la racine primaire de Vicia faba et le nombre de micronoyaux retrouvés dans les méristemes
de ces mémes racines. L’explication logique peut en étre que plus I’organisme croit et plus ses
cellules se multiplient, augmentant mathématiquement la probabilité de survenue d’une Iésion
de I’ADN. Nous n’avons pour notre part constaté aucune corrélation entre ces deux grandeurs,
ceci étant en partie dii au fait que les racines employées pour les mesures ne sont pas les

mémes.

On sait que lorsque I’'IM diminue en-dessous d’un certain seuil, la fréquence de
micronoyaux a tendance a diminuer également. De plus, comme expliqué au paragraphe
précédent, un plus grand nombre de mitoses signifie également un plus grand risque de
formation de micronoyaux. Pourtant, aucune corrélation claire n’a été établie entre ces deux

parametres.

On a voulu voir s’il existe une corrélation entre la I'IM et la aberrations
chromosomiques. On a constaté que la fréquence des aberrations chromosomiques diminue en
augmentant la concentration de 1’herbicide. Donc aucune corrélation entre 1I'IM et les

aberrations chromosomiques n’est montrée. Certaines aberrations chromosomiques peuvent se
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transformer en micronoyaux et peut expliquer le fait de 1’augmentation de la fréquence de
MCN pour les concentrations les plus élevées en herbicide. Nous avons en revanche trouvé
une corrélation entre 1’élongation racinaire et I’IM. Pour les autres parameétres (MCN, IM et
aberrations chromosomique), nous n’avons trouvé aucune corrélation. Ils sont donc

indépendants les uns des autres, non redondants, et peuvent apparaitre en parallele.

D’autres modifications aux niveaux des racines de V. faba sont observées, le
traitement entraine la rigidité et le brunissement des racines, caractéristiques d’un stress. A
titre d’exemple, des études ont montré que le changement de la coloration des racines est
associ¢ a une mort cellulaire dans les zones contenant une forte concentration en métal
(Wierzbicka, 1987; Tung and Temple, 1996b; Seregin et al., 2004). Donc I’hypotheése émise
dans cette étude est que le stress oxydant est impliqué dans les mécanismes de résistance des
cellules de V. faba suite au traitement d’herbicide. Les contaminants organiques tels que les
pesticides sont capables d’altérer le systtme de défense de 1’organisme suite a la production
de composés radicalaires tel que le radical hydroxyde (OH") et le peroxyde d’hydrogene
(H20,) (Rodriguez-Ariza, 1993, Sole et al., 1995, Khessiba et al., 2001). Les xénobiotiques
sont capables de produire des radicaux libres dits primaires ou de ROS qui dérivent de
I’oxygene par des réductions a un électron tels I’anion superoxyde O; et le radical hydroxyle
OH (Lopez et al., 2007). Ceci peut expliquer 1’augmentation de la production de H,O, suite
au traitement des plantes par la sulcotrione, le Mikado® ou les cocktails. H>0, semble étre
l'espece réactive principale de l’oxygéne impliquée dans la toxicité des contaminants
organiques, et qui peut étre précurseur de radicaux (Sellami et al., 2012). Au niveau cellulaire,
les enzymes antioxydantes sont capables de neutraliser ces especes réactives de 1’oxygene.
Parmi ces enzymes la catalase réduit le peroxyde d’hydrogéne en eau (H,O) et oxygeéne
moléculaire (O,). L’¢élimination de H,O, est assurée notamment par la catalase et la gaiacol
peroxydase. Nous avons monté la présence d’une activité considérable de ces enzymes, une
augmentation de 1’activité CAT ainsi que celle de la gaiacol peroxydase (GPX) dansles

cellules méristematiques de V. faba a été noté.

Le traitement des plantes semble provoquer une altération de la membrane plasmique
a travers une dégradation par oxydation des lipides et I’attaque des acides gras polyinsaturés.
En effet, nous avons montré une accumulation importante de malondialdéhyde, 1'un des
produits de lipoperoxydation membranaire dans les cellules méristématiques. Cette

lipoperoxydation semble étre due a un effet indirect de I’herbicide ou des cocktails par les
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radicaux libres qu’ils engendrent (Schiitzendiibel er al., 2001, De Vos et al., 1993).

L’accumulation des ROS (H,0,) confirme cette interprétation.

Lors de notre étude, nous avons montré un blanchiment de la partie aérienne de V.
faba aprés un traitement par ’herbicide (Sta et al, 2011). Ceci confirme les données
scientifiques de Schulz ez al.,.1993 qui a montré que le site premier d’action de la sulcotrione
est celui de la 4-hydroxy-phényl-pyruvate-dioxygénase (4-HPPD) et que la sulcotrione affecte
la photosynthése en inhibant cette enzyme. La sulcotrione cause des forts blanchiments qui
sont accompagnés par une diminution des niveaux de concentrations en chlorophylles et en
caroténoides. Ces symptodmes ont conduit a 1'hypothése que la sulcotrione est un herbicide
pourrait inhiber 1'enzyme, phytoene désaturase (Susan et al., 1995) qui est la cible de 1'enzyme
de la plupart des herbicides de blanchiment connus et par suite blocage de la voie de
biosynthese de caroténes (Sandmann ef al., 1989). La plastoquinone agit comme intermédiaire
entre transporteur d’électron des caroténoides désaturase et la chaine de transport d’électrons
photosynthétiques (Susan ef al., 1995). La sulcotrione cause donc chez les plantes sensibles
de forts blanchiments qui sont accompagnés par une diminution des niveaux de
concentrations en chlorophylles et en caroténoides ainsi que par une accumulation massive de
phytoene (Soeda et al, 1987, Mayonado ef al.,1989). Il y a ainsi diminution du taux de
caroténoides et accumulation de phytoene, par suite de I’inhibition de la synthése de
caroténoides comme cela a été montré chez Arabidopsis (Kim et al., 2001). Beyer et ses
collaborateurs (1994) ont montré que plusieurs classes de quinones jouent un role important
dans la désaturation des caroténoides. D’autres études témoignent de facon concluante que
plastoquinone et tocophérol sont des composantes essentielles dans la réaction de désaturation
de phytoene chez les plantes supérieures (Susan ef al., 1998). Nous avons aussi remarque une
diminution du taux du tocophérol dans les feuilles de V. faba, ceci peut étre expliqué par le
fait que les tricétones entreraient en compétition avec le fonctionnement de I’enzyme 4-
hydroxy-phényl-pyruvate-dioxygénase (4-HPPD) pour les sites enzymatiques de synthéses de
tocophérols et plastoquinone (Schulz ef al., 1993 et Secor, 1994). Norris et al., (1995) ont
suggéré que la 4-hydroxy-phényl-pyruvate-dioxygénase est une composante du parcours qui
permet de convertir la tyrosine en plastoquinone et a-tocophérol. D’autre part, 1’élévation du
taux de la MDA associé au stress oxydant induit par la sulcotrione, pourrait aussi avoir des
conséquences sur la fonction photosynthétique. En effet une peroxydation des lipides
chloroplastiques riches en acides gras polyinsaturés peut affecter la structure des membranes

thylacoidiennes et inhiber par conséquent la photosynthése (Ben Youssef ez a/ , 2005).

~ 68 ~



Une diminution de la croissance foliaire observée chez V. faba est la conséquence de
I’altération de la photosynthése. Elle peut aussi avoir comme origine les troubles
physiologiques touchant 1’alimentation hydrique et minérale. Des études ont montré que la
présence d'herbicide en milieu aquatique est dommageable pour la croissance de certaines
algues (Fairchild et al., 1997). Des perturbations de I’absorption de I’eau par les racines sont
montrées dans les plantules de feves traitées par 1’herbicide ainsi que par les cocktails. Ces
symptomes observés en situation de stress sont la conséquence d’une altération de
I’homéostasie cellulaire suite a forte accumulation de radicaux libres oxygénés. Les ROS sont
produites pendant un métabolisme normal de la plante, mais 1’augmentation de leur
concentration intracellulaire est souvent synonyme de stress. L’augmentation de la production
des ROS chez V. faba semble étre responsable d’une manicre directe ou indirecte, de
nombreux dommages par oxydation. Ces dommages touchent des lipides, des protéines et le
noyau cellulaire. Cependant ces ROS semblent jouer le réle de messagers secondaires
entrainant une accumulation des transcrits de génes codant pour des protéines de stress et des
enzymes antioxydantes. Nous avons montré une accumulation des transcrits APX, HSP70.1,

ubiquitin, Cat, Cu-ZnSODcy et Cu-ZnSODch.

En dépit de leur nature extrémement réactive, les ROS ne sont pas uniquement
impliquées dans des réponses déléteres chez les végétaux. De nombreuses études ont montré
que les ROS peuvent aussi intervenir dans les signalisations responsables de I’induction et de
la régulation de nombreux geénes de défenses (protéines chaperonnes, « Heat Shock
Proteins »; enzymes antioxydantes, comme ascorbate peroxydase APX, glutatione-S-
transferase GST; protéines associées a la pathogénése « PR proteins » (Larkindale et al.,

2005; Zago et al., 2006).

D'apres nos résultats, le déclenchement de la mort cellulaire semble dépendre de la
concentration en molécule active, du type moléculaire et de la durée du traitement. En effet
les herbicides provoquent une perte d’intégrité¢ cellulaire. La mort cellulaire pourrait étre
lainduite par une augmentation de ROS, mais aussi générer leur production. Ces derniers sont
aussi considérés comme agents régulateurs de la mort cellulaire programmée (PCD) chez les
plantes (Dat et al., 2003; Van Breusegem et al., 2006). Ces espéces réactives de 1’oxygene
(ROS) peuvent, par ailleurs, endommager les molécules biologiques avec des effets
secondaires d’altération de 1’état de I’organisme (Bebianno et Barreira 2009). Ce processus de
mort cellulaire, actif et programmé génétiquement, se retrouve tout au long de la vie des

plantes. En effet différents types cellulaires ou organes sont €liminés, au moment approprié,
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au profit de I’organisme et de la population. Ils constituent des modeles de la PCD végétale.
Au cours du développement, la PCD est impliquée dans de nombreux phénomeénes comme la
germination (couche aleurone), la différentiation des vaisseaux conducteurs de la séve brute et
¢laborée, la croissance (coiffe racinaire), la reproduction (tube pollinique), ou bien encore la
sénescence (feuille). La PCD pourrait étre une stratégie de défense adoptée par les plantules
de féve traitées par I’herbicide ou les cocktails a travers I'élimination des cellules
contaminées. La PCD joue un rdle crucial dans la régulation du renouvellement cellulaire et
donc indirectement dans la régulation du renouvellement des protéines. La génotoxicité a
comme origine une production accrue des ROS (Wang et Huang, 1994; Rosa et al., 2003)
mais elle pourrait aussi résulter de I’inhibition des enzymes intervenant dans les processus de
réparation de I’ADN (Hartwig, 1998; Liitzen et al, 2004) ce qui entrainerait la mort

cellulaire.

Nos résultats ont montré que les cocktails ont des réponses physiologiques,
métaboliques et moléculaires toujours plus importantes que ’extrait végétal ou méme les
herbicides seuls. Ceci témoigne de I’importance de I’extrait végétal ajouté pour un rdle de
photoprotecteur, empéchant la dégradation de la molécule active, qui renforce ainsi 1’effet de
I’herbicide. L’intérét de ce mélange sur V. faba, s’est révélé bien plus avantageux que
I’utilisation des molécules seules. Une synergie d’action existe donc entre les deux composés,

sulcotrione et extrait de raisin, leur association se montrant en effet beaucoup plus efficace.
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« Sirs », « propres» et méme « respectueux de la santé et de I’environnement »,
I’industrie phytosanitaire use de tous les arguments pour convaincre du bien-fondé de 1’usage
de ses désherbants, insecticides et autres pesticides. Face a ces discours, les faits sont pourtant
bien 1a: accidents industriels, pesticides interdits ou périmés expédiés dans les pays en voie de
développement, contamination des eaux, de l’air et des fruits et légumes, atteinte a la
biodiversité, cancers... des faits qui, mis bout a bout, pésent définitivement en faveur d’une
réduction de I’utilisation des pesticides. D’autant plus que les alternatives existent. Afin de
minimiser les effets nocifs des pesticides et protéger I’environnement, on avait mis pour
objectifs dans notre étude, I’évaluation de I’impact d’un herbicide sur deux modéeles de
plantes en fonction des doses utilisées en agriculture et ’impact d’un composé naturel issu de

la vigne sur la toxicité des pesticides sur les végétaux.

Les résultats ont montré une phytotoxicité causé par la présence de la sulcotrione, son
produit formulé ou les cocktails engendrent des désordres relatifs a la croissance des plantules
de feves. Ces altérations se manifestent a 1’échelle de la plante entiere par une réduction de
I’élongation racinaire et de la croissance foliaire. Associée a cet effet herbicide, une action
génotoxique de la sulcotrione a été mise en évidence, ainsi que I’induction d’une mort
cellulaire. La génotoxicité est caractérisée par I’apparition de micronoyaux et d’aberrations
chromosomiques, dont 1’apparition n’est pas toujours corrélée, indiquant des mécanismes

différents pour leur formation.

A T’échelle cellulaire, nous proposons un schéma hypothétique qui semble résumer les
diverses perturbations survenues dans les cellules de plantules. Une fois absorbée, la
sulcotrione se fixe sur le récepteur de la 4-HPPD, inhibant de maniére compétitive cette
enzyme, intervenant lors de la seconde étape du catabolisme de la tyrosine et qui est
spécifique requise pour la biosynthese des caroténoides. La conversion de la 4-HPP en
homogentisate (HGA) ne se fait pas. Ce dernier est normalement le précurseur aromatique des
vitamines E (tocophérol) et des plastoquinones, molécules indispensables au fonctionnement
photosynthétique et a la lutte contre le stress oxydant. La déficience en plastoquinone, qui
devrait étre placé dans la membrane des thyllacoide pour recevoir les e provenant du
photosystéme II et les transférer sur le complexe cytochrome b6/f, provoque une altération de
la photosynthése. Ceci pourrait étre a ’origine de la stimulation de la production des ROS.

Ces derniers sont nocifs pour la cellule et leur présence au niveau de la membrane plasmique

~ 72 ~



Elimination du conjugué

)

S <l

- E =) | Lipoperoxydation

M embranai

@)
....

/ ...Ooo

les systemes
de détoxication

Systémes enzymatiques:

| SOD, CAT, GPX, Cypes Indice
La régulation de la prolifération n‘itotique
et de la survie
APX, CAT, HSP70.1 Expression,

Mort cellulaire programmée CuZnion des fenfs

AHerrations
chromgsol

Génotoxicité nues

/

Figure 24: Schéma hypothétique décrivant les manifestations cellulaires
probables survenues chez les plantules de féves suite au traitement par ’herbicide
ou les cocktails.

~ 73 ~



des cellules et des membranes thylacoidiennes semble provoquer une oxydation des acides
gras polyinsaturés d’ou la lipoperoxydation membranaire. Les conséquences de la
peroxydation des lipides membranaires sont nombreuses. Les membranes deviennent rigides,

perdent leur perméabilité sélective, et sous conditions extrémes, peuvent perdre leur intégrité.

Les plantules sont capables de métaboliser activement la sulcotrione et répondre a la
production intracellulaire des ROS qui peut perturber I’homéostasie redox. Les cellules de
V.faba semblent développer des systemes de défense, les enzymes du métabolisme, dont les
cytochromes P450 (CYP), jouent un role central dans la biotransformation, le métabolisme
et/ou la détoxification de composés étrangers a I’organisme (Gueguen et al., 2006b). Ces
systetmes de détoxification font intervenir des mécanismes enzymatiques et d’autre non
enzymatiques. Les systemes enzymatiques font appel a la gaiacol peroxydase, la catalase et
peut étre d’autres enzymes comme la superoxyde dismutase. Les produits issus de la
peroxydation lipidique sont en général des aldéhydes peuvent diffuser a travers les
membranes et atteindre d’autres compartiments cellulaire. Ces aldéhydes peuvent agir comme
agent de pontage et peuvent jouer un role dans 1’agrégation des protéines. Les produits de la
peroxydation lipidiques pourraient inhiber les fonctions enzymatiques. Au niveau du noyau
cellulaire, les aldéhydes réagissent avec les bases des acides nucléiques, pourraient modifier
la structure de I’ADN en formant des adduits, nous avons montré que les herbicides ou les
cocktails pourrait engendrer une diminution de I’indice mitotique, et une apparition
d’anomalies chromosomiques touchant la structure et le nombre de chromosome dans les
méristémes racinaires de Vicia faba ( mais aussi d’Allium cepa). Ces effets génotoxiques
pourrait €tre directs ou indirects a travers 1’action des ROS. Ces derniers semblent jouer un
role de messager secondaire qui entraine la surexpression de certains genes liés au stress
causé par les herbicides ainsi que les mélanges. Une accumulation de transcrits codant pour
plusieurs types de protéines. Une réponse cellulaire, suite a la détection des modifications
déléteres produites dans la molécule d’ADN et les membranes cellulaires, émet un signal
d’alarme. Dans notre cas, la cellule active la machinerie qui meéne a la mort cellulaire.
L’extrait végétal a renforcé les modifications des parametres normaux de 1’environnement

cellulaire.

L’ensemble de ce travail est une contribution a 1’étude des effets de la sulcotrione sur
la plante a intérét économique et alimentaire important, s’inscrivant dans le cadre de 1’étude

de I’effet de cet herbicide sur les chromosomes. En perspectives a ce travail, il serait
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intéressent d’étudier D’effet de [D’extrait végétale sur le potentiel toxicologique des
photoproduits de la sulcotrione mais aussi sur d’autres pesticides de famille chimique
différente mais étant facilement photodégradable. Cette étude pourra étre approfondie par la
détermination des genes spécifiques propre au stress causé par 1’herbicide et 1’étude détaillée

des voies de signalisations.
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Annexe I
1 - IDENTITE
Substance active : sulcotrione
Source de I'information : Réglement n° 1107/2009
Activité biologique principale : herbicide
Famille chimique : tricétone
Dénominations

ISO : sulcotrione
NOU : sulcotrione
PRO : sulcotrione
ANC : chlormesulone
CAS :99105-77-8

Noms chimiques

Formule brute : C14 H13 C1 05 S

CA : 2-[2-chloro-4-(methylsulfonyl)benzoyl]-1,3-cyclohexanedione
IUPAC : 2-(2-chloro-4-mesylbenzoyl)cyclohexane-1,3-dione
Poids moléculaire : 328.77

Formule plane :

A
2 - PROPRIETES PHYSIQUES ET CHIMIQUES

2.1 ETAT PHYSIQUE

¢ solide amorphe

2.2 PRESSION DE VAPEUR (TENSION DE VAPEUR)

¢ 539pPaa25°C
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2.3 CONSTANTE DE HENRY
2.4 SOLUBILITES DANS L'EAU
o 0.165g/La25°C

2.5 SOLUBILITES DANS LES SOLVANTS ORGANIQUES

acetone : 40 g/L a 25 °C

chlorobenzene : 10 g/L. a 25 °C

ethanol : <6 g/L a 25 °C

xylene : <6 g/L. a 25 °C
2.6 COEFFICIENT DE PARTAGE OCTANOL/EAU
.7 VITESSE D'HYDROLYSE (STABILITE)
o temps de demi-vie : 100 jour(s) a 25 °C et au pH de 7 - EPA
2.8 VITESSE DE PHOTOLYSE DANS L'EAU
2.9 DISSOCIATION DANS I'EAU
3 - TOXICITE
3.1 ABSORPTION, DISTRIBUTION, ELIMINATION ET METABOLISME
3.2 ABSORPTION CUTANEE

3.3 TOXICITE AIGUE PAR VOIE ORALE

e DLSO0 rat : >5000 mg/kg - Sexe : MF - Souche : Sprague Dawley - Véhicule : en
solution dans I'huile de mais - Méthode : EPA / OCDE

3.4 TOXICITE AIGUE PAR VOIE DERMALE

e DL50 lapin : >4000 mg/kg - Sexe : MF - Souche : Stauffland - Méthode : EPA /
OCDE

3.5 TOXICITE AIGUE PAR INHALATION

o Toxicité aigue par inhalation, 4 heures, rat - Sexe : MF - Souche : Wistar derive
CL50 : >=1.63 mg/l d'air

3.6 IRRITATION CUTANEE

e Test d'irritation cutanée, lapin : non irritant - Méthode : Draize
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3.7IRRITATION OCULAIRE

Test d'irritation oculaire, lapin : moderement irritant - Méthode : Draize

3.8 SENSIBILISATION CUTANEE

Sensibilisation retardée par voie cutanée, cobaye : sensibilisant
Magnusson et Kligmann

3.9 GENOTOXICITE

3.10 TOXICITE A TERME ET CANCEROGENESE

Toxicité par voie orale, 2 ans , rat - Sexe : M - Souche : CD
NOAEL =1 ppm

Toxicité par voie orale, 2 ans , rat - Sexe : F - Souche : CD
NOAEL =20 ppm

Toxicité par voie orale et étude de la cancérogenese, 18 mois , souris - Sexe : M -
Souche : CD-1
NOAEL = 3000 ppm

Toxicité par voie orale et étude de la cancérogenese, 18 mois , souris - Sexe : F -
Souche : CD-1
NOAEL =350 ppm

3.11 TOXICITE SUR LA REPRODUCTION ET LE DEVELOPPEMENT

Reproduction sur deux générations par voie orale, rat
DSE parents = 0.05 mg/kg/j

DSE descendance = 0.05 mg/kg/j

DSE reproduction = 0.5 mg/kg/j

toxicite generale

Tératogenése par voie orale, rat
DSE foetus = 100 mg/kg/j

Tératogenése par voie orale, lapin
DSE foetus = 300 mg/kg/j

3.12 NEUROTOXICITE

3.13 AUTRES ETUDES

3.14 DOSE JOURNALIERE ACCEPTABLE (DJA)

DJA =0.0004 mg/kg/j NOAEL =0.04 mg/kg p.c./j (2 ans, voie orale, rat )
(Décision de I'Union Européenne )
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e la DJA est basée sur une LOAEL mais le facteur de sécurité 100 est suffisant compte
tenu de la pente de la courbe dose-réponse

3.15 DOSE DE REFERENCE AIGUE (DRfA ou ARfD)

e ARFD : non pertinent
(Décision de 1'Union Européenne)

3.16 NIVEAU D'EXPOSITION ACCEPTABLE POUR L'OPERATEUR (NEAO ou
AOEL)

e AOEL =0.0006 mg/kg/j NOAEL =0.06 mg/kg p.c./j (Reproduction sur deux
générations, rat )
(Décision de 'Union Européenne )

4 - COMPORTEMENT DANS L'ENVIRONNEMENT
4.1 COMPORTEMENT DANS LE SOL

4.1.1 VOIES DE DEGRADATION

4.1.2 VITESSE DE DEGRADATION

4.1.2.1 VITESSE DE DEGRADATION : EN LABORATOIRE, CONDITIONS
AEROBIES

¢ Substance active
DT50 (exprimé en jours) : 24
DT90
Temp : 25 °C
Sol : limon fin - USA - Atterberry / lowa- MO : 4.2 % -pH : 5.6

¢ Substance active
DT50 (exprimé en jours) : 15
DT90
Temp : 25 °C
Sol : sable - FRA - Toulouse - MO : 1.4 % -pH : 5.2

¢ Substance active
DT50 (exprimé en jours) : 74
DT90
Temp : 25 °C
Sol : limon sableux - USA - San Jose - MO : 0.3 % -pH : 7.3
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4.1.2.2 VITESSE DE DEGRADATION : EN LABORATOIRE, CONDITIONS
ANAEROBIES

4.1.2.3 VITESSE DE DEGRADATION : AU CHAMP

¢ Substance active
DTS0 (exprimé en jours) - Min : 2 - Max : 6
DT90
Sol :

4.1.2.3 VITESSE DE DEGRADATION
4.1.2.4 PHOTODEGRADATION : EN LABORATOIRE, CONDITIONS AEROBIES

4.1.2.5 PHOTODEGRADATION : EN LABORATOIRE, CONDITIONS
ANAEROBIES

4.1.2.5 PHOTODEGRADATION

4.1.3 MOBILITE DANS LE SOL : ADSORPTION

¢ Substance active
Koc (exprimé en mL/g) : 6.6 -
Sol : sable - FRA - Toulouse - %MO : 1.4 % -pH : 5.2

¢ Substance active
Koc (exprimé en mL/g) : 5.3 -
Sol : limon sableux - FRA - Velisy - %MO : 6.6 % - pH : 4.9

¢ Substance active
Koc (exprimé en mL/g) : 8.98 -
Sol : limon sableux - USA - San Jose - %MO : 0.3 % -pH : 7.3

¢ Substance active
Koc (exprimé en mL/g) : 1.82 -
Sol : limon fin - USA - Atterberry / Iowa - %MO : 4.2 % - pH : 5.6

¢ Substance active
Koc (exprimé en mL/g) : 1.08 -
Sol : limon argileux - USA - Luling - %MO : 1.8 % -pH : 7.5

e Substance active
Koc (exprimé en mL/g) : 123 -
Sol : limon sableux - USA - %MO : 2 %

¢ Substance active

Koc (exprimé en mL/g) : 160 -
Sol : argile - X - %MO : 1.7 %
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+« Substance active
Koc (exprimé en mL/g) : 17 -
Sol : limon - X - %MO : 2.1 %
« Substance active

Koc (exprimé en mL/g) Min : 1.08 - Max : 8.98
Sol :

4.1.4 MOBILITE DANS LE SOL

4.1.4.1 MOBILITE DANS LE SOL : AUTRES ETUDES AU LABORATOIRE
4.1.4.2 MOBILITE DANS LE SOL : AUTRES ETUDES AU CHAMP

4.2 COMPORTEMENT DANS L'EAU

4.2.1 PRODUITS D'HYDROLYSE

4.2.2 VITESSE D'HYDROLYSE
o temps de demi-vie : 100 jour(s) a 25 °C et au pH de 7 - EPA
4.2.3 PRODUITS DE PHOTOLYSE DANS L'EAU

4.2.4 VITESSE DE PHOTOLYSE DANS L'EAU

4.2.5 BIODEGRADATION FACILE

4.2.6 VOIES DE DEGRADATION DANS LE SYSTEME EAU-SEDIMENT

4.2.7 VITESSE DE DISSIPATION DANS LE SYSTEME EAU-SEDIMENT

4.2.7.1 VITESSE DE DISSIPATION - CONDITIONS AEROBIES, OBSCURITE
4.2.7.2 VITESSE DE DISSIPATION - CONDITIONS AEROBIES, LUMIERE
4.2.7.3 VITESSE DE DISSIPATION - CONDITIONS ANAEROBIES, OBSCURITE
4.2.7.4 VITESSE DE DISSIPATION - CONDITIONS ANAEROBIES, LUMIERE
4.2.7.5 VITESSE DE DISSIPATION

4.3 COMPORTEMENT DANS L'AIR

4.3.1 PRESSION DE VAPEUR

e 539pPaa2s°C
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4.3.2 CONSTANTE DE HENRY

4.3.3 VITESSE DE DEGRADATION DANS L'AIR

5 - ECOTOXICITE

5.1 EFFETS SUR LES OISEAUX ET SUR LES AUTRES VERTEBRES
TERRESTRES

5.1.1 TOXICITE ORALE AIGUE CHEZ LES OISEAUX

e Anas platyrhynchos - DL50 : >1350 mg/kg p.c. - Véhicule : en solution dans I'huile
de mais - Méthode : EPA

o Colinus virginianus - DL50 : >2250 mg/kg p.c. - Véhicule : en solution dans 'huile
de mais - Méthode : EPA

5.1.2 TOXICITE ALIMENTAIRE CHEZ LES OISEAUX

e Anas platyrhynchos - CL50 : >5620 mg/kg aliment - Durée d'exposition : 5 jours -
Véhicule : en solution dans l'huile de mais - Méthode : EPA

e Colinus virginianus - CL50 : >5620 mg/kg aliment - Durée d'exposition : 5 jours -
Véhicule : en solution dans 1'huile de mais - Méthode : EPA

5.1.3 TOXICITE SUR LA REPRODUCTION CHEZ LES OISEAUX

5.1.4 TOXICITE ORALE AIGUE CHEZ LES AUTRES VERTEBRES TERRESTRES
5.1.5 TOXICITE CHRONIQUE CHEZ LES AUTRES VERTEBRES TERRESTRES
5.2 EFFETS SUR LES ORGANISMES AQUATIQUES

5.2.1 TOXICITE AIGUE CHEZ LES POISSONS

¢ Cyprinus carpio - CL50 : 240 mg/L - Durée d'exposition : 96 heures - Exposition
statique

¢ Oncorhynchus myKiss (ex Salmo gairdneri) - CL50 : 227 mg/L - Durée
d'exposition : 96 heures - Exposition statique

5.2.2 TOXICITE CHRONIQUE CHEZ LES POISSONS

5.2.3 BIOCONCENTRATION CHEZ LES POISSONS

5.2.4 TOXICITE AIGUE CHEZ LES INVERTEBRES AQUATIQUES VIVANT DANS
L'EAU OU LE SEDIMENT

o Daphnia magna - CES0 : >100 mg/L - Durée d'exposition : 24 heures
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Daphnia magna - CE50 : >100 mg/L - Durée d'exposition : 48 heures

5.2.5 TOXICITE CHRONIQUE CHEZ LES INVERTEBRES AQUATIQUES VIVANT
DANS L'EAU OU LE SEDIMENT

5.2.6 EFFETS SUR LA CROISSANCE DES ALGUES ET SUR LES PLANTES
AQUATIQUES

e algue - CEb50 : 3.5 mg/L

5.2.7 AUTRES ETUDES AQUATIQUES - EFFETS SUR MICRO ET MESOCOSMES

5.2.8 CONCENTRATION SANS EFFET PREVISIBLE POUR LES ORGANISMES
AQUATIQUES (PNEC)

e PNEC =5.1 pg/L basée sur :

matériel de test : sulcotrione

étude : toxicité chez la plante aquatique (Lemna gibba)
CE50=0.051 mg/L FS=10

décision de AF le 30/03/10

5.3 EFFETS SUR LES ABEILLES

5.3.1 TOXICITE AIGUE

¢ Abeille - DL50 Contact : >200 pg/abeille - DLS50 Orale : >50 pg/abeille

5.4 EFFETS SUR LES ARTHROPODES TERRESTRES AUTRES QUE LES
ABEILLES

5.5 EFFETS SUR LES VERS DE TERRE ET AUTRES MACRO-ORGANISMES NON
CIBLES DU SOL supposés étre exposés a un risque

5.5.1 TOXICITE AIGUE
5.5.2 EFFETS SUR LA REPRODUCTION
5.6 EFFETS SUR MICRO-ORGANISMES NON CIBLES DU SOL

5.7 EFFETS SUR D'AUTRES ORGANISMES NON CIBLES (FLORE ET FAUNE)
supposés étre exposés a un risque

5.8 EFFETS SUR LES METHODES BIOLOGIQUES DE TRAITEMENT DES EAUX
USEES
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6 - VALEURS REGLEMENTAIRES

CLASSEMENT TOXICOLOGIQUE - Directive substances dangereuses (67/548/CEE)
Xn N R43 R48/22 R50/53 R63

Classe(s) CMR :
Substance toxique pour la reproduction, troisiéme catégorie

Nocif (Xn)

Dangereux pour l'environnement

R43 peut entrainer une sensibilisation par contact avec la peau

R48/22 nocif : risque d'effets graves pour la santé en cas d'exposition prolongée par ingestion
R50/53 tres toxique pour les organismes aquatiques, peut entrainer des effets néfastes a long
terme pour l'environnement aquatique

R63 risque possible pendant la grossesse d'effets néfastes pour I'enfant

CLASSEMENT TOXICOLOGIQUE - CLP (CE 1272/2008)
ATP 5

Pictogramme(s) de danger :

SGHO7 SGHO08

Mention d'avertissement : Attention

Sensibilisation cutanée, catégorie 1A
H317 Peut provoquer une allergie cutanée

Toxicité pour la reproduction, catégorie 2(d)
H361d Susceptible de nuire au foetus

Toxicité spécifique pour certains organes cibles - Exposition répétée, catégorie 2
H373 Risque présumé d'effets graves pour les organes a la suite d'expositions répétées ou
d'une exposition prolongée

Dangers pour le milieu aquatique - Danger aigu, catégorie 1, Facteur M aigu : 1 (ANSES en
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accord avec le réglement 1272/2008)
H400 Tres toxique pour les organismes aquatiques

Dangers pour le milieu aquatique - Danger chronique, catégorie 1, Facteur M chronique : 1

(ANSES en accord avec le réglement 1272/2008)
H410 Tres toxique pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a long terme
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Annexe II :

A-Extraction des ARN- Systéme KIT TRI-REAGENT (Sigma ou Euromedex)
-Broyage des tissus dans N2 Liquide.
-Transfert du broyat dans des tubes eppendorf 2mL stérile.

Attention : le broyat ne doit pas dépasser le 1/3 du tube pour obtenir une purification
différentielle des ARN vis-a-vis de I’ADN génomique.

-Ajouter ImL de TRI-REAGENT- Agiter dans un vortex.

-Lyser 5 min dans la glace

-Ajouter 300uL de chloroforme (déprotéination) - Agiter dans un vortex.
- Séparation des phases 15 min dans la glace

-Centrifuger 15 min, 12000xg, 4°C

-Récupérer la phase aqueuse dans un tube stérile

-Ajouter 850uL d’isopropanol (Agiter doucement par renversement)
-Laisser 10 a 15 min a température ambiante (précipitation des ARN)
-Centrifuger 15 min, 12000xg, 4°C

-Eliminer complétement et minutieusement 1’éthanol et sécher le culot a 1’air
-Resuspendre le culot dans 30uL d’eau stérile

La resuspension peut étre assez longue si les ARN ne sont pas purs. Laisser resuspendre
dans la glace et tapoter le tube

-Centrifuger 15 min, 12 000xg, 4°C

Cette étape est indispensable pour se débarrasser de toutes les insolubilités pouvant fausser
le dosage des ARN

- Récupérer délicatement le surnageant contenant les ARN solubilisés
-Stocker les ARN a - 80°C (ou a -20°C pour un stockage non prolong¢)
B-Gel de Contréle pour tester I’intégrité des ARN

L’électrophorése des ARN en gel d’agarose nécessite 1’utilisation de tampon stérile
(autoclavé) et fraichement préparé.

TAE 50X :
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Pour 1 litre de tampon TAE 50X : 242¢g Tris base, 100mL EDTA 0,5 M (pH 8), ramener pH 8
avec acide acétique glacial (57.1 mL)

Préparation du tampon de migration :

Préparation de 600ml de tampon TAE 1x

Préparation de gel de migration : gel d’agarose 1% :

-Peser 1,5g d’agarose, ajouter 150ml de solution tampon TAEIx, faire fondre au micro-onde,
laisser refroidir, ajouter le Bromure d’Ethidium (BET) a 0,5ug/mL

-Couler le gel d’agarose le jour méme de la migration des ARN.
*Pour la cuve Midigel (10x13 cm) : 150mL de gel, 600 mL de tampon de migration
*Pour la cuve Minigel (8x10.5 cm) : 100mL de gel, 250 mL de tampon de migration
-Faire migrer 1 a 2 ug d’ARN par puits en présence de tampon de charge (mélange d’Orange
G dans 30% de glycérol)
-Migration sous 80 volts, pendant 2 a 3 heures environ.
-La visualisation des ARN s’effectue sur la table UV.
Bonne intégrité des ARN : Visualisation des ARN ribosomiques 28S, 18S et 5S.

Mauvaise intégrité des ARN : Observation de trainés sous les bandes d’ARN
ribosomiques indiquant leur dégradation.

C-Synthése des ADNc (Reverse Transcriptase Core Kit, RT-RTCK-03, Eurogentec)

-Préparer une série de tubes de thermocycleur contenant 1pL. d’ARN totaux (800ng) + 3uL de
RNase Free Water

-Placer les tubes dans le thermocycleur pendant 2 min a 70°C : Etape de dénaturation des
ARN puis retour rapide a 4°C pour éviter la renaturation

-Ajouter 6puL de solution de mix

Préparation de la solution de mix :

Pour x + 1 échantillons (ou + 2 au dessus de 10 échantillons):

Milieu réactionnel pour 1 échantillon d’ARN

- 1uL Tampon 10x

- 2uL de la solution de MgCl, 25mM (5mM final)
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- 2uL de la solution ANTP 2.5mM (500uM final)
- 0.5pL d’Oligod(t)15 ou. "Random nonamer" (2.5uM final)
- 0.2uL "RNase Inhibitor" 0.4 U/uL)

-0.25uL "EuroScript RT" (1.25 U/uL)

=6puL : Volume total de la solution mix

-Bien homogénéiser la solution de mix puis la centrifuger avant de la répartir dans les
réactions individuelles des échantillons d’ARN.

-Placer les tubes dans le thermocycleur

- 10 min 25°C : Etape initiale (hybridation des amorces oligod(T)

30 min 48°C : Etape "Reverse Transcription”

5 min 95°C : Inactivation de la "Reverse Transcriptase"

Retour a 4°C

Stocker les ADNc a -20°C

D-Vérification de la synthése des ADNc
RT-PCR de vérification de la synthése des ADNc :
-1 a SuL d’ADNCc (représentant alors 0,2 a 1ng)
-47uL de "mix" par échantillon contenant

-5uL "PCR Buffer 10x"

-1uL de la solution ANTP (10mM chacun)

-3uL de la solution de MgCl,

-1uL d’amorce "sens"

-1uL d’amorce "anti-sens"

-0.5uL Taq DNA polymerase

-Eau stérile qsp S50uL

-Mettre les échantillons dans le thermocycleur pendant 25 a 36 cycles, chaque cycle
comporte 3 phases :

- 30 sec a 95°C: Dénaturation
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- 30 sec a 56°C: Hybridation des amorces spécifiques (7m variant selon les amorces)
- 30 sec a 72°C: Elongation

-Laisser 10 min a 72°C pour obtenir des produits de PCR

E-Purification de PADN (GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit) (Amersham
Pharmacia Biotech)

- Faire une électrophorese en gel d’agarose 0,9%

- Couper les bandes obtenues et les récupérer les bandes dans des tubes Eppendorf

- Peser le gel : Il ne faut pas dépasser 300mg de gel/tube

- Ajouter un volume de "Capture buffer" qui est égal a la masse de gel

- Faire fondre le gel dans un bain-marie a 60°C pendant 15 min.

- Pendant I’incubation, placer le "GFX Column" sur le "Collection Tube"

- Apres la fonte complete du gel, centrifuger brievement

- Transférer I’échantillon dans la "GFX Column " et laisser 1min a température ambiante
- Centrifuger en microcentrifugeuse (10.000 a 16.000xg) pendant 30 sec

- Jeter le contenu de "Collection Tube " et ajouter 500uL de "Wash Buffer " a la colonne,
laisser 1 min a Température ambiante

- Centrifuger 30 sec
- Placer la colonne sur des tubes de 1.5 mL.

- Ajouter 10uL de la solution d’élution (qui consiste soit a une solution de :Tris-HCI ImM pH
8.0, TE pH 8.0 soit du I’eau bidistillée et autoclavée) pour avoir I’ADN purifiée

- Laisser 1 min a la température ambiante
- Centrifuger 1 min
- Ajouter 10puL de la solution d’élution

Laisser 1 min a température ambiante et centrifuger pendant 1 min

F-qPCR = PCR quantitative en temps réel (MasterMix, Plus pour SYBER Green,
Eurogentec)
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Milieu réactionnel :

2.5uL d’ADNCc a déposer dans les puits de la microplaque.
Protocole du mix pour x + 2 échantillons :

- 12.5uL reaction buffer 2x ;

- 1uL d’amorce "sens" a Sng/uL ;

- 1uL d’amorce "anti-sens" a Sng/pL ;

- Eau stérile qsp 25uL.

Amplification :

2 min a 50°C : Etape initiale : Dégradation des simples brins ARN par Uracil-N
glycosylase.

10 min a 95°C : Activation de la polymérase et inactivation de 1’Uracil-N glycosylase
30s a 95°C : Dénaturation
30s a 56°C : Hybridation, température selon le Tm des amorces 42 cycles
30s a 72°C : Elongation.
Retour a 4°C

Pour établir la courbe de fusion :

80 cycles de 46°C a 86°C avec une montée en température de 0.5°C par cycle.
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Résumé

La toxicité cellulaire potentielle de la sulcotrione 2-(2-chloro-4-(methylsulfonyl)benzoyl)-1,3-
cyclohexanedione, un herbicide sélectif tricétonique a été évaluée sur Vicia faba et Allium
cepa. La génotoxicité a été étudiée sur une culture hydroponique pour des traitements a
différentes concentrations de sulcotrione 10™, 10 et 2.10* M pendant 45 h. Nos résultats ont
montré que la sulcotrione provoque une augmentation dose-dépendante de la fréquence des
micronoyaux dans les cellules méristematiques des racines. Elle induit des altérations
chromosomiques & la concentration la plus faible (10°M) mais aussi une baisse de I’indice
mitotique, ce qui indique 1'effet mutagéne puissant de cette molécule. C’est le premier travail
montrant une génotoxicité de la sulcotrione. Les signes d’intoxication se manifestent par les
perturbations de la croissance foliaire et racinaires accompagnées d’un brunissement des
racines traitées de Vicia faba. Sulcotrione, Mikado®, marc de raisin et des mélanges de
sulcotrione ou Mikado® et de marc de raisin induisent la mort cellulaire. La présence des
herbicides ainsi que celle des cocktails ont entrainé 1’installation d’un état de stress oxydant
caractérisé par une production accrue d’H,0O,. La production de radicaux d’oxygene actif
s’accompagne d’une augmentation de la production de MDA et un accroissement de la mort
cellulaire. L’ajout de I’extrait de raisin aux herbicides, soit a la sulcotrione ou au Mikado®,
modifie I'expression des génes habituellement associés au stress cellulaire. Les cocktails et les
herbicides modifient I’expression des genes hsp70.1, cat, ubiquitin, APX, CuZnSOD cy et
CuZnSOD ch. Des mécanismes de défense, d’induction de geénes associés au stress et de
génotoxicité sont discutés.

Abstract

Potential cell toxicity of sulcotrione 2-(2-Chloro-4-(methylsulfonyl)benzoyl)-1,3
cyclohexanedione), a selective triketonic herbicide was evaluated on Vicia faba and Allium
cepa . Genotoxicity was studied in hydroponic culture conditions for treatment at different
pesticide concentrations 10, 10 and 2.10™ M for 45 h. Our results showed that sulcotrione
treatments caused a dose dependent increase of micronucleus frequencies in root meristematic
cells. Sulcotrione induced chromosomal alterations at the lowest concentration used (10°M)
when incubated for 42 h. We have shown a decrease in mitotic index, indicating a potent
mutagenic effect of this element. This is the first report for the genotoxicity of such a
sulcotrione herbicide. It induced a growth inhibition in both leaves and roots and a brownish
color in treated roots. Sulcotrione, trade mark Mikado®, grape marc and mixtures of
sulcotrione or Mikado® and grape marc induce cell death. The herbicides, cocktails of
products with sulcotrione, such as adjuvant in commercial product, induced several changes
for antioxidant cell state characterized by an overproduction of H,O,. Production of harmful
radicals was accompanied by increased production of MDA and increase of the cell death
rate. Addition of grape extracts to herbicides, either sulcotrione or Mikado®, had different
effects and results in different expression of genes usually associated to cell stress. Mixture of
grape marc and herbicides enhanced transcript accumulation for different effects and results
in different expression of some stress-related genes like hsp70.1, cat, ubiquitin, APX,
CuZnSOD cy et CuZnSOD ch. Mechanisms which could be associated to gene expression, cell
defense and genotoxidity are discussed.
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