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Chapitre I : Synthèse bibliographique 
 

 

1) Santé, environnement, écosystèmes 
 

 

a) De l’importance des services écosystémiques 
 
 

 

En 2000, Kofi Annan, alors secrétaire de l’Organisation des Nations Unies, alerte les autorités sur 

le besoin de surveiller et gérer durablement les écosystèmes afin de maintenir le bien-être humain. 

En 2001 est créé un groupe de surveillance scientifique en charge de l’évaluation des écosystèmes 

pour le nouveau millénaire (Millenium Ecosystem Assessment). Et le constat est amer : plus de la 

moitié des services écosystémiques sont dégradés ou utilisés de façon non durable (Tallis and Kareiva 

2005). Gretchen Daily définit les services écosystémiques comme des conditions et des procédés par 

lesquels les écosystèmes naturels et les espèces qui les peuplent, participent à et améliorent la vie 

humaine (Daily 2012). Ces services sont donc essentiels à la vie sur Terre. Parmi les plus populaires se 

compte la pollinisation : de nombreuses plantes dépendant de la pollinisation animale, un déclin des 

pollinisateurs pourrait, à terme, faire décliner le nombre d’espèces végétales sauvages et altérer le 

rendement des plantes cultivées et ainsi mettre en péril la nutrition animale et humaine (Klein et al., 

2007). Les services écosystémiques peuvent être classés en différents groupes, comme le suggère un 

rapport du Milllenium Ecosystem Assesment (figure I.1) (Corvalán et al., 2005). Les services de 

soutien tels que le cycle de l’eau ou la formation du sol sont essentiels à la production des autres 

services et sont donc à la base de cette classification. Vont découler des services de soutien, les 

services régulant ou modulant les phénomènes naturels telle que la pollinisation ; les produits 

potentiellement commercialisables tirés de certains services ; et enfin, les bénéfices non-matériels 

des écosystèmes profitables à l’Homme tels que les services culturels. 
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Services de soutien 
 

Services essentiels à la production 

des autres services (cycle de l’eau, 
formation du sol) 

 
 
 
 

 

Services de production 

 

Services correspondant aux 
produits potentiellement 
commercialisables (eau, 
alimentation) 

 
 
 
 
 

 

Services de régulation 

 

Services modulant ou régulant 
les phénomènes naturels 
(érosion, pollinisation)  

 
 

Services culturels  
 

Bénéfices non-matériels que 

l’humanité peut tirer des 

écosystèmes (écotourisme) 
  

Figure I.1 : Les différentes classes de services écosystémiques 

 

En France, les écosystèmes et leurs services sont évalués depuis 2012 via l’initiative EFESE 

(Evaluation Française des Ecosystèmes et des Services Ecosystémiques). Des groupes de travail ont 

été constitués pour étudier les services rendus par les six principaux écosystèmes présents sur le 

territoire français : les écosystèmes forestiers ; les écosystèmes agricoles ; les écosystèmes urbains ; 

les milieux humides ; les milieux marins et littoraux ; les zones rocheuses et de haute montagne. Le 

rapport intermédiaire de l’EFESE publié en 2016 alerte sur le fait que seulement 22% des habitats et 

28% des espèces d’intérêt communautaire (ou espèces protégées) apparaissent en état « favorable » 

de conservation (EFESE 2016). Or, c’est l’état écologique des écosystèmes (favorable, défavorable 

inadéquat, défavorable mauvais ou inconnu) qui conditionne leur capacité à fournir durablement des 

services. 

 

Haut lieu des services écosystémiques, les sols stockent plus de carbone que l’atmosphère et la 

végétation réunies : environ 2000 milliards de tonnes de carbone y sont stockées sous forme de 

matière organique (IPCC 2013). De plus, ils renfermeraient près du quart de la biodiversité mondiale 

actuellement décrite (Decaëns et al., 2006). Le sol ne fait pourtant pas l’objet d’une protection 

spécifique comme l’eau ou l’air et il a fallu attendre 2006 pour que la commission européenne 

reconnaisse officiellement le besoin de protéger les sols aux vues de leur dégradation sans précédent 

(European Commission 2006a). 
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La diversité des sols s’observe à la fois à l’échelle macroscopique mais également à des échelles 

plus fines, jusqu’à l’échelle microscopique. A cette échelle, différents habitats peuvent être 

caractérisés. Ceux-ci, appelés « hot-spots », sont contenus dans un faible volume dans lequel les 

interactions sont plus intenses. Ils sont classés en fonction de l’apport en carbone libre de la zone 

considérée (Kuzyakov and Blagodatskaya 2015) (figure I.2) : 

 

-La rhizosphère (2A) est le sol sous l’influence des racines des plantes et le carbone y est apporté 

principalement par les exsudats racinaires (Hartmann et al., 2008). 

 

-La détritusphère (2B) est le sol sous l’influence des résidus végétaux et le carbone y est présent 

sous forme complexe, peu assimilable, comme la lignine (Neergaard and Magid 2015). 

 

-La drilosphère (2C) est le sol sous l’influence de l’activité des vers de terre. Le carbone y est 

présent dans les turricules (fèces du ver) à la fois sous forme labile, facilement assimilable, et sous 

forme plus complexe (Schlatter et al., 2019). 

 

-Les agrégats (macro et micro) (2D) de sol contiennent de la matière organique apportée par 

lessivage de la détritusphère et de la rhizosphère (Kaiser and Kalbitz 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure I.2 : La division du sol en « hot-spots » (tirée de Kuzyakov and Blagodatskaya 2015). Quatre 

« hot-spots » peuvent être définis dans le sol : la rhizosphère (A), la détritusphère (B), la drilosphère 
(C) et les macro- et micro-agrégats (D). 
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Au niveau macroscopique, les sols peuvent être perçus à différentes échelles : du champ et 

du paysage agricole jusqu’à la région voire le pays en prenant en compte de multiples facteurs. On 

peut considérer la diversité du sol au niveau de sa texture, comme présenté en figure I.3A, mais 

également en fonction de ses propriétés physico-chimiques telles que son pH, sa teneur en carbone, 

en phosphore, et, plus globalement, en nutriments ou en eau. C’est autant d’éléments qui sont pris 

en compte pour l’exploitation des sols et c’est pourquoi les deux cartes (figure I.3A et B) qui 

présentent les différents types de sols français et les pratiques culturales sur le territoire national 

sont quasiment superposables. 

 

Le caractère hétérogène à la fois à l’échelle microscopique et macroscopique va grandement 

influencer l’activité biologique des sols qui est soutenue à près de 90% par les microorganismes qui 

accomplissent de nombreuses fonctions soutenant les services écosystémiques rendus par les sols 

(Wall et al., 2013). 
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Figure I.3 : Les différents types de sols français et pratiques culturales (d’après CGDD 2015). La carte A représente les différentes textures de sol 
retrouvées en France. La carte B montre les pratiques culturales du territoire français. 
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b)  Importance des microorganismes dans les sols 
 
 

 

Les microorganismes sont les organismes vivants les plus nombreux et les plus diverses du sol : 

un gramme de sol contient plusieurs millions d’espèces bactériennes et plusieurs centaines de 

milliers d’espèces fongiques (Schloss and Handelsman 2006). Récemment, dans le cadre du réseau de 

mesure de la qualité des sols (RMQS), la composition et la diversité microbienne des sols français ont 

été déterminées par séquençage d’amplicons du gène codant l’ARN ribosomique 16S pour les 

bactéries et de la région ITS (Internal Transcribed Spacer) de l’ADN ribosomique pour les 

champignons obtenus par PCR à partir d’ADN extrait directement du sol. L’hétérogénéité de la 

répartition spatiale de la richesse bactérienne, estimée par le nombre de taxons bactériens identifiés 

(figure I.4), est expliquée en majorité par les propriétés physico-chimiques du sol considéré et 

également par le mode d’usage du sol (vignes, forêts, cultures ou prairies) (Terrat et al., 2017). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure I.4 : Nombre de taxons bactériens dans les sols français (tirée de Terrat et al., 2017). Les 
zones géographiques oranges sont les plus riches en diversité bactérienne alors que les zones 
géographiques bleues sont les plus faibles. 
 

 

Devant une si grande diversité taxonomique, il apparaît essentiel de comprendre les 

interactions qu’entretiennent les microorganismes entre eux et avec leur environnement afin de 

mieux 
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appréhender les services qu’ils peuvent rendre aux écosystèmes : c’est le but de l’écologie 

microbienne (figure I.5) (Barton and Northup 2011; Graham et al., 2016). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure I.5 : Relations entre communautés microbiennes et écosystèmes (adaptée de Ghiglione et 
al., 2016). 
 
 

 

Un microorganisme ou individu vit au sein d’une population, c’est-à-dire un groupe d’individus 

apparentés à la même espèce. Les populations microbiennes occupant un même habitat sont appelées 

« communautés » (Friedrich 2011). L’ensemble des microorganismes vivant dans le sol forme la 

communauté microbienne du sol. Dans cette communauté, chaque individu au sein de chaque 

population va avoir un rôle et contribuer à remplir une fonction écologique. C’est la diversité de ces 

fonctions, ou diversité fonctionnelle, qui va faire le lien entre la biodiversité et les fonctions d’un 

écosystème. La diversité fonctionnelle est d’ailleurs de plus en plus reconnue comme étant le moteur des 

services écosystémiques (Escalas et al., 2019). Elle n’est pas toujours corrélée à la diversité taxonomique 

mais elle soutient une fonction écologique qui est définie comme la capacité d’un organisme (un individu) 

ou d’un groupe d’organismes (population et/ou communauté) à réaliser une tâche dans le but de servir 

l’écosystème. Les populations remplissant la même fonction, sans distinction d’espèce, appartiennent à la 

même communauté fonctionnelle (encore appelée guilde fonctionnelle). On considèrera que les 

communautés fonctionnelles habitant le même écosystème occuperont la même niche écologique, 

concept qui prend en compte à la fois les conditions nécessaires au maintien des espèces dans 

l’écosystème mais également leur rôle dans celui-ci (Polechová and Storch 2019). Les bactéries 

dénitrifiantes sont, par exemple, l’ensemble des bactéries capables de remplir les fonctions de 

dénitrification, qu’elles appartiennent au groupe des α-, β-, ou γ-protéobactéries, avec pour point 

commun de porter les gènes narG, nirK, nirS et nosZ codant les sous-unités des enzymes dénitrifiantes 

transformant les nitrates (NO3
-) disponibles pour la plante en oxyde d’azote (NO et N2O), de puissants des 

gaz à effet de serre contribuant au réchauffement climatique (Braker et al., 2000; Kandeler et al., 2006). 

La communauté fixatrice d’azote, quant à elle, transforme l’azote atmosphérique (N2) en nitrate (NO3
-) ou 

en ammonium (NH4
+) pour le restituer aux plantes et ce, grâce à une enzyme appelée nitrogénase codée 

par les gènes nif (Masson-Boivin and Sachs 2018). 
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Cette relation symbiotique s’effectue au sein de nodosités, comme c’est le cas pour les Rhizobium en 

symbiose avec les légumineuses, ou sous forme libre, donnant lieu à une relation moins spécifique, 

dans le cas de Azospirillum (van Rhijn and Vanderleyden 1995; Steenhoudt and Vanderleyden 2000). 

Ces interactions avec les bactéries permettent aux plantes de survivre dans des environnements 

pauvres en azote. A la fois essentiel pour les plantes, ce procédé fait partie intégrante du cycle de 

l’azote, service écosystémique de soutien, illustré dans la figure I.6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure I.6 : Le cycle de d’azote dans les sols (tirée de Pajares and Bohannan 2016). Les flèches en 
pointillés correspondent aux processus de décomposition et celles en tirets aux processus 
assimilateurs. Les flèches pleines correspondent aux processus dissimilateurs : gris pour la fixation 
d’azote, bleu pour la nitrification, vert pour la dénitrification, violet pour l’anammox et jaune pour la 
réduction dissimilatrice du nitrate en ammonium (DNRA). MOS : matière organique du sol ; MOD : 
matière organique dissoute. 
 
 
 
 

Il a été montré que lorsque 75% de la diversité de la communauté bactérienne dénitrifiante 

était perdue, une baisse de 83% de l’activité dénitrifiante potentielle était mesurable (Philippot et al., 

2013). Le cycle de l’azote fait intervenir une série de guildes microbiennes assimilatrices et 

dissimilatrices et, sans elles, l’équilibre de ce cycle est donc menacé et, par extension, celui de 

l’écosystème aussi. Afin de comprendre de quelle manière est modifié cet équilibre, certains auteurs 

ont dressé des hypothèses qui expliqueraient l’effet de la perturbation d’un écosystème sur la diversité 
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des espèces qui le peuplent et les fonctions écologiques qui y sont associées (figure I.7). Il ne s’agit 

pas là de considérer qu’une seule hypothèse est vérité mais plutôt le fait que : étant donné le grand 

nombre de fonctions régies par les microorganismes du sol et leur grande diversité, plusieurs 

scénarios sont envisageables dans un seul et même écosystème. 

 

• L’hypothèse linéaire (Schulze and Mooney 1994) : le nombre de fonctions d’un écosystème 

est directement proportionnel au nombre d’espèces qui le constituent. Par conséquent, 

l’élimination d’une espèce provoque l’élimination de la fonction qu’elle remplit. Chaque 

espèce fournirait donc un élément clé pour le fonctionnement de l’écosystème. 

 

• L’hypothèse des rivets (Ehrlich 1981) : en fonction du nombre initial d’espèces, appelées 

« rivets », la perte successive de ces dernières limitera la capacité de l’écosystème à 

fonctionner correctement. Il existerait donc un seuil de tolérance des écosystèmes qui, 

lorsqu’il est dépassé, provoque la perte irréversible de ses fonctions. 

 

• L’hypothèse de la redondance (Walker 1992) : elle considère que l’écosystème a un taux de 

fonctions distinctes qui augmente jusqu’à un niveau déterminé à partir duquel l’addition 

d’espèces ne représente pas d’augmentation des interactions. Ainsi, puisque plusieurs 

espèces remplissent les mêmes fonctions, une perturbation de l’écosystème aura un effet sur 

le fonctionnement de celui-ci mais il sera visible à plus long terme. 

 

• L’hypothèse d’idiosyncrasie (Steele 1991) : elle assume que le fonctionnement de 

l’écosystème est dynamique et change avec la richesse des espèces qui le constituent. Ainsi, 

l’effet d’une perturbation serait imprévisible du fait de la variété et la complexité des rôles 

de chacune d’entre elles. 

 

• L’hypothèse des espèces clés (Mills et al., 1993) : elle soutient que la perte de certaines 

espèces, voire une seule (notion d’espèce clef de voûte), est suffisante pour changer le 

fonctionnement de l’écosystème.  Les espèces étant fortement liées à un processus 

écologique, une perturbation pourrait donc engendrer un problème de fonctionnement de 

l’écosystème voire même un effet « domino » de perte d’espèces et de fonctions. 
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Figure I.7 : Illustration des différents scénarios de l’effet d’une perturbation sur la diversité des 
fonctions écologiques soutenues par une communauté microbienne. Selon les fonctions soutenues 
par la communauté microbienne, une perturbation aura divers effets. 
 
 

 

Le fonctionnement d’un l’écosystème dépend donc en grande partie des microorganismes qui le 

composent, en raison des fonctions écologiques qu’ils soutiennent. Comme évoqué, l’équilibre du sol 

reste fragile et l’arrivée de perturbations peut donc avoir des conséquences irréversibles sur les 

espèces qui le composent et, par extension, sur son fonctionnement. 

 

Cependant, le pool de gènes communs d’une communauté microbienne n’aboutit pas 

nécessairement à la réalisation d’une fonction commune. Lorsque l’on s’intéresse par exemple aux 

communautés capables de dégrader des polluants tels que les hydrocarbures, la capacité de la 

communauté à métaboliser ces molécules n’a pas pour but direct de servir l’écosystème et ne peut 

donc pas être qualifiée de fonction écologique. Cependant, les populations microbiennes impliquées 

dans la dégradation de ces molécules partagent un pool de gènes de dégradation : elles forment une 

communauté métabolique. C’est le cas du gène pcaH, communément retrouvé chez les bactéries 

telluriques et impliqué dans la dégradation du protocathechuate, intermédiaire de la dégradation de 

certains hydrocarbures aromatiques selon la voie métabolique des β-cétoadipates. Les auteurs 

parlent ainsi de communauté pca du sol (El Azhari et al., 2007). Dans cette même voie métabolique, 

une autre communauté métabolique peut être identifiée : celle des bactéries possédant le gène catA, 

qui lui code une enzyme impliquée dans la première étape de dégradation du catéchol. Une étude a 

même montré que la communauté catA était très abondante dans un sol pollué aux hydrocarbures 

aromatiques, suggérant que ces polluants favorisaient le développement de cette communauté 

métabolique (El Azhari et al., 2010). Sur certains sites pollués aux hydrocarbures, un suivi par PCR 

quantitative en temps réel (RT-qPCR) des gènes codant des dioxygénases bactériennes permettant la 

dégradation de ces polluants a montré que la communauté dégradante pouvait représenter jusqu’à 

1% de la communauté bactérienne totale (Cébron et al., 2008). 
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Les perturbations, qu’elles soient naturelles ou anthropiques, abiotiques ou biotiques, peuvent 

donc modifier la composition, la diversité et le fonctionnement des communautés microbiennes du 

sol. Les microorganismes du sol évoluent ainsi dans un milieu complexe soumis à de nombreux stress 

auxquels ils doivent sans cesse s’adapter. 

 
 
 
 

2) Les communautés microbiennes au temps de l’anthropocène 
 
 
a) Anthropocène et utilisation des produits phytosanitaires 
 
 
 

Selon certains géologues, nous sommes désormais dans l’ère de l’anthropocène : l’ère où 

l’activité humaine joue un rôle prépondérant voire plus important que les phénomènes naturels sur 

l’évolution de l’environnement à l’échelle planétaire (Corlett 2015). Bien que l’entrée dans cette 

nouvelle ère, qui mettrait l’Homme au centre de la géologie fasse encore débat, il est évident que le 

triplement de la population mondiale depuis 1950 nous a obligé à changer nos habitudes de 

production et de consommation. Nourrir sept milliards d’habitants nous contraint à pratiquer 

l’agriculture intensive avec une utilisation massive d’intrants. Parmi ces intrants, les produits 

phytosanitaires (PPs), formulation composée d’une substance active (avec un pouvoir herbicide par 

exemple) et d’adjuvants (substances renforçant l’action de la molécule active) sont utilisés pour 

prévenir les maladies des végétaux et contrôler les populations d’insectes (insecticides), de 

moisissures (fongicides) et de plantes indésirables poussant dans un champ cultivé sans y avoir été 

intentionnellement installée et entrant en compétition avec la plante de rente, appelées plantes 

adventices (herbicides). L’Europe est d’ailleurs le continent qui en achète le plus avec 12 milliards de 

dollars de PPs vendus en 2012 (Science 2013). La France, avec 33 millions d’hectares de surface 

agricole utile, est l’un des plus gros consommateurs en PPs en Europe derrière l’Italie et les Pays-Bas 

(CGDD 2018). En 2008, à l’issue du Grenelle de l’Environnement, le ministère en charge de 

l’Agriculture et de l’Alimentation lance le plan ECOPHYTO1 avec pour objectif de baisser de 50% d’ici 

à 2018 l’utilisation de PPs. Ce plan s’est avéré être un échec puisque l’utilisation de PPs a augmenté 

de 20% en moyenne durant cette période malgré les dispositions prises par le gouvernement 

français. Les ambitions ont donc été revues à la baisse dans le plan ECOPHYTO2 qui a repoussé 

l’échéance à 2025 (Guichard et al., 2017). Bien que les PPs ne soient pas, à proprement parler, des 

polluants, leur mauvaise utilisation et/ou leurs résidus peuvent, eux, mener à des phénomènes de 

pollution. On parlera de : 

- Pollution ponctuelle lorsque les bonnes pratiques de l’utilisation des PPs n’auront pas été 

respectées (ex : déversement sauvage d’effluents phytosanitaires) ou en cas d’accident (ex : 
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transport). Ce type de pollution est caractérisé par une forte dose de polluant localisée dans un 

périmètre restreint. 

 

 - Pollution diffuse issue de l’application du PP sur les parcelles agricoles et de sa dispersion dans 

l’environnement. Ce type de pollution est caractérisé par une plus faible dose de polluants mais sur 

une plus grande surface et un plus grand pas de temps. 

 

Il apparaît donc essentiel de comprendre le devenir dans l’environnement des résidus de PPs et 

de leurs produits de transformation afin d’appréhender au mieux leur potentiels effets sur les 

organismes vivants dans les sols et sur les fonctions écosystémiques qu’ils supportent (figure I.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure I.8 : Relations entre polluants et écosystèmes (adaptée de Ghiglione et al., 2016). 

 

Parmi les PPs, ce sont les herbicides qui ont l’IFT (indicateur de fréquence de traitement) le plus 

élevé en France (CGDD 2017). Cet indicateur permet d’observer l’intensité d’utilisation des PPs par 

culture. Les herbicides représentent environ 70% des PPs commercialisés en France. Etant les plus vendus 

et les plus utilisés, les résidus d’herbicides sont les plus fréquemment retrouvés dans les sols et, par des 

phénomènes de ruissellement et de lessivage, se retrouvent respectivement dans les ressources 

aquatiques de surface et souterraines. Une étude menée au Danemark a révélé que certains herbicides 

étaient retrouvés jusqu’à 1,1µg/L dans les nappes phréatiques (Sjerps et al., 2019). En France, il est encore 

retrouvé des métabolites de l’atrazine, un herbicide interdit à la vente en 2003, dans les eaux non 

traitées, à des doses pouvant aller jusqu’à 0,09µg/L (Guillon et al., 2019). Cependant, les auteurs 

soulignent le fait que, une fois l’eau traitée par ultrafiltration et au charbon actif, processus pouvant être 

employé dans le traitement des eaux, les concentrations en métabolites répondent aux normes 

européennes concernant la qualité de l’eau. Depuis 1998 et la révision de la directive cadre sur l’eau 

(European commission 1998), la concentration en résidus d’un PP dans l’eau potable ne doit pas excéder 

0,1µg/L et 0,5 µg/L pour un mélange de produits. Ce seuil, fixé à l’époque au seuil de détection du 

matériel analytique, est maintenant discuté par certains auteurs. Il est par exemple jugé trop bas lorsque 

comparé aux normes en vigueur aux Etats-Unis ou encore en Australie (Dolan et al., 2013) mais reconnu 

comme ayant un effet bénéfique pour la santé des européens pour qui 50% de 
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l’eau consommée provient des eaux souterraines, d’où l’importance de surveiller de près la qualité 

de cette ressource (Völker and Borchardt 2019; Gunnarsdottir et al., 2020). 

 

La réduction de l’utilisation des PPs est un enjeu crucial en matière de santé publique mais également 

en matière de protection de l’environnement, de nombreux résidus de PPs étant retrouvés dans les sols 

européens (figure I.9). L’étude dont est tirée cette figure a analysé 76 résidus de PPs dans 317 sols 

agricoles européens. Quatre-vingt-trois pourcents des sols étudiés présentaient au moins un résidu à des 

concentrations pouvant aller jusqu’à 2,87mg/kg avec une médiane à 0,15mg/kg de sol (Silva et al., 2019). 

Les auteurs alarment ainsi sur le fait que la mesure des résidus de PPs devrait être un des paramètres pris 

en compte dans les programmes de phytopharmacovigilance qui ne sont pour l’instant pas inscrits dans la 

réglementation européenne étant donné l’absence de l’adoption de la directive cadre sur la protection 

des sols proposée en première lecture à la commission européenne il y a presque 20 ans. Le dispositif de 

pharmacovigilance a pour but de suivre les effets indésirables des PPs déjà commercialisés et entre donc 

dans le cadre de l’évaluation du risque a posteriori, qui permet de surveiller les effets indésirables des PPs 

sur les êtres vivants mais également dans les différents réservoirs eau, air et sol (European commission 

2010). Le fait que ce dispositif soit encore au stade de projet de recherche en ce qui concerne le 

compartiment « sol » montre une difficulté d’évaluation du risque a posteriori. L’évaluation a priori du 

risque de la matière active est effectivement préférée pour obtenir l’autorisation de mise sur le marché 

des PPs via des études toxicologiques menées sur des organismes modèles. Une étude toxicologique 

s’intéresse à tester l’effet du PP à l’échelle d’un organisme et, par extrapolation, à tirer des conclusions 

quant au possible effet de ce PP sur l’environnement dans lequel vit cet organisme (Kroll 2009). Une 

étude écotoxicologique inclura la dimension environnementale dans le test en échantillonnant 

directement dans les compartiments environnementaux (Valavanidis and Vlachogianni 2017). Dans les 

réglementations européennes, la distinction entre ces deux types de tests n’est pas clairement précisée 

(CSTEE 2000). La commission européenne liste un panel d’organismes pouvant servir d’indicateurs de 

l’écotoxicité des PPs sur les écosystèmes aquatiques mais ces tests sont, par définition, des tests de 

toxicité puisqu’ils ne tiennent compte que de l’organisme, isolé de son environnement (Directive 

91/414/EEC). Parmi ces organismes modèles, le crustacé Daphnia magna est sensible à un large panel de 

composés organiques, dont des PPs (Wogram and Liess 2001). Cet organisme fait l’objet de tests de 

toxicité aigüe et/ou chronique afin de représenter au mieux, selon les recommandations de l’OCDE, les 

pollutions ponctuelles et/ou diffuses qui peuvent 
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Figure I.9 : Nombre (A) et concentrations (B) de résidus de produits phytosanitaires retrouvés dans 
les sols européens (tirée de Silva et al., 2019). Sur la carte A, le graphique circulaire représente la 
proportion d’échantillons de sol avec 0, 1 ou plusieurs résidus de PPs. Sur la carte B, cette proportion 
est ramenée à la concentration en résidus de PPs, tous confondus. En raison de la méthode 
analytique choisie, la concentration en phthalmide n’a pas pu être déterminée. C’est la fréquence 
d’apparition de ce composé qui est donc illustrée ici. Sur les deux cartes, la taille du graphique 
circulaire est proportionnelle au nombre d’échantillons testés. 
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avoir lieu dans les écosystèmes aquatiques. Une exposition aigüe permettra ainsi de mesurer une 

dose à laquelle on observe 50% de létalité (DL50) et une exposition chronique durera dans le temps, 

par exemple, 21 jours pour une exposition à l’herbicide propanil à des concentrations sublétales 

(Villarroel et al., 2003). De ces résultats devront être tirées des conclusions plus générales quant au 

possible effet néfaste des résidus de PPs sur l’écosystème aquatique. Le métabolite ainsi que sa 

substance active seront qualifiés de “écotoxicologiquement pertinents” et une concentration où il n’y 

a aucun effet inacceptable sur les organismes aquatiques devra être définie (Directive 91/414/EEC). 

 

Des organismes modèles sont également utilisés pour les études toxicologiques au niveau du 

sol. Parmi eux, le ver de fumier Eisenia foetida sur lequel les effets des résidus de PPs sont 

régulièrement testés en raison de sa grande sensibilité à diverses substances (Frampton et al., 2006). 

Les vers de terre sont parmi les invertébrés les plus importants du sol du fait de leur rôle clé au sein 

de cet écosystème via leur mode de nutrition qui permet la décomposition de la matière organique 

rendant les nutriments plus accessibles aux autres espèces ou encore via leur rôle d’ingénieur en 

construisant des galeries, qui, comme nous l’avons évoqué précédemment, constituent de véritables 

« hot-spots » pour la vie souterraine (Miglani and Bisht 2019). S’ils sont utiles pour la vie des 

communautés microbiennes telluriques, la réciproque est aussi vraie : leur microbiote intestinal abrite 

des espèces capables de s’adapter aux conditions environnementales rencontrées, leur assurant une 

source d’énergie continuelle (Liu et al., 2018). 

 

En raison des nombreuses fonctions écologiques qu’elles réalisent, les communautés 

microbiennes peuvent également être considérées comme acteurs clés de la composante biotique 

des sols. L’écotoxicologie microbienne aura ainsi pour objectif de tester l’effet des PPs et, plus 

largement, des polluants, sur les communautés microbiennes rencontrées au sein de divers 

écosystèmes (figure I.10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure I.10 : Relations entre communautés microbiennes et polluants (adaptée de Ghiglione et al., 
2016). 
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b) L’écotoxicologie microbienne 
 
 
 

En écologie, la stabilité est définie comme la capacité d’un système à continuer de fonctionner 

sous des conditions changeantes (Orwin and Wardle 2004). Face à un stress, la stabilité de la 

communauté microbienne peut être perturbée. Quatre réponses sont alors possibles (figure I.11) : i) 

un phénomène de résistance permettant à la communauté de répondre à ce stress en maintenant sa 

composition et ses fonctions ; ii) un phénomène de résilience avec, dans un premier temps, une 

perturbation de la communauté puis, dans un second temps, un retour à la normale lorsque le stress 

est levé ; iii) un phénomène de redondance fonctionnelle où, en raison du fait que certaines espèces 

d’une communauté microbienne remplissent des fonctions similaires à d’autres espèces de cette 

même communauté, bien qu’une partie de la communauté soit altérée par le stress subi, les 

fonctions sont maintenues au niveau initial par l’autre partie de la population ; iv) une altération à 

plus long terme de la communauté, même après la fin de l’application du stress, en raison du fait que 

cette dernière n’arrive pas à surmonter le stress subi (Shade et al., 2012; Louca et al., 2018). Dans les 

trois premiers cas, la stabilité de la communauté est maintenue. Toutefois, la résilience de la 

communauté microbienne peut conduire à un état stable alternatif, différent de l’état initial comme 

dans le cas d’une altération à long terme. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure I.11 : Les différentes réponses d’une communauté microbienne face à un stress. A la suite de 
l’exposition à un stress, la stabilité de la communauté peut être momentanément perturbée, 
perturbée à plus long terme voire pas du tout perturbée. 
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Les herbicides et leurs résidus peuvent constituer un stress pour la communauté microbienne induisant 

différents types de réponse. Certaines populations bactériennes ont su évoluer afin de pouvoir les 

dégrader selon la voie métabolique et en tirer profit comme nutriments et source d’énergie pour leur 

croissance. C’est une dégradation faisant appel au métabolisme énergétique de la cellule qui a été mise 

en place via des processus adaptatifs comme l’acquisition de gènes codant les enzymes de dégradation en 

réponse à des expositions chroniques à ces PPs. Un autre type de biodégradation fait intervenir la notion 

de co-métabolisme qui, elle, ne nécessite pas d’exposition préalable au PP et suppose donc une 

dégradation plus rapide mais moins spécifique de la molécule par des enzymes dites à large spectre. Ce 

processus a été décrit entre 1957 et 1996 pour la biodégradation de l’atrazine, un herbicide de la 

famille des s-triazines largement utilisé sur les cultures de maïs avant que le gouvernement français ne 

l’interdise en 2003. Sa biodégradation était connue pour être catalysée par le cytochrome P450 et former 

des métabolites tels que le déséthyl atrazine ou le déisopropyl atrazine (Nagy et al., 1995). Puis, la voie de 

dégradation métabolique de l’atrazine a été identifiée chez Pseudomonas sp. ADP, une bactérie 

dégradante isolée par l’équipe de Mike Sadowski et Larry Wackett de l’Université du Minnesota (USA). Les 

gènes atzA, atzB, atzC et atzDEF codant les enzymes catalysant la dégradation de l’atrazine sont localisés 

sur le plasmide conjugatif pADP1, suggérant le possible transfert de la fonction de dégradation de 

l’atrazine à d’autres bactéries du sol par conjugaison bactérienne (Martinez et al., 2001). Cette hypothèse 

de transfert a été confirmée par l’étude de Devers et al., (2005) qui a montré le transfert de pADP1 d’une 

souche donneuse à la communauté microbienne d’un sol cultivé avec du maïs et traité avec cet herbicide 

(Devers et al., 2005). Par ailleurs, elle a été renforcée par l’isolement, dans divers sols, de 17 souches 

capables de dégrader l’atrazine et chez lesquelles différentes combinaisons de gènes codant des enzymes 

impliquées dans la transformation de l’atrazine (trzN-atzBC, atzABC-trzD et atzABCDEF) ont été retrouvées 

sur des plasmides ou au niveau de cassettes entourées de séquences d’insertions (Devers et al., 2007). Le 

maintien de ce pool de gènes étant coûteux pour une seule cellule, plusieurs études rapportent la 

coopération catabolique de populations bactériennes dégradantes spécialisées dans des étapes clefs de la 

dégradation de l’atrazine (Smith et al., 2005; Udiković-Kolić et al., 2012). Plus récemment, Billet et al., 

(2019) ont reconstitué une communauté bactérienne synthétique dégradant l’atrazine et ont montré, via 

une étude d’écologie évolutive, que les populations coopèrent pour partager le coût du maintien de la 

fonction de dégradation au sein de la communauté dégradante de l’atrazine (Billet et al., 2019). Les 

phénomènes de détoxification cellulaire peuvent également être considérés comme mécanismes de 

résistance. Par exemple, Streptomyces hygroscopicus possède le gène bar qui produit une enzyme capable 

de réaliser une N-acétylation sur le glufosinate, un herbicide, afin de le rendre inoffensif pour la cellule 

(Thompson et al., 1987). D’autres mécanismes, similaires à ceux utilisés par la cellule pour résister aux 

antibiotiques, sont envisagés par certains auteurs comme par exemple la mise 
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en place de pompes à efflux ou des systèmes de transports actifs qui permettraient à la bactérie de 

rejeter dans le milieu extracellulaire l’herbicide (Kurenbach et al., 2015). 

 

La résilience de la communauté bactérienne en réponse à l’exposition à un PP peut être 

observée, lorsque le PP est dissipé, par la mesure de l’abondance, de la composition et/ou de la 

diversité de la communauté microbienne. Des études en microcosmes ont par exemple mis en 

évidence un effet du tebuconazole, un fongicide, à des doses agronomiques, sur la diversité des 

communautés bactériennes au bout de 35 jours d’exposition. A la fin de l’expérience, à 100 jours, les 

auteurs ont pu observer une résilience de la communauté bactérienne, la diversité étant revenue à 

son niveau de départ (Storck et al., 2018). Ce même fongicide a également un impact sur le taux de 

nitrification de la communauté bactérienne nitrifiante du sol. Une étude en mésocosmes a montré 

une inhibition du taux de nitrification pendant 30 jours suite à une exposition à des doses 

agronomiques. Cette inhibition était ensuite levée jusqu’à la fin de l’expérience alors que la diversité 

de la communauté nitrifiante restait altérée tout au long de l’expérience (Muñoz-Leoz et al., 2011). 

Cette observation illustre le phénomène de redondance fonctionnelle : la diversité reste modifiée 

mais l’activité mesurée retrouve son niveau de départ suite à l’exposition au fongicide, maintenant 

ainsi la stabilité de la communauté microbienne considérée. 

 

Cependant, l’effet des PPs sur la stabilité des communautés microbiennes dépend grandement 

des propriétés physicochimiques du sol et de la matière active dont dépendent son devenir, sa 

biodisponibilité et ses effets (Griffiths and Philippot 2013). Il apparaît donc essentiel d’intégrer 

l’écosystème d’intérêt dans l’étude des relations entre les microorganismes et les PPs, comme le 

propose la représentation conceptuelle de l’écotoxicologie microbienne (figure I.12). 
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Figure I.12 : Représentation conceptuelle de l’écotoxicologie microbienne (d’après Ghiglione et al., 
2016). L’écotoxicologie microbienne étudie les relations entre les communautés microbiennes et les 
polluants (ici, les PPs) en prenant en compte l’écosystème qui les abrite (ici, le sol). 
 
 

 

Cette discipline scientifique relativement récente a pour objectifs de : i) étudier les impacts 

écotoxicologiques de pollutions chimiques ou biologiques à l'échelle des microorganismes et/ou des 

nombreuses fonctions qu’ils assurent dans l'écosystème ; ii) comprendre le rôle des communautés 

microbiennes dans l'écodynamique des contaminants (Ghiglione et al., 2016). 

 

L’un des enjeux de cette discipline est de mettre en lumière l’effet de diverses perturbations 

sur le microbiote peuplant différentes niches de l’écosystème afin de possiblement s’en servir 

comme indicateurs pouvant révéler l’impact écotoxicologique de différentes perturbations sur les 

fonctions de l’environnement, bien qu’ils soient, aujourd’hui encore, inconsidérés dans l’évaluation 

des risques (Pesce et al., 2020). 
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c) Evaluer l’effet des produits phytosanitaires sur les microorganismes du sol 
 
 

 

La directive cadre européenne (EU-Regulation 1107/2009/EC) définit les conditions requises 

pour obtenir les autorisations de mise sur le marché des PPs. Parmi elles, l’industriel doit fournir les 

éléments nécessaires pour démontrer que la molécule active est efficace et qu’elle n’a pas d’effets 

inacceptables sur l’Homme mais également sur les écosystèmes aquatiques ou terrestres (European 

commission 2009). Au niveau des organismes vivants dans le sol, ces effets sont testés par des études 

écotoxicologiques menées sur différents organismes modèles présentés dans le tableau I.1. 

 

 

Tableau I.1 : Evaluation du risque via les organismes du sol en fonction des recommandations de 
l’UE (d’après Miyamoto et al., 2011).   

Organismes du sol Tests proposés Caractère obligatoire du test 

Vers de terre Toxicité aiguë Obligatoire 

 Toxicité chronique (effets sur Sous conditions 

 la reproduction)  

 Tests aux champs Sous conditions 

Microorganismes Mesure du taux de nitrification Obligatoire 

 et de la minéralisation du  

 carbone  

 Tests aux champs Sous conditions 
   

Autres macroorganismes Effets sur la reproduction des Sous conditions 

 collemboles et des mites  

 « Litter bag test » : mesure de Sous conditions 

 la capacité à décomposer la  

 matière organique  
 
 
 

Seuls deux de ces tests doivent être obligatoirement conduits avant la mise sur le marché d’une 

substance active. Les autres tests seront effectués si les résultats des premiers tests révèlent un effet 

inacceptable en réponse à l’exposition à cette substance active. Il est à noter que l’ensemble des 

études écotoxicologiques requises par l’EFSA (European Food Safety Authority) dans l’évaluation du 

risque a priori est réalisée sur la substance active et non sur le PP commercialisé qui comprend, non 

seulement, la substance active mais également des adjuvants qui permettent une moindre 

volatilisation du produit ou encore sa meilleure adhérence et absorption par la plante. Bien que les 

adjuvants entrant dans la composition du PP soient soumis à la directive REACH (European 

Commision 2006b) et bénéficient d’une autorisation de mise sur le marché, la liste des adjuvants 

entrant dans la composition d’un PP reste généralement secrète, impliquant une difficulté à évaluer 

l’écotoxicité du PP appliqué au champ. 
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Si l’on regarde plus en détails la liste des tests obligatoires pour évaluer le risque 

écotoxicologique a priori d’une substance active, pour les microorganismes du sol, seules la mesure 

du potentiel de nitrification ou de la minéralisation du carbone sont requises (OECD 216, 2000; OECD 

218, 2004). Dans le détail, au bout de 28 jours post-exposition à la substance active, si la différence 

entre les sols traités et non traités est supérieure à 25%, les mesures de nitrification ou de 

minéralisation du carbone sont prolongées pendant 100 jours. Ces tests globaux ne permettent pas 

de rendre compte de l’écotoxicité des PPs sur l’abondance, la diversité et l’activité des communautés 

microbiennes qui remplissent de nombreuses fonctions soutenant les services écosystémiques 

rendus par les sols (Martin-Laurent et al., 2013; Karpouzas et al., 2016). C’est dans ce contexte que 

l’EFSA a souligné l’importance de définir de nouveaux objectifs spécifiques de protection pour 

préserver les services écosystémiques des sols agricoles (EFSA 2010). Les microorganismes, classés 

comme organismes non-cibles par la réglementation européenne, par opposition aux organismes 

cibles à éradiquer par le PP (European commission 2009), doivent être protégés en raison de leur 

importance écologique au sein de l’écosystème sol. 

 

Dans leur revue, Imfeld et Vuilleumier se sont intéressés aux différentes méthodes disponibles 

pour mesurer l’effet des PPs sur les communautés microbiennes (Imfeld and Vuilleumier 2012). Exit 

les méthodes « culture-dépendantes », place aux méthodes « culture-indépendantes ». Parmi elles 

est citée la méthode PICT (Pollution-Induced Community Tolerance) (figure I.13). 
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Figure I.13 : Principe de la méthode PICT (tirée de Bérard et al., 2016). Une communauté microbienne 
issue d’un milieu pollué sera moins sensible qu’une communauté n’ayant jamais rencontré le polluant. 
 
 

 

Cette méthode suggère que l’exposition à un composé toxique sélectionnera les organismes les plus 

tolérants et/ou la mise en place de systèmes de détoxification au sein d’une communauté et que, la 

communauté résultante de ce cette exposition aura une tolérance supérieure face au composé toxique 

déjà rencontré par rapport à la communauté initiale. C’est la différence de réponse, au niveau structurel 

par exemple, entre les deux communautés, qui sera mesurée et donnera une indication sur la potentielle 

exposition préalable des communautés échantillonnées au composé toxique considéré (Pesce et al., 

2010). Cette méthode se révèle utile pour évaluer les effets à long terme des herbicides sur les 

communautés microbiennes (Larras et al., 2016). Avec l’avènement des techniques de métagénomique, 

sont également suggérées la mesure de l’abondance (par PCR quantitative ou qPCR), de la composition et 

de la diversité (par séquençage haut-débit de marqueurs phylogénétiques) des communautés 

microbiennes pour évaluer l’effet de leur exposition à un PP précis (Imfeld and Vuilleumier 2012). 

Cependant, ces études suggèrent la mise en place de contrôles non traités afin de pouvoir comparer les 

résultats obtenus sur les environnements (microcosmes de sol par exemple) exposés aux PPs. Or, ces 

contrôles non traités s’avèrent parfois difficiles à mettre en place lorsque l’on 
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travaille sur le sol compte tenu de tous les paramètres physico-chimiques pouvant influencer 

l’abondance, la composition et la diversité des communautés microbiennes. L’idéal étant de définir 

un seuil de normalité (notion de « normal operating range ») propre au paramètre mesuré dans le sol 

étudié, comme le suggèrent certains auteurs (Inceoglu et al., 2013). 

 

Ces techniques sont largement appliquées pour l’étude de l’impact écotoxicologique des 

herbicides et ont été partiellement appliquées sur la famille des β-tricétones, cas d’étude qui fait 

l’objet du prochain chapitre. 

 
 

 

3) Impact écotoxicologique des herbicides de la famille des β-tricétones 
 

 

a) Origine et utilisation des herbicides β-tricétones 
 
 

 

C’est en 1977 que des chercheurs de chez Stauffer Chemicals ont remarqué qu’aucune plante ne 

poussait sous le rince-bouteille Callistemon citrinus. Ils ont alors extrait de cette plante une molécule 

agissant naturellement comme herbicide : la leptospermone (Beaudegnies et al., 2009). Cependant, 

cette molécule n’a un effet herbicide sur les plantes adventices qu’à une dose d’application élevée 

(1000 g/ha) et n’est donc pas commercialisable en l’état. Son activité herbicide sera tout de même 

brevetée en 1980 (Gray et al., 1980). À la suite de cela, de nouvelles molécules dérivées de la 

leptospermone furent successivement commercialisées. Parmi elles, on compte la sulcotrione, 

commercialisée en 1993 (Schulz et al., 1993), la mésotrione en 2001 (Mitchell et al., 2001) et la 

tembotrione en 2003 (Lee et al., 2008) (Tableau I.2). Leurs structures chimiques ayant été optimisées 

pour améliorer leur efficacité, ces herbicides de synthèse sont appliqués à des doses agronomiques 

variant de 100 à 300 g/ha. Par ailleurs, étant dérivés d’une substance naturelle, ils ont pour 

réputation d’avoir un faible impact environnemental. Ces deux propriétés font que la sulcotrione et 

la mésotrione apparaissent dans le top 5 des herbicides les plus vendus en Europe entre 1999 et 

2003, la tembotrione n’apparaissant pas encore dans les statistiques (Eurostat 2007). 
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Tableau I.2 : Caractéristiques de la sulcotrione, de la mésotrione et de la tembotrione : des herbicides β-tricétones.  

 

Molécule Leptospermone Sulcotrione Mésotrione Tembotrione  
 

Structure chimique  
 
 
 
 
 
 
 

 

Nom IUPAC (2,2,4,4-Tetramethyl-6-(3- 2-(2-Chloro-4- 2-(4-mesyl-2- 2-(2-Chloro-4-(methylsulfonyl)- 

 methylbutanoyl)cyclohexane- (methylsulfonyl)benzoyl)cycloh nitrobenzoyl)cyclohexane-1,3- 3-((2,2,2- 

 1,3,5-trione) exane-1,3-dione dione trifluoroethoxy)methyl)benzoyl) 

    cyclohexane-1,3-dione 

Masse molaire (g/mol) 266,3 324,8 339,3 440,8 

Dose agronomique     
d’application pour le maïs 1000 300 150 100 

doux (g/ha)     

Exemple de formulation Non commercialisée Decano® Callisto® Laudis® 

commerciale     

Utilisation sur culture de Non utilisée Maïs, sorgho, lin textile Maïs, colza, lin textile, canne à Maïs, pavot œillette 

   sucre, pavot œillette  

Mode d’application Non appliquée Pré-levée Post-levée Pré- et/ou post-levée 
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De façon générale, l’impact environnemental d’un PP dépend de son devenir dans 

l’environnement qui conditionne l’exposition des organismes vivants à ce composé (figure I.14). Les 

mesures de ce devenir et de cet impact sont réalisées de manière systématique et de nouvelles 

méthodes de mesures sont régulièrement proposés (Pelosi et al., 2017). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure I.14 : Devenir des PPs dans l’environnement (inspirée de Romdhane 2016a). Le devenir direct 
du PP à la suite de son application est montré en orange. Les phénomènes de dégradations abiotique 
et biotique sont surlignés en gras. La pharmacovigilance, en violet, assurée par l’Anses depuis 2014 
permet de surveiller les effets indésirables des PPs commercialisés. 
 
 

 

Suite à son application, une partie du PP peut être soumise à la dérive sous l’action de la force 

éolienne et aller se déposer en dehors de la parcelle agricole. Une autre partie peut se volatiliser dans l’air 

et contaminer l’atmosphère. Dans les environs de Oysonville, zone rurale entourée de champs, ont été 

retrouvés entre 2006 et 2013 au niveau des champs, à 1km des premières habitations, via un 

échantillonneur d’air, 41 résidus de PPs sur les 58 testés pendant l’étude à des taux sans risques pour la 

santé de l’Homme (Coscollà et al., 2017). Ensuite, pour les herbicides par exemple, en fonction du mode 

d’application, ceux-ci vont se retrouver au contact du sol ou être absorbés par les feuilles des végétaux. 

Un herbicide pré-levée, comme c’est le cas du Decano®, sera appliqué directement sur le sol, avant la 

levée de la culture, afin de supprimer les plantes adventices dès leur germination. Un herbicide post-

levée, comme le Callisto®, sera, lui, appliqué après la levée de la culture, dans une stratégie de rattrapage 

en présence de plantes adventices dites « difficiles » et sera absorbé par ces dernières. En fonction du 

type de plante et du métabolisme de cette dernière, des phénomènes de dégradation de la molécule 

herbicide peuvent déjà entrer en jeu à ce stade et influencer le devenir du 
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PP (Doublet et al., 2009). Dans les deux cas, par des phénomènes de ruissellement, une partie des résidus 

des PPs peut s’échapper de la parcelle agricole où ils ont été appliqués et se retrouver dans les eaux de 

surface. En cas de fortes pluies, un phénomène de lessivage peut avoir lieu et entraînera les résidus dans 

les eaux souterraines ou, dans le cas des parcelles drainées, vers les ruisseaux de drainage puis, vers les 

cours d’eaux. En fonction des propriétés physicochimiques de la molécule active du PP et du sol, plus ou 

moins de résidus seront lessivés. Avec un GUS (Groudwater Ubiquity Score) supérieur 
 
à 2,8 dans deux sols différents, la mésotrione et la sulcotrione ont un haut potentiel de mouvement 

vers les eaux souterraines (Chaabane et al., 2008). 

 

Entre le complexe argilo-humique et l’eau du sol ont lieu des phénomènes 

d’adsorption/désorption. Le temps de dissipation d’une molécule dans le sol peut être estimé en 

calculant le temps nécessaire pour que sa concentration atteigne 50% de sa valeur initiale : c’est le 

temps de demi-vie ou DT50. Ce temps dépend non seulement de la molécule mais également des 

propriétés du sol dans lequel elle est testée. Les phénomènes d’adsorption/désorption sont 

indirectement reliés à la valeur de la constante de distribution (Kd) et le coefficient de distribution 

relatif à l’eau et au carbone organique (KOC). Ces données sont mesurées pour toutes les substances 

actives entrant dans la composition des PPs mis sur le marché et font partie de la détermination 

quantitative de la relation structure-activité (Quantitative Strucuture Activity Relationship, QSAR), 

modèle permettant de prédire le devenir des PPs à partir de leurs propriétés moléculaires (Mamy et 

al., 2015). Une substance active présentant une adsorption rapide et une désorption lente 

présentera ainsi une pollution différée dans le temps (Calvet 1989). Comme c’est le cas pour 

l’atrazine, interdite depuis 2003, mais qui continue de percoler dans l’environnement (Loos et al., 

2010). Les valeurs de DT50. de la sulcotrione, de la mésotrione et de la tembotrione dans différents 

sols sont présentées dans le tableau I.3 (Dumas et al., 2017). 

 

Tableau I.3 : Devenir des herbicides β-tricétones dans les sols (tiré de Dumas et al., 2017).  
  Sulcotrione Mésotrione Tembotrione 

 DT50 (en jours) 4à144 3,2 à 50 4 à 56 

 Kd (en L/kg) 0,13 à 5 0,08 à 5  nd 

 KOC 17 à 144 16 à 183 20 à 131 

 
 

 

Ces données montrent en fait que les herbicides β-tricétones ont une affinité modérée pour les sols 

(Dyson et al., 2002; Chaabane et al., 2005; Faria et al., 2019), ce qui confirmerait leur caractère « eco-

friendly », à faible impact environnemental. 

 

Récemment, une étude a montré le rôle des vers de terre dans les processus de transfert du 

glyphosate vers le sol, suggérant d’intégrer ce phénomène de biogénisation dans l’étude du devenir 
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des PPs dans l’environnement (Yang et al., 2019). La bioaccumulation des PPs par les plantes, comme 

c’est le cas pour l’atrazine qui est accumulée par certaines graminées, ce qui contribue à sa 

dégradation, est également une notion à considérer dans ces évaluations (Sui and Yang 2013). 

 

Enfin, sont soulignés en gras dans la figure I.14, les trois phénomènes principaux entraînant la 

dégradation des résidus de PPs. La photolyse et l’hydrolyse sont des phénomènes de dégradation dits 

abiotiques » car indépendants des êtres vivants. Le potentiel de dégradation abiotique d’un PP 

dépend en grande partie du pH du milieu mais également de sa constante d’acidité ou pKa. Les 

herbicides β-tricétones étant des acides faibles (pKa de 2,8 pour la sulcotrione), un pH bas facilitera 

leur dégradation abiotique (Barchanska et al., 2016). A pH équivalent, la leptospermone, avec un pKa 

de 5,4, aura un temps de photolyse plus long que la sulcotrione ou que la tembotrione (Chaabane et 

al., 2007; Calvayrac et al., 2013; Romdhane et al., 2017). La biodégradation microbienne est le 

principal mécanisme de transformation biotique des PPs dans les sols. Nous verrons dans le 

paragraphe 3.c que la biodégradation diffère au sein de la famille des β-tricétones. 
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Figure I.15 : Le métabolisme de la tyrosine et l’implication de l’HPPD (tirée de Moran 2005). 
voie de biosynthèse des plastoquinones, du fumarate ou de l’acétoacétate. 
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L’HPPD en rouge, convertit l’HPP en HGA qui entrera dans la 
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a) Mode d’action des herbicides β-tricétones 
 
 

 

Chez les dicotylédones cibles, les herbicides β-tricétones inhibent la 4-hydroxyphénylpyruvate 

dioxygénase (HPPD ; EC 1.13.11.27), une enzyme impliquée dans le métabolisme de la tyrosine 

(figure I.15). Chez les végétaux, l’HPPD est une oxygénase de 40 à 50kDa à fer non hémique qui 

convertit le 4-hydroxyphenylpyruvate (HPP) en homogentisate (HGA) via une décarboxylation 

oxydative, une hydroxylation aromatique du HPP et un réarrangement de son groupe 

carboxyméthyle (Dayan et al., 2007). Une fois synthétisé, le HGA va entrer : i) dans des voies de 

biosynthèse de l’acétoacétate et du fumarate, deux molécules qui pourront ensuite rejoindre le cycle 

de Krebs ou le métabolisme du pyruvate (Arias-Barrau et al., 2004) ; ii) dans les voies de biosynthèse 

de huit pigments différents dont un essentiel au métabolisme des plantes : la phénylquinone. Cette 

dernière est un cofacteur essentiel à la production de plastoquinones, antioxydants protecteurs des 

plantes impliqués dans la photosynthèse (Borisova-Mubarakshina et al., 2019). Les β-tricétones vont 

agir comme inhibiteur compétitif du substrat de l’HPPD et ainsi entraîner chez les plantes adventices 

un blocage de la synthèse des plastoquinones. Sans ces molécules protectrices, les plantes sont 

exposées aux radicaux libres de l’oxygène et la photosynthèse est perturbée : elles blanchissent, se 

nécrosent et meurent (Dayan et al., 2009). 

 

Les β-tricétones se lient à l’HPPD par chélation de l’ion ferreux présent dans le site actif de 

l’enzyme (figure I.16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure I.16 : Liaison de la sulcotrione au site actif de l’HPPD de Arabidopsis thaliana (tirée de Dayan 
et al., 2007). L’ion ferreux est représenté en orange et sa liaison au site actif de l’enzyme (Glu 373, 
His287 et His205) est représentée par des pointillés noirs. 
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Le site actif de l’HPPD (Glu 373, His287 et His205) est d’ailleurs bien conservé parmi les êtres 

vivants (figure I.17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure I.17 : Alignements protéiques des HPPDs végétales de Zea mays, de A. thaliana, Hordeum 
vulgare, Daucus carota, Coleus blumei et de l’HPPD bactérienne de Pseudomonas fluorescens (tirée 
de Fritze et al., 2004). Les acides aminés conservés sont surlignés en bleu et ceux surlignés en vert 
font l’objet de mutations silencieuses. Les acides aminés constituant le site actif de l’enzyme sont 
encadrés en rouge et sont conservés chez toutes les séquences décrites. 
 
 
 

En comparant les structures cristallisées des HPPDs du maïs et de A. thaliana, on remarque 

une conformation particulière de l’HPPD du maïs (figure I.18). Couplée à un mécanisme de 

détoxification métabolique rapide, ces paramètres expliquent la résistance du maïs face aux 

herbicides β-tricétones (Mitchell et al., 2001). 
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Figure I.18 : Sites actifs de l’enzyme HPPD chez le maïs (Z. mays L.), A. thaliana et P. fluorescens F113 
(tirée de Fritze et al., 2004). Le site actif de l’enzyme du maïs est représenté en bleu et celui de A. 
thaliana en vert. On remarque qu’un des feuillets de A. thaliana est « ouvert », permettant aux β-
tricétones d’accéder au site actif alors que, chez le maïs, il est en position « fermée », empêchant ainsi 
l’accès au site actif. En gris, est représentée la structure de l’HPPD de la bactérie P. fluorescens F113. 
 
 

 

Largement décrite chez les plantes en raison de son intérêt « agronomique », l’HPPD est également 

décrite chez quelques microorganismes. Elle est étudiée chez quelques champignons opportunistes 

pathogènes de l’Homme en raison de son supposé rôle dans leur virulence. Chez Aspergillus fumigatus par 

exemple, la mélanine, pigment produit par l’HPPD suite à l’oxydation et à la polymérisation de l’HGA, a un 

rôle protecteur vis-à-vis des peroxydases produites par le système immunitaire de l’hôte, favorisant ainsi 

la colonisation des poumons des patients infectés par ce champignon (Schmaler-Ripcke et al., 2009). Chez 

les bactéries, ce rôle protecteur de la mélanine face à un stress oxydatif est également décrit chez 

Shewanella oneidensis MR-1 (Turick et al., 2009). Ainsi, le rôle protecteur de la mélanine pourrait être 

utilisé pour mettre au point de nouveaux produits liés à la santé humaine tels que des crèmes solaires, 

des antioxydants ou encore des molécules anticancéreuses et ce, en la faisant produire par des bactéries, 

à grande échelle (Pavan et al., 2020). Au-delà de l’acquisition de connaissances en écologie microbienne, il 

existe un intérêt appliqué à s’intéresser à la voie de synthèse de la mélanine bactérienne. La structure de 

l’HPPD est cristallisée chez la bactérie PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) P. fluorescens F113 

depuis une vingtaine d’années (Serre et al., 1999) et chez la bactérie Streptomyces avermitilis depuis 2004 

(Brownlee et al., 2004). Cependant, bien que de nombreuses bactéries possédant l’HPPD soient 

régulièrement isolées à partir du sol (Lee et al., 2008), seule une poignée d’études s’intéresse aux 

potentiels impacts écotoxicologiques que pourraient avoir 
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les herbicides β-tricétones sur ces communautés microbiennes alors même qu’elles supportent des 

fonctions clefs pour les écosystèmes. 

 
 
 

 

b)  Les impacts des herbicides β-tricétones sur les communautés microbiennes 
 
 

 

Les herbicides β-tricétones peuvent, d’une part, être utilisés comme source d’énergie et de 

nutriments pour la croissance de populations microbiennes dégradantes et, d’autre part, avoir des 

impacts écotoxicologiques sur les microorganismes du sol. 

 

Ainsi, ils peuvent être dégradés par certaines bactéries appartenant à différents genres 

bactériens. De ces processus de dégradation vont résulter différents métabolites en fonction du β-

tricétone considéré : le produit principal de la biodégradation de la sulcotrione est le CMBA, ceux de 

la mésotrione sont le MNBA et l’AMBA et les formules chimiques de ceux issues de la biodégradation 

de la leptospermone ont été identifiées (figure I.19). 
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Figure I.19 : Voies de biodégradation des herbicides β-tricétones (d'après Romdhane et al., 2016b; Romdhane et al., 2017). La biodégradation de la 
sulcotrione par Bradyrhizobium SR1 est présentée en A. La biodégradation de la mésotrione est dégradée pr les souches SR1 et Bacillus sp. 3B6 est 
présentée en B. La biodégradation de la leptospermone par Methylophilus LS1 est présentée en C. 
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Par dégradation métabolique, Pseudomonas putida 1OP, une bactérie isolée de microcosmes de sol 

traités à la sulcotrione, est capable d’utiliser la sulcotrione comme source de carbone et de le 

transformer partiellement pour produire du CMBA (Calvayrac et al., 2012). Dans le même sol que 

celui utilisé par Calvayrac et al., (2012), a été isolée Methylophilus LS1, une bactérie capable de 

dégrader la leptospermone (Romdhane et al., 2017), ainsi que la souche Bradyrhizobium SR1. Cette 

dernière est capable de dégrader la sulcotrione mais également la mésotrione, avec une moindre 

efficacité cependant (10 jours de plus pour une dégradation complète à dose équivalente) 

(Romdhane et al., 2016b). Quand une souche peut dégrader à la fois la sulcotrione et la mésotrione, 

une autre n’est capable de dégrader que l’un des deux composés malgré leurs structures chimiques 

relativement semblables. C’est le cas de Bacillus megaterium Mes11, une bactérie isolée d’un champ 

de maïs connue pour dégrader la mésotrione mais pas la sulcotrione (Durand et al., 2006; Batisson et 

al., 2009). Cependant, il a récemment été démontré la capacité de cette souche à dégrader, 

isolément ou en mixture, deux herbicides de familles différentes et dont les structures chimiques ne 

sont pas semblables : la mésotrione et le nicosulfuron (Carles et al., 2018). Chez Escherichia coli 

DH5α, un mécanisme de co-métabolisme est observé avec la glutathion-S-transférase, enzyme à 

large spectre impliquée dans les mécanismes de défense contre les stress oxydatifs qui joue un rôle 

dans la séquestration de la mésotrione, cette dernière étant reconnue comme un composé 

indésirable et géré, de ce fait, comme une espèce réactive de l’oxygène générant un stress oxydatif 

(Olchanheski et al., 2014) (figure I.20.A). 

 

En ce qui concerne leur écotoxicité sur les microorganismes du sol, des premières études en 

microcosmes ont été réalisées par Crouzet et al., avec une exposition à la mésotrione et au Callisto®, sa 

formulation commerciale. Il a été démontré lors de ces études que, à des doses équivalant à 10 fois la 

dose agronomique recommandée, le Callisto® diminue significativement la biomasse des cyanobactéries. 

Le même effet est observé pour la mésotrione appliquée à 100 fois la dose agronomique recommandée 

(Crouzet et al., 2013). Une exposition des bactéries aux doses précédemment décrites inhibe 

transitoirement le processus de nitrification soutenu par ces microorganismes et retarde la stimulation du 

processus de dénitrification (Crouzet et al., 2016). Ce résultat est soutenu par une autre étude qui 

confirme, qu’à des doses agronomiques cette fois, la mésotrione a un effet sur l’abondance du gène 

amoA, qui code l’ammonium monooxygénase catalysant la nitrification, une étape clef du cycle de l’azote 

(Du et al., 2018). Cette même étude a également montré, par des méthodes culture-dépendantes, une 

modification de l’abondance des communautés bactériennes et fongiques du sol à la suite d’une 

exposition à la mésotrione. Cette modification était transitoire et un phénomène de résilience a été 

observé après 20 jours d’expérience (Du et al., 2018). Concernant la sulcotrione, il a été montré par 

séquençage d’amplicons de l’ARNr 16S, 
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qu’elle modifiait la diversité de la communauté bactérienne du sol dès la dose agronomique. Cette 

modification était transitoire et une résilience fut observée après 45 jours d’expérience (Romdhane 

et al., 2019). Ce phénomène a également été montré sur des microcosmes de deux sols traités à la 

leptospermone. Sur la communauté bactérienne, il a été observé une modification de l’abondance et 

de la diversité puis, un retour à la normale lorsque l’herbicide n’était plus présent dans le sol, après 

45 jours (Romdhane et al., 2016c) (figure I.20.B). Concernant la communauté fongique, en fonction 

du sol testé et même lorsque l’herbicide était complètement dissipé, un phénomène de résilience 

était observé dans un sol mais pas dans le deuxième (Mallet et al., 2019) (figure I.20.C). Là encore, 

ces résultats sont variables et dépendent en grande partie du sol considéré. 

 

Finalement, ce cas d’étude montre que les herbicides β-tricétones, réputés faiblement persistants 

et à faible impact environnemental, peuvent avoir des effets transitoires ou à plus long terme sur la 

diversité des communautés bactériennes et fongiques du sol. C’est la communauté globale, par 

séquençage des marqueurs phylogénétiques (Mallet et al., 2019; Romdhane et al., 2019) ou la 

communauté nitrifiante (Du et al., 2018) qui ont été ciblées dans ces études. A ma connaissance, aucune 

étude n’a encore testé l’hypothèse d’un phénomène de redondance fonctionnelle au sein des 

communautés microbiennes à la suite d’une exposition aux herbicides β-tricétones (figure I.20.D). 
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Figure I.20 : Etat des connaissances concernant l’impact écotoxicologique des herbicides β-tricétones sur les communautés microbiennes du sol. Les études 
réalisées avec la sulcotrione sont encadrées en orange, celles réalisées avec la mésotrione sont encadrées en violet et celles avec la leptospermone en bleu. 
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Le devenir et le comportement dans l’environnement des herbicides β-tricétones synthétiques et 

naturels ont fait l’objet de l’ANR TRICETOX (AAP CESA 2013-2017). Cette collaboration internationale 

entre Perpignan, Dijon, Clermont-Ferrand et l’équipe du Pr F. Dayan aux USA a permis de mettre en 

évidence une biodégradation de la sulcotrione, de la mésotrione et de la leptospermone par différents 

genres bactériens. L’impact écotoxicologique de la sulcotrione et de la leptospermone sur la communauté 

microbienne du sol a également été estimé par des techniques de PCR quantitative et de pyroséquençage 

de marqueurs phylogénétiques des communautés bactériennes et fongiques. 

 

Dans la continuité de ce travail et par une approche innovante, mon travail de thèse a consisté à 

utiliser directement la cible des herbicides β-tricétones et donc, la communauté bactérienne hppd du sol, 

comme marqueur de l’impact écotoxicologique de ces herbicides sur les sols. 

 

Une étude bibliographique, qui fera l’objet du prochain chapitre, m’a permis d’identifier 

l’intérêt de l’utilisation des gènes bactériens codant les enzymes-cibles des herbicides comme 

biomarqueurs de l’exposition des sols à ces derniers. Plusieurs types de biomarqueurs, à différents 

niveaux d’organisation biologique, ont pu être identifiés et ont été intégrés à mon travail de thèse 
 
(figure I.21).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure I.21 : Evaluation de l’exposition des sols aux herbicides grâce à l’utilisation de marqueurs 
microbiens (tirée de Thiour-Mauprivez et al., 2019). Les biomarqueurs peuvent être identifiés à 
différents niveaux d’organisation. L’abondance et la diversité peuvent être mesurées en prenant en 
compte la communauté dans son ensemble ou une communauté spécifique. L’activité de l’enzyme 
ciblée par les herbicides peut aussi être mesurée et constituer un biomarqueur. L’idée étant de 
déterminer la sensibilité de chaque biomarqueur grâce à l’identification d’une réponse dose-
dépendante de ces biomarqueurs. 
 
 
 

 

Afin de construire mon étude, je me suis appuyée sur le format expérimental en trois niveaux 

d’expositions proposé par Karpouzas et al., 2016 (figure I.22) : 
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- Un premier niveau visait à déterminer in vitro la toxicité des herbicides β-tricétones sur des 

souches bactériennes pures. Ce travail fait l’objet du chapitre III et expose les différentes 

réponses de l’activité enzymatique HPPD de six souches bactériennes en réponse à l’exposition 
 

à des doses croissantes de sulcotrione, de mésotrione, de tembotrione et de Decano®, le 

produit formulé de la sulcotrione. 
 

- Un deuxième niveau pour tester le « pire cas » a été mené en microcosmes de sol incubés au 

laboratoire en conditions contrôlées. Afin de tester l’effet des β-tricétones sur la 

communauté microbienne hppd et déterminer si elle pouvait constituer un bon biomarqueur 

d’exposition des sols à ces herbicides, nous avons, dans un premier temps, développé un 

outil moléculaire nous permettant d’avoir accès à l’abondance et à la diversité de cette 

communauté. Le développement de cet outil fait l’objet du chapitre IV. 
 

- Un troisième niveau a été mené sur des échantillons prélevés aux champs en « conditions 

agronomiques ». Les deuxième et troisième niveaux sont regroupés au sein du chapitre V du 

manuscrit. Il s’agit là d’une approche « lab-to-field » avec : i) la simulation par une étude en 

microcosmes et la détermination via le suivi de la dissipation de la sulcotrione du pire 

scénario d’exposition; ii) un scénario d’exposition réaliste avec la validation de l’outil 

moléculaire développé sur des champs traités aux herbicides β-tricétones. 

 

Ce travail a été réalisé à la fois au sein de l’équipe projet BAE (Biocapteurs, Analyses, 

Environnement) de l’Université de Perpignan Via Domitia rattachée à l’USR LBBM et de l’équipe EMFI 

(Ecologie Microbienne Fonctionnelle pour la gestion des Intrants) de l’UMR Agroécologie de l’INRAE 

de Dijon. J’ai ainsi pu bénéficier de l’expertise du personnel des deux instituts et me former à la fois 

en chimie de l’environnement, en biologie moléculaire, en bio-informatique et en microbiologie. Le 

projet a bénéficié d’un financement de la région Occitanie et d’une bourse FEDER. 
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Figure I.22 : Organisation des différents axes de la thèse dans ce manuscrit. 
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Résumé de la publication 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure II.1 Intégration du chapitre II dans l’étude. 
 
 
 

 

Le comité d’action pour la prévention des résistances aux herbicides (HRAC) propose une 

classification des herbicides basée sur leur mode d’action (figure II.2 ; https://hracglobal.com). Pour 

la plupart des herbicides, le mode d’action et l’enzyme ciblée sont bien définis. Certaines enzymes 

cibles ne sont pas uniquement présentes chez les plantes adventices mais sont également 

rencontrées dans d’autres organismes non-cibles comme les bactéries ou les mycètes. Partant de ce 

constat, nous avons listé ces cas où les herbicides ciblent une enzyme également présente chez les 

microorganismes (groupes en rouge sur la figure II.2). Un travail bibliographique a permis de mettre 

en évidence l’effet potentiel de ces herbicides sur des enzymes microbiennes, a priori, non cibles. 

 

Pour une des enzymes listées, à savoir, la glutamine synthétase (GS), l’inhibition de ses trois 

différentes formes existantes chez les bactéries et ciblées par les herbicides du groupe H, comme le 

glufosinate, n’a, à notre connaissance, pas été testée. 

 

Dans d’autres cas, comme pour l’acétyl-CoA carboxylase (ACCase), cible des herbicides du 

groupe A, l’enzyme bactérienne possède un domaine de liaison au zinc que l’enzyme des plantes 

cibles ne possède pas et n’est, de ce fait, pas inhibée par les herbicides. 

 

Pour une majorité des enzymes étudiées, la sensibilité à l’herbicide dépend de l’isoenzyme 

considérée. Ainsi, les acétolactate synthases (AHAS) bactériennes sont sensibles aux herbicides du 

groupe B si elles appartiennent aux types II et III tandis que celles de type I y sont tolérantes. Les 5-

énolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSP synthases) de classe I, retrouvées à la fois chez les 
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plantes et chez certaines bactéries, sont sensibles au glyphosate, contrairement à celles de classe II, 

résistantes et présentes uniquement chez les bactéries. Enfin, la forme HemY de la 

protoporphyrinogène oxydase (Protox) est commune aux plantes et aux firmicutes et sensible aux 

herbicides du groupe E, alors que les formes HemG et HemJ, présentes chez les bactéries Gram-

négatives, sont résistantes à ces herbicides. 

 

En ce qui concerne les herbicides ciblant des enzymes impliquées dans les mécanismes de 

photosynthèse (groupes C et D), ils ont un effet sur les photosystèmes I et II des cyanobactéries, dont 

la structure et le fonctionnement sont identiques à ceux des plantes. 
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Figure II.2 : Le monde des herbicides selon la classification HRAC (https://hracglobal.com/tools/hrac-mode-of-action-classification-2020-map). Les familles 

d’herbicides ayant été intégrées à la revue bibliographique sont surlignées en rouge. PS-II : Photosystème II ; PS-I : Photosytème I ; Protox :  
protoporphyrinogène oxydase ; PDS : phytoène deshydrogénase ; HPPD : 4-hydroxyphénylpyruvate dioxygénase ; DXS : DXP synthase ; AHAS : acétolactate 

synthase ; EPSP : 5-énolpyruvylshikimate-3-phosphate ; GS : glutamine synthase ; ACCase : acétyl-CoA carboxylase. 
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La 4-hydroxyphénylpyruvate dioxygénase (HPPD), cible des herbicides β-tricétones du groupe 

F2, est peu étudiée chez les microorganismes. Quelques études démontrent la capacité de ces 

herbicides à interagir avec le site catalytique des HPPDs bactériennes comme chez le modèle 

Pseudomonas fluorescens F113 et rapportent l’inhibition de l’HPPD causée par la sulcotrione chez 

Shewanella oneidensis MR-1 et Acinetobacter baumanii. 

 

De même que pour les autres familles d’herbicides, nous avons présenté les études 

d’écotoxicologie microbienne menées sur les herbicides β-tricétones. Cela nous a finalement permis 

de soulever la question des mécanismes d’adaptation physiologique, biochimique et génétique mis 

en place par des microorganismes en réponse à l’exposition aux herbicides tricétones, dès le niveau 

moléculaire et jusqu’au niveau de la communauté et des interactions qui en découlent ; paragraphe 

plus exploratoire car peu documenté. 

 

Enfin, nous concluons sur le fait que les microorganismes du sol, considérés comme 

organismes non-cibles, par la réglementation en cours, portent pourtant, pour la plupart, la cible de 

nombreux herbicides et pourraient donc être affectés par l’exposition récurrente à ces herbicides et 

à leurs produits de transformation. Cette étude propose également comme perspective de recherche 

d’utiliser directement la guilde microbienne portant le gène codant l’enzyme ciblée comme 

révélateur de l’impact écotoxicologique causé par l’exposition à ces molécules sur les communautés 

microbiennes du sol. 

 

Cette étude a fait l’objet d’une revue publiée en mai 2019 dans le journal Science of the Total 

Environment (STOTEN) (doi: 10.1016/j.scitotenv.2019.05.230). 
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Introduction 

 

 

La première partie de mon travail visait à étudier l’effet des herbicides β-tricétones sur 

l’activité HPPD de souches bactériennes pures afin d’en préciser la nature et de caractériser la 

gamme de réponses possibles (figure III.1). Ce travail visait également à développer un bioessai pour 

évaluer in vitro la toxicité des tricétones vis-à-vis des microorganismes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure III.1 : Intégration du chapitre III dans l’étude. L’étude menée dans le cadre de l’article 2 
porte sur l’évaluation de l’effet des tricétones sur l’activité de l’enzyme HPPD microbienne. 
 

Au début de ma thèse, j’ai constitué un souchier d’isolats bactériens possédant une HPPD 

fonctionnelle. Ce souchier contient vingt isolats de différents genres bactériens. Une première 

expérience a été menée afin de mesurer un possible effet des β-tricétones sur la croissance des 

bactéries. Les bactéries du souchier ont été cultivées en milieu riche dilué au 1/10ème en présence ou 

non de sulcotrione (à 1, 10 ou 100 fois la dose agronomique). Leur croissance a ensuite été suivie en 

mesurant leur densité optique à 600nm pendant 5 jours à l’aide d’un lecteur de plaque Bioscreen C. 

Les résultats de cette expérience étaient souche-dépendants et n’ont montré aucun effet de la 

sulcotrione sur la croissance des souches testées. Nous nous sommes donc intéressés à l’effet des β-

tricétones sur l’activité enzymatique de l’HPPD directement. La vitesse et le mode de croissance des 

bactéries du souchier ont été testés afin de savoir si les souches pouvaient être de bonnes candidates 

à la préparation en « resting cells ». Parallèlement, la capacité à produire de la pyomélanine dans nos 

conditions d’étude a également été testée (tableau III.1). 
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Tableau III.1 : Isolats bactériens décrits comme possédant une HPPD et intégrés au souchier.  
 

Nom de l’isolat Croissance en adéquation Production de pyomelanine 

 avec la préparation en dans les conditions 

 « resting cells » expérimentales testées 

   

Rhizobium leguminosarum Croissance lente Oui 
T117   

Rhizobium leguminosarum Croissance lente Non 

P221   
Rhizobium leguminosarum Flocule dans le PBS Non déterminée 

H132   

Rhizobium etli CFN42 Oui Oui 
Rhizobium etli GD164 Croissance lente Oui 
Rhizobium tropici CESTAS414 Oui Non 

Rhizobium gallicium R602spT
 Oui Non 

Rhizobium giardinii H152T
 Oui Non 

Mesorhizobium loti MAFF30399 Oui Variable 

Ensifer fredii HH103 Oui Variable 

Bradyrhizobium diazoefficiens Croissance lente Oui 
USDA110   

Pseudomonas fluorescens F113 Oui Oui 
Pseudomonas fluorescens Oui Oui 
CTR1015   
Pseudomonas fluorescens Oui Oui 
NEM419   
Pseudomonas fluorescens Oui Non 

C7R12   

Bacillus cereus ATCC14579 Oui Oui 
Variovorax paradoxus EPS Production Non déterminée 

 d’exopolysaccharides  

Rhodococcus jostii RHA1 Sporule Non déterminée 

Psychrobacter sp. P11F6 Oui mais à température Non 

 ambiante  

Shewanella oneidensis MR-1 Oui Oui 
Paraburkholderia phymatum Oui Non 

STM815   
Streptomyces coelicolor M145 Sporule Non déterminée 

Streptomyces lividans TK24 Sporule Non déterminée   
Les isolats choisis pour conduire l’étude en raison de leur facilité de culture et de leur capacité à 
produire de la pyomelanine sont surlignés en vert. 
 

Parmi les isolats collectés, six ont été intégrés à l’étude : la bactérie Gram-positive Bacillus 

cereus ATCC15479 ; et les Gram-négatives S. oneidensis MR-1, précédemment décrites comme étant 

affectées par la sulcotrione ; Rhizobium etli CFN 42, bactérie symbiotique modèle ; et trois souches 

potentiellement PGPR, appartenant au genre Pseudomonas, bien étudiées à l’UMR Agroécologie : P. 

fluorescens F113, souche bactérienne modèle pour l’étude de l’HPPD, P. fluorescens CTR1015 et P. 

fluorescens NEM419. 
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Dans un premier temps, les interactions moléculaires développées entre l’HPPD et la 

molécule active β-tricétone ont été étudiées in silico grâce à une collaboration avec Franck E. Dayan, 

de l’Université du Colorado. Pour cela, des études de docking moléculaire ont été réalisées afin de 

déceler de possibles différences dans l’interaction des HPPDs bactériennes avec les β-tricétones. Ces 

études ont révélé un potentiel de liaison des HPPDs de B. cereus ATCC15479 et S. oneidensis MR-1 

équivalent pour les trois molécules testées : sulcotrione, mésotrione et tembotrione. L’HPPD de P. 

fluorescens F113 a montré une moins bonne liaison aux 3 herbicides testés. Nous nous sommes donc 

demandé si ces différences étaient quantifiables au niveau cellulaire. 

 

L’activité HPPD des six isolats a été mesurée en « resting cell » en présence de doses 

croissantes de sulcotrione. Le principe de la mesure de l’activité HPPD repose sur la transformation 

de la tyrosine en pyomélanine, un pigment coloré qui peut être détecté à 430nm. Parmi les six 

isolats, deux présentaient une forte inhibition de l’activité HPPD, même en présence de faibles doses 

de sulcotrione. Des tests complémentaires ont donc été réalisés avec la mésotrione et la 

tembotrione, deux autres molécules actives appartenant à la famille des β-tricétones. La souche P. 

fluorescens F113, qui présentait une activité HPPD inchangée en présence de sulcotrione jusqu’à 10 

fois la dose agronomique recommandée, a également été soumise à des doses croissantes de 

mésotrione et de tembotrione. Les principaux résultats sont résumés dans le tableau III.2. 

 

Tableau III.2 : Récapitulatif des résultats obtenus suite à l’exposition des isolats à différentes 
concentrations de molécules actives β-tricétones.  
 Molécule active Sulcotrione Mésotrione  Tembotrione 

        

 Dose agronomique D1 D10 D1 D5 D1 D5 

 B. cereus ATCC14579 ↘ ↘↘ → → ↘ ↘↘ 

 S. oneidensis MR-1 ↘ ↘↘ ↘↘ ↘↘ ↘ ↘↘ 

 R. etli CFN42 → ↘↘     

 P. fluorescens F113 → → → → ↘ ↘ 

 P. fluorescens CTR1015 ↘ ↘↘     

 P. fluorescens NEM419 → ↘     
 
→ : moins de 25% de baisse de l’activité enzymatique (conformément au dossier d’homologation des 
substances actives qui tolère des effets n’excédant pas 25% au-delà de 100 jours suite à l’application 
du produit); ↘ : 25 à 50% de baisse de l’activité enzymatique ; ↘↘ : plus de 50% de baisse de 
l’activité enzymatique. Pour les cases grisées les mesures n’ont pas été réalisées. 
 

Nous avons pu calculer une CE50 (Concentration Efficace à 50%), c’est-à-dire la concentration 

à laquelle la molécule active testée diminue de 50% l’activité de l’HPPD, pour les souches de B. cereus 

ATCC14579 et S. oneidensis MR-1. Pour ces deux isolats, c’est la tembotrione qui a la CE50 la plus 

basse et donc le potentiel d’inhibition de l’enzyme le plus élevé, suivie de la mésotrione et enfin de la 

sulcotrione. Les résultats obtenus sont isolats- et molécule active-dépendants. 
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Ce travail sera soumis prochainement pour publication dans le journal Applied Microbiology 

and Biotechnology (AMB). 
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Article 2 (à soumettre) 

 

 

Assessing the effects of β-triketone herbicides on bacterial HPPD: from a molecular study 
to an enzymatic assay 

 

Thiour-Mauprivez C.1,2, Dayan F. E.3, Devers-Lamrani M.2, Calvayrac C.1, Martin-Laurent F.2, 

Barthelmebs L.1 
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(UPMC) Paris 6 et CNRS Observatoire Océanologique, 66650 Banyuls-sur-Mer, France. 
 
2AgroSup Dijon, INRA, Univ. Bourgogne, Univ. Bourgogne Franche-Comté, F-21065 Dijon, 

France 3Agricultural Biology Department, Colorado State University, Fort Collins CO, USA 
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Abstract: β-triketone herbicides target hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) in plants. HPPD is also 

present in a wide range of soil bacteria that may also be sensitive to β-triketone herbicides. Docking 

studies revealed that the binding potentials of sulcotrione, mesotrione and tembotrione differed across 

bacterial HPPD investigated. Further studies tested whether these differences were also observed at a 

cellular level. A new HPPD bioassay based on measuring the enzymatic activity of pure bacterial strains 

was developed. The HPPD activity of six bacterial strains was tested with 1


 or 10


 recommended field 

doses of sulcotrione. Response to this herbicide was strain-dependent. HPPD activities of three of the six 

selected strains were tested with 1


 to 10


 the recommended field dose of mesotrione and 

tembotrione. While Pseudomonas fluorescens F113 HPPD activity was not inhibited by any of the 

herbicides tested, all the molecules inhibited HPPD in Bacillus cereus ATCC14579 and Shewanella 

oneidensis MR-1. Tembotrione had the strongest inhibitory effect. A comparable bioassay could be 

developed to directly test the inhibitory potential of soil extracts on the HPPD of soil bacteria. 

 

Key points: 

 

- Triketone herbicides bind with different forces to bacterial HPPD. 
 

- HPPD activity of B. cereus ATCC14579 is sensitive to all triketone herbicides. 
 

- Tembotrione has the highest inhibitory activity on bacterial HPPD. 
 

- Pyomelanin production in P. fluorescens F113 is not inhibited by β-triketone herbicides. 

 

Keywords: enzymatic bioassay; molecular docking; 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase; bacterial 

strains; β-triketone herbicides. 
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1) Introduction 

 

4-Hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD, EC 1.13.11.27) is a non-heme iron enzyme involved in the 

second reaction of the tyrosine catabolism pathway by converting 4-hydroxyphenylpyruvate (HPP) in 

homogentisate (HGA) via oxidative decarboxylation, aromatic ring hydroxylation and carboxymethyl 

group rearrangement (Moran 2005). HPPD is ubiquitous in all living organisms (Santucci et al. 2017). 

 

In plants, HPPD is a 40 to 50 kDa dimer enzyme, synthesized and localized within the plastids 

(Tsegaye et al. 2002; Collakova and DellaPenna 2003; Dayan et al. 2007) and involved in the 

biosynthesis of tocochromanols and plastoquinone. This latter molecule acts as an essential cofactor 

for phytoene desaturase, allowing plant to produce carotenoids required to protect it from light and 

free radical (Norris et al. 1995). In non-photosynthetic organisms, including humans, HGA is involved 

in the synthesis pathway of fumarate, one of the intermediates of the Krebs cycle, and acetoacetate 

(Dixon and Edwards 2006). 

 

NTBC ([2-nitro-4-(trifluoromethyl)benzoyl]-1,3-cyclohexanedione) was the first HPPD inhibitor 

developed to treat tyrosinemia type I, a fatal human disease resulting from a defect in the tyrosine 

catabolism pathway (Neidig et al. 2005). Zeneca Agrochemicals was first to discover the possible use 

of HPPD inhibitors as herbicides. Many new molecules were synthesized based on the structure of 

leptospermone, a natural phytotoxin produced by the Californian bottlebrush plant (Callistemon 

citrinus) (Beaudegnies et al. 2009). Sulcotrione (2-(2-chloro-4-methylsulfonylbenzoyl)cyclohexane-

1,3-dione) was the first HPPD-inhibiting herbicide commercialized(Schulz et al. 1993). Mesotrione (2-

[4-(methylsulfonyl)-2-nitrobenzoyl]cyclohexane-1,3-dione) and tembotrione (2-[2-chloro-4-

methylsulfonyl-3-(2,2,2-trifluoroethoxymethyl)benzoyl]cyclohexane-1,3-dione) were subsequently 

commercialized (Mitchell et al. 2001) (supplementary file 1). These herbicides have successfully 

replaced atrazine that was banned from the European market in 2004, and are now widely used 

maize growers. 
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Supplementary file 1. β-triketone molecules used as herbicides.  
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As the use of HPPD inhibitors on crops continues to expand, it is important to assess their effect on 

soil non-target organisms, and especially on the HPPD activity of the microbiota. In microorganisms, 

HPPD is also implicated in tyrosine degradation, leading to acetoacetate and fumarate synthesis, and 

to pyomelanin production, a pigment accumulating following oxidation and polymerization of HGA. 

This brown pigment is easily observable on culture media supplemented with L-tyrosine. Pyomelanin 

production is described in various microbial species such as fungi and yeasts (Schmaler-Ripcke et al. 

2009; Vasanthakumar et al. 2015; Almeida-Paes et al. 2018; Perez-Cuesta et al. 2020) and in 

numerous bacterial genera such as Legionella, Shewanella, Streptomyces, Burkholderia, Bacillus, 

Alteromonas or Vibrio (Steinert et al. 2001; Turick et al. 2002; Brownlee et al. 2004; Keith et al. 2007; 

Han et al. 2015; Zhu et al. 2015; Batallones et al. 2019). Most of these studies report a protective role 

of pyomelanin against reactive oxygen species, highlighting the importance of deciphering the 

function of HPPD in microbes and especially in pathogenic species. The structure of HPPD and the 

binding mode of inhibitors are well described in Pseudomonas fluorescens F113 and Streptomyces 

avermitilis (Serre et al. 1999; Brownlee et al. 2004). However, only a few studies take an interest in 

deciphering the potential inhibition of soil microbial HPPD by β-triketone herbicides. Most often, 

these studies are either focused on plant or bacterial HPPDs cloned in Escherichia coli strains 

(Rocaboy-Faquet et al. 2014; Neuckermans et al. 2019; Liu et al. 2020). The effect of agronomical 

doses of these herbicides on the enzymatic activity of native soil bacteria remains to be studied. 

 

Here, we selected six pure bacterial strains of different genera known to have active HPPDs and 

produce pyomelanin: three P. fluorescens strains (Serre et al. 1999), Shewanella oneidensis MR-1 

(Turick et al. 2009), one nitrogen-fixing bacteria Rhizobium etli CFN42 and one Gram-positive bacteria 

Bacillus cereus ATCC14579. We carried out in silico docking studies to document the binding mode of 

β-triketones with HPPD. Then, in order to measure the effect of these herbicides, we exposed the six 

bacterial strains to increasing doses of sulcotrione and measured their HPPD enzymatic activity 

reflected by pyomelanin production. S. oneidensis MR-1 and P. fluorescens F113 were selected for 

further experiments because their HPPD are well described in the literature and, according to our 

first assay, these two strains exhibit a different enzymatic response following the exposure to 

herbicide. The only Gram-positive bacteria, B. cereus ATCC14579 was also selected because of its 

promising first inhibition results observed with sulcotrione. Similar measurements were then done 

on these three strains exposed to increasing doses of mesotrione and tembotrione. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

86 



Chapitre III : Effets des herbicides β-tricétones sur des HPPDs bactériennes modèles 
 

 

2) Material and methods 

 

a) Bacterial strains and culture conditions 

 

B. cereus ATCC14579, P. fluorescens F113, P. fluorescens CTR1015 and P. fluorescens NEM419 were 

cultured in a Lysogenic Broth (LB: 10 g.L-1 tryptone; 5 g.L-1 yeast extract; 10 g.L-1 NaCl). S. oneidensis MR-1 

was grown in a Tryptic Soy Broth (TSB: 17 g.L-1 tryptone; 3 g.L-1 soy; 5 g.L-1 NaCl; 2.5 .L-1 K2HPO4; 

2.5 g.L-1 glucose) and R. etli CFN42 in Tryptone Yeast extract media supplemented with CaCl2 (TY+CaCl2: 
 

5 g.L-1 tryptone; 3 g.L-1 yeast extract; 0.9 g.L-1 CaCl2


2H20). Each bacterial strain was grown 
overnight at 28°C and 110 rpm in its appropriate culture medium. 

 

b) Resting cells preparation 

 

Each overnight culture was diluted and incubated in a new fresh appropriate medium during three to 

eight-hour according to its growth capacity, to reach the exponential phase of growth. Then, cells 

were harvested by centrifugation for 5 min at 5,000 rpm, washed in 20 mM Phosphate Buffer (PB), 

and then resuspended in a volume of PB calculated to have an OD600 of 3. In this way, biomass was 

similar in all the resting strains cells. Resting cells can be stored for 24 h at -4°C until use. 

 

c) In silico analysis 

 

Protein sequences were retrieved from GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) with 

WP_000810922.1 corresponding to the accession number of B. cereus ATCC14579 HPPD sequence 

and WP_011072057.1, WP_011425038.1 and WP_014347821.1 corresponding to the HPPD 

sequences of S. oneidensis MR-1, R. etli CFN42 and P. fluorescens F113 respectfully. The protein 

sequences of both P. fluorescens CTR1015 and P. fluorescens NEM419 are not available yet. 

Sequences were aligned using ClustalW (Thompson et al. 2002). 

 

Homology modeling 
 

Homology models of each of the HPPDs were obtained using the multiple alignment function of 

Modeller version 9.22 (Webb and Sali 2016; Webb and Sali 2017), including the crystal structures of 

HPPD from Streptomyces avermitilis and from Arabidopsis thaliana (1t47 and 5yy6, respectively) 

(Brownlee et al. 2004; Yang et al. 2004). The crystal structure of A. thaliana was included because it 

incorporates the conformational change known to occur upon binding of the inhibitors. Preliminary 

models with the lowest DOPE scores were selected for further refinement using GROMACS (version 

2018.3) (Hess et al. 2008; Abraham et al. 2015). The structures were relaxed to correct for steric 

clashes or inappropriate geometries prior to molecular dynamics simulation. The final topology of the 

homology models were evaluated using MolProbity (Davis et al. 2007; Chen et al. 2010). 
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Docking of herbicides 
 

The structures of mesotrione and tembotrione were downloaded as sdf files from PubChem 

(pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), edited with Spartan18 (Wavefunction Inc., Irvine CA 92612) to include 

delocalized -1 charges over two of the three keto groups, and saved as saved as pdb files. The structures 

were converted to Autodock compatible pdbqt format using AutoDockTools (version 1.5.6). These 

herbicides were docked to the catalytic domain of HPPD using Autodock 4 and Autodock 4 (Morris et al. 

2009; Forli et al. 2016), using the iron metal dication (with a +0.6 partial charge) as an anchor (Chen et al. 

2010) and the following conserved residues (T164, S202, P215, N217, Q240, L295, F312, F321, L341, F333, 

N337, F338). The binding energy of the herbicides on the bacterial HPPD models were obtained from the 

dock.dlg file. Proteins and ligand interactions were visualized using PyMOL (The PyMOL Molecular 

Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC) (DeLano 2002). 

d) Colorimetric method for HPPD activity monitoring using free cell assay 

 

96-well-microplates were all filled with 50 µL of resting cells, and completed with 125 µL of L-

Tyrosine 1.8 g/L (pH 9), and with 75 µL of herbicide solutions diluted in PB for the assays or with 75 

µL of PB for the positive control (PC). For the negative control (NC), only 200 µL of PB were added to 

the resting cells. All controls and assays were performed in triplicate. Herbicide concentrations 

ranged from 0.05 to 15 times of the recommended field dose (RfD) for each molecule tested; 

corresponding to: 0.23 to 67.5 µM for sulcotrione; 0.22 to 66 µM for mesotrione and 0.17 to 52.5 µM 

for tembotrione. Microplates were covered with a Breathseal sealer (Greiner Bio-OneTM, Germany) 

and incubated at 28°C and 110 rpm. After 48 hours of incubation, OD430 and OD600 were measured 

using an Epoch 2 Microplate Spectrophotometer (Greiner Bio-OneTM, Germany). Microplates were 

then centrifuged at 6000 rpm for 6 minutes and OD430 of the supernatant was measured. 

 

e) Dose-response curves 

 

For each triplicate, normalized OD430 (OD430N) was calculated according to: 

 

OD430N = OD430PC – OD430NC 

 

where OD430PC is the mean OD430 measured at 0 µM of herbicide (i.e. PC) and OD430NC is the mean 

OD430 measured for the NC. 

 

The enzymatic activity percentage, Act. %, was calculated according to the equation 

 

Act. %=(OD430/OD430PC)*100 

 

For each herbicide tested, EC50 (half-maximum Effective Concentration, concentration required to 

obtain a 50% effect) was calculated using the “drc” package in R (Ritz et al. 2015). 
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3) Results 

 

a) In silico sequences analysis 

 

HPPD protein sequences of B. cereus ATCC14579, S. oneidensis MR-1, P. fluorescens F113 and R. etli 
 

CFN42 were aligned (supplementary file 2). These four sequences have a similarity ranging from 34 to 
 

50%. Even though these four sequences have relatively low similarity, they retain some highly 
 

conserved regions common across HPPD from different phyla and kingdoms.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Supplementary file 2. HPPD protein alignments. B. cereus ATCC14579, S. oneidensis MR-1, P. 
fluorescens F113 and R. etli CFN42 protein sequences were retrieved from Genbank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) and aligned with ClustalW (Thompson et al. 2002). The 
amino acids corresponding to the active site of the enzyme are framed in pink. Those involved in the 
substrate-binding domain are framed in green. 
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For example, the catalytic domain, located in the C-Terminus involves a highly conserved triad 
 

consisting a glutamate and two histidine residues in bacteria, plant and mammalian forms of HPPD 
 

(Serre et al. 1999; Fritze et al. 2004). These three amino acids are highly conserved because they 
 

coordinate the binding of a metal dication (either Fe or Co) involved in the catalytic function of HPPD 
 

(Figure 1A), thus playing an essential role in enzyme function.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. A) Residues involved in stabilizing the metal dication (Fe2+) within the HPPD catalytic 
domain of P. fluorescens in pink (1cxj), A. thaliana in green (6isd) and H. sapiens in blue (3isq). B) 
Alignment of the 4 bacterial models derived from the HPPD sequences of P. fluorescens F113, B. 
cereus ATCC14579, S. oneidensis MR-1 and R. etli CFN42 and C) Amino acid residues lining the 
substrate binding pocket of HPPD are highly conserved of the 4 bacterial homology models. 
Numbering is based on sequence of P. fluorescens HPPD. 
 

Additionally, the binding domain of the substrate HPP is a highly conserved area formed by mostly 
 

hydrophobic residues (T164, S202, P215, N217, Q240, L295, F312, F321, F333, N337, F338, L341 based 
 

on sequence of P. fluorescens HPPD) (Fig. 1 C and Supplementary file 3). 

 

This domain plays an important role in positioning HPP in the proper position for the region specific 

hydroxylation reaction catalyzed by HPPD (Moran 2014). 
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β-triketone herbicides are known to interact at this interphase by forming a stable complex between 

two of their keto groups towards a bidendate association with the active-site metal ion by coordinate 

as well as this hydrophobic domain (Brownlee et al. 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Supplementary file 3. Lipophilic properties of the substrate HPP binding domain (yellow) of HPPD from 
Streptomyces avermitilis. A) Open substrate binding domain and B) binding domain occupied by NTBC, an 
HPPD inhibitor. Lipophilic domain was coloured using the YRB script (Hagemans et al. 2015). 

 

b) Docking of sucotrione, mesotrione and tembotrione to microbial HPPD : 

 

The binding energy for each docking experiments were the average of the energy of the correct 

orientations. For example, the docking results obtained with mesotrione coordinated on the metal 

dication on homology model of P. fluorescens F113 generated 25 different poses. On these 25 poses, 

18 were in an orientation most similar to that observed with inhibitors co-crystalized with HPPD, 3 

were in the less favourable pose and 4 in the least desirable pose (supplementary file 4). Regardless 

of the poses, all docking resulted in proper interaction with the iron metal dication. They are 

summarized in table 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Supplementary file 4. Example of docking results obtained with mesotrione coordinated on the 
metal dication on homology model of P. fluorescens F113. Of the 25 different poses generated by 
the docking algorithm, 18 were in an orientation most similar to that observed with inhibitors co-
crystalized with HPPD (green), 3 were in the less favourable pose (gold) and 4 in the least desirable 
pose (pink). Regardless of the poses, all docking resulted in proper interaction with the iron metal 
dication. 
 
 

91 



Chapitre III : Effets des herbicides β-tricétones sur des HPPDs bactériennes modèles 
 

 

Table 1. Binding energies and number of poses in optimal orientations for sulcotrione, mesotrione 
and tembotrione in the homology models.  
 

  Sulcotrione  Mesotrione Tembotrione 

  Binding energy Poses Binding Poses Binding Poses 

  (kcal/mol) # energy # energy # 

    (kcal/mol)  (kcal/mol)  

 P. fluorescens F113 -2.16 20 -1.41 18 -2.55 17 

 S. oneidensis MR-1 -3.26 24 -2.52 25 -3.29 13 

 B. cereus ATCC14579 -3.03 23 -2.39 25 -3.16 15 

 
 

As we can observed, the binding force of the three tested molecules to the HPPD of P. fluorescens F113 
 

was lower than that of the two other strains. Tembotrione and sulcotrione binds more tightly to all the 
 

bacterial HPPDs tested than mesotrione. Regarding the number of docking achieving the preferred 
 

binding pose (similar to green pose in supplementary file 4), both sulcotrione and mesotrione docked 
 

correctly and more frequently than tembotrione. 

 

c) Enzymatic activity 

 

OD430nm, reflecting the HPPD activity (Rocaboy-Faquet et al. 2016; Singh et al. 2018), was measured in 
 

the resting cells prepared from the six selected bacterial strains. P. fluorescens F113 HPPD expressed 
 

the highest production of pyomelanin pigment with an OD430nm  of 1.43 ± 0.11, followed by P. 
 

fluorescens CTR1015 and NEM419 with OD430nm  of 0.86 ± 0.01 and 0.74 ± 0.02 respectively. S. 
 

oneidensis MR-1, B. cereus ATCC14579 and R. etli CFN42 harbour a pigment production with OD430nm 
 

of 0.70 ± 0.12; 0.66±0.07 and 0.55±0.03 respectively (supplementary file 5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Supplementary file 5. Comparison of OD430nm of five bacterial strains (P. fluorescens CTR1015 and  
NEM419, S. oneidensis MR-1, B. cereus ATCC14579 and R. etli CFN42) with the one of P. fluorescens  
F113. Each value is obtained by subtracting the mean OD430nm obtained in positive controls by the mean  
OD430nm obtained in negative controls. The obtained difference is compared to the one of P. fluorescens 

F113 which has an arbitrary value of 1 and is depicted on this figure as “relative OD430nm”. 
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Then, enzymatic activity measurement assays were performed using two models strains: P. fluorescens 

F113 and S. oneidensis MR-1. Strains were exposed to increasing doses of sulcotrione (0 to 10


 RfD). P. 

fluorescens F113 OD430N appeared constant even with 10


 RfD of sulcotrione (Figure 2.A) whereas the 

one of S. oneidensis MR-1 was drastically decreasing proportionally to the RfD of sulcotrione (Figure 2.B). 

This first assay informed us about the existence of tolerant HPPD activities such as the one of P. 

fluorescens F113 and sensitive one such as the one of S. oneidensis MR-1. However, inherent background 

signal was measured, probably due to the interference of the cell biomass. We then decided to add a 

centrifugation step before the measurement in order to eliminate interfering signals. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 2. OD430N in P. fluorescens F113 (A) and S. oneidensis MR-1 (B) in regard to increasing RfD of   
sulcotrione. : Each value is obtained by subtracting the mean OD430nm obtained in positive controls 
by the mean OD430nm obtained in negative controls. 

 

Adding the centrifugation step, the resting cells of the six bacterial strains of our study were exposed 

or not to 1


RfD or 10


RfD of sulcotrione. The enzymatic activity percentage (Act. %) was 

calculated for each strain and is depicted in figure 3. In B. cereus ATCC14579, S. oneidensis MR-1 and 
P. fluorescens CTR1015, 4-HPPD activity clearly decreased with increasing doses of sulcotrione, with a 

decrease of at least 31 % with 1


RfD, and of at least 74 % with 10


RfD. In R. etli CFN42 and 

Pseudomonas NEM 419 enzymatic activity remained unchanged with 1


RfD but decreased at 

10


RfD. On the contrary, P. fluorescens F113 presented a similar HPPD activity whatever the 

sulcotrione dose, confirming data previously obtained. This screening assay allowed us to select three 
of the six bacterial strains (B. cereus ATCC14579, S. oneidensis MR-1 and P. fluorescens F113) for 
further analysis. 
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Figure 3. HPPD relative activity measured in the six different strains (P. fluorescens F113, CTR1015 and 

NEM419, S. oneidensis MR-1, B. cereus ATCC14579 and R. etli CFN42) exposed to 0


, 1


 or 10


 RfD 

of sulcotrione. 0


RfD represents the positive control of our experiment. 
 
 

d) Dose-response curves 

 

S. oneidensis MR-1, B. cereus ATCC14579 and P. fluorescens F113 were exposed to increasing doses of 

sulcotrione, mesotrione and tembotrione (0 to 5


 RfD). The HPPD activity of P. fluorescens F113 is not 
 

inhibited by any of the β-triketones tested (Figure 4.A) even at high doses, up to 15


RfD (data not 

shown). A clear dose-dependent response was observed in in B. cereus ATCC14579 (Figure 4.B) and 

S. oneidensis MR-1 (Figure 4.C) which allowed us to calculate EC50. Tembotrione appears to have the 

most harmful effects on the enzyme activity with an EC50 of 0.07 ± 0.8 µM in S. oneidensis MR-1 

(Figure 4.E). Its EC50 in B. cereus ATCC14579 is not even calculable due to a too rapid decrease of 

OD430N values (Figure 4.D). Whereas sulcotrione has the lowest effect with an EC50 of 3.96 ± 0.3 µM in 

B. cereus ATCC14579 and 7.25 ± 1.7 µM in S. oneidensis MR-1. 
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Figure 4. OD430N, HPPD relative activity and EC50 measurements in B. cereus ATCC14579 (B and D), S. oneidensis MR-1 (C and E) and P. fluorescens F113 (A). 
 
OD430N and Act.% were measured in presence of increasing doses of sulcotrione and tembotrione in P. fluorescens F113 (A), B. cereus ATCC14579 (B) and S. 
oneidensis MR-1 (C). EC50 in B. cereus ATCC14579 (D) and S. oneidensis MR-1 (E) were calculated using the ‘drc’ package in R (Ritz et al. 2015). Their values 
are showed in µM on the left axis and the corresponding RfD is indicated under the molecule name. 
 
 
 
 

 

95 



Chapitre III : Effets des herbicides β-tricétones sur des HPPDs bactériennes modèles 
 

 

4) Discussion 

 

Among the four sequences (B. cereus ATCC14579, S. oneidensis MR-1, P. fluorescens F113 and R. etli 

CFN42) aligned in this study, a minimum of 34% similarity was measured and the active site of the enzyme 

appeared to be conserved in a large range of phyla and kingdoms. This observation is also verified when 

working on a higher number of bacterial HPPD protein sequences : the HIA and FFE motifs, typical from 

the active site of the enzyme, are conserved among 2506 protein sequences (Thiour-Mauprivez et al. 

2020). Docking studies revealed that sulcotrione, mesotrione and tembotrione are able to bind with HPPD 

of B. cereus ATCC 14579, S. oneidensis MR-1 and P. fluorescens F113. However, the binding force of β-

triketones with the HPPD P. fluorescens F113 is lower than the one of the two others. This suggests that β-

triketones would have a lower effect on this bacterial strain. It is noteworthy that docking predictions are 

in agreement with the measurement done with our bioassay. Indeed, when exposing P. fluorescens F113 

to whether 67.5 µM of sulcotrione, 66 µM of mesotrione or 51µM of tembotrione corresponding to 

15


RfD in a resting cell assay, any inhibition of the HPPD enzymatic activity was measured. On the 

contrary, even at low doses of sulcotrione, mesotrione and tembotrione, HPPD enzymatic activities of B. 

cereus ATCC 14579 and S. oneidensis MR-1 were inhibited. For both strains, β-triketones were ranked as 

follows from the biggest to the lowest inhibitory effect: tembotrione, mesotrione and sulcotrione. Hence, 

inhibition of bacterial HPPD activity in response to β-triketones was strain- and molecule-dependent. 

 
 

 

P. fluorescens F113, described as a Plant Growth Promoting Rhizobacteria (Shanahan et al. 1992), was 

insensitive to tested β-triketones despite the fact that docking predicted that these active compound can 

interact with active site of the HPPD. Therefore, its insensitivity cannot only be explained by this poor 

interaction of triketone molecules with its HPPD enzyme. One may hypothesize possible detoxification 

phenomena supporting resistance to β-triketones specific to this bacterial strain. Among possible 

mechanisms, detoxification can be achieved by the transformation of the active compound. Although 

Pseudomonas putida 1OP is known to degrade sulcotrione and used it as a source of carbon (Calvayrac et 

al. 2012), the transformation of β-triketones by P. fluorescens F113 is not yet described. Detoxification can 

also be achieved by efflux pumps that are pumping herbicides out of the cell. As an example, a putative 

major facilitator superfamily (MFS) transporter encoded by the yhhS gene was showed to confer 

resistance in an E. coli strain to glyphosate (Staub et al. 2012). Efflux pumps are commonly described in 

Gram-negative bacteria and especially in Pseudomonas aeruginosa where they are known to confer 

resistance to antibiotics. (Li et al. 2015; Rampioni et al. 2017). Other studies have tested the HPPD activity 

of Pseudomonas aeruginosa strains in presence of NTBC and inhibitory effects are observed at high doses 

of the inhibitor. For the DKN343 and 1111 isolates, NTBC up to 900 µM showed no inhibitory effects on 

HPPD activity and in the PAO1 mutant, P. aeruginosa hmga::tn, 
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300 µM of NTBC are required to inhibit the enzyme activity (Ketelboeter and Bardy 2015). The same 

authors showed that the expression of the MexAB-OprM efflux pump is required for resistance to NTBC in 

DKN343 (Ketelboeter and Bardy 2017). This efflux pump is known to extrude a broad range of antibiotics, 

detergents or organic solvents (Chen et al. 2016). We can then hypothesize that a similar efflux pump can 

allow sulcotrione, mesotrione and tembotrione to be extruded by P. fluorescens F113. 

 

The HPPD inhibition also depends on the molecule tested. Even if there was no differences in the 

binding force measured between the three β-triketones, tembotrione appears to have the lowest EC50 in 

both B. cereus ATCC14579 and S. oneidensis MR-1. Tembotrione was shown to be more toxic on the 

earthworm Dendrobaena veneta than glyphosate and nicosulfuron (Hackenberger et al. 2018). Even 

though the cited study did not compare tembotrione to other β-triketones, it gives us an information 

about its potential toxicity. When cloned in E. coli, the topramezone-resistant HPPD of the bacterium 

Sphingobium sp. TPM-19 exhibits a higher resistance to mesotrione (EC50 of 4.2 µM) compared to 

tembotrione (EC50 of 2.5 µM) (Liu et al. 2020) suggesting that, as observed in our study, tembotrione is 

more toxic than mesotrione on HPPD activity even for resistant HPPDs. This higher toxicity might be due 

to the fluorinated tail (-O-CH2-CF3) which increase its lipophilicity and favors the passage of hydrophilic 

and lipophilic barriers (Dumas et al. 2017). However, tembotrione physicochemical property does not 

explain why it has no or a little effect on the HPPD enzymatic activity of P. fluorescens F113. One can 

notice that the MexAB-OprM efflux pump previously cited is not yet described neither in B. cereus ATCC 

14579 nor in S. oneidensis MR-1, suggesting that these bacteria cannot extrude tembotrione once it has 

entered the cell. Regarding a possible biodegradation mechanism of tembotrione, the trifluoromethyl 

group added to this compound make it uneasy to degrade by bacteria (personal data). Taken together, 

these hypotheses can explain the fact that tembotrione harbor a higher effect on the HPPD activities of 

certain bacteria than sulcotrione does. 

 

To our best knowledge, this is the first study that assess the affinity of three β-triketones for the HPPD 

of soil borne bacterial strains and measure the effect of agronomical doses of active compounds on the 

HPPD enzymatic activities of native soil bacteria under controlled conditions. This easy and cheap bioassay 

was found to be suitable to assess the effect of sulcotrione, mesotrione and tembotrione on pure 

bacterial strains. It could then be useful for a a priori risk assessment of β-triketones effects towards soil 

microorganisms as encouraged by the European Food Safety Authority (EFSA) that recommends to 

establish new specific protection goals to protect soil microorganisms (Martin-Laurent et al. 2013; 

Karpouzas et al. 2016). This bioassay might also be suitable for a posteriori risk assessment to evaluate the 

effect of formulated plant protection products (PPPs). For example, the effects of β-triketone-based PPPs 

such as Decano® (made of sulcotrione), Calisto® (made of mesotrione) and Laudis® (made of tembotrione) 

could also be tested with our bioassay. In the future, 
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exposing this bioassay to extracts obtained from soils treated with β-triketones could also constitute 

a way for a posteriori risk assessment of formulated PPPs. 
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Résultats complémentaires 

 

 

L’activité HPPD de B. cereus ATCC14579, inhibée différemment par les trois molécules 

actives, pourrait être utilisée en analyse de routine pour détecter la présence de résidus d’herbicides 

β-tricétones dans les sols. Le principe de ce bioessai repose sur : (i) l’extraction des herbicides β-

tricétones à partir d’échantillons de sols agricoles, (ii) la mise en contact des cellules de B. cereus 

ATCC14579 en « resting cells » avec l’extrait et (iii) la mesure de l’activité HPPD. Un tel protocole n’a 

pas été testé par manque de temps et la principale difficulté dans sa mise en place est que les 

rendements d’extraction des résidus de β-tricétones sont influencés par les propriétés 

physicochimiques des sols et des molécules actives considérés. 

 

Les herbicides appliqués aux champs étant sous forme formulée, il se peut que les effets de la 

molécule active sur l’activité HPPD des cellules microbiennes soient modifiés en raison d’un effet 

synergique, antagoniste, ou non. Pour tester l’effet de la formulation des β-tricétones, nous avons exposé 

les isolats bactériens en « resting cells » à des doses croissantes de Decano®, le produit formulé de la 

sulcotrione. Comme pour la sulcotrione, la réponse apparaît isolat-dépendante (figure III.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure III.2 : Effet du Decano® sur l’activité de l’HPPD des six souches modèles. En gris clair et en gris 
foncé sont représentés l’effet de l’exposition à 1 fois et 10 fois la dose agronomique de Decano®, 
respectivement. 
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Chapitre III : Effets des herbicides β-tricétones sur des HPPDs bactériennes modèles 
 

 

Les CE50 chez S. oneidensis MR-1 (figure III.3A) et B. cereus ATCC14579 (figure III.3B) ont 

ensuite été calculées (figure III.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure III.3 : CE50 de S. oneidensis MR-1 (A) et B. cereus ATCC14579 (B) exposées à différents β-
tricétones. Sur l’axe de gauche, les CE50 sont exprimées en µM de substance active, le Decano® contenant 
300g/L de sulcotrione. L’équivalence en nombre de fois la dose agronomique recommandée y est 
indiquée en dessous du nom de chaque molécule testée (Eq. DA). Ces CE50 ont été calculées à partir de la 
moyenne de 3 échantillons avec le package « drc » sous R (http://bioassay.dk/).  
 

 

Nous remarquons que le Decano® semble avoir un plus fort potentiel inhibiteur que la substance 

active chez S. oneidensis MR-1 mais pas chez B. cereus ATCC14579. Bien que forts intéressants, ces 

résultats n’ont pas été intégrés à l’article en raison de leur trop grande variabilité. Il est à noter que 

cette variabilité n’était pas observée en réponse à l’exposition à la molécule active : la sulcotrione. 

Nous supposons ainsi que la molécule active du produit formulé ne pénètre pas de la même façon 

chez les différents isolats rendant la comparaison des résultats difficile. Une approche semblable sera 

conduite sur les produits formulés préparés avec la mésotrione et la tembotrione qui n’étaient pas en 

notre possession au moment où les tests furent effectués. 

 

Le Decano® a également été intégré aux études en microcosmes et nous pourrons donc 

évaluer son effet sur l’abondance et la diversité de la communauté hppd et le comparer aux résultats 

obtenus pour la sulcotrione. 
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Chapitre IV : Développement d’un outil moléculaire pour 

l’étude de l’abondance et de la diversité de la communauté 

bactérienne hppd des sols 
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Chapitre IV : Développement d’un outil moléculaire pour l’étude de l’abondance et de la diversité de 
la communauté bactérienne hppd des sols 

 

Introduction 

 
 

 

Au-delà de l’activité enzymatique, l’abondance, la structure et la diversité de la communauté 

bactérienne hppd peuvent également servir de biomarqueur aux herbicides β-tricétones dans les 

sols. Ces paramètres sont mesurables par des approches de biologie moléculaire reposant sur 

l’extraction directe des acides nucléiques du sol et leur analyse par des essais de PCR quantitatives et 

de séquençage haut-débit d’amplicons hppd générés par PCR. Ces essais qPCR et PCR ont nécessité le 

développement d’une paire d’amorces oligonucléotidiques dégénérées ciblant spécifiquement une 

large variété de gènes hppd (figure IV.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure IV.1 : Intégration du chapitre IV dans l’étude. 

 

En préambule du développement de l’outil moléculaire permettant de quantifier l’abondance 

et la diversité de la guilde bactérienne hppd, nous avons effectué une étude in silico afin de faire un 

état des lieux des séquences protéiques d’HPPD bactériennes séquencées et disponibles dans la 

banque de données Pfam (https://pfam.xfam.org/family/PF14696). Au total, au moment où nous 

avons réalisé l’analyse, il existait 2869 séquences décrites chez 1855 espèces bactériennes 

différentes (figure IV.2). Ces séquences ont été récupérées et constituent notre banque de référence 

de séquences HPPD. 
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Chapitre IV : Développement d’un outil moléculaire pour l’étude de l’abondance et de la diversité de 
la communauté bactérienne hppd des sols  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure IV.2 : Arbre phylogénétique des séquences protéiques d’HPPD bactériennes disponibles dans 
 
Pfam. Les séquences protéiques ont été récupérées sur Pfam 
(https://pfam.xfam.org/family/PF14696). L’arbre a été construit avec FastTree par la méthode du 
 
« Neighbour-Joining » et a été mis en forme sur iTol. Le cercle coloré représente les différents 
groupes bactériens auxquels sont affiliées les séquences. 
 

L’arbre phylogénétique présenté en figure IV.2 montre que tous les groupes bactériens sont 

représentés, avec une majorité de protéobactéries. Le gène hppd est donc communément retrouvé 

chez l’ensemble des bactéries. 

 

Partant de ce postulat, nous avons voulu développer une paire d’amorces oligonucléotidiques ciblant le 

plus grand nombre de séquences HPPD de notre banque de référence. L’alignement des séquences 

protéiques a révélé une faible similarité entre les séquences, mais aussi, deux motifs répétés, HIA et 

FFE, sur lesquels nous avons basé le dessin de notre paire d’amorces dégénérées, qui, selon notre 

analyse in silico, ciblait 2506 des 2869 séquences de notre banque de référence (cf figure 1 de la 

publication). 

 

Une première analyse de l’abondance et de la diversité du sol de Perpignan utilisant la paire 

d’amorces construite a été réalisée par qPCR et par séquençage Illumina MiSeq des amplicons hppd. 
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Chapitre IV : Développement d’un outil moléculaire pour l’étude de l’abondance et de la diversité de 
la communauté bactérienne hppd des sols 

 

Les résultats obtenus ont ainsi validé l’outil moléculaire construit. L’analyse des données de 

séquençage obtenues avec nos amorces hppd a nécessité la création d’un pipeline spécifique. 

 

La méthodologie que nous avons employée pour construire les amorces oligonucléotidiques 

permettant de quantifier l’abondance et la diversité de la guilde microbienne hppd pourrait être 

utilisée pour d’autres guildes fonctionnelles. 

 

Ces résultats ont été publiés en janvier 2020 dans le journal Journal of Microbial Methods 

(JMM) (doi: 10.1016/j.mimet.2020.105839). 
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la communauté bactérienne hppd des sols 

 

Article 3 
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Chapitre V : Validation de l’outil moléculaire développé par 

 

une approche des microcosmes aux champs (lab-to-field) 
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Chapitre V : Validation de l’outil moléculaire développé par une approche des microcosmes aux 
champs (lab-to-field) 

 

Introduction 

 

 

Une dernière partie de mon travail visait à tester l’outil moléculaire développé en conditions 

de laboratoire, par une étude en microcosmes, ainsi qu’en conditions réelles, par une étude aux 

champs. Les résultats de cette étude nous permettront de conclure sur la faisabilité d’utiliser 

l’abondance et la diversité de la communauté bactérienne hppd des sols comme biomarqueur 

d’exposition aux herbicides β-tricétones (figure V.I). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure V.1 : Intégration du chapitre V dans l’étude. 
 
 
 

 

Nous avons, pour ce faire, construit cette étude en deux niveaux. Le premier niveau consistait à 

exposer des microcosmes de sol à 1 fois ou 10 fois la dose agronomique de sulcotrione et de son produit 

formulé, le Decano®. A notre connaissance, c’est d’ailleurs la première fois que le Decano® est utilisé dans 

une étude d’impact écotoxicologique. Afin de déterminer le scénario d’exposition de la communauté 

bactérienne aux herbicides, nous les avons extraits du sol et dosés par HPLC. Un protocole pour 

l’extraction de la sulcotrione à partir du sol de Perpignan était déjà disponible au laboratoire. Il a 

cependant fallu adapter ce protocole pour l’extraction de la molécule contenue dans le Decano®. 

Parallèlement à cela, les acides nucléiques ont été extraits aux différents temps de prélèvement (30 

minutes, 7, 14 et 42 jours post-traitement) et l’abondance et la diversité de la communauté bactérienne 

hppd ont été mesurées par qPCR et par séquençage haut-débit grâce au couple d’amorces hppd 

précédemment présenté. Ni la sulcotrione ni le Decano® n’ont eu d’effets sur les paramètres mesurés 

dans cette communauté, quelle que soit la dose initiale appliquée. Les mêmes conclusions sont observées 

concernant l’effet de ces deux produits sur la communauté bactérienne totale du sol, résultats obtenus en 

quantifiant et en séquençant le gène codant l’ARNr 16S. 
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Chapitre V : Validation de l’outil moléculaire développé par une approche des microcosmes aux 
champs (lab-to-field) 

 

Un scénario d’exposition réaliste avec une étude sur des champs traités aux herbicides β- 

tricétones a fait l’objet du second niveau d’exposition. L’accès à ces champs a été rendu possible grâce à 

un partenariat avec Lionel Alletto de la chambre régionale d’agriculture Occitanie. Trois sols exposés 

ou non à des β-tricétones ont été prélevés à différentes périodes de l’année (figure V.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure V.2 : Pratiques culturales et traitements appliqués aux sols agricoles de l’étude. Le Camix® 
contient de la mésotrione à 40 g/L et a été appliqué à raison de 2,5 L/ha sur le sol représenté en vert 
et 2,7 L/ha sur celui représenté en orange. L’Auxo® contient 50 g/L de tembotrione et a été appliqué 
 
à raison de 0,6 L/ha sur le sol représenté en vert. Les autres traitements herbicides appliqués ne 
contiennent pas de β-tricétones. 
 
 
 
 

L’abondance et la diversité des communautés bactériennes totales et hppd, aux trois temps et sur 

les trois sols ont été mesurées. Seul le sol représenté en vert sur la figure V.2 présente une baisse du 

nombre relatif de copies du gène hppd en juin 2019. Ce nombre est ensuite, en août 2019, non 

significativement différent de celui mesuré en septembre 2018, premier temps de prélèvement. Il est 

à noter que ce sol présente également une diversité différente des deux autres sols. 

 

Les conclusions de cette étude nous amènent à penser que l’abondance et la diversité des 

bactériennes totales et hppd ne sont pas modifiées suite à l’application d’herbicides β-tricétones 

dans les conditions testées. 

 

L’article qui suit a été publié dans la session spéciale « Ecotoxicomic » du journal Frontiers in 

Microbiology en janvier 2021 (https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.610298). 
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champs (lab-to-field) 

 

Article 4 
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Chapitre V : Validation de l’outil moléculaire développé par une approche des microcosmes aux 
champs (lab-to-field) 

 
 
Résultats complémentaires 

 
 

Concernant les cinétiques de dissipation de la sulcotrione et du produit formulé (Decano®) 

obtenues dans les microcosmes de sol traités, nous avons vérifié l’adéquation au modèle du premier 

ordre du type C=C0e(-kt) par test du khi-deux (χ2) en utilisant les valeurs C mesurées 

expérimentalement et les valeurs C calculées par le modèle. Avec une valeur critique du χ2 égale à 

5,99 (paramètres du modèle : k et C0 ; n=2 degrés de liberté) et pour un niveau de confiance de 95%, 

seules les valeurs mesurées dans les microcosmes traités à une 1 fois la dose agronomique suivent un 

modèle du premier ordre avec une valeur du χ2 voisine de 0,33 pour le traitement à la sulcotrione et 

de 0,14 pour le traitement au Decano® et des pourcentages d’erreur du modèle acceptables de 7% et 

13% respectivement. En revanche, pour les microcosmes traités à 10 fois la dose agronomique 

(sulcotrione et Decano®), les valeurs mesurées ne s’ajustant pas au modèle du premier ordre (valeur 

du χ2>5,99), nous avons fait le choix de déterminer graphiquement leurs DT50. 

 

Dans les microcosmes traités à la sulcotrione, nous avons, conjointement à l’ADN, extrait 

l’ARN des échantillons de sols. Nous avions pour objectif de mesurer l’activité de la communauté 

bactérienne hppd par RT-qPCR. Cependant, pour la majorité des échantillons, nous n’avons pas réussi 

à dépasser le seuil de détection de l’appareil, rendant les données obtenues ininterprétables 

(tableau V.1). En effet, seuls dix échantillons sur les 36 testés dépassent au moins une fois le seuil de 

détection de l’appareil. 

 

Tableau V.1 : Echantillons dépassant au moins une fois le seuil de détection en RT-qPCR.  
 Echantillon (Jour_traitement_réplica) Nombre de détection/nombre de RT-qPCR réalisées 

 J7_D0_2 2/3 

 J7_D1_1 1/3 

 J7_D1_3 1/3 

 J7_D10_3 1/3 

 J14_D1_1 2/3 

 J14_D1_2 2/3 

 J14_D1_3 2/3 

 J14_D10_1 1/3 

 J14_D10_3 2/3 

 J42_D10_3 1/3 

 
 

Concernant les résultats de séquençage du gène hppd obtenus sur les microcosmes de sol 

traités au Decano®, nous avons réussi à mettre en évidence une OTU variant en fonction de la date et 

de la dose (ANOVA, p<0.05). Selon l’outil Protein Blast® 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins), la séquence sortante correspond à une 
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Chapitre V : Validation de l’outil moléculaire développé par une approche des microcosmes aux 
champs (lab-to-field) 

 

HPPD de la bactérie Novosphingobium sp. NDB2Meth1 avec un score de 90% d’identité et une e-

value de 1x10-44. Cependant, comme illustré sur la figure V.3, cette OTU n’est que faiblement 

représentée parmi nos échantillons et son occurrence au jour 0 de l’expérience varie fortement en 

fonction des doses testées. Nous ne l’avons donc pas considérée dans la suite de notre étude. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure V.3 : Occurrence de l’OTU-229 dans les microcosmes de sols traités au Decano®. Les boxplots 
représentent la moyenne de n=3 échantillons par condition. 
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Chapitre VI : Discussion, conclusion et perspectives 
 

 

Résumé des principaux résultats obtenus 

 

 

L’objectif de ce travail était de vérifier l’hypothèse suivante : des organismes dits « non-cibles 

» mais porteurs de la cible moléculaire d’une molécule herbicide donnée peuvent-ils être 

directement impactés par ce composé ? Si oui, peuvent-ils constituer un marqueur d’exposition ou 

d’effet ? Ces questions s’inscrivent dans une démarche de recherche de nouveaux indicateurs de la 

qualité des sols, plébiscitée, entre autres, par l’EFSA qui encourage l’utilisation de marqueurs 

d’origine microbienne pour l’évaluation du risque a priori et a posteriori (EFSA 2010). La mise au 

point de ce marqueur requiert l’étude de l’effet de la molécule herbicide à différents niveaux 

biologiques et l’emploi de stratégies adéquates (figure VI.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure VI.1 : Développement d’un marqueur d’exposition ou d’effet des herbicides dans les sols. 

 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux herbicides β-tricétones, historiquement 

étudiés par les équipes d’accueil (Chaabane et al., 2008; Calvayrac et al., 2012; Rocaboy-Faquet et al., 

2014; Romdhane et al., 2019). Leur cible, l’enzyme HPPD codée par le gène du même nom, fait 

« preuve de concept » de l’utilisation d’une enzyme ou d’un gène d’un organisme non-cible comme 

marqueur d’exposition à la substance dont il porte la cible. Cette réflexion a donné lieu à une étude 

bibliographique de faisabilité, présentée dans le chapitre II de ce manuscrit. Puis, après avoir identifié les 

différents niveaux d’organisation biologique auxquels pouvaient être développé le biomarqueur, nous 

avons construit cette étude en quatre niveaux : i) construction d’amorces in silico spécifiques au gène 

hppd (chapitre IV) ; ii) mesure in silico des interactions entre l’enzyme bactérienne HPPD et les inhibiteurs 

β-tricétones (chapitre III) ; iii) mesure de l’inhibition de l’activité enzymatique sur des populations 

bactériennes HPPD+, qui expriment l’enzyme HPPD (chapitre III) ; iv) mesure de l’abondance et de la 

diversité de la communauté bactérienne hppd du laboratoire aux champs, couplée 
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à la détermination du devenir des β-tricétones dans les sols par analyses en chromatographie liquide 

pour qualifier le scénario d’exposition des microorganismes à ces molécules actives (chapitre IV). 

Nous avons ainsi mis en place une approche pluridisciplinaire allant de l’ordinateur en passant par 

l’erlenmeyer, par des microcosmes de sol incubés au laboratoire et des échantillons de sols prélevés 

dans des champs cultivés, en testant à la fois les substances actives mais également les produits de 

protection des plantes formulés, à des doses agronomiques pertinentes, en employant à la fois des 

méthodes culture-indépendantes et culture-dépendantes et en s’attachant à rester au plus proche 

des conditions réelles. La figure VI.2 reprend les principaux résultats obtenus lors de l’étude. 
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Figure VI.2 : Schématisation des principaux résultats de l’étude. Les disciplines auxquelles ont été fait appel pour obtenir ces résultats sont encadrées en 
jaune. 
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Les premières analyses in silico ont montré que le gène hppd est présent chez de nombreux 

isolats appartenant à de nombreux genres bactériens. Ce grand nombre de séquences décrites nous 

a permis de dessiner des amorces dégénérées spécifiques du gène hppd d’un grand nombre de 

bactéries. Grâce à ce travail, nous avons pu mettre en place des essais de qPCR pour mesurer 

l’abondance de la communauté bactérienne hppd. Des amplicons hppd ont été générés par PCR et 

leur séquençage a permis de décrire la composition et la diversité de la communauté bactérienne 

hppd des sols, grâce à un pipeline spécifique aux amplicons hppd, développé en collaboration avec 

Marion Devers, Aymé Spor et Arnaud Mounier de l’INRAE de Dijon. 

 

A l’échelle de l’enzyme, les modélisations in silico menées par Franck Dayan ont montré que 

la sulcotrione, la mésotrione et la tembotrione se liaient avec une plus grande force aux HPPD de B. 

cereus ATCC14579 et S. oneidensis MR-1 qu’à celle de P. fluorescens F113. Cette caractéristique 

moléculaire a été retrouvée également au niveau cellulaire avec peu ou pas d’effet des β-tricétones 

testés sur l’activité enzymatique HPPD de populations de P. fluorescens F113 alors que, chez B. 

cereus ATCC14579 et S. oneidensis MR-1, l’effet sur l’activité HPPD est marqué en présence de faibles 

doses d’herbicides et observable pour toutes les molécules testées. Cet effet apparaît dose-

dépendant pour toutes les molécules testées et cette propriété nous a permis de calculer des CE50 

pour chaque « couple » population-molécule testé. De plus, pour B. cereus ATCC14579 et S. 

oneidensis MR-1, l’inhibition de l’activité HPPD apparaît également molécule-dépendante avec un 

effet plus marqué de la tembotrione et de la mésotrione que de la sulcotrione. Nous émettons 

l’hypothèse que la tembotrione, en raison de la présence d’une queue fluorée -O-CH2-CF3 et, de ce 

fait, d’un encombrement stérique plus conséquent, serait plus difficilement expulsée des cellules et 

donc possiblement plus toxique pour les populations bactériennes testées en raison de l’absence de 

détoxification. 

 

Finalement, les études au niveau de la communauté bactérienne hppd réalisées sur des 

échantillons de sols collectés dans des microcosmes de sols incubés aux laboratoires, dans des conditions 

contrôlées, et aux champs, dans des conditions agronomiques, n’ont pas mis en évidence d’effet notable 

de la sulcotrione ou de sa formulation commerciale sur l’abondance, la composition ou la diversité de 

cette communauté. La mesure des demi-vies de la sulcotrione pure ou en formulation dans le sol de 

Perpignan a montré une rapide dissipation de l’herbicide. Les molécules β-tricétones testées dans divers 

sols sont globalement connues pour montrer une affinité modérée pour les sols, mais suffisante pour 

diminuer leur persistance et leur biodisponibilité, d’autant que ces produits sont appliqués à de 

relativement faibles doses agronomiques (Chaabane et al., 2008; Faria et al., 2019). Il est donc possible 

que la sulcotrione, appliquée à des doses agronomiques ne soit pas biodisponible suffisamment 

longtemps pour altérer la communauté hppd et que, si un effet existe, il soit présent 
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dans des temps courts et transitoires, de telle sorte qu’il ait pu nous échapper compte tenu de notre 

plan expérimental. De plus, comme nous avons pu le constater à l’échelle d’une population, il existe 

de nombreux mécanismes de régulation biologique qui pourraient expliquer les différences 

observées entre deux populations bactériennes d’espèces différentes. Au sein d’une communauté, et 

donc, d’un ensemble complexe de populations hétérogènes, ces régulations sont d’autant plus 

nombreuses et complexes, qu’elles pourraient contribuer à masquer le signal qui pourrait être causé 

par l’exposition aux β-tricétones. 

 

Discussion 

 

 

Notre hypothèse de travail a donc été vérifiée au niveau moléculaire ainsi qu’au niveau 

cellulaire : l’activité enzymatique de l’HPPD de certaines souches bactériennes peut servir de 

biomarqueur grâce à une réponse dose-dépendante. De récentes études se sont également 

intéressées à mesurer l’inhibition par des β-tricétones de l’activité enzymatique HPPD chez des 

populations bactériennes. Certaines avec pour but final de construire des plantes génétiquement 

modifiées résistantes aux herbicides β-tricétones grâce au clonage d’un gène hppd bactérien 

naturellement résistant à ces composés (Liu et al., 2020), d’autres dans le but de produire de la 

mélanine à l’échelle industrielle (Tan et al., 2019). La production de mélanine et, par conséquent, 

l’HPPD, sont de plus en plus étudiées en raison du rôle protecteur de la mélanine face aux stress 

oxydatifs et des applications liées à la santé humaine qui pourraient en découler (Neuckermans et al., 

2019; Pavan et al., 2020). A notre connaissance, c’est cependant la première fois qu’est étudiée 

l’inhibition de l’activité enzymatique sur des populations bactériennes environnementales non 

transformées et qu’il est proposé d’utiliser cette activité comme marqueur de l’impact 

écotoxicologique a priori des herbicides β-tricétones. 

 

L’abondance et la diversité mesurées à l’échelle de la communauté bactérienne hppd, ne nous 

ont pas permis de valider notre hypothèse et ne semblent donc pas, dans les conditions testées, être de 

bon marqueurs des β-tricétones dans les sols. Cependant, cette étude a été menée sur un seul type de sol 

concernant l’expérience en microcosmes, et quatre autre sols collectés dans la même région agricole pour 

l’expérience pleins champs. Le sol étant un milieu complexe et variable aussi bien à l’échelle 

microscopique (« hot-spots ») qu’à l’échelle macroscopique (pédoclimat), les essais conduits dans cette 

étude sur le sol de Perpignan et les sols agricoles de la région toulousaine mériteraient d’être menés sur 

un panel de sols représentatifs des sols agricoles français pour généraliser nos conclusions. Par ailleurs, 

ces essais pourraient aussi être menés sur des « hot-spots » d’activité microbienne pour voir si les 

conclusions seraient identiques aux nôtres. Concernant l’expérience sur 
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les sols agricoles, la temporalité de l’échantillonnage peut être questionnée au regard du scénario 

d’exposition des communautés microbiennes aux herbicides β-tricétones dans les sols. En effet, des 

campagnes d’échantillonnages plus fréquentes, au moins pendant la première semaine suivant le 

traitement, auraient pu être souhaitables. Toutefois étant donné qu’aucune modification n’a pas pu 

être observée aussi bien sur l’abondance, la composition ou la diversité de la communauté 

bactérienne aux temps d’échantillonnages réalisés, on peut se demander de l’intérêt de mettre en 

évidence un impact éventuel transitoire à des temps courts d’exposition de ces herbicides sur la 

communauté bactérienne des sols. Aussi, grâce aux résultats obtenus in silico à l’échelle moléculaire 

et à l’échelle de la population, une autre stratégie expérimentale ciblant les communautés hppd les 

plus sensibles aux β-tricétones grâce à des amorces plus spécifiques pourrait être mise en place. Le 

même plan expérimental pourrait également être appliqué à d’autres microorganismes tels que les 

moisissures ou les cyanobactéries, peut-être plus réactives aux herbicides β-tricétones (Crouzet et 

al., 2016; Mallet et al., 2019). De plus, au-delà des limites liées à notre plan expérimental, les 

interactions au sein de la communauté et facteurs extrinsèques entrant en jeu sont plus complexes 

qu’à l’échelle d’une simple souche ou même d’une population. 

 

Parmi ceux-ci, peuvent être cités des facteurs liés directement aux propriétés des molécules 

herbicides étudiées et à leur dissipation rapide dans les sols qui font qu’elles n’auront peu ou pas d’effets 

sur les communautés microbiennes telluriques. De plus, les produits issus de la dégradation des β-

tricétones sont, comme les molécules mères, décrits comme ayant un faible taux de persistance dans le 

sol. Le CMBA, produit de dégradation de la sulcotrione, a, en fonction du sol considéré, une DT50 de 9,4 à 

38,2 jours (EFSA 2008). De plus, ce métabolite n’est pas connu pour inhiber les HPPDs bactériennes 

(Chaabane et al., 2007). Les bactéries du sol ne sont donc exposées aux herbicides β-tricétones et à leurs 

métabolites que de façon transitoire, expliquant possiblement le fait que nous n’observions pas d’effets « 

dose » dans le sol. La biodisponibilité de ces molécules peut également s’avérer être un facteur limitant à 

notre étude. Cette biodisponibilité est intimement liée aux propriétés physico-chimiques du sol et 

notamment à sa teneur en eau (Sims 2014). Une étude menée sur des sols traités avec deux substances 

actives différentes, le metsulfuron ou le sulfentrazone, a montré que, plus l’amendement ajouté au sol 

était concentré et donc, plus l’humidité relative du sol augmentait, moins les herbicides étaient 

biodisponibles (Szmigielski et al., 2018). Ainsi, selon le sol et même, la niche écologique considérée, la 

drilosphère étant par exemple décrite comme ayant plus d’eau disponible que la rhizosphère (Carminati 

et al., 2010; Sharma et al., 2018), la biodisponibilité des herbicides peut varier. Un herbicide plus 

biodisponible sera, d’une part, plus susceptible d’impacter les microorganismes sensibles et sera, d’autre 

part, plus susceptible d’être utilisé comme substrat par des bactéries capables de le dégrader. Les 

microorganismes dégradants, de par leur activité, 
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contribuent à éliminer l’herbicide du milieu diminuant ainsi sa persistance, l’exposition et, par 

conséquent, son impact écotoxicologique sur les microorganismes du sol. De plus, les microorganismes 
 

à la fois dégradants et HPPD+, peuvent se développer aux dépens des β-tricétones. Ces mécanismes 

contribuent à faire varier l’abondance et la diversité de la communauté hppd suite à une exposition 

aux herbicides β-tricétones 

 

Le fait que l’effet des herbicides β-tricétones puisse être masqué à l’échelle de la 

communauté peut aussi s’expliquer par un mécanisme compensatoire de cette dernière. A l’instar de 

l’hypothèse de la redondance fonctionnelle qui considère que, puisque plusieurs espèces remplissent 

les mêmes fonctions, une perturbation de l’écosystème aura un effet seulement à long-terme sur le 

fonctionnement de celui-ci (Walker 1992), nous pourrions émettre la même hypothèse en ce qui 

concerne les résultats de cette étude. La perturbation de l’écosystème sol par l’apport d’herbicides β-

tricétones sur ce dernier n’aurait pas d’effet visible sur la communauté bactérienne du sol pendant 

notre temps d’observation car ce dernier est trop court ou d’autres fonctions prennent le relais et 

permettent à la communauté de trouver son équilibre malgré la perturbation fugace engendrée. 

 

Pour rappel, l’HPPD convertit l’HPP en HGA qui entrera ensuite : i) chez les plantes, dans la 

voie de synthèse des plastoquinones ; ii) dans la voie de synthèse de l’acétoacétate et du fumarate ; 

iii) dans la voie de synthèse de la mélanine (cf. figure I.15). Au sein de la communauté bactérienne du 

sol, seules les deux dernières voies sont rencontrées. 

 

Le fumarate synthétisé entrera dans le cycle de Krebs, mécanisme sous-jacent de la respiration 

aérobie (Kelly and Hughes 2001). Dans le sol, le cycle de Krebs est l’un des mécanismes permettant de 

produire du dioxyde de carbone qui entrera directement dans le cycle du carbone, processus essentiel au 

maintien de l’équilibre de l’écosystème sol et d’un des services écosystémiques de soutien rendus par les 

sols (Xu and Shang 2016). Afin de permettre le fonctionnement du cycle de Krebs en toutes circonstances, 

plusieurs voies aboutissant à la synthèse de ses substrats sont possibles. La dégradation des 

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) par les bactéries du sol représente, par exemple, l’une 

des voies principales d’entrée du pyruvate dans le cycle de Krebs (Erwin et al., 2019). Le fumarate, lui, 

pourra être obtenu à partir du métabolisme de la tyrosine, en faisant intervenir l’HPPD mais également à 

partir du cycle de l’urée, intervenant dans le métabolisme de l’arginine, un autre acide aminé (figure VI.3) 

ou, simplement, à partir du succinate dans le cycle de Krebs. 
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Figure VI.3 : Production de fumarate à partir du cycle de l’urée (d’après Mendz and Hazell 1996). 
 

 

Nous pouvons émettre l’hypothèse que la voie du métabolisme de la tyrosine n’est 

probablement pas la voie préférentiellement utilisée dans le sol pour la production de fumarate. Cela 

expliquerait le fait que l’HPPD soit peu ou pas exprimée dans nos conditions d’études et que nous 

sommes incapables de mesurer ladite expression par RT-qPCR et qu’en conséquence, les herbicides 

β-tricétones ont peu d’effet à l’échelle de la communauté bactérienne. 
 

Concernant la production de mélanine, une revue a récemment mis en évidence les multiples 

systèmes de régulation retrouvés chez les bactéries (Pavan et al., 2020), situant l’HPPD au centre 

d’un véritable carrefour métabolique et sous-entendant les possibles compensations métaboliques 

qui en découlent. Chez certaines bactéries, la production de mélanine est en fait régulée par la 

concentration de certains acides aminés dans le milieu. Ainsi, la présence de phénylalanine ou de 

tyrosine peut activer un régulateur transcriptionnel qui activera à son tour le pool de gènes 

nécessaire à la synthèse de la mélanine, dont fait partie le gène hppd (Yang et al., 2007; Palmer et al., 

2010). D’autres facteurs peuvent également entrer en jeu dans la régulation de la production de 

mélanine : la présence de glycérol inhibe la transcription de l’hppd chez Aeromonas salmonicida 

subsp. pectinolytica 34melT (Pavan et al., 2019). Ces mécanismes de régulation sont également 

étudiés chez les bactéries et moisissures pathogènes des plantes et de l’Homme, respectivement 

Ralstonia solanacearum et Aeromonas media. Par l’étude de souches mutées, les auteurs réussissent 

à mettre en évidence des phénomènes de régulation transcriptionnelle de l’hppd dont l’enzyme 

confère, chez ces deux microorganismes, une résistance au stress oxydatif et leur permet une 

invasion efficace de l’hôte (Wang et al., 2015; Ahmad et al., 2016). 
 

Des conditions particulières sont donc nécessaires à l’expression de l’hppd, qui mettent en 

évidence l’importance de l’environnement. Lors de nos expériences en « resting cells », nous nous 

sommes placés dans des conditions favorables pour mesurer l’activité l’HPPD et que la mélanine soit 

produite. Cependant, dans le sol, nous ne contrôlons pas tous ces paramètres et il se peut que nos 

conditions ne soient pas optimales pour l’expression du gène codant cette enzyme. Cette hypothèse 
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est en effet soutenue par le fait que nous n’avions pas réussi à quantifier l’expression du gène hppd dans 

les sols alors que nous avons pu extraire des ARN amplifiables en RT-qPCR. Il aurait par exemple fallu 

apporter à notre sol de la tyrosine ou de la phénylalanine ou encore, lui ajouter un stress oxydatif pour 

que les conditions soient réunies pour que le gène hppd puisse s’exprimer. Bien que les approches multi-

stress soient de plus en plus communes dans de nombreux écosystèmes (Gunderson et al., 2016; Rocca et 

al., 2018), nous n'avions pas envisagé d'appliquer un stress autre que l’exposition aux herbicides lors de 

cette étude, notre plan expérimental étant construit de telle sorte à avoir un contrôle et deux conditions 

de traitement à deux doses agronomiques différentes uniquement. 
 

Outre les verrous technologiques propres à notre étude et à l’HPPD, nous nous sommes aussi 

heurtés à des problématiques plus globales. Certaines m’ont amenée à me questionner sur le bien-

fondé de la législation concernant la mise sur le marché des PPs. D’une part, concernant l’évaluation 

du risque a priori, avant la mise sur le marché des PPs, la réglementation actuelle propose un de ces 

deux tests pour les études d’écotoxicité sur les microorganismes : soit la mesure du potentiel de 

nitrification, soit la mesure du taux de minéralisation du carbone (OCDE 2000a ; OCDE 2000b). Depuis 

l’avènement des méthodes culture-indépendantes et du séquençage haut-débit, le métagénome du 

sol est de plus en plus documenté (Nesme et al., 2016). Les deux tests réglementaires semblent donc 

dérisoires et complétement dépassés. En effet, le couplage des analyses de séquençage haut-débit à 

d’autres méthodes comme la mesure du taux d’acides gras phospholipidiques (PLFA), qui est connue 

pour être un bon bioindicateur de la diversité microbienne des sols, ou encore, l’arrivée du 

séquençage de troisième génération, vont rendre les analyses des communautés microbiennes du sol 

encore plus précises (Nkongolo and Narendrula-Kotha 2020). Ces nouvelles technologies permettront 

d’établir plus facilement le lien entre dynamique des communautés microbiennes et fonctions 

qu’elles assurent dans l’écosystème sol. Selon moi, ces nouvelles technologies pourraient contribuer 

à une meilleure évaluation du risque a priori des molécules actives sur les microorganismes car 

reproductibles et applicables à tous les sols. D’autre part, il n’existe pas, dans la réglementation 

actuelle, un protocole d’évaluation du risque a posteriori, une fois le produit formulé mis au point, 

commercialisé et utilisé. Or, je me suis aperçue qu’il était difficile de travailler avec le Decano®, 

produit formulé de la sulcotrione dont la formulation reste inconnue en raison du secret industriel, 

d’une part, en raison de son faible taux d’extraction du sol et d’autre part, de sa mauvaise solubilité 

qui peut en partie expliquer des résultats variables obtenus sur les essais en « resting cells ». Ainsi, se 

pose la question de la pertinence de considérer uniquement la substance active lors des tests de 

mise sur le marché des PPs, ses propriétés pouvant se révéler être différentes de celles du produit 

final mis en formulation. Cela soulève également le besoin de mettre au point une évaluation du 

risque a posteriori, afin de tester l’impact environnemental et écotoxicologique du produit formulé. 
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Conclusion et perspectives 

 

 

A ma connaissance, c’est la première fois qu’une étude d’écotoxicologie microbienne propose 

d’utiliser le gène codant l’enzyme ciblée par une molécule active comme biomarqueur d’exposition dans 

un organisme non-cible. L’analyse des séquences disponibles dans GenBank nous a permis de montrer 

que le gène ciblé était présent dans de nombreux genres bactériens. Bien qu’in silico, nous avons pu 

mettre en évidence l’interaction moléculaire des β-tricétones avec le site actif de l’HPPD et montrer que 

certaines populations microbiennes présentaient des HPPDs sensibles aux β-tricétones, l’abondance, la 

composition et la diversité de la communauté hppd ne sont pas affectés par l’exposition à ces molécules. 

Cette discordance entre les aspects théoriques et biologiques peut s’expliquer par différents phénomènes 

abiotiques (adsorption des β-tricétones, structure chimique des différentes molécules) et biotiques 

(régulation de l’expression, compensation, redondance fonctionnelle). Notre étude indique qu’il faudrait 

plutôt cibler quelques taxons bactériens sensibles aux β-tricétones plutôt que la communauté dans son 

ensemble et suivre l’évolution de leur expression du gène hppd et de leur activité enzymatique HPPD. 

Toutefois, même si cette stratégie s’avérait fructueuse on peut s’interroger sur l’importance biologique de 

l’effet qui pourrait être observé car, par ailleurs, à l’échelle de la communauté bactérienne globale, rien 

ne transparait. Dans ce cas, il pourrait être judicieux de cibler une communauté reliée à une fonction 

importante pour la santé des plantes telle que les bactéries PGPR dont fait partie P. fluorescens F113 ou 

les bactéries fixatrices d’azote comme R. etli CFN42 qui sont importantes dans le contexte de la transition 

agroécologique. Egalement, la mesure l’activité enzymatique HPPD de certaines populations bactériennes 

pourrait être instrumentée pour en faire un marqueur d’exposition capable de détecter des résidus de β-

tricétones biodisponibles dans différentes matrices. Ce travail précurseur fait lieu de preuve de concept 

étant donné que bon nombre d’herbicides ciblent une enzyme présente également chez les 

microorganismes non-cibles (Thiour-Mauprivez et al., 2019). A l’avenir, certaines enzymes ciblées par des 

molécules actives et décrites comme essentielles chez certains microorganismes, ainsi que les gènes qui 

les codent, pourraient également être testées comme biomarqueurs des herbicides qui les ciblent. On 

peut, par ailleurs, d’une manière plus générale, s’interroger sur la nécessité de développer une approche 

similaire sur d’autres microorganismes telles que les moisissures ou les algues, et même, parmi les autres 

règnes du vivant avec des végétaux et des animaux considérés non-cibles mais ayant la cible de molécule 

active entrant dans la composition de certains PPs afin d’évaluer l’effet de ces composés sur la santé de 

l’environnement, des animaux et de l’Homme. 
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Documents supplémentaires article 3: 
 

Supplementary data 

Supplementary file 1. Active substances with herbicidal activity belonging to the HRAC F2 group 

Chemical family Active substance 

Oxazole Isoxachlortole 

 Isoxaflutole 

Pyrazole Benzofenap 

 Pyrasulfotole 

 Pyrazolynate 

 Pyrazoxyfen 

 Topramezone 

Benzoylcyclohexanedione Mesotrione 

 Sulcotrione 

 Tembotrione 

 Tefuryltrione 

Unclassified Benzobicyclon 

 Bicyclopyrone 
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Supplementary file 2. A novel pipeline to design a degenerate primer pair to target bacterial hppd 

genes.  

The different steps are depicted in orange when working on protein sequences and in green when 

working on nucleic sequences.  
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Bacterial 4-HPPD sequence database downloaded on Pfam  

2869 protein sequences 

Corresponding nucleic sequences retrieved from Genbank via 
an in-house python script  

2883 nucleic sequences 

Alignment of nucleic sequences with Muscle 

2883 nucleic sequences 

Conversion into protein sequences via Mega7 

Tidying by removing the too long, too short or too different 
sequences 

Identification of repeated motifs with j-CODEHOP : HIA and FFE 

2506 protein sequences 

Primer design with 3’-tail targeting all of the possible codons for 
HIA or FFE patterns 

2883 protein sequences 

2506 protein sequences 



Supplementary file 3. Physicochemical properties of the soil of Perpignan (France).  

Perpignan soil properties 

Clay (%) 16.2 

Silt (%) 29.1 

Sand (%) 54.7 

Organic matter (g.kg-1) 27.5 

Organic carbon (g.kg-1) 15.9 

Nitrogen (g.kg-1) 1.2 

CEC (meq.kg-1) 99.0 

Ca2+/CEC (%) 260.3 

Water pH (a.u.) 8.0 

 

 

Supplementary file 4. PCR conditions for the amplification of the hppd gene from soil DNA extracts. 

PCR reactions were conducted in a final volume of 25µL using 0.5ng of DNA template, 1X standard 

buffer with MgCl2 (MP Biomedicals, France), 0.2mM of dNTPs (MP Biomedicals, France), 10µM of 

each specific primer (HIA-F/FFE-R), 250ng of T4 gp32 (MP Biomedicals, France) and 1.25U of Taq DNA 

polymerase (MP Biomedicals, France). DNA amplifications were carried out in a PTC 200 gradient 

cycler (MJ Research, Waltham, MA) as follows: 2min at 95°C, 35 cycles of 30s at 95°C, 45s at 51.5°C 

for primer annealing, and 45s at 72°C, plus an additional 15min run at 72°C. PCR products were then 

separated by electrophoresis on a 2% agarose gel, stained with ethidium bromide (100mg.L-1) and 

photographed with a CCD camera. 
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Documents supplémentaires article 4: 
 

 

Table S1. Soil properties of samples collected in three agricultural fields located in the same area. 

Granulometry was measured according to the particle size 5 fractions with no decarbonisation 

method (NF X 31-107) and revealed sandy clay loam soils. Organic carbon, matter and nitrogen 

contents were measured by dry combustion according to the standard methods NF ISO 10694 and NF 

ISO 13878. CEC was measured according to the Metson method (NF X 31-130). n.d=not determined.  

Field 
Sampling 

date 

Clay 

(%) 

Silt 

(%) 

Sand 

(%) 

Water 

pH 

Organic 

carbon 

(g/kg) 

Organic 

matter 

(g/kg) 

Nitrogen 

(g/kg) 

CEC 

(meq/kg) 

1 

Sept. 2018 23.4 55 18.3 6.2 n.d n.d n.d n.d 

June 2019 14.1 52 33.8 6.1 47.5 82.3 3.21 186 

Aug. 2019 18.5 48 33.5 5.8 50.7 87.7 3.38 185 

2 

Sept. 2018 26.2 44.7 26.4 6.7 n.d n.d n.d n.d 

June 2019 20.9 47.9 31.3 5.2 29.2 50.5 2.45 119 

Aug. 2019 20 50.4 29.7 5.4 31.7 54.8 2.46 124 

3 

Sept. 2018 16.1 33.4 48.5 6.3 n.d n.d n.d n.d 

June 2019 13.3 48.7 38 5.7 42.8 74.1 2.89 141 

Aug. 2019 17 52.2 30.8 5.7 51.7 89.4 3.39 164 
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Figure S1. Dissipation kinetics of 1X RfD of sulcotrione (A) and Decano® (B) and 10X RfD of sulcotrione (C) and Decano® (D) in Perpignan soil microcosms. 
Standard deviations are indicated (n=3). 
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Table S2. Richness and diversity indices of the total bacterial community calculated for soil 

microcosms exposed to sulcotrione (S) and Decano® (D) applied at different concentrations (Control, 

1X RfD, and 10X RfD) at 0, 7, 14 and 42 days. Mean values ± confidence intervals are shown. 

Statistical analysis were led for each sampling day by comparing the different treatments to the 

control. Differences are indicated, if needed, by small letters (Kruskal–Wallis test P < 0.05). 

Day after treatment Treatment Observed species PD whole tree 
Simpson 

reciprocal 

0 

S Control 1367±61
b

 503±22
b

 206±25 

S 1X RfD 1508±16
a

 544±9
a

 280±59 

S 10X RfD 1520±35 
a

 558±11
a

 282±48 

D Control 2421±72 810±22 249±3 
D 1X RfD 2237±187 760±44 208±76 

D 10X RfD 2416±134 804±29 320±56 

7 

S Control 1270±46 482±12 91±27 
S 1X RfD 1333±56 497±19 118±40 

S 10X RfD 1326±88 499±12 115±30 

D Control 2370±82 793±9 223±73 
D 1X RfD 2283±300 768±74 270±109 

D 10X RfD 2484±104 822±24 344±66 

14 

S Control 1485±31 558±11 174±3 
S 1X RfD 1443±62 541±9 149±14 

S 10X RfD 1474±51 520±19 165±57 

D Control 2577±63 810±22 281±67 
D 1X RfD 2447±66 760±44 205±105 

D 10X RfD 2232±335 804±29 151±133 

42 

S Control 1540±16 536±9 241±75 
S 1X RfD 1512±9 552±4 202±23 

S 10X RfD 1548±24 543±6 218±41 

D Control 2539±84 841±26 334±21 
D 1X RfD 2596±41 848±17 353±18 

D 10X RfD 2624±38 857±10 328±41 
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Figure S2. UniFrac analysis of the effect of sulcotrione (A) and Decano® (B) applied at different concentrations (Control, 1X RfD, and 10X RfD) on the total 
bacterial community composition of soil microcosms after 0, 7, 14 and 42 days of exposure. The first three axes of the PCoA of the weighted UniFrac 
distance matrix of 16S rRNA amplicon Illumina sequencing are shown. The percent of variance explained by each axis is given. 
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Figure S3. Analysis of the α-diversity (A) and the β-diversity (B) of the total bacterial community in soils of agricultural fields treated with PPPs (fields 2 and 
3) or not (field 1) at different sampling times over a crop cycle (Sept. 2018, June 2019, Aug. 2019). (A) Richness and diversity indices of the total bacterial 
community (mean values ± confidence intervals). ANOVA tests were conducted and p<0.05 was considered as significant and indicated by a small letter. (B) 
UniFrac analysis on the total bacterial community composition. The first three axes of the PCoA of the weighted UniFrac distance matrix of hppd amplicon 
Illumina sequencing are shown. The percent of variance explained by each axis is given. 
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DIAGSOL : Développement d’un nouveau marqueur fonctionnel d’exposition aux herbicides 

β-tricétones dans les sols agricoles. 
 
 

Résumé : De nombreux herbicides ciblent une enzyme végétale aussi retrouvée chez des organismes dits 
« non-cibles » tels que les microorganismes. Ce travail de thèse vise à établir la preuve de concept que les 
gènes microbiens codant l’enzyme ciblée ou l’activité de l’enzyme elle-même peuvent servir de marqueur 
d’impact écotoxicologique des herbicides dans les sols. L’enzyme HPPD (4-hydroxyphénylpyruvate 
dioxygénase) et le gène du même nom, cible des herbicides β-tricétones, sont sujets d’étude.  
Des études in silico montrent que le gène hppd est présent dans de nombreux genres bactériens et un 

couple d’amorces ciblant une majorité des séquences décrites a été dessiné. Ce dernier a servi à mesurer 
l’abondance, la composition et la diversité de la communauté bactérienne hppd de microcosmes de sols 
exposés à la sulcotrione ou à sa formulation commerciale, le Decano®. Les mêmes mesures sont réalisées 

sur des champs agricoles traités avec des β-tricétones pendant une année. A l’échelle de la communauté, 
aucun effet des herbicides n’est décelable, renforçant leur réputation « eco-friendly ».  
Au niveau enzymatique, des études de docking moléculaire montrent que les herbicides se lient plus 

fortement à l’HPPD de certaines souches. Le bioessai développé soutient cette observation : les β-
tricétones ont un effet variable sur l’activité HPPD en fonction de la souche considérée. La tembotrione 
inhibe plus fortement l’activité HPPD de Bacillus cereus ATCC14579 et Shewanella oneidensis MR-1 que la 
sulcotrione et la mésotrione. A l’avenir, ce bioessai pourrait être utilisé comme marqueur d’exposition des 
sols aux herbicides β-tricétones dans une optique d’évaluation du risque par les autorités. 

 

Mots-clefs : herbicides β-tricétones ; enzyme HPPD ; gène hppd microbien ; microorganismes ; 
communautés microbiennes ; écotoxicologie microbienne ; biomarqueur ; bioessai ; organismes non-
cibles. 

 

DIAGSOL: Development of a new functional marker for β-triketone herbicide exposure in agricultural 
soils. 

 

Abstract: Numerous herbicides target an enzyme found not only in weeds but also in « non-target 
organisms » such as microorganisms. This proof-of-concept study aims to use microbial gene encoding the 
targeted enzyme or the targeted enzyme itself as a marker for herbicide exposure in soils. The hppd gene 
and the encoded enzyme (HPPD; 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase), targeted by β-triketone 
herbicides, are the subject of this study. 
 
In silico analyses reveal that the hppd gene is spread out in all bacterial phyla. Primers specific to this gene were 

designed. This primer pair is used to measure the abundance, the composition and the diversity of the hppd 

bacterial community in soil microcosms exposed to sulcotrione or its commercial formulation, Decano®. Similar 

measurements are made, over a cropping cycle, on agricultural fields treated with various herbicides, including 

β-triketones. No significant effect of β-triketone herbicides were observed at the 

bacterial community scale, strengthening their “eco-friendly” reputation. 
 
At the enzymatic scale, molecular docking studies reveal that β-triketones bind more closely to certain 

bacterial HPPD than others. The developed bioassay reinforces this observation: regarding the bacterial 

strain, β-triketones have a variable inhibitory effect on the HPPD enzymatic activity. Tembotrione has a 

greater inhibitory effect on the HPPD activity of Bacillus cereus ATCC14579 and Shewanella oneidensis 

MR-1 than sulcotrione and mesotrione. This bioassay could be used as a marker of exposure for β-

triketones risk assessment studies requested by authorities in charge of pesticide regulation. 

 

Key-words: β-triketone herbicides ; HPPD enzyme ; microbial hppd gene ; microorganisms ; microbial 
communities ; microbial ecotoxicology ; biomarker ; bioassay ; non-target organisms. 


