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Chapitre | : Synthese bibliographique

1) Santé, environnement, écosystémes

a) De lI'importance des services écosystémiques

En 2000, Kofi Annan, alors secrétaire de I'Organisation des Nations Unies, alerte les autorités sur
le besoin de surveiller et gérer durablement les écosystémes afin de maintenir le bien-étre humain.
En 2001 est créé un groupe de surveillance scientifique en charge de I'évaluation des écosystémes
pour le nouveau millénaire (Millenium Ecosystem Assessment). Et le constat est amer : plus de la
moitié des services écosystémiques sont dégradés ou utilisés de facon non durable (Tallis and Kareiva
2005). Gretchen Daily définit les services écosystémiques comme des conditions et des procédés par
lesquels les écosystemes naturels et les espéces qui les peuplent, participent a et améliorent la vie
humaine (Daily 2012). Ces services sont donc essentiels a 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, a terme, faire décliner le nombre d’espéces 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 étre classés en différents groupes, comme le suggere un
rapport du Milllenium Ecosystem Assesment (figure 1.1) (Corvaldn et al., 2005). Les services de
soutien tels que le cycle de I'eau ou la formation du sol sont essentiels a la production des autres
services et sont donc a la base de cette classification. Vont découler des services de soutien, les
services régulant ou modulant les phénoménes naturels telle que la pollinisation ; les produits
potentiellement commercialisables tirés de certains services ; et enfin, les bénéfices non-matériels

des écosystemes profitables a I'Homme tels que les services culturels.
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[ Services de soutien ]

Services essentiels a la production
des autres services (cycle de I'eau,
formation du sol)

! /

[ Services de production ] [ Services de régulation ]
Services correspondant aux Services modulant ou régulant
produits potentiellement les phénomenes naturels
commercialisables (eau, (érosion, pollinisation)

alimentation)

[ Services culturels ]

Bénéfices non-matériels que
I’humanité peut tirer des
écosysteémes (écotourisme)

Figure 1.1 : Les différentes classes de services écosystémiques

En France, les écosystemes et leurs services sont évalués depuis 2012 via l'initiative EFESE
(Evaluation Francaise des Ecosystémes et des Services Ecosystémiques). Des groupes de travail ont
été constitués pour étudier les services rendus par les six principaux écosystemes présents sur le
territoire francais : les écosystemes forestiers ; les écosystémes agricoles ; les écosystemes urbains ;
les milieux humides ; les milieux marins et littoraux ; les zones rocheuses et de haute montagne. Le
rapport intermédiaire de I'EFESE publié en 2016 alerte sur le fait que seulement 22% des habitats et
28% des espéces d’'intérét communautaire (ou especes protégées) apparaissent en état « favorable »
de conservation (EFESE 2016). Or, c’est |'état écologique des écosystemes (favorable, défavorable
inadéquat, défavorable mauvais ou inconnu) qui conditionne leur capacité a fournir durablement des

services.

Haut lieu des services écosystémiques, les sols stockent plus de carbone que I'atmosphére et la
végétation réunies : environ 2000 milliards de tonnes de carbone y sont stockées sous forme de
matiére organique (IPCC 2013). De plus, ils renfermeraient pres du quart de la biodiversité mondiale
actuellement décrite (Decaéns et al., 2006). Le sol ne fait pourtant pas I'objet d’'une protection
spécifiqgue comme I'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 a la fois a I’échelle macroscopique mais également a des échelles
plus fines, jusqu’a I'échelle microscopique. A cette échelle, différents habitats peuvent étre
caractérisés. Ceux-ci, appelés « hot-spots », sont contenus dans un faible volume dans lequel les
interactions sont plus intenses. lls sont classés en fonction de I'apport en carbone libre de la zone

considérée (Kuzyakov and Blagodatskaya 2015) (figure 1.2) :

-La rhizosphere (2A) est le sol sous I'influence des racines des plantes et le carbone y est apporté

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

-La détritusphére (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 drilosphére (2C) est le sol sous l'influence de I'activité des vers de terre. Le carbone y est
présent dans les turricules (féeces du ver) a 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 matiére organique apportée par

lessivage de la détritusphére et de la rhizosphére (Kaiser and Kalbitz 2012).

Figure 1.2 : La division du sol en « hot-spots » (tirée de Kuzyakov and Blagodatskaya 2015). Quatre
« hot-spots » peuvent étre définis dans le sol : la rhizosphére (A), la détritusphere (B), la drilosphére
(C) et les macro- et micro-agrégats (D).
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Au niveau macroscopique, les sols peuvent étre percus a différentes échelles : du champ et
du paysage agricole jusqu’a 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 1.3A, 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 francais et les pratiques culturales sur le territoire national

sont quasiment superposables.

Le caractére hétérogéne a la fois a I’échelle microscopique et macroscopique va grandement
influencer I'activité biologique des sols qui est soutenue a pres 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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' ]
’Tvpe de sol ' . | Q [CJcéréales et oléoprotéagineux [l Avicyiture
[ sols des roches calcaires [l Sols des formations limoneuses '-.-L] [_JAutres grandes cstires | Porcins i
Sols des matériaux argileux .Aub’es sols Q. . tagumes 2t cliampignons . Autr% poyCeveae
: o k} Bl Fleurs et horticulture diverse [ Polyculture dominante
Sols des matériaux sableux DAbsence de sol (glacier, villes, Iacs)] | U/ em
S ots d'altératio différencié | Viticultwee il Polyélevage dominant
b e Fruits et autres cultures permanentes
- Bowins lait D Polyculture et polyélevage
Bl 5ovins viande [ exploitations non classées
Bowvins mixte D Sans exploitations
Ovins, caprins
- Polyélevage d’herbivores

Figure 1.3 : Les différents types de sols francais et pratiques culturales (d’aprés CGDD 2015). La carte A représente les différentes textures de sol
retrouvées en France. La carte B montre les pratiques culturales du territoire francais.
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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’espéces bactériennes et plusieurs centaines de
milliers d’espéeces 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 frangais ont
été déterminées par séquencage d’amplicons du géne codant I’ARN ribosomique 16S pour les
bactéries et de la région ITS (Internal Transcribed Spacer) de F'ADN ribosomique pour les
champignons obtenus par PCR a 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 1.4), est expliquée en majorité par les propriétés physico-chimiques du sol considéré et

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

A

S,
¢\"‘

Richesse bactérienne
(Nombre de taxons)

Figure 1.4 : Nombre de taxons bactériens dans les sols francais (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 apparait essentiel de comprendre les
interactions qu’entretiennent les microorganismes entre eux et avec leur environnement afin de

mieux

22



Chapitre | : Synthese bibliographique

appréhender les services qu’ils peuvent rendre aux écosystemes : c’est le but de I'écologie
microbienne (figure 1.5) (Barton and Northup 2011; Graham et al., 2016).

= Interactions, fonctions ;
=== <
“ > |
- , Expression, régulation
Communautés Ecosystemes
microbiennes

Figure 1.5 : Relations entre communautés microbiennes et écosystemes (adaptée de Ghiglione et

al., 2016).

Un microorganisme ou individu vit au sein d’une population, c’est-a-dire un groupe d’individus
apparentés a la méme espéce. Les populations microbiennes occupant un méme 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 role et contribuer a 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
écosystéme. 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 a 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) a réaliser une tache dans le but de servir
I’écosystéme. Les populations remplissant la méme fonction, sans distinction d’espéce, appartiennent a la
méme communauté fonctionnelle (encore appelée guilde fonctionnelle). On considerera que les
communautés fonctionnelles habitant le méme écosysteme occuperont la méme niche écologique,
concept qui prend en compte a la fois les conditions nécessaires au maintien des espéces dans
I’écosystéme mais également leur rdle dans celui-ci (Polechova and Storch 2019). Les bactéries
dénitrifiantes sont, par exemple, I'ensemble des bactéries capables de remplir les fonctions de
dénitrification, qu’elles appartiennent au groupe des a-, B-, ou y-protéobactéries, avec pour point

commun de porter les génes narG, nirK, nirS et nosZ codant les sous-unités des enzymes dénitrifiantes
transformant les nitrates (NOs’) disponibles pour la plante en oxyde d’azote (NO et N20), de puissants des
gaz a effet de serre contribuant au réchauffement climatique (Braker et al., 2000; Kandeler et al., 2006).

La communauté fixatrice d’azote, quant a elle, transforme I'azote atmosphérique (N2) en nitrate (NOs3’) ou

en ammonium (NHa") pour le restituer aux plantes et ce, grace a une enzyme appelée nitrogénase codée
par les génes 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 [égumineuses, ou sous forme libre, donnant lieu a 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

|'azote, service écosystémique de soutien, illustré dans la figure 1.6.
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Figure 1.6 : Le cycle de d’azote dans les sols (tirée de Pajares and Bohannan 2016). Les fleches en
pointillés correspondent aux processus de décomposition et celles en tirets aux processus
assimilateurs. Les fleches pleines correspondent aux processus dissimilateurs : gris pour la fixation
d’azote, bleu pour la nitrification, vert pour la dénitrification, violet pour I'anammox et jaune pour la
réduction dissimilatrice du nitrate en ammonium (DNRA). MOS : matiere organique du sol ; MOD :
matiere organique dissoute.

Il a été montré que lorsque 75% de la diversité de la communauté bactérienne dénitrifiante
était perdue, une baisse de 83% de I'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, I'’équilibre de ce cycle est donc menacé et, par extension, celui de
I’écosystéme aussi. Afin de comprendre de quelle maniére est modifié cet équilibre, certains auteurs

ont dressé des hypotheses qui expliqueraient I'effet de la perturbation d’un écosystéme sur la diversité
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des espéces qui le peuplent et les fonctions écologiques qui y sont associées (figure 1.7). Il ne s’agit
pas la de considérer qu’une seule hypothese est vérité mais plutot 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 méme écosystéme.

e L’hypotheése linéaire (Schulze and Mooney 1994) : le nombre de fonctions d’'un écosystéme
est directement proportionnel au nombre d’especes qui le constituent. Par conséquent,
I’élimination d’une espece provoque I’élimination de la fonction qu’elle remplit. Chaque

espéce fournirait donc un élément clé pour le fonctionnement de I'écosystéme.

e L’hypothése des rivets (Ehrlich 1981) : en fonction du nombre initial d’espéces, appelées
«rivets », la perte successive de ces derniéres limitera la capacité de I’écosysteme a
fonctionner correctement. Il existerait donc un seuil de tolérance des écosystemes qui,

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

e L’hypothése de la redondance (Walker 1992) : elle considére que I'écosystéme a un taux de
fonctions distinctes qui augmente jusqu’a un niveau déterminé a partir duquel I'addition
d’especes ne représente pas d’augmentation des interactions. Ainsi, puisque plusieurs
especes remplissent les mémes fonctions, une perturbation de I’écosystéme aura un effet sur

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

e L’hypothese d’idiosyncrasie (Steele 1991) : elle assume que le fonctionnement de
I’écosysteme est dynamique et change avec la richesse des espéces qui le constituent. Ainsi,
I'effet d’une perturbation serait imprévisible du fait de la variété et la complexité des roles

de chacune d’entre elles.

e L’hypothése des especes clés (Mills et al., 1993) : elle soutient que la perte de certaines
especes, voire une seule (notion d’espece clef de volte), est suffisante pour changer le
fonctionnement de I'écosysteme. Les especes étant fortement liées a un processus
écologique, une perturbation pourrait donc engendrer un probléme de fonctionnement de

I’écosysteme voire méme un effet « domino » de perte d’espéces et de fonctions.
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Figure 1.7 : lllustration des différents scénarios de I'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 I'écosysteme dépend donc en grande partie des microorganismes qui le
composent, en raison des fonctions écologiques qu’ils soutiennent. Comme évoqué, I'équilibre du sol
reste fragile et 'arrivée de perturbations peut donc avoir des conséquences irréversibles sur les

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

Cependant, le pool de genes communs d'une communauté microbienne n’aboutit pas
nécessairement a la réalisation d’une fonction commune. Lorsque 'on s’intéresse par exemple aux
communautés capables de dégrader des polluants tels que les hydrocarbures, la capacité de la
communauté a métaboliser ces molécules n’a pas pour but direct de servir I’écosysteme et ne peut
donc pas étre qualifiée de fonction écologique. Cependant, les populations microbiennes impliquées
dans la dégradation de ces molécules partagent un pool de genes de dégradation : elles forment une
communauté métabolique. C'est le cas du gene 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 B-cétoadipates. Les auteurs
parlent ainsi de communauté pca du sol (El Azhari et al., 2007). Dans cette méme voie métabolique,
une autre communauté métabolique peut étre identifiée : celle des bactéries possédant le géne catA,
qui lui code une enzyme impliquée dans la premiére étape de dégradation du catéchol. Une étude a
méme montré que la communauté catA était tres abondante dans un sol pollué aux hydrocarbures
aromatiques, suggérant que ces polluants favorisaient le développement de cette communauté
métabolique (ElI Azhari et al., 2010). Sur certains sites pollués aux hydrocarbures, un suivi par PCR
quantitative en temps réel (RT-gPCR) des génes codant des dioxygénases bactériennes permettant la
dégradation de ces polluants a montré que la communauté dégradante pouvait représenter jusqu’a

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 a de nombreux stress

auxquels ils doivent sans cesse s’adapter.

2) Les communautés microbiennes au temps de I'anthropocéne

a) Anthropoceéne et utilisation des produits phytosanitaires

Selon certains géologues, nous sommes désormais dans lI'ére de I'anthropocéne : I'ére ou
I'activité humaine joue un role prépondérant voire plus important que les phénomenes naturels sur
I’évolution de I'environnement a I'échelle planétaire (Corlett 2015). Bien que I'entrée dans cette
nouvelle ére, qui mettrait ’'Homme au centre de la géologie fasse encore débat, il est évident que le
triplement de la population mondiale depuis 1950 nous a obligé a changer nos habitudes de
production et de consommation. Nourrir sept milliards d’habitants nous contraint a pratiquer
I'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 renforgcant I'action de la molécule active) sont utilisés pour
prévenir les maladies des végétaux et contréler 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 acheéte 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 I'un des plus gros consommateurs en PPs en Europe derriére I'ltalie et les Pays-Bas
(CGDD 2018). En 2008, a l'issue du Grenelle de I'Environnement, le ministere en charge de
I’Agriculture et de I’Alimentation lance le plan ECOPHYTO1 avec pour objectif de baisser de 50% d’ici
a 2018 I'utilisation de PPs. Ce plan s’est avéré étre un échec puisque I'utilisation de PPs a augmenté
de 20% en moyenne durant cette période malgré les dispositions prises par le gouvernement
francais. Les ambitions ont donc été revues a la baisse dans le plan ECOPHYTO2 qui a repoussé
I’échéance a 2025 (Guichard et al., 2017). Bien que les PPs ne soient pas, a proprement parler, des
polluants, leur mauvaise utilisation et/ou leurs résidus peuvent, eux, mener a des phénoménes de
pollution. On parlera de :

- Pollution ponctuelle lorsque les bonnes pratiques de I'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

périmetre restreint.

- Pollution diffuse issue de I'application du PP sur les parcelles agricoles et de sa dispersion dans
I’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 apparait donc essentiel de comprendre le devenir dans I’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 1.8).

'. Dégradation

v
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Produits phytosanitaires Sols agricoles

Figure 1.8 : Relations entre polluants et écosystémes (adaptée de Ghiglione et al., 2016).

Parmi les PPs, ce sont les herbicides qui ont I'lFT (indicateur de fréquence de traitement) le plus
élevé en France (CGDD 2017). Cet indicateur permet d’observer I'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
phénoménes 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’a 1,1ug/L dans les nappes phréatiques (Sjerps et al., 2019). En France, il est encore
retrouvé des métabolites de |'atrazine, un herbicide interdit a la vente en 2003, dans les eaux non
traitées, a des doses pouvant aller jusqu’a 0,09ug/L (Guillon et al., 2019). Cependant, les auteurs
soulignent le fait que, une fois I'eau traitée par ultrafiltration et au charbon actif, processus pouvant étre
employé dans le traitement des eaux, les concentrations en métabolites répondent aux normes
européennes concernant la qualité de I'eau. Depuis 1998 et la révision de la directive cadre sur I'eau
(European commission 1998), la concentration en résidus d’'un PP dans I’eau potable ne doit pas excéder
0,1pg/L et 0,5 pg/L pour un mélange de produits. Ce seuil, fixé a I'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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I’eau consommeée provient des eaux souterraines, d’ou I'importance de surveiller de prés la qualité

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

La réduction de I'utilisation des PPs est un enjeu crucial en matiére de santé publique mais également
en matiere de protection de I'environnement, de nombreux résidus de PPs étant retrouvés dans les sols
européens (figure 1.9). 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 a des
concentrations pouvant aller jusqu’a 2,87mg/kg avec une médiane a 0,15mg/kg de sol (Silva et al., 2019).
Les auteurs alarment ainsi sur le fait que la mesure des résidus de PPs devrait étre un des parametres pris
en compte dans les programmes de phytopharmacovigilance qui ne sont pour I'instant pas inscrits dans la
réglementation européenne étant donné I'absence de I'adoption de la directive cadre sur la protection
des sols proposée en premiére lecture a la commission européenne il y a presque 20 ans. Le dispositif de
pharmacovigilance a pour but de suivre les effets indésirables des PPs déja commercialisés et entre donc
dans le cadre de I’évaluation du risque a posteriori, qui permet de surveiller les effets indésirables des PPs
sur les étres 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 matiére active est effectivement préférée pour obtenir I'autorisation de mise sur le marché
des PPs via des études toxicologiques menées sur des organismes modeles. Une étude toxicologique
s’'intéresse a tester I'effet du PP a I'échelle d’un organisme et, par extrapolation, a tirer des conclusions
qguant au possible effet de ce PP sur I'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
I’écotoxicité des PPs sur les écosystémes 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 modeles, le crustacé Daphnia magna est sensible a un large panel de
composés organiques, dont des PPs (Wogram and Liess 2001). Cet organisme fait I'objet de tests de
toxicité aiglie et/ou chronique afin de représenter au mieux, selon les recommandations de I'OCDE, les

pollutions ponctuelles et/ou diffuses qui peuvent
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Figure 1.9 : 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 a la concentration en résidus de PPs, tous confondus. En raison de la méthode
analytique choisie, la concentration en phthalmide n’a pas pu étre 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 écosystemes aquatiques. Une exposition aiglie permettra ainsi de mesurer une
dose a laquelle on observe 50% de létalité (DL50) et une exposition chronique durera dans le temps,
par exemple, 21 jours pour une exposition a I'herbicide propanil a des concentrations sublétales
(Villarroel et al., 2003). De ces résultats devront étre tirées des conclusions plus générales quant au
possible effet néfaste des résidus de PPs sur I'écosystéeme aquatique. Le métabolite ainsi que sa
substance active seront qualifiés de “écotoxicologiquement pertinents” et une concentration ou il n’y

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

Des organismes modeéles 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
régulierement testés en raison de sa grande sensibilité a diverses substances (Frampton et al., 2006).
Les vers de terre sont parmi les invertébrés les plus importants du sol du fait de leur réle clé au sein
de cet écosysteéme via leur mode de nutrition qui permet la décomposition de la matiére organique
rendant les nutriments plus accessibles aux autres especes ou encore via leur réle d’ingénieur en
construisant des galeries, qui, comme nous |'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 especes 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 étre considérées comme acteurs clés de la composante biotique
des sols. L'écotoxicologie microbienne aura ainsi pour objectif de tester I'effet des PPs et, plus
largement, des polluants, sur les communautés microbiennes rencontrées au sein de divers

écosystemes (figure 1.10).
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Figure 1.10 : 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 systéme a continuer de fonctionner
sous des conditions changeantes (Orwin and Wardle 2004). Face a un stress, la stabilité de la
communauté microbienne peut étre perturbée. Quatre réponses sont alors possibles (figure 1.11) : i)
un phénomene de résistance permettant a la communauté de répondre a ce stress en maintenant sa
composition et ses fonctions ; ii) un phénomene de résilience avec, dans un premier temps, une
perturbation de la communauté puis, dans un second temps, un retour a la normale lorsque le stress
est levé ; iii) un phénomene de redondance fonctionnelle ol, en raison du fait que certaines especes
d’une communauté microbienne remplissent des fonctions similaires a d’autres especes de cette
méme communauté, bien qu’une partie de la communauté soit altérée par le stress subi, les
fonctions sont maintenues au niveau initial par 'autre partie de la population ; iv) une altération a
plus long terme de la communauté, méme apres la fin de I'application du stress, en raison du fait que
cette derniere n’arrive pas a 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 a un état stable alternatif, différent de I’état initial comme

dans le cas d’une altération a long terme.
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Figure .11 : Les différentes réponses d’une communauté microbienne face a un stress. A la suite de
I’exposition a un stress, la stabilité de la communauté peut étre momentanément perturbée,
perturbée a 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 I'acquisition de génes codant les enzymes de dégradation en
réponse a des expositions chroniques a 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 a large spectre. Ce
processus a été décrit entre 1957 et 1996 pour la biodégradation de I’atrazine, un herbicide de la
famille des s-triazines largement utilisé sur les cultures de mais avant que le gouvernement frangais ne
I'interdise en 2003. Sa biodégradation était connue pour étre 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 I’équipe de Mike Sadowski et Larry Wackett de I'Université du Minnesota (USA). Les
génes atzA, atzB, atzC et atzDEF codant les enzymes catalysant la dégradation de I’atrazine sont localisés
sur le plasmide conjugatif pADP1, suggérant le possible transfert de la fonction de dégradation de
I'atrazine a d’autres bactéries du sol par conjugaison bactérienne (Martinez et al., 2001). Cette hypothese
de transfert a été confirmée par I'’étude de Devers et al., (2005) qui a montré le transfert de pADP1 d’une
souche donneuse a la communauté microbienne d’un sol cultivé avec du mais et traité avec cet herbicide
(Devers et al., 2005). Par ailleurs, elle a été renforcée par I'isolement, dans divers sols, de 17 souches
capables de dégrader I'atrazine et chez lesquelles différentes combinaisons de génes codant des enzymes
impliquées dans la transformation de I'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 genes étant colteux pour une seule cellule, plusieurs études rapportent la
coopération catabolique de populations bactériennes dégradantes spécialisées dans des étapes clefs de la
dégradation de I'atrazine (Smith et al., 2005; Udikovi¢-Koli¢ et al., 2012). Plus récemment, Billet et al.,
(2019) ont reconstitué une communauté bactérienne synthétique dégradant I'atrazine et ont montré, via
une étude d’écologie évolutive, que les populations coopeéerent pour partager le colt du maintien de la
fonction de dégradation au sein de la communauté dégradante de I'atrazine (Billet et al., 2019). Les
phénomeénes de détoxification cellulaire peuvent également étre considérés comme mécanismes de
résistance. Par exemple, Streptomyces hygroscopicus possede le géne 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 a 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 a efflux ou des systémes de transports actifs qui permettraient a la bactérie de

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

La résilience de la communauté bactérienne en réponse a l'exposition a un PP peut étre
observée, lorsque le PP est dissipé, par la mesure de I'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, a des doses agronomiques, sur la diversité des
communautés bactériennes au bout de 35 jours d’exposition. A la fin de I'expérience, a 100 jours, les
auteurs ont pu observer une résilience de la communauté bactérienne, la diversité étant revenue a
son niveau de départ (Storck et al., 2018). Ce méme 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 a une exposition a des doses
agronomiques. Cette inhibition était ensuite levée jusqu’a la fin de I'expérience alors que la diversité
de la communauté nitrifiante restait altérée tout au long de I'expérience (Mufioz-Leoz et al., 2011).
Cette observation illustre le phénoméne de redondance fonctionnelle : la diversité reste modifiée
mais |’activité mesurée retrouve son niveau de départ suite a I'exposition au fongicide, maintenant

ainsi la stabilité de la communauté microbienne considérée.

Cependant, I'effet des PPs sur la stabilité des communautés microbiennes dépend grandement
des propriétés physicochimiques du sol et de la matiére active dont dépendent son devenir, sa
biodisponibilité et ses effets (Griffiths and Philippot 2013). Il apparait donc essentiel d’intégrer
I’écosysteme d’intérét dans I'étude des relations entre les microorganismes et les PPs, comme le

propose la représentation conceptuelle de I'écotoxicologie microbienne (figure 1.12).
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Figure 1.12 : Représentation conceptuelle de I’écotoxicologie microbienne (d’aprés Ghiglione et al.,
2016). L'écotoxicologie microbienne étudie les relations entre les communautés microbiennes et les
polluants (ici, les PPs) en prenant en compte I'écosystéme 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 a I'échelle des microorganismes et/ou des
nombreuses fonctions qu’ils assurent dans I'écosystéme ; ii) comprendre le réle des communautés

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

L'un des enjeux de cette discipline est de mettre en lumiere I'effet de diverses perturbations
sur le microbiote peuplant différentes niches de I'écosysteme afin de possiblement s’en servir
comme indicateurs pouvant révéler I'impact écotoxicologique de différentes perturbations sur les
fonctions de I'environnement, bien qu’ils soient, aujourd’hui encore, inconsidérés dans I'évaluation

des risques (Pesce et al., 2020).
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c) Evaluer I'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, I'industriel doit fournir les
éléments nécessaires pour démontrer que la molécule active est efficace et qu’elle n’a pas d’effets
inacceptables sur 'THomme mais également sur les écosystémes 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 modeles présentés dans le tableau I.1.

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

Organismes du sol Tests proposés Caracteére obligatoire du test
Vers de terre Toxicité aigué 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 a décomposer la

matiére organique

Seuls deux de ces tests doivent étre obligatoirement conduits avant la mise sur le marché d’une
substance active. Les autres tests seront effectués si les résultats des premiers tests révelent un effet
inacceptable en réponse a I'exposition a cette substance active. Il est a noter que I'ensemble des
études écotoxicologiques requises par I'EFSA (European Food Safety Authority) dans I’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 a 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 secrete, impliquant une difficulté a évaluer

I’écotoxicité du PP appliqué au champ.
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Si I'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 a la substance active, si la différence
entre les sols traités et non traités est supérieure a 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 I'écotoxicité des PPs sur I'abondance, la diversité et I'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
I’EFSA a souligné I'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 a éradiquer par le PP (European commission 2009), doivent étre protégés en raison de leur

importance écologique au sein de I'écosystéeme sol.

Dans leur revue, Imfeld et Vuilleumier se sont intéressés aux différentes méthodes disponibles
pour mesurer I'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 1.13).
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Figure 1.13 : 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 suggere que I'exposition a un composé toxique sélectionnera les organismes les plus
tolérants et/ou la mise en place de systemes de détoxification au sein d’'une communauté et que, la
communauté résultante de ce cette exposition aura une tolérance supérieure face au composé toxique
déja rencontré par rapport a 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 révele utile pour évaluer les effets a long terme des herbicides sur les
communautés microbiennes (Larras et al., 2016). Avec I'avénement des techniques de métagénomique,
sont également suggérées la mesure de I'abondance (par PCR quantitative ou gPCR), de la composition et
de la diversité (par séquencage haut-débit de marqueurs phylogénétiques) des communautés
microbiennes pour évaluer I'effet de leur exposition a un PP précis (Imfeld and Vuilleumier 2012).
Cependant, ces études suggérent la mise en place de contréles non traités afin de pouvoir comparer les
résultats obtenus sur les environnements (microcosmes de sol par exemple) exposés aux PPs. Or, ces

controles non traités s’averent parfois difficiles a mettre en place lorsque I'on
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travaille sur le sol compte tenu de tous les parametres physico-chimiques pouvant influencer
|'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 parametre mesuré dans le sol

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

Ces techniques sont largement appliquées pour I'étude de I'impact écotoxicologique des
herbicides et ont été partiellement appliquées sur la famille des B-tricétones, cas d’étude qui fait

I’objet du prochain chapitre.

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

a) Origine et utilisation des herbicides B-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. lls 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’a une dose d’application élevée
(1000 g/ha) et n’est donc pas commercialisable en I'état. Son activité herbicide sera tout de méme
brevetée en 1980 (Gray et al., 1980). A 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 1.2). Leurs structures chimiques ayant été optimisées
pour améliorer leur efficacité, ces herbicides de synthése sont appliqués a des doses agronomiques
variant de 100 a 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 1.2 : Caractéristiques de la sulcotrione, de la mésotrione et de la tembotrione : des herbicides B-tricétones.

Molécule Leptospermone Sulcotrione Mésotrione Tembotrione
Structure chimique o o o 0 cl o o NG, o 0 ¢l i
c)ﬁl/F
o) o A° A° ° //,s\/\\ F
0 OI/T o O¢S| o o
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 mais 1000 300 150 100
doux (g/ha)
Exemple de formulation Non commercialisée Decano® Callisto® Laudis®

commerciale

Utilisation sur culture de

Mode d’application

Non utilisée

Non appliquée

Mais, sorgho, lin textile

Pré-levée

Mais, colza, lin textile, canne a
sucre, pavot ceillette

Post-levée

Mais, pavot ceillette

Pré- et/ou post-levée

40



Chapitre | : Synthese bibliographique

De fagon générale, l'impact environnemental d’un PP dépend de son devenir dans
I’environnement qui conditionne I'exposition des organismes vivants a ce composé (figure 1.14). Les
mesures de ce devenir et de cet impact sont réalisées de maniére systématique et de nouvelles

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

Air

Volatilisation Pharmacovigilance

Photolyse
Absorption

28 o foliaire Produits 28
S\ \ o (DT T =
}"" ‘ (post-levée) phytopharmaceutiques Q E E
| | | £% 4
NN > ea | o o
; ?‘i e ‘?‘-‘ P i Dépot au sol (pré-levée) W
Ruissellement 3 LS L ! 9
> & N Biogénisation

bsorption
Eaux de surface Absorptior

racinaire (pré et post-levée)
3 \ Bioaccumulation
T Adsorption
Lixiviation

I Phase aqueuse (eau) | «——— | Phase solide (sol) |
Désorption l

Hydrolyse

v

Eaux souterraines — Biodégradation

Communautés
microbiennes

Figure 1.14 : Devenir des PPs dans I’environnement (inspirée de Romdhane 2016a). Le devenir direct
du PP a la suite de son application est montré en orange. Les phénomenes de dégradations abiotique
et biotique sont surlignés en gras. La pharmacovigilance, en violet, assurée par I'Anses depuis 2014
permet de surveiller les effets indésirables des PPs commercialisés.

Suite a son application, une partie du PP peut étre soumise a la dérive sous I'action de la force
éolienne et aller se déposer en dehors de la parcelle agricole. Une autre partie peut se volatiliser dans I'air
et contaminer I'atmosphére. Dans les environs de Oysonville, zone rurale entourée de champs, ont été
retrouvés entre 2006 et 2013 au niveau des champs, a 1km des premieres habitations, via un
échantillonneur d’air, 41 résidus de PPs sur les 58 testés pendant I'étude a des taux sans risques pour la
santé de 'Homme (Coscolla 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 étre 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 dés leur germination. Un herbicide post-
levée, comme le Callisto®, sera, lui, appliqué apres la levée de la culture, dans une stratégie de rattrapage
en présence de plantes adventices dites « difficiles » et sera absorbé par ces derniéres. En fonction du
type de plante et du métabolisme de cette derniere, des phénomenes de dégradation de la molécule

herbicide peuvent déja entrer en jeu a ce stade et influencer le devenir du
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PP (Doublet et al., 2009). Dans les deux cas, par des phénomenes de ruissellement, une partie des résidus
des PPs peut s’échapper de la parcelle agricole ol ils ont été appliqués et se retrouver dans les eaux de
surface. En cas de fortes pluies, un phénomeéne de lessivage peut avoir lieu et entrainera 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

a 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 Il'eau du sol ont lieu des phénomenes
d’adsorption/désorption. Le temps de dissipation d’une molécule dans le sol peut étre estimé en
calculant le temps nécessaire pour que sa concentration atteigne 50% de sa valeur initiale : c’est le
temps de demi-vie ou DTso. Ce temps dépend non seulement de la molécule mais également des
propriétés du sol dans lequel elle est testée. Les phénomeénes d’adsorption/désorption sont
indirectement reliés a la valeur de la constante de distribution (Kd) et le coefficient de distribution
relatif a I'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),
modele permettant de prédire le devenir des PPs a 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
I’atrazine, interdite depuis 2003, mais qui continue de percoler dans I'environnement (Loos et al.,
2010). Les valeurs de DTso. de la sulcotrione, de la mésotrione et de la tembotrione dans différents

sols sont présentées dans le tableau 1.3 (Dumas et al., 2017).

Tableau 1.3 : Devenir des herbicides B-tricétones dans les sols (tiré de Dumas et al., 2017).

Sulcotrione Mésotrione Tembotrione
DTso (en jours) 43144 3,2a50 4356
Ka (en L/kg) 0,13a5 0,08 a5 nd
Koc 17 2 144 163183 203131

Ces données montrent en fait que les herbicides B-tricétones ont une affinité modérée pour les sols
(Dyson et al., 2002; Chaabane et al., 2005; Faria et al., 2019), ce qui confirmerait leur caractére « eco-

friendly », a faible impact environnemental.

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

glyphosate vers le sol, suggérant d’intégrer ce phénoméne de biogénisation dans I'étude du devenir
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des PPs dans I'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 a sa

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

Enfin, sont soulignés en gras dans la figure 1.14, les trois phénomeénes principaux entrainant la
dégradation des résidus de PPs. La photolyse et I'hydrolyse sont des phénomeénes de dégradation dits
abiotiques » car indépendants des étres 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 B-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 differe au sein de la famille des B-tricétones.
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Figure 1.15 : Le métabolisme de la tyrosine et I'implication de I’HPPD (tirée de Moran 2005).

L'HPPD en rouge, convertit 'HPP en HGA qui entrera dans la

voie de biosynthése des plastoquinones, du fumarate ou de I'acétoacétate.
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a) Mode d’action des herbicides B-tricétones

Chez les dicotylédones cibles, les herbicides B-tricétones inhibent la 4-hydroxyphénylpyruvate
dioxygénase (HPPD ; EC 1.13.11.27), une enzyme impliquée dans le métabolisme de la tyrosine
(figure 1.15). Chez les végétaux, 'HPPD est une oxygénase de 40 a 50kDa a fer non hémique qui
convertit le 4-hydroxyphenylpyruvate (HPP) en homogentisate (HGA) via une décarboxylation
oxydative, une hydroxylation aromatiqgue 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
biosynthese de I'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 biosynthése
de huit pigments différents dont un essentiel au métabolisme des plantes : la phénylquinone. Cette
derniéere est un cofacteur essentiel a la production de plastoquinones, antioxydants protecteurs des
plantes impliqués dans la photosynthése (Borisova-Mubarakshina et al., 2019). Les B-tricétones vont
agir comme inhibiteur compétitif du substrat de ’'HPPD et ainsi entrainer chez les plantes adventices
un blocage de la synthése des plastoquinones. Sans ces molécules protectrices, les plantes sont
exposées aux radicaux libres de I'oxygéne et la photosynthése est perturbée : elles blanchissent, se

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

Les B-tricétones se lient a ’'HPPD par chélation de I'ion ferreux présent dans le site actif de

I’enzyme (figure 1.16).

O:o’"

Tyr321

Leudos

Figure 1.16 : Liaison de la sulcotrione au site actif de ’HPPD de Arabidopsis thaliana (tirée de Dayan
et al., 2007). L’ion ferreux est représenté en orange et sa liaison au site actif de I'enzyme (Glu 373,
His287 et His205) est représentée par des pointillés noirs.
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Le site actif de I'HPPD (Glu 373, His287 et His205) est d’ailleurs bien conservé parmi les étres

vivants (figure 1.17).
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encadrés en rouge et sont conservés chez toutes les séquences décrites.

En comparant les structures cristallisées des HPPDs du mais et de A. thaliana, on remarque
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détoxification métabolique rapide, ces parameétres expliquent la résistance du mais face aux

herbicides B-tricétones (Mitchell et al., 2001).

46



Chapitre | : Synthese bibliographique

Figure 1.18 : Sites actifs de I’enzyme HPPD chez le mais (Z. mays L.), A. thaliana et P. fluorescens F113
(tirée de Fritze et al., 2004). Le site actif de I'enzyme du mais est représenté en bleu et celui de A.
thaliana en vert. On remarque qu’un des feuillets de A. thaliana est « ouvert », permettant aux B-
tricétones d’accéder au site actif alors que, chez le mais, il est en position « fermée », empéchant ainsi
I'acces au site actif. En gris, est représentée la structure de I’'HPPD de la bactérie P. fluorescens F113.

Largement décrite chez les plantes en raison de son intérét « agronomique », ’'HPPD est également
décrite chez quelques microorganismes. Elle est étudiée chez quelques champignons opportunistes
pathogénes de I’'Homme en raison de son supposé réle dans leur virulence. Chez Aspergillus fumigatus par
exemple, la mélanine, pigment produit par ’'HPPD suite a I'oxydation et a la polymérisation de I’'HGA, a un
role protecteur vis-a-vis des peroxydases produites par le systéme immunitaire de I'hote, favorisant ainsi
la colonisation des poumons des patients infectés par ce champignon (Schmaler-Ripcke et al., 2009). Chez
les bactéries, ce role protecteur de la mélanine face a un stress oxydatif est également décrit chez
Shewanella oneidensis MR-1 (Turick et al., 2009). Ainsi, le role protecteur de la mélanine pourrait étre
utilisé pour mettre au point de nouveaux produits liés a la santé humaine tels que des cremes solaires,
des antioxydants ou encore des molécules anticancéreuses et ce, en la faisant produire par des bactéries,
a grande échelle (Pavan et al., 2020). Au-dela de I'acquisition de connaissances en écologie microbienne, il
existe un intérét appliqué a s’intéresser a la voie de synthése de la mélanine bactérienne. La structure de
I’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 I’"HPPD soient
régulierement isolées a 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 B-tricétones sur ces communautés microbiennes alors méme qu’elles supportent des

fonctions clefs pour les écosystémes.

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

Les herbicides B-tricétones peuvent, d’une part, étre 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 étre dégradés par certaines bactéries appartenant a différents genres
bactériens. De ces processus de dégradation vont résulter différents métabolites en fonction du B-
tricétone considéré : le produit principal de la biodégradation de la sulcotrione est le CMBA, ceux de
la mésotrione sont le MNBA et ’AMBA et les formules chimiques de ceux issues de la biodégradation

de la leptospermone ont été identifiées (figure 1.19).
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Figure 1.19 : Voies de biodégradation des herbicides B-tricétones (d'aprés 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.

49



Chapitre | : Synthese bibliographique

Par dégradation métabolique, Pseudomonas putida 10P, une bactérie isolée de microcosmes de sol
traités a 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 méme 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
derniere est capable de dégrader la sulcotrione mais également la mésotrione, avec une moindre
efficacité cependant (10 jours de plus pour une dégradation compléte a dose équivalente)
(Romdhane et al., 2016b). Quand une souche peut dégrader a la fois la sulcotrione et la mésotrione,
une autre n’est capable de dégrader que I'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 mais 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 a 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
DH5a, un mécanisme de co-métabolisme est observé avec la glutathion-S-transférase, enzyme a
large spectre impliquée dans les mécanismes de défense contre les stress oxydatifs qui joue un réle
dans la séquestration de la mésotrione, cette derniére étant reconnue comme un composé
indésirable et géré, de ce fait, comme une espece réactive de I'oxygéne générant un stress oxydatif

(Olchanheski et al., 2014) (figure 1.20.A).

En ce qui concerne leur écotoxicité sur les microorganismes du sol, des premieres études en
microcosmes ont été réalisées par Crouzet et al., avec une exposition a la mésotrione et au Callisto®, sa
formulation commerciale. Il a été démontré lors de ces études que, a des doses équivalant a 10 fois la
dose agronomique recommandée, le Callisto® diminue significativement la biomasse des cyanobactéries.
Le méme effet est observé pour la mésotrione appliquée a 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’a des doses agronomiques cette fois, la mésotrione a un effet sur I'abondance du gene
amoA, qui code I'ammonium monooxygénase catalysant la nitrification, une étape clef du cycle de I'azote
(Du et al., 2018). Cette méme étude a également montré, par des méthodes culture-dépendantes, une
modification de I'abondance des communautés bactériennes et fongiques du sol a la suite d'une
exposition a la mésotrione. Cette modification était transitoire et un phénomene de résilience a été
observé apres 20 jours d’expérience (Du et al., 2018). Concernant la sulcotrione, il a été montré par

séquencage d’amplicons de 'ARNr 16S,
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gu’elle modifiait la diversité de la communauté bactérienne du sol dés la dose agronomique. Cette
modification était transitoire et une résilience fut observée aprées 45 jours d’expérience (Romdhane
et al., 2019). Ce phénoméne a également été montré sur des microcosmes de deux sols traités a la
leptospermone. Sur la communauté bactérienne, il a été observé une modification de I'abondance et
de la diversité puis, un retour a la normale lorsque I’herbicide n’était plus présent dans le sol, aprés
45 jours (Romdhane et al., 2016c) (figure 1.20.B). Concernant la communauté fongique, en fonction
du sol testé et méme lorsque I'herbicide était complétement dissipé, un phénomeéne de résilience
était observé dans un sol mais pas dans le deuxieme (Mallet et al., 2019) (figure 1.20.C). La encore,

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

Finalement, ce cas d’étude montre que les herbicides B-tricétones, réputés faiblement persistants
et a faible impact environnemental, peuvent avoir des effets transitoires ou a plus long terme sur la
diversité des communautés bactériennes et fongiques du sol. C'est la communauté globale, par
séquencage 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 I'hypothése d’un phénomene de redondance fonctionnelle au sein des

communautés microbiennes a la suite d’une exposition aux herbicides B-tricétones (figure 1.20.D).
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Figure 1.20 : Etat des connaissances concernant I'impact écotoxicologique des herbicides B-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 I'environnement des herbicides B-tricétones synthétiques et
naturels ont fait I'objet de I’ANR TRICETOX (AAP CESA 2013-2017). Cette collaboration internationale
entre Perpignan, Dijon, Clermont-Ferrand et I'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 pyroséquencage

de marqueurs phylogénétiques des communautés bactériennes et fongiques.

Dans la continuité de ce travail et par une approche innovante, mon travail de thése a consisté a
utiliser directement la cible des herbicides B-tricétones et donc, la communauté bactérienne hppd du sol,

comme marqueur de I'impact écotoxicologique de ces herbicides sur les sols.

Une étude bibliographique, qui fera l'objet du prochain chapitre, m’a permis d’identifier
I'intérét de I'utilisation des génes bactériens codant les enzymes-cibles des herbicides comme
biomarqueurs de I'exposition des sols a ces derniers. Plusieurs types de biomarqueurs, a différents
niveaux d’organisation biologique, ont pu étre identifiés et ont été intégrés a mon travail de these

(figure 1.21).

Application de Communauté Type de biomarqueur Interprétation
I’herbicide microbienne du sol

AbondanceqPCR & RT-qPCR
k — =—————p Diversité Séquencage haut-débit — .
\ [herbicide]
Activité Activité enzymatique

Courbes dose-réponse

reponse

v

Figure 1.21 : Evaluation de I’exposition des sols aux herbicides grace a I'utilisation de marqueurs
microbiens (tirée de Thiour-Mauprivez et al., 2019). Les biomarqueurs peuvent étre identifiés a
différents niveaux d’organisation. L’abondance et la diversité peuvent étre mesurées en prenant en
compte la communauté dans son ensemble ou une communauté spécifique. L'activité de I'enzyme
ciblée par les herbicides peut aussi étre mesurée et constituer un biomarqueur. L'idée étant de
déterminer la sensibilit¢ de chaque biomarqueur grace a 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 1.22) :
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- Un premier niveau visait a déterminer in vitro la toxicité des herbicides B-tricétones sur des
souches bactériennes pures. Ce travail fait I'objet du chapitre Ill et expose les différentes
réponses de I'activité enzymatique HPPD de six souches bactériennes en réponse a I'exposition
a des doses croissantes de sulcotrione, de mésotrione, de tembotrione et de Decano®, le
produit formulé de la sulcotrione.

- Un deuxiéme niveau pour tester le « pire cas » a été mené en microcosmes de sol incubés au
laboratoire en conditions controlées. Afin de tester |'effet des PB-tricétones sur la
communauté microbienne hppd et déterminer si elle pouvait constituer un bon biomarqueur
d’exposition des sols a ces herbicides, nous avons, dans un premier temps, développé un
outil moléculaire nous permettant d’avoir acces a I'abondance et a la diversité de cette

communauté. Le développement de cet outil fait I'objet du chapitre IV.

- Un troisieme niveau a été mené sur des échantillons prélevés aux champs en « conditions
agronomiques ». Les deuxiéme et troisieme niveaux sont regroupés au sein du chapitre V du
manuscrit. Il s’agit 1a 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 I'outil

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

Ce travail a été réalisé a la fois au sein de I'équipe projet BAE (Biocapteurs, Analyses,
Environnement) de I’'Université de Perpignan Via Domitia rattachée a I'USR LBBM et de I'équipe EMFI
(Ecologie Microbienne Fonctionnelle pour la gestion des Intrants) de I'UMR Agroécologie de I'INRAE
de Dijon. J'ai ainsi pu bénéficier de I'expertise du personnel des deux instituts et me former a la fois
en chimie de I'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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biomarqueur de I'impact de ces derniers sur les communautés bactériennes
telluriques

Types de biomarqueur Stratégies employées

Niveau | : tests in vitro
Evaluation in vitro de la toxicité des tricétones sur un éventail représentatif de
souches bactériennes présentant une 4-HPPD fonctionnelle

Activité de I'enzyme
HPPD

Niveau Il : pire des cas
Expérimentation en laboratoire avec exposition des microcosmes de sol a
dose agronomique (D1) ou 10 fois la dose agronomique (D10) de sulcotrione
Abondance et et de Decano®
diversité de la
communauté hppd
Niveau lll : scénario d’exposition réaliste

Expérimentation au champ sur des parcelles traitées non avec de la mésotrione
et de la tembotrione.

Figure 1.22 : Organisation des différents axes de la thése dans ce manuscrit.

57

Présentation du sujet de these

Techniques utilisées

Resting cells en présence de
doses croissantes
d’herbicides

gPCR et séquencage sur le
géne hppd de la

communauté bactérienne
du sol

Chapitre Il

Chapitre IlI

Chapitres
VetV






Chapitre Il : Le géne hppd comme biomarqueur des

herbicides B-tricétones dans les sols

59
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Résumé de la publication

Etude bibliographique
Utiliser les génes bactériens codant des enzymes ciblées par les herbicides

comme biomarqueur de I'impact de ces derniers sur les communautés
bactériennes telluriques

Types de biomarqueur Stratégies employées Techniques utilisées

S = ‘Tests "_' Ymo % : - - Resting cells en présence
Evaluation in vitro de la toxicité des tricétones sur un éventail représentatif e doses erols=antes

de souches bactériennes présentant une 4-HPPD fonctionnelle dherbicides

Activité de |'enzyme
HPPD

Niveau | : pire des cas
Expérimentation en laboratoire avec exposition des microcosmes de sol a
dose agronomique (D1) ou 10 fois la dose agronomique (D10) de
sulcotrione et de Decano®

qPCR et séquencage sur le
geéne hppd de la
communauté bactérienne
Niveau Il : scénario d’exposition réaliste du sol
Expérimentation au champ sur des parcelles traitées non avec de la
mésotrione et de la tembotrione.

Abondance et
diversité de la
communauté hppd

Figure 11.1 Intégration du chapitre Il dans I’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 11.2 ; https://hracglobal.com). Pour
la plupart des herbicides, le mode d’action et I'enzyme ciblée sont bien définis. Certaines enzymes
cibles ne sont pas uniqguement présentes chez les plantes adventices mais sont également
rencontrées dans d’autres organismes non-cibles comme les bactéries ou les mycéetes. Partant de ce
constat, nous avons listé ces cas ou les herbicides ciblent une enzyme également présente chez les
microorganismes (groupes en rouge sur la figure 11.2). Un travail bibliographique a permis de mettre

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

Pour une des enzymes listées, a savoir, la glutamine synthétase (GS), I'inhibition de ses trois
différentes formes existantes chez les bactéries et ciblées par les herbicides du groupe H, comme le

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

Dans d’autres cas, comme pour |'acétyl-CoA carboxylase (ACCase), cible des herbicides du
groupe A, I'enzyme bactérienne posséde un domaine de liaison au zinc que I'enzyme des plantes

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

Pour une majorité des enzymes étudiées, la sensibilité a I'herbicide dépend de I'isoenzyme
considérée. Ainsi, les acétolactate synthases (AHAS) bactériennes sont sensibles aux herbicides du
groupe B si elles appartiennent aux types Il et lll tandis que celles de type | y sont tolérantes. Les 5-

énolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSP synthases) de classe I, retrouvées a la fois chez les
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plantes et chez certaines bactéries, sont sensibles au glyphosate, contrairement a celles de classe I,
résistantes et présentes uniquement chez les bactéries. Enfin, la forme HemY de Ia
protoporphyrinogéne oxydase (Protox) est commune aux plantes et aux firmicutes et sensible aux
herbicides du groupe E, alors que les formes HemG et HemlJ, présentes chez les bactéries Gram-

négatives, sont résistantes a ces herbicides.

En ce qui concerne les herbicides ciblant des enzymes impliquées dans les mécanismes de
photosynthese (groupes C et D), ils ont un effet sur les photosystémes | et Il des cyanobactéries, dont

la structure et le fonctionnement sont identiques a ceux des plantes.
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[ e The World of Herbicides

According to HRAC classification on mode of action 2010

@ﬁ@i@% NBMY H  inhibition of G
R

Figure 1.2 : 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 a la revue bibliographique sont surlignées en rouge. PS-1l : Photosysteme Il ; PS-I : Photosytéme | ; Protox :
protoporphyrinogéne oxydase ; PDS : phytoéne 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 B-tricétones du groupe
F2, est peu étudiée chez les microorganismes. Quelques études démontrent la capacité de ces
herbicides a interagir avec le site catalytique des HPPDs bactériennes comme chez le modeéle
Pseudomonas fluorescens F113 et rapportent I'inhibition de I’'HPPD causée par la sulcotrione chez

Shewanella oneidensis MR-1 et Acinetobacter baumanii.

De méme que pour les autres familles d’herbicides, nous avons présenté les études
d’écotoxicologie microbienne menées sur les herbicides pB-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 a I'exposition aux herbicides tricétones, deés 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 étre affectés par I'exposition récurrente a ces herbicides et
a leurs produits de transformation. Cette étude propose également comme perspective de recherche
d’utiliser directement la guilde microbienne portant le géne codant I'enzyme ciblée comme
révélateur de I'impact écotoxicologique causé par I'exposition a ces molécules sur les communautés

microbiennes du sol.

Cette étude a fait I'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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ABSTRACT

Conventional agriculture still relies on the general use of agrochemicals (herbicides, fungicides and insecticides)
to control various pests (weeds, fungal pathogens and insects), to ensure the yield of crop and to feed a constantly
growing population. The generalized use of pesticides in agriculture leads to the contamination of soil and other
connected environmental resources. The persistence of pesticide residues in soil is identified as a major threat for
in-soil living organisms that are supporting an important number of ecosystem services. Although authorities re-
leased pesticides on the market only after their careful and thorough evaluation, the risk assessment for in-soil
living organisms is unsatisfactory, particularly for microorganisms for which pesticide toxicity is solely consid-
ered by one global test measuring N mineralization. Recently, European Food Safety Authority (EFSA) underlined
the lack of standardized methods to assess pesticide ecotoxicological effects on soil microorganisms. Within this
context, there is an obvious need to develop innovative microbial markers sensitive to pesticide exposure. Bio-
markers that reveal direct effects of pesticides on microorganisms are often viewed as the panacea. Such bio-
markers can only be developed for pesticides having a mode of action inhibiting a specific enzyme not only
found in the targeted organisms but also in microorganisms which are considered as “non-target organisms”
by current regulations. This review explores possible ways of innovation to develop such biomarkers for herbi-
cides. We scanned the herbicide classification by considering the mode of action, the targeted enzyme and the
ecotoxicological effects of each class of active substance in order to identify those that can be tracked using sen-
sitive microbial markers.
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1. Introduction pesticides on soil living organisms, including microorganisms. Among

Soil is known as a complex and dynamic biological system, hosting a
wide diversity of living organisms, accomplishing various functions
such as biogeochemical cycles (Smith et al., 2015) supporting numerous
soil ecosystem services such as primary production and water purifica-
tion (Millennium Ecosystem Assessment, 2005). A single gram of soil
shelters several tens of thousands different species of microorganisms
and billions of bacteria (Rossell6-Mora and Amann, 2001). Microorgan-
isms are not only numerous in soil, they are active where they develop
keystone functions for the ecosystem such as N-cycling (Philippot and
Hallin, 2005). Despite their tremendous importance not only for pri-
mary and livestock productions but also for regulatory services such
as mitigation of greenhouse gas emission, arable soils are exposed to
various anthropogenic pressures including the application of man-
made chemicals on crops (Wall et al., 2015). Among chemicals often
found in arable soils, pesticides present the originality to be intention-
ally released in the agroecosystem to ensure the primary production
yield and quality. Although pesticides are released on the market only
if unacceptable ecotoxicological effects of the active substance on the
environment are excluded (EU, 2009), the application of pesticides in
conventional agriculture has been identified as a major threat for soil
biodiversity and functions (Van-Camp et al,, n.d.). Since then, more
and more studies report the ecotoxicological effects of pesticides on
soil ecosystems showing inhibition of microbial functions, reduction of
microbial group abundance, changes in the composition and diversity
of soil microbial communities (for review see (Puglisi, 2012)). Despite
increasing evidences for pesticide toxicity towards soil microorganisms,
the environmental risk assessment (ERA) of pesticides demanded by
EFSA (European Food Safety Authority) to the firms to obtain the autho-
rization of commercialization of new active substances, is only including
the a priori assessment of pesticide ecotoxicity to soil microorganisms
via the estimation of the effect of the active substance on N mineraliza-
tion (OECD 216, 2000). This global test is out-of-date and is not suitable
to accurately estimate the ecotoxicity of pesticides on microbial abun-
dance, diversity and activity (Martin-Laurent et al., 2013; Karpouzas
et al., 2016). Within this context, EFSA recently underlined the impor-
tance to define new specific protection goals with the aim to better pro-
tect soil ecosystem services (EFSA, 2010). During this process, soil
microorganisms, classified as non-target organisms from the regulatory
point of view, have been identified as key-driver to be protected at the
level of a functional group. More recently, EFSA has conducted a review
addressing the state of the art of ecotoxicological assessment of
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them, arbuscular mycorrhiza fungi (AMF), forming an obligate symbio-
sis with most of the higher plants and being a microbial guild involved
in N-cycle, were proposed as potential indicator of pesticide toxicity to-
wards soil microorganisms (Ockleford et al., 2017). In a recent review
making the inventory of existing standard methods for the assessment
of structural and functional diversity of soil organisms, Rombke et al.
(2018) suggested that, even if the consideration of AMF and N-related
microbial guild in the framework of pesticide ERA can be viewed as an
important step further to better protect soil microorganisms, it might
not be sufficient enough to reach the specific protection goals on soil
ecosystem services. In particular, a specific question is raised on the pro-
cess responsible of the ecotoxicological effects. Indeed, Karpouzas et al.
(2014) showed that the AMF diversity was decreased in response to
nicosulfuron exposure but they cannot conclude about the origin of
the effect (direct (toxicity in AMF) or indirect (toxicity in the host
plant) effect). Similar remark can be done for the microbial guild in-
volved in N-cycle which is complex in nature, being made of different
microorganisms (bacteria, fungi and archaea) working in a functional
network. Within this context, the measurement of the direct effect on
microorganisms could reflect their exposure to pesticide residues in
soil. However, it must be kept in mind that extrinsic factors (types of
soil and crops, soil pH, temperature, organic matter content as well as
microbial activity) and/or intrinsic ones (water solubility, organic
carbon-water partitioning coefficient K,. and octanol-water
partitioning coefficient K,,,) are known to influence the fate of herbi-
cides in soils and that it could modulate their effects on microorganisms
(for review see (Dumas et al., 2017)). Direct effect on soil microorgan-
isms can only be monitored in those harboring the active ingredient tar-
gets which could constitute innovative exposure biomarkers suitable to
detect and measure the effect of a given xenobiotic with its target within
an organism (WHO, 1993). Recently, Romdhane et al. (2019) suggested
that 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (4-HPPD), the enzyme
targeted by p-triketone herbicides and found in all living reigns, could
be a good biomarker of exposure to these herbicides.

Within this context, this review aims to scan herbicides applied to
crops classified by considering their mode of action in the targeted
weeds and their known effects on non-target soil microorganisms. To
highlight the interest of developing such biomarkers, a specific focus is
done on [3-triketone herbicides which present the interest of being nat-
ural and/or synthetic origin and which target an enzyme found in all liv-
ing organisms. The ultimate goal of this review is to identify classes of
herbicides that can have an influence on soil microorganisms and
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supported soil ecosystem services and to propose new insights to esti-
mate the effects of herbicides towards soil microorganisms by develop-
ing innovative microbial markers.

2. Herbicide Resistance Action Committee classification: mode of ac-
tion of herbicides and their potential effects on microorganisms

In the early 1990s the Herbicide Resistance Action Committee
(HRAC) was created with the support of agrochemical companies in
order to predict resistant weed apparition. The HRAC proposes an herbi-
cide classification based on their modes of action (https://www.
hracglobal.com/). Three main groups of herbicides emerge from this
classification: the first one contains herbicides affecting cell metabolism,
the second contains those affecting light processes and the last one
gathers those affecting growth and cell division (supplementary data,
Table 1) and will not be presented in this review because of no known
direct effects on microorganisms.

For most of these herbicides, their modes of action are well defined
and the targeted enzyme in weeds is known. Biochemical
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characteristics of the targeted enzyme, which is characterized by its
EC number (BRENDA website, http://brenda-enzymes.info/index.php),
will be introduced. Interestingly, some of these targets are also present
in a range of non-target organisms (i.e. other organisms than weeds
targeted by the herbicide), including soil microorganisms. In this case,
relevant microbial pathways will be underlined and the potential im-
pact of herbicides either on pure culture or on microbial communities
will be reviewed, given rise to an ecotoxicological question: do herbi-
cides have an ecotoxicological impact on soil microorganisms?

2.1. Herbicides affecting cell metabolism

Among the seven groups of herbicides identified as cell metabolism
inhibitors (Table 1), only A, B, G and H groups, presented below, are
known to inhibit bacterial and fungal enzymes.

2.1.1. Group A: herbicides inhibiting acetyl-CoA carboxylase (ACCase)
Acetyl-CoA carboxylase (ACCase; EC 6.4.1.2) catalyzes the first step
of fatty acid biosynthesis by carboxylation of acetyl-CoA to produce

Table 1

Herbicides affecting cell metabolism and light processes.
Herbicide utilizations are described for the specific relevant commercialized herbicide mentioned. “Not-approved in EU” means that none of the active substance of the herbicide are au-
thorized anymore.

HRAC  Mode of Chemistry group of the herbicide Relevant commercialized Target Utilization
group  action herbicide®
(Active ingredient)
A Cell Aryloxyphenoxypropionates (FOPs) Fusilade Max Acetyl-CoA carboxylase Post-emergence herbicide
metabolism Cyclohexanediones (DIMs) (Fluazifop-p-butyl) (ACCase, EC 6.4.1.2) Numerous cultures as citrus
Phenylpyrazoline (DENs) fruits, sugar beet, flax, hop.
B Cell Imidazolinones Milagro 240 Acetohydroxyacid synthase Post-emergence herbicide
metabolism Pyrimidinylthiobenzoates (Nicosulfuron) (AHAS; EC 2.2.1.6) Forage and grain maize
Sulfonylaminocarbonyltriazolinone
Sulfonylureas
Triazolopyrimidines
% Light Amides Phenyl-pyridazines Emblem flo Photosystem Il Post-emergence herbicide
processes  Benzothiadiazinones Triazines (Bromoxynil octanoate) (PS-II; EC 1.10.3.9) Flax, maize and sorghum
Nitriles Triazinones
Phenyl-carbamates  Uracils
Pyridazinones Substituted ureas
D Light Bipyridylium Reglone 2 Photosystem | Post-emergence herbicide
processes (Diquat) (PS-I; EC 1.97.1.12) Poppy, potato, banana and
grapevine
E Light Diphenylether Pyrimidindiones Stratege L Protoporphyrinogen oxidase Post-emergence herbicide
processes  N-phenylphthalimide Thiadiazole (Oxyfluoren, pendimethalin) (Protox; EC 1.3.3.4) Flower garden
Oxadiazole Triazolinone
F1 Light Pyridiazinone Carat Phytoene dehydrogenase Pre- and post-emergence
processes  Pyridinone (Flurtamone) (PDS; EC 1.3.5.5) herbicide
Wheat and barley
F2 Light Callistemone Callisto 4-hydroxyphenylpyruvate Post-emergence herbicide
processes  Isoxazole (Mesotrione) dioxygenase Maize, sugar cane, poppy and
Triketone (4-HPPD; EC 1.13.11.27) flax
F3 Light Triazole Not-approved in EU* Carotenoid synthesis
processes
F4 Light Isoxazolidinone Clomastar 1-deoxy-D-xyulose 5-phosphate Pre- and post-emergence
processes (Clomazone) synthase herbicide
(DXS; EC2.2.1.7) Numerous vegetable cultures
G Cell Glycines Round-up 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate  Post-emergence herbicide
metabolism (Glyphosate) synthase Numerous cultures and garden
(EPSP Synthase; maintenance
EC25.1.19)
H Cell Phosphinic acids Basta F1 Glutamine synthetase Post-emergence herbicide
metabolism (Glufosinate) (GS; EC6.3.1.2) Grapevine mainly
Not-approved in EU*
1 Cell Carbamates Not-approved in EU* Dihydropteroate synthase
metabolism (DHP; EC 2.5.1.15)
M Cell Dinitrophenols Not-approved in EU* Membrane disruption
metabolism
N Cell Benzofurane Oblix 500 Lipid synthesis inhibition Pre-emergence herbicide
metaboli Phosphorodithioate (Ethofumesate) (not ACCase) Sugar beet
Thiocarbamate
z Cell Arylaminopropionic acid Flamprop-M-methyl/-isopropyl Unknown
metabolism

# Information about approbation of each active ingredient can be found at http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/eu-pesticides-database/public/?event=homepage&language=EN.
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malonyl-CoA (Harwood, 1988) (supplementary data, Fig. 1). ACCase is
targeted by cyclohexanedione (DIMs), aryloxyphenoxypropionates
(FOPs) and phenylpyrazoline (DENs) herbicides (Rendina and Felts,
1988; Secor and Cséke, 1988; Hofer et al., 2006).

The enzyme is found in all living reigns. However, bacterial ACCase
are different from eukaryote ACCase due to the addition of a zinc-
binding domain (Bilder et al., 2006). Hence, DIMs, FOPs and DENs herbi-
cides are only able to inhibit the eukaryote-type ACCase (Kukorelli et al,,
2013). Darine et al. (2015) have noticed an effect of the herbicide
fluazifop-P-butyl applied at 1x the recommended field rate (FR) dose
on soil microbial community richness, highlighting the fact that some
potential pathogens were stimulated whereas some Plant Growth Pro-
moting Bacteria were inhibited. Authors also noticed a decrease in the
activity of phosphatase, urease and fluorescein-diacetate (FDA), three
microbial key enzymes, consequently to the herbicide exposure.

It should be quoted that, these past few years, resistance phenome-
non have largely been described and novel ACCase-inhibitors are now
actively screened (Ye et al,, 2018).

2.1.2. Group B: herbicides inhibiting acetohydroxyacid synthase (AHAS)

Herbicides belonging to sulfonylureas (SNs) and to some others
families are known to inhibit acetohydroxyacid synthase (AHAS; EC
2.2.1.6.), also known as acetolactate synthase (ALS) (LaRossa and
Schloss, 1984). This enzyme, which exists in plants, fungi, archaea, and
bacteria, but not in animals, catalyzes the formation of 2-acetolactate
and 2-aceto-2-hydroxybutyrate as the first step in the biosynthesis of
the branched-chain amino acids valine, leucine and isoleucine
(Lonhienne et al., 2018) (supplementary data, Fig. 2). Microbial AHAS
has received considerable attention in the last two decades (Boldt and
Jacobsen, 1998; Forlani et al., 1995; Liu et al., 2016). The X-ray crystal
structure of AHAS enzymes has been resolved from Klebsiella
pneumoniae and Saccharomyces cerevisiae in 2002 (Pang et al., 2002a;
Pang et al., 2002b). Crystal structure of S. cerevisiae AHAS with SNs
was also elucidated (Pang et al., 2003). Microbial AHAS is composed of
two subunits: the catalytic one (around 60 kDa) and the regulatory
one (9-35 kDa), that were both crystallized as dimer (Liu et al., 2016).
Numbers of microbial ilv genes encoding AHAS have been cloned, re-
combinant enzyme activity have been characterized and inhibition by
SN herbicides tested. Among the three isozymes characterized in bacte-
ria, type I, only found in Enterobacteriaceae, is known to be resistant to
SN herbicides (McCourt and Duggleby, 2006), whereas the two others
(type Il and type III) exhibit sensitivity to SNs (Nelson and Duxbury,
2008).

This sensitivity was confirmed by in vitro experiments, done with
pure culture of several pathogenic bacteria using minimum culture
media lacking branched-chain amino acids with various concentrations
of SN herbicides. Kreisberg et al. (2013) have shown that chlorimuron
ethyl and metsulfuron methyl were the most effective SNs tested, in-
ducing a bacteriostatic effect on Burkholderia pseudomallei and Pseudo-
monas aeruginosa strains, with MICso around 62.5 uM on a panel of
clinical isolates. The growth of Acinetobacter baumannii was only re-
duced in presence of the same SNs at higher concentration (20 mM).
A set of second-generation, newly synthesized SNs, have also been
tested on Mycobacterium tuberculosis (Wang et al., 2013) and on the
pathogenic fungus Candida albicans (Lee et al., 2013), also showing in-
hibitory activity towards AHAS and microbial activity.

SN effects were also investigated on isolated soil microorganisms
and revealed that type Il AHAS is mainly represented in soil bacterial
populations (Boldt and Jacobsen, 1998; Nelson and Duxbury, 2008).
Some studies, based on cultural and biochemical approaches, have
also investigated changes in soil microbial communities in contact
with AHAS-inhibiting herbicides using either the active ingredient
(Gigliotti and Allievi, 2001; ElI-Ghamry et al., 2002; Petric et al., 2016)
or the formulated product (Arabet et al., 2014; Rachedi et al., 2018). De-
pending on the type of SNs and the doses of application that vary from
1x to 1000x the recommended FR dose, the microbial community

composition was shown to be modified at different extents. Neverthe-
less, herbicide dissipation rate was not systematically determined in
these studies which make the interpretation of the results difficult
since SN herbicides are known to be easily degraded (Carles et al.,
2017; Carles et al., 2018). A microcosm study was conducted to assess
the influence of triasulfuron at three doses (2, 10 and 50 mg.kg ') on
a soil microbial community. Non-cultural methods, coupled to dissipa-
tion kinetics of triasulfuron, revealed that only the SN applied at the
highest dose significantly decrease soil microbial biomass (Pose-Juan
etal, 2017). Arabet et al. (2014) revealed that the application of a for-
mulated mixture of SNs modified the balance between relative species
abundances but did not significantly change the overall composition
of the soil bacterial community. Similar observations were reported by
Rachedi et al. (2018) who focused on Actinobacteria, well known for
their aptitude to resist to a range of xenobiotics. These authors hypoth-
esized that resistant bacteria could either possess a modified AHAS,
making the SN inactive on cellular division, or were able to degrade
the herbicide. Nelson and Duxbury (2008) first performed the study of
ilv gene diversity in soil bacterial, using degenerated primers designed
from 15 ilv gene sequences. These primers were also recently applied
to screen for ilv sequences in SN-tolerant bacterial strains isolated
from various soils exposed to nicosulfuron (Petric et al., 2016). Based
on 16S rRNA sequence analyses, these SN-tolerant strains were mainly
affiliated to the phyla of Firmicutes and Actinobacteria. AHAS amplicons
were obtained only for 43.5% of these strains, showing the limitation of
the primer pair used which did not provide a complete coverage of ilv
gene sequence diversity in the selected SN-tolerant strains. Neverthe-
less, the whole results indicate that repeated exposure to nicosulfuron
led to an increase in abundance and diversity of SN-tolerant bacteria.

2.1.3. Group G: herbicides inhibiting 5-enopyruvylshikimate-3-phosphate
synthase (EPSP Synthase)

EPSP Synthase (EC 2.5.1.19) is a key enzyme in the shikimate path-
way in plants (supplementary data, Fig. 3) as well as in fungi and bacte-
ria. This enzyme catalyzes the transfer of an enolpyruvyl moiety from
phosphoenolpyruvate (PEP) to the 5-hydroxy position of shikimate 3-
phosphate (S3P) leading to the biosynthesis of chorismate and then of
aromatic amino acids (Wang et al., 2014).

Microbial EPSP Synthases, encoded by aroA genes, have been exten-
sively studied these last three decades since they are potential target for
glyphosate, a broad-spectrum herbicide providing a low cost weed con-
trol (Amrhein et al., 1980; Marques et al., 2007). EPSP Synthases from
class II, which are present in many bacterial species, have a natural tol-
erance to glyphosate (Wang et al., 2014). This mechanism has been
largely described and used for the development of genetically modified
crops (Tian et al., 2013). On the contrary, EPSP Synthases from class I,
which are found in plants and in some bacteria (e.g. Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas putida), are inhibited at
low concentrations of herbicide, as shown for the EPSP Synthase from
E. coli, which exhibits a high sensitivity to glyphosate (I1C5o 1.6 uM)
(Funke et al., 2009). This class | EPSP Synthase enzyme was character-
ized as a monomer of 46 kDa, whose 3D structure was obtained for
the first time in E. coli by crystallographic techniques (Stallings et al.,
1991).

Due to the widespread and repeated use of glyphosate, many works,
mostly performed on soil microcosms, have looked into its effects on
microbial communities. Biochemical, microbiological and molecular an-
alytical methods performed on soil treated with the active ingredient
(Sheng et al., 2012; Nivelle et al., 2017) or formulated products
(Ratcliff et al., 2006; Mijangos et al., 2009) or with both for a comparison
study (Allegrini et al., 2015) revealed that application at FR doses ap-
pears to have no or little effect on soil microorganisms while higher
rates may stimulate soil microbial activity.

In order to increase the resolution of the changes in microbial com-
munity composition in response to glyphosate exposure, modern
cultivation-independent methods such as next generation sequencing
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(NGS) techniques are nowadays used. Commercial formulations of
glyphosate were employed in almost all these recent works and mostly
sprayed on plants at once or twice the recommended FR dose. Since soil
microbial communities include glyphosate-tolerant, glyphosate-
sensitive and glyphosate-degrading guilds, the discrepancies observed
between these studies are not surprising. Indeed, while some works
have reported negative effects on soil microorganisms (Newman et al.,
2016a) such as a decrease in the abundance of the Acidobacteria phy-
lum members (Newman et al., 2016b) or a perturbation of the bacterial
association network (Guijarro et al., 2018), some others have shown
minimal or no effects in response to glyphosate exposure (Lu et al.,
2017; Lu et al., 2018; Schlatter et al., 2017; Dennis et al., 2018). Unfortu-
nately, dissipation of glyphosate was not systematically measured in
these studies making difficult to interpret the various responses of the
soil microflora to glyphosate exposure.

2.1.4. Group H: herbicides inhibiting glutamine synthetase (GS)

Glutamine synthetase (GS; EC 6.3.1.2) converts glutamate and am-
monia to glutamine within nitrogen metabolism (supplementary data,
Fig. 4). There are three different classes of GS (Kumada et al., 1993):
GS-1 is specific to bacteria; GS-I1 is found in eukaryotes and in bacteria
belonging to the Rhizobiaceae, Frankiaceae and Streptomycetaceae
families; and GS-IIl is only present in a few bacteria.

Glufosinate-based herbicides inhibit GS due to their structural anal-
ogy with glutamate (Hoerlein, 1994). These herbicides are derived from
anatural tripeptide called L-phosphinothricin and produced by the bac-
terium Streptomyces hygroscopicus (Thompson et al., 1987).

At the recommended FR dose, glufosinate was shown to have no ef-
fects on the alpha diversity of soil microbial communities (Dennis et al.,
2018). However, the herbicide was shown to inhibit GS in the yeast
S. cerevisiae during wine fermentation process at a concentration of
10 mg.L~! (Vallejo et al., 2017). In the toxin-producer cyanobacteria
Microcystis aeruginosa, glufosinate high doses (5 to 10 mg.L ') were
shown to inhibit growth while low doses (0.5 to 1 mg.L~') were pro-
moting cyanobacterial growth and toxin production and thus, may
have deleterious effects on water quality and human health (Q. Zhang
etal, 2017).

2.2. Herbicides inhibiting light processes

We can find in the group “Light processes”, herbicides inhibiting PS-
11, PS-1 or others pigment synthesis systems (Table 1).

2.2.1. Group C: herbicides inhibiting photosystem II (PS-II)

The first protein complex involved in the photosynthetic light reac-
tions is the photosystem II (PS-I; EC 1.10.3.9). This system, located in the
thylakoid membrane of plants, algae and also cyanobacteria, uses light
energy to drive the transfer of electrons from water to plastoquinone
(PQ) resulting in the production of oxygen and in the release of
plastoquinol (PQH,) (supplementary data, Fig. 5).

Herbicides that target PS-1l compete with plastoquinone for binding
at the secondary quinone acceptor site (Qg-site) in the protein D, sub-
unit (EC 3.4.21.102) leading to the inhibition of plastoquinone reduction
and generation of reactive oxygen species (Broser et al., 2011).

Several authors have studied the effects of these herbicides on
cyanobacteria, microorganisms that play a major role in nitrogen and
carbon cycles and which are the only group of prokaryotes able to
carry out oxygenic photosynthesis. As they share many of the same
physiological features with plants, many studies have largely demon-
strated that these non-target microorganisms were quite sensitive to
these herbicides. For instance, Broser et al. (2011) have demonstrated
in Thermosynechococcus elongatus, an anoxygenic purple bacteria iso-
lated from thermophilic environment, that terbutryn herbicide (1, 3,
5-Triazine-2, 4-diamine) binds via, at least, two hydrogen bonds to the
Qg-site. More recently, Singh et al. (2018) have reviewed the distribu-
tion of cyanobacteria and their interactions with pesticides in paddy

fields and revealed that some cyanobacterial forms were sensitive to
different herbicides depending on the species studied and the concen-
tration and nature of the herbicide used. These authors have also re-
ported differential responses in the photosynthetic activity due to
pigment synthesizing enzymes or due to different modes of action of
herbicides that result in an alteration in photochemical activity. In addi-
tion, as previously mentioned by Stratton (1987), some studies revealed
ecotoxicological differences between the active ingredient and its trans-
formation products. For instance, atrazine (group C) was more toxic
than its metabolites towards photosynthesis in Anabaena inaequalis,
Anabaena cylindrica, Anabaena variabilis, Chlorella pyrenoidosa and
Scenedesmus quadricauda with ECsy values ranging from 0.1 to
0.5 ppm. Regarding effects of ureas on photosynthesis activity of
cyanobacteria, Shen and Luo (2011) clearly demonstrated that applica-
tion of diuron on Anabaena azollae, Anabaena flos-aquae and Anabaena
azotica, with dose ranging to 0.001 to 10 ppm exerted an inhibition on
photosynthesis mechanisms leading to a lower net photosynthetic
rate and a decrease of the chlorophyll a fluorescence measurement pa-
rameter (Fv/Fm ratio). The same herbicide at 5 ppm was shown to in-
hibit oxygen production by 75% compared to the untreated control in
a naturally occurring atrazine-resistant cyanobacterial isolate
(Sajjaphan et al,, 2002). A higher oxygen production inhibition of
80-87% was obtained compared to the control for A. variabilis treated
with 0.5 ppm of diuron (Sajjaphan et al., 2002; Singh et al., 2011). Nev-
ertheless, effects of PS-Il-inhibitors on cyanobacteria seem to be clearly
strain-dependent as observed by Deblois et al. (2008) after the exposure
of Synechocystis sp. and M. aeruginosa to diuron and oxadiazon. A de-
crease in the efficiency of PS-1l photochemistry was induced by diuron
for both strains, whereas only Synechocystis sp. was impacted by
oxadiazon.

2.2.2. Group D: Herbicides inhibiting photosystem I (PS-I)

Photosystem | (PS-I; EC 1.97.1.12), the second photosystem in the
light-dependent reactions of oxygenic photosynthesis of plants, algae
and cyanobacteria, is a multisubunit protein located in the thylakoid
membrane that catalyzes the light driven electron transfer from plasto-
cyanin (PC) to ferredoxin (supplementary data, Fig. 5).

Bipyridyliums herbicides belonging to group D, such as hexazinone
and diquat, are known to target PS-1 by accepting electrons from plasto-
cyanin and by forming a reduced herbicide radical that can then reduce
molecular oxygen to form superoxide radicals and generates hydroxy!
radicals (Tahmasebi et al., 2018).

Peterson et al. (1997) have studied the exposure of several classes of
cyanobacterial isolates to diquat and hexazinone in continuous cultures
in chemostats. Strains tested were M. aeruginosa PCC 7820 and
M. aeruginosa UTEX 2063, two unicellular cyanobacteria, Oscillatoria
sp. UTCC 129 and Pseudanabaena sp. F63 belonging to filamentous
cyanobacteria and two N-fixing filamentous strain: Aphanizomenon
flos-aquae F107 and A. inaequalis UTEX 381. Interestingly, tested organ-
isms exhibited large differences in sensitivity to both herbicides and all
the cyanobacteria tested were much more sensitive to diquat than to
hexazinone. Toxicity studies of hexazinone and atrazine, a PS-II inhibi-
tor, with two cyanobacterial strains isolated from freshwater have dem-
onstrated that Selenastrum capricornutum was more susceptible to
hexazinone than to atrazine while A. flos-aquae was more susceptible
to atrazine (Abou-Waly et al., 1991). Again, cyanobacterial sensitivity
to PS-1 inhibitors appears to be strain-dependent.

2.2.3. Group E: herbicides inhibiting Protoporphyrinogen oxidase (Protox)

Protoporphyrinogen IX oxidase (Protox; EC 1.3.3.4) catalyzes the
formation of protoporphyrin IX, the last common intermediate for the
biosynthesis of heme and chlorophyll (see figure 1 in (Hao et al.,
2013)). Three nonhomologous isofunctional Protox enzymes have
been identified. Among them, the oxygen-dependent form named
HemyY, found in plant and also in prokaryotes has also been identified
in many aerobic or facultative gram-positive bacteria such as Firmicutes
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and in a few gram-negative ones. The second isoform is the oxygen-
independent enzyme HemG that was reported in about 20% of gram-
negative bacteria, mainly represented by vy-proteobacteria, such as
E. coli and Salmonella and in some cyanobacteria. The third isoform
Hem)] was identified in several cyanobacteria and many other - and
{3-proteobacteria (Kobayashi et al., 2014; Dailey et al.,, 2017). It is of in-
terest to note that diphenyl-ether herbicides only act as competitive in-
hibitors of the HemY Protox, as illustrated by studies performed on
Myxococcus xanthus and Aquifex aeolicus HemY activities that were
both strongly inhibited by acifluorfen at 1 uM (Dailey and Dailey,
1996; Wang et al., 2001).

A few ecological studies have been conducted with this class of her-
bicides. Zhang et al. (2014) have assessed the effects of fomesafen (from
0 to 500 pg.kg ") on soil microbial populations by classical Pasteurian
approaches relying on plate counting techniques, and also on soil bacte-
rial community structure by DGGE experiments. The authors concluded
that fomesafen had no significant toxic effects on soil microbial commu-
nity structure and activities. To our knowledge, no ecotoxicological
study was carried out with Omics methodologies.

2.24. Group F1: herbicides inhibiting Phytoene dehydrogenase (PDS)

Phytoene dehydrogenase (PDS) also named phytoene desaturase
(EC 1.3.5.5) is the target of herbicides belonging to the F1 family
(Sandmann et al., 1991; Sandmann and Kowalczyk, 1989). This is the
first enzyme involved in the carotenoid biosynthesis pathway which is
the most widespread group of pigments produced in plants as well as
in several bacteria and fungi. In plants, PDS is included in a complex
multi-component pathway that forms lycopene. PDS converts phytoene
into carotene via the intermediate phytofluene, using FAD as co-factor
for both steps. Cyanobacteria has the same PDS as plants, whereas a
CRTI-type PDS able to catalyze the entire desaturation in a single enzy-
matic step is expressed in archaea, bacteria and fungi, also using FAD as
co-factor (see figure 1 in (Brausemann et al., 1993)) (Sandmann, 2009).

The crystal structure of PDS from the plant Oryza sativa was obtained
with the herbicide norflurazon, showing the binding between the keto
group of the herbicide and the amino group of the conserved arginine
residue in position 300 (Koschmieder et al., 2017) and explaining how
mutations confer resistance to PDS enzymes, as observed for the
cyanobacterial PDS from Synechocystis sp. (Martinezferez et al., 1994).
Interestingly, despite that the PDS from O. sativa has only 22% amino
acid sequence similarity and 11% identity with the bacterial CRTI from
Pantoea ananatis, both enzymes show structural similarities
(Brausemann et al., 1993; Schaub et al., 2012). Linden et al. (1991)
have expressed 3 PDS bacterial genes from Erwinia uredovora,
Rhodobacter capsulatus, and Synechococcus PCC 7942, in E. coli and
tested the effects of flurtamone upon the desaturation catalyzed by
these different enzymes. Whatever the origin of the expressed enzyme,
an inhibition was observed in the presence of flurtamone with an aver-
age value of about 4 pM (Linden et al., 1991).

2.2.5. Group F4: herbicides inhibiting DXP synthase (DXS)

1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate (DXP) synthase (EC 2.2.1.7),
named DXS and previously known as DOXP synthase, is the starting en-
zyme of the non-mevalonate DOXP pathways (supplementary data,
Fig. 6). This enzyme, characterized in plants and in eubacteria, forms
DXP by the condensation of D-glyceraldehyde 3-phosphate and pyru-
vate. In eubacteria, DXS lies just before the branch point for vitamin
B1, B6 and isoprenoids synthesis (Hahn et al., 2001). Determination of
DXS structure has been first resolved by crystallization from E. coli and
also from Deinococcus radiodurans (Xiang et al., 2007).

In vitro studies consisting in exposing a DXS from spinach expressed
in E. coli to the herbicide clomazone and its metabolite 5-keto
clomazone, have demonstrated that only the metabolite inhibited the
DXS enzyme activity (decrease of 47% at 20 uM of 5-keto clomazone)
(Ferhatoglu and Barrett, 2006). Similar results were obtained with the
DXS from the bacteria Haemophilus influenzae also expressed in E. coli
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(Matsue et al., 2010). Nevertheless, a recent study investigated the
long term effects of an exposure to clomazone at 1x, 10x and 100x
the FR dose on soil microbial communities using NGS (P. Du et al.,
2018). Microbial diversity and abundance were influenced only in
100x FR dose treated samples. Surprisingly, only the dissipation of
clomazone was followed during the experimentation while it would
have been useful to analyze metabolite formation, especially the one
of 5-keto clomazone.

3. Awell-reviewed case: B-triketone herbicides (group F2) inhibiting
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (4-HPPD)

[3-Triketone herbicides (Table 2) are part of the HRAC F2 group and
inhibit the 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (4-HPPD;
EC:1.13.11.27). These herbicides are based on a natural phytotoxin (i.e.
leptospermone) produced by the Californian bottlebrush plant
Callistemon citrinus (Mitchell et al., 2001) and also found in the essential
oil of Manuka tree Leptospermum scoparium (Dayan et al., 2007). These
protection products were qualified as “eco-friendly” by Sidhardhan
et al. (2012) and Duke et al. (2010) because of their efficiency at low
FR doses: 350 g.ha ! for sulcotrione and 150 g.ha ' for mesotrione as
compared to 1 kg.ha™' for atrazine (group C). In Europe, farmers com-
monly use sulcotrione, mesotrione or tembotrione to control weeds
on corn crops, rising them to the top five most used herbicides
(EUROSTAT, 2007).

In plants, 4-HPPD is a 50 kDa dimer non-heme iron enzyme which
converts 4-hydroxyphenylpyruvate (4-HPP) in homogentisate (HGA)
due to oxidative decarboxylation, aromatic ring hydroxylation and
carboxymethyl group rearrangement (Dayan et al., 2009). Once HGA
is synthetized, tocochromanols and prenylquinones biosynthesis is per-
mitted. The latter acts as an essential cofactor for phytoene desaturase
(Norris et al., 1995). Phytoene desaturase and prenylquinolone allows
plant to produce carotenoids, helpful to protect it from light and free
radicals (Siehl et al., 2014). Thus, a plant lacking a functional 4-HPPD
will bleach, become necrotic and die. By acting as competitive inhibitors
of 4-HPPD, [>-triketone herbicides ensure a rapid death of undesirable
weeds. Although maize harbors a functional 4-HPPD, the latter was
shown to exhibit a special conformation that makes it inaccessible to
[3-triketone herbicides (Fritze et al., 2004). Moreover, corn presents a
slower uptake and an enhanced metabolism of mesotrione making it re-
sistant to [>-triketones (Mitchell et al., 2001).

In microorganisms, 4-HPPD is tetrameric and is part of the tyrosine
degradation pathway, leading to fumarate and acetoacetate, two com-
pounds of the central metabolism (Arias-Barrau et al., 2004) (Fig. 1).
This pathway can also produce pyomelanin, a brown pigment resulting
of the spontaneous oxidation and polymerisation of HGA. The first HPPD
from the fungus reign was characterized by Wyckoff et al. (1995) in the
frame of the tcrP gene study of the human fungal pathogen Coccidioides
immitis. This gene codes for a T-cell reactive protein which elicits a pro-
liferative response of T-cells. Surprisingly, according to the gene and
protein sequences, researchers found about 50% amino acid sequence
identity and 70% similarity to mammalian 4-HPPD. After being cloned
in E. coli, the trcP gene allowed the bacteria to produce a brown pigment,
characteristic of pyomelanin production. In this fungus, 4-HPPD is his-
torically named TRCP due to its role as a T-cell reactive protein. Simi-
larly, Keon and Hargreaves (1998) took an interest in isolating the
hppd gene of the fungal leaf pathogen Mycosphaerella graminicola and
cloning it into E. coli. They also observed the brown pigment production,
characteristic of a functional 4-HPPD (Keon and Hargreaves 1998).
Working on another fungus, Schmaler-Ripcke et al. (2009) have
shown that, a 4-HPPD mutant in Aspergillus fumigatus is highly more
sensitive to Reactive Oxygen Species (ROS) than a wild-type strain, rais-
ing the fact that pyomelanin acts as a protective agent against peroxides
and thiol-oxidizing agents. Therefore, according to the authors, produc-
tion of pyomelanin allows the airborne fungal pathogen to settle up in
patient lungs and to begin the infectious process without being affected
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Table 2
{3-Triketone herbicides: active ingredients and their relevant commercial formulations.
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Active ingredient
o

o

Leptospermone Sulcotrione

o
Tembotrione

Mesotrione

Relevant commercial Decano™
formulation

Utilization

Natural extract from Leptospermum
scoparium and Callistemon citrinus
Natural herbicide

flax cultures)

Herbicide (maize and  Herbicide (maize, poppy, flax

Callisto® Capreno®™

Medication
(tyrosinemia type I)

Herbicide (maize)
and sugar cane)

by ROS. Nonetheless, a few years later, this theory was not confirmed in
murine model: production of pyomelanin by A. fumigatus thanks to its
4-HPPD is dispensable for virulence. However, authors do not exclude
apossible role of 4-HPPD in the virulence of A. fumigatus in other models
such as human (Keller et al., 2011).

Regarding bacteria, the most studied bacterial 4-HPPD is the one of
Pseudomonas fluorescens. Crystallized by Serre et al. (1999), the way
the substrate 4-HPP binds to it is solved but the present study does
not reveal how 4-HPPD-inhibitors binds to the enzyme. In Streptomyces
avermitilis, the binding mode of [2-nitro-4-(trifluoromethyl)benzoyl]-
1,3-cyclohexanedione (NTBC), a 4-HPPD-inhibitor, to the bacterial 4-
HPPD, encoded by the melA gene, is described (Brownlee et al., 2004).
Authors conclude that NTBC have a really high affinity with the bacterial
enzyme, raising the fact that [>-triketone herbicides are able to bind and
inhibit bacterial 4-HPPD too. In Burkholderia cenocepacia C5424, a gram-
negative opportunistic pathogen, pyomelanin was able to protect the
bacteria from free radicals and to attenuate the host cell oxidative
burst (Keith et al., 2007). Moreover, authors have also tested the growth
of the bacterium in presence of paraquat, an herbicide from group K
banned in EU since 2007, but no significant effect on bacterial growth
was detected. We may hypothesize that a similar test in presence of
4-HPPD-inhibitors should have been more interesting. As demonstrated
by Yoon et al. (2007) in a P. aeruginosa strain harboring a mutation in its
norCB gene encoding a nitric oxide reductase (NOR), 4-HPPD allows the
bacterium to survive in anaerobic conditions by binding Nitric Oxide
(NO) avidly. It is to say that 4-HPPD is found in many bacteria, yeasts
and fungi and its roles in these microorganisms are various and often
important. Bacterial 4-HPPDs can be isolated from soil metagenome
(Lee et al., 2008), suggesting that numerous soil-borne bacteria harbor
a 4-HPPD, making them potential targets for >-triketone herbicides.
Knowing that, it appears surprising that only a few studies take an inter-
est in the possible effects of 4-HPPD-inhibitors on soil microorganisms.

It is known that 3-triketone herbicides have antimicrobial effects
in vitro. Twenty years ago, the measure of the minimal inhibitory con-
centration (MIC) of leptospermone, a natural [3-triketone, has shown a
deleterious effect on bacterial growth (especially on Gram-positive
one) whereas no effect on fungi was demonstrated (Christoph et al.,

2000). More recently, NTBC was shown to have a negative effect on
the growth of the dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis
(Nunes et al., 2005). Moreover, inhibition of its 4-HPPD by NTBC avoids
the fungus to differentiate itself in a pathogenic yeast-like phase. Re-
sponses of dimorphic fungi to a NTBC exposition are variable. For in-
stance, in C. immitis, it has been shown that NTBC inhibits mycelial
growth but has no effect on spherule growth (Viriyakosol et al., 2013).
4-HPPD inhibitors are able to inhibit fungi at different levels of their
growth and so their effects on these latter are not predictable and
could be deleterious. Regarding bacteria, sulcotrione was shown to in-
hibit pyomelanin production and, therefore, 4-HPPD activity, of
Shewanella oneidensis MR-1 from 18 uM (Turick et al, 2009). In
A. baumanii this inhibition was shown to be effective from 2.5 uM of
sulcotrione (Coelho-Souza et al., 2014). More recently Jeong et al.
(2018) proposed to use leptospermone as a natural food preservative
due to its capacity to inhibit six different strains of foodborne bacteria
from 88.6 pM.

The ecotoxicity of 3-triketones was evaluated on soil microbial com-
munities. A first microcosm approach has been made with an exposure
to mesotrione or Callisto®, the commercial formulation of the active in-
gredient. It has been demonstrated that, at high FR doses, both products
significantly decrease cyanobacterial biomass (Crouzet et al., 2013). Al-
though being applied at a higher dose than the recommended one,
Callisto® appears to decrease cyanobacterial biomass more drastically
than the active ingredient. It suggests that formulated pesticides, ap-
plied on crops, are more toxic than the active ingredient. This observa-
tion is supported by another study which showed that Callisto®,
applied at 10x the FR dose and mesotrione applied at 100x the FR
dose in soil microcosms, induced short-term inhibition of nitrification
and a lasting stimulation of denitrification (Crouzet et al., 2016). In
this study, an increase in soil ammonium content and a decrease in ni-
trate contents were observed, letting us think that nitrogen cycle in
soils could possibly be impacted by the active ingredient as well as by
the formulated compound. This negative effect of mesotrione at field
rate was confirmed on amoA gene which encodes an enzyme implied
in the nitrogen cycle (Z. Du et al., 2018). In addition, this study demon-
strated by T-RFLP analysis a negative effect of mesotrione on the
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Fig. 1. Microbial fumarate, oxaloacetate and pyomelanin biosynthesis pathway. 4-hydroxylphenylpyruvate (4-HPP); 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (4-HPPD); homogentisate

(HGA). The enzyme of interest is in red bold.
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Rhizobium genus as well as a potential effect on soil nitrogen fixing ca-
pacity. On the contrary, Acidobacteria were favored in presence of
mesotrione because of its acidifying properties. Authors also noticed a
modification of soil microbial abundance following mesotrione expo-
sure but this effect was only transient and a phenomenon of resilience
was finally observed at the end of the experiment (Z. Du et al., 2018).
Romdhane et al. (2016a) have used a sequencing 16S rRNA gene ap-
proach to assess the impact of leptospermone on bacterial communities
of two arable soils exposed to 1x and 10x FR doses. The authors have
concluded that soil bacterial diversity was modified and kept modified
until the complete dissipation of leptospermone (Romdhane et al.,
2016a). More recently, the effect of both leptospermone and sulcotrione
on soil bacterial communities was assessed using 1x and 10x FR doses
and led to the same conclusion: a transient modification of the bacterial
diversity due to both herbicides was observed (Romdhane et al., 2019).
However, Z. Du et al. (2018) underlined the fact that the ecotoxicologi-
cal impact of >-triketone herbicides on soil bacterial communities
highly depends on soil types and many factors need to be taken into ac-
count to conclude on it.

4. How do microorganisms face stresses caused by herbicides at dif-
ferent levels of organization: from molecular to trophic interactions?

Recently, Karpouzas et al. (2016) described the interactions between
soil microorganisms and pesticides in light of the Yin Yang concept. On
the Yin side, pesticides could be toxic for microorganisms while on the
Yang side, they could be useful to them by being used as an energy
source for their growth. On the Yang side, exposing repeatedly soil mi-
croorganisms to herbicides can lead to the selection and the emergence
of bacterial populations able to degrade them in order to be more com-
petitive among the microbial community they belong. A wide range of
bacterial isolates are known to biodegrade herbicides sometimes lead-
ing to the decrease in herbicidal activity overtime (Fig. 2.A). This phe-
nomenon was first mentioned by Audus in 1949 for the hormone
herbicide 2,4-D (group O) (Audus, 1949). The definite proof of the

involvement of the microflora in the process of 2,4-D inactivation
came two years later with the demonstration that soil sterilization led
to the reactivation of 2,4-D activity and with the isolation of Bacterium
globiforme able to degrade 2,4-D from a soil previously perfused with
a solution of this herbicide (Audus, 1951). Later on, at the end of the
70's, the genetic support of 2,4-D degradation was identified in
Alcaligenes paradoxus (Pemberton and Fisher, 1977) paving the way to
the isolation and characterization of tfd genes coding for 2,4-D
degrading enzymes (for review, see (van der Meer et al., 1992)). Micro-
bial degradation of herbicide is also well known for s-triazines (group
C), such as atrazine (for review, see (Udikovi¢-Kolic et al., 2012)). By
soil enrichment cultures from various soils regularly treated with rec-
ommended FR doses of atrazine, Devers et al. (2007) were able to isolate
17 atrazine-degrading isolates belonging to both Gram-negative and -
positive bacteria. In total, not less than three different atrazine-
degrading gene combinations were observed (trzN-atzBC, atzABC-trzD
and atzABCDEF) on various plasmids and gene cassettes surrounded
by IS (Insertion Sequences) suggesting that atrazine-degrading genes
can be dispersed among the soil microflora by conjugation and transpo-
sition (Devers et al., 2007). This highlights the tremendous genetic plas-
ticity of atrazine-degraders driven by herbicide exposure. Regarding
sulcotrione, one of the synthetic [3-triketones (group F2), so far only
two bacterial degraders have been isolated from soil microcosms ex-
posed to this herbicide: Pseudomonas putida 10P (Calvayrac et al.,
2012) and Bradyrhizobium sp. SR1 (Romdhane et al., 2016b). Both
were able to efficiently degrade the active ingredient and to use it as a
sole source of carbon and energy for their growth. However, this capac-
ity of microorganisms to degrade herbicides is shown to highly depend
on a range of abiotic parameters including physicochemical properties
of both herbicide and soil, pedoclimatic conditions and biotic factors in-
cluding microbial diversity and hotspots such as rhizosphere, as shown
for glyphosate (group G) (Aparicio et al., 2013; Laitinen et al., 2006).
In response to the Yin side of the interaction, microorganisms
evolved by different means to resist to the toxic effects of herbicides.
One of them is the transformation of the herbicide by the bacteria.
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Fig. 2. Facing the stress caused by herbicides (modified from a figure initially proposed by R4P Network 2016). Repeated exposure to herbicides can lead to the selection and emergence of
abacterial guild able to degrade them (A). This was the case for the (i) 2,4-D that is degraded by Cupriavidus necator ]MP134 harboring tfd degrading-genes (Don and Pemberton, 1985), (ii)
atrazine degraded by a range of atrazine-degrading bacterial populations harboring various gene compositions (atzABCDEF, atzABC-trzD, trzN-atzABC) (Calvayrac et al., 2012) and (iii)
sulcotrione degraded by two bacterial isolates but for which degrading-genes remain unknown (Romdhane et al,, 2016b; Aparicio et al., 2013). Bacteria harboring an enzyme targeted
by an herbicide can resist to it in many ways. The bar gene of Streptomyces hygroscopicus allows the bacteria to detoxify glufosinate by N-acetylation, protecting its own glutamine syn-
thetase (Thompson et al,, 1987) (B). Target modification following genetic mutation (C) can also explain resistance phenomenon as described in a Salmonella typhimurium which harbors
amutation on aroA gene making it resistant to glyphosate (Kurenbach et al,, 2015). Other phenomena (D) such as efflux pumps throwing out the herbicide, a mutation in the transporter
involved in the entry of the herbicide in the cell or a physical barrier can contribute to the resistance of the bacteria to the herbicide.
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This phenomenon has been described in a number of bacteria that har-
bor the enzyme targeted by the herbicide. For instance, Streptomyces
hygroscopicus, which is able to produce L-phosphinothricin, from
which the herbicide glufosinate (group H) is derived, is also harboring
the glutamine synthetase that is targeted by this herbicide. In order to
avoid poisoning itself, this bacterium has developed a system to inacti-
vate the glufosinate it produces. This system relies on an enzyme
encoded by the bar gene that catalyzes the N-acetylation of glufosinate,
causing its inactivation (Thompson et al., 1987) (Fig. 2.B.). Another way
for bacteria to resist to the toxicity of herbicides is the target mutation.
Indeed, in a S. typhimurium mutant strain, a single mutation in the aroA
gene which encodes EPSP Synthase (the glyphosate target, group G),
was found to lead to the modification of the enzyme structure and con-
fers glyphosate resistance to this bacterium (Stalker et al., 1985; Comai
et al., 1983) (Fig. 2.C.). Another option to resist to herbicides relies on
detoxification processes such as the activity of efflux pumps throwing
the herbicide out of the cell as described for antibiotics resistance
(Kurenbach et al., 2015) or the mutation of the porine involved in the
active transport of the herbicide, preventing its entry and its toxicity
(Fig. 2.D.).

If these resistance mechanisms seem, at first sight, to be environ-
mental friendly helping bacterial community and supported functions
to resist to the stress caused by herbicide exposure, they can also be
viewed as major threat for human and animal health because of possible
co-resistance to other compounds such as antibiotics resistance phe-
nomenon. Indeed, Kurenbach et al. (2017) showed that, in response to
herbicide exposure (glyphosate, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and di-
camba), E. coli and S. typhimurium enhanced their resistance to chloram-
phenicol and kanamycin. In E. coli, this increase in antibiotic resistance
was due to efflux pump activity (Kurenbach et al.,, 2017). Besides the
fact that these two bacterial strains are known to develop Multi-Drug-
Resistance phenotypes, this report underlines the existing risk for the
selection of crossed-resistances to herbicide and antibiotics (for review,
see (Rangasamy et al.,, 2018; Van Bruggen et al., 2018)). This remains an
open question which has to be considered by the World Health Organi-
zation within the One Health initiative aiming to limit the dispersion of
antibiotic microbial resistances (Frank, 2008).

Within this context and having in mind the crucial importance of mi-
croorganisms for all living organisms via their respective microbiomes,
it seems important to not only assess the impact of herbicides on micro-
bial communities but also on microbiomes and the consequences on
holobionts they formed with plants and animals. For instance, rats
with deficient gut microbiota were shown to be more sensitive to s-
triazines, highlighting the fact that gut microbiota can mitigate pesticide
toxicity to rats (Zhan et al., 2018). This is in line with the study of de
Almeida et al. (2017) revealing that the gut microbiota of insecticide-
resistant insects was a reservoir of various insecticide-degrading bacte-
ria which, via their detoxification activity, may mitigate the effect of pes-
ticides in insects. On the contrary, when the gut microbiota is not
adapted to pesticide biodegradation, herbicides such as glyphosate
were shown to disturb gut microbiota of diverse species including
honey bees, a major pollinator which plays an important role in biodi-
versity maintenance (Motta et al., 2018). Similarly, Sessitsch and
Mitter (2015) underlined that pesticide application may affect the
plant microbiome composition and that there is a need to better assess
the effect of pesticide treatments on desirable plant microbiome
functions.

5. Conclusion and further perspectives

For the regulatory point of view, the effect of pesticides on soil mi-
croorganisms is solely estimated on the N mineralization activity (M.
Zhang et al., 2017; Chen et al., 2003; Bhowmick et al., 2014). An impor-
tant number of academic studies have been carried out with various
cultivation-dependent and cultivation-independent methods to assess
the effect of herbicides on the abundance, the diversity and the activity

of soil microorganisms (Imfeld and Vuilleumier, 2012). Most of these
studies are searching either for negative effects of pesticides on micro-
bial abundance, diversity and activity, or for positive effects leading to
the adaptation of microorganisms to herbicides biodegradation. For mi-
croorganisms with biodegradation capacities, biological systems in-
volved in the herbicide response are often highly specific and
characterized by enzymatic reactions that closely depend on the chem-
ical structure of the molecule. For instance, various strains of Pseudomo-
nas, such as Pseudomonas sp. ADP, have developed a de novo catabolic
pathway for the specific biodegradation of atrazine (Martinez et al.,
2001). Regarding [3-triketone herbicides, Bradyrhizobium SR1, a
sulcotrione-degrading strain, was also able to biodegrade mesotrione
at a lower rate and with a different pathway than the one observed in
Bacillus sp. 3B6 and Bacillus megaterium Mes11 mesotrione-degrading
strains (Romdhane et al., 2016b; Durand et al., 2006; Carles et al.,
2016). It is noteworthy that these catabolic gene systems are often reg-
ulated and located on plasmids, allowing their dispersion in the soil bac-
terial community by horizontal gene transfer under favourable selection
pressure exerted by repeated exposure to herbicide (Van Bruggen et al.,
2018). In contrast, some microorganisms present non-specific re-
sponses to herbicides, often linked to the general adaptive response
mechanisms. For instance, activity of efflux pumps allow to detoxify
the microbial cell from herbicides but, as a non-substrate-specific sys-
tem, this activity could also increase antibiotics resistance phenomenon
(Rangasamy et al., 2018). Studies performed with SNs herbicides have
shown that point mutation in the gene sequence coding for the targeted
enzyme, i.e. AHAS for herbicides from group B, can explain the appari-
tion of SN tolerant strains (Petric et al., 2016; Rachedi et al., 2018). Alto-
gether, these results demonstrate that monitoring the appearance of
herbicide tolerant bacteria could be a valuable tool for assessing the
soil microflora response to herbicides. Nevertheless, these studies
were based on the selection of cultivable SN tolerant strains which are
known to represent only 0.1 to 5% of the overall microbial community
due to the limitation of classical Pasteurian approaches (Janssen et al.,
2002).

We suggest that one can use the microbial enzyme specifically
targeted by herbicides to develop molecular biomarkers to track their
effects on soil microorganisms. This innovative approach differs from
the classical one that consists in studying biomarkers in a well-defined
vertebrate or invertebrate either aquatic or terrestrial organism, mea-
suring for example acetylcholinesterase or glutathione S-transferase en-
zyme activities or expressions (Domingues et al., 2010). Thereafter, we
present a non-exhaustive list of the microbial enzymes, encountered in
many species within the soil microbial community, that could be poten-
tially used as biomarkers. Hence, ilv and aroA genes of soil microorgan-
isms could be used as biomarkers of SN herbicides and glyphosate
respectively (Group B and G in HRAC classification). hemY gene of di-
verse bacterial strains may be suitable biomarkers of diphenyl-ether
herbicides, while the hppd gene can be used as a biomarker of [>-
triketone herbicides (Group F2 in HRAC classification), as suggested
by Romdhane et al. (2019). This approach has already been suggested
by Petric et al. (2016), who reported, by using cultivation-dependent
methods, that AHAS, the target of SNs in plant and which is also found
soil microorganisms, can be a valuable biomarker to assess the exposure
of soil microflora to SNs.

In the near future, cultivation-independent methods will allow us to
select a set of responsive gene sequences which could be used for the
development of specific exposure biomarkers (Fig. 3). Molecular ap-
proaches based on direct soil microbial community DNA or RNA extrac-
tion coupled with quantitative PCR (qPCR and RT-qPCR) and high
throughput sequencing analyses will lead to the development of expo-
sure biomarker showing an effect on the abundance and the diversity
of this soil microbial community respectively. Another type of bio-
marker could be imagined by measuring the targeted enzyme activity
or using metabolomics analyses. Whatever the type of biomarker cho-
sen, its response needs to be proportional to the specific herbicide
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Fig. 3. Assessing herbicide exposure in soils via microbial biomarkers. Biomarkers can be identified at different biological levels. Abundance and diversity can be measured whether on the
global microbial community or on a specific one, The activity of the enzyme targeted by the herbicide can also be monitored and used as a biomarker. Dose-response curves analyses have

to be performed to determine the sensitivity of each biomarker to the herbicide of interest.

dose it reveals. One should keep in mind that the development of spe-
cific biomarkers to assess environmental exposure to a specific class of
herbicides requires different approaches depending both on the type
of biomarker that have to be developed and on the herbicide class
considered.
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Introduction

La premiére partie de mon travail visait a étudier I'effet des herbicides B-tricétones sur
I'activité HPPD de souches bactériennes pures afin d’en préciser la nature et de caractériser la
gamme de réponses possibles (figure 1l1.1). Ce travail visait également a développer un bioessai pour

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

Etude bibliographique
Utiliser les génes bactériens codant des enzymes ciblées par les herbicides

comme biomarqueur de I'impact de ces derniers sur les communautés
bactériennes telluriques

Types de biomarqueur Stratégies employées Techniques utilisées

S 4 ,TESts i Y’tm . . . . Resting cells en présence
Evaluation in vitro de la toxicité des tricétones sur un éventail représentatif o doses cthlcsantas

de souches bactériennes présentant une 4-HPPD fonctionnelle d’herbicides

Activité de I'enzyme

HPPD

Niveau | : pire des cas
Expérimentation en laboratoire avec exposition des microcosmes de sol a
dose agronomique (D1) ou 10 fois la dose agronomique (D10) de

sulcotrione et de Decano® GECH St stcencege i e

gene hppd de la
communauté bactérienne
Niveau Il : scénario d’exposition réaliste du sol
Expérimentation au champ sur des parcelles traitées non avec de la
mésotrione et de la tembotrione.

Abondance et

diversité de la
communauté hppd

Figure 111.1 : Intégration du chapitre 1l dans I’étude. L’étude menée dans le cadre de I'article 2
porte sur |'évaluation de I'effet des tricétones sur 'activité de I'enzyme HPPD microbienne.

Au début de ma these, j'ai constitué un souchier d’isolats bactériens possédant une HPPD
fonctionnelle. Ce souchier contient vingt isolats de différents genres bactériens. Une premiere
expérience a été menée afin de mesurer un possible effet des B-tricétones sur la croissance des
oéme

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

non de sulcotrione (a 1, 10 ou 100 fois la dose agronomique). Leur croissance a ensuite été suivie en
mesurant leur densité optique a 600nm pendant 5 jours a I'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 a I'effet des B-
tricétones sur I'activité enzymatique de 'HPPD directement. La vitesse et le mode de croissance des
bactéries du souchier ont été testés afin de savoir si les souches pouvaient étre de bonnes candidates
a la préparation en « resting cells ». Parallelement, la capacité a produire de la pyomélanine dans nos

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

Nom de l'isolat

Croissance en adéquation
avec la préparation en
« resting cells »

Production de pyomelanine
dans les conditions
expérimentales testées

Rhizobium leguminosarum
T117

Rhizobium leguminosarum
P221

Rhizobium leguminosarum
H132

Rhizobium etli CFN42
Rhizobium etli GD164
Rhizobium tropici CESTAS414
Rhizobium gallicium R602sp"
Rhizobium giardinii H152"
Mesorhizobium loti MAFF30399
Ensifer fredii HH103
Bradyrhizobium diazoefficiens
USDA110

Pseudomonas fluorescens F113
Pseudomonas fluorescens
CTR1015

Pseudomonas fluorescens
NEM419

Pseudomonas fluorescens
C7R12

Bacillus cereus ATCC14579
Variovorax paradoxus EPS

Rhodococcus jostii RHA1
Psychrobacter sp. P11F6

Shewanella oneidensis MR-1
Paraburkholderia phymatum
STM815

Streptomyces coelicolor M145
Streptomyces lividans TK24

Croissance lente

Croissance lente
Flocule dans le PBS

Oui
Croissance lente
Oui
Oui
Oui
Oui
Oui
Croissance lente

Oui
Oui

Oui
Oui

Oui
Production
d’exopolysaccharides

Sporule

Oui mais a température
ambiante

Oui

Oui

Sporule
Sporule

Oui

Non

Non déterminée

Oui
Oui
Non
Non

Non
Variable

Variable
Oui

Oui
Oui

Oui

Non

Oui
Non déterminée

Non déterminée
Non

Oui
Non

Non déterminée
Non déterminée

Les isolats choisis pour conduire I'étude en raison de leur facilité de culture et de leur capacité a
produire de la pyomelanine sont surlignés en vert.

Parmi les isolats collectés, six ont été intégrés a I'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 modéle ; et trois souches

potentiellement PGPR, appartenant au genre Pseudomonas, bien étudiées a I'lUMR Agroécologie : P.

fluorescens F113, souche bactérienne modéle pour I'étude de I’'HPPD, P. fluorescens CTR1015 et P.

fluorescens NEM419.
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Dans un premier temps, les interactions moléculaires développées entre 'HPPD et Ia
molécule active B-tricétone ont été étudiées in silico grace a une collaboration avec Franck E. Dayan,
de I"'Université du Colorado. Pour cela, des études de docking moléculaire ont été réalisées afin de
déceler de possibles différences dans I'interaction des HPPDs bactériennes avec les B-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 I'activité HPPD repose sur la transformation
de la tyrosine en pyomélanine, un pigment coloré qui peut étre détecté a 430nm. Parmi les six
isolats, deux présentaient une forte inhibition de I'activité HPPD, méme en présence de faibles doses
de sulcotrione. Des tests complémentaires ont donc été réalisés avec la mésotrione et Ia
tembotrione, deux autres molécules actives appartenant a la famille des B-tricétones. La souche P.
fluorescens F113, qui présentait une activité HPPD inchangée en présence de sulcotrione jusqu’a 10
fois la dose agronomique recommandée, a également été soumise a des doses croissantes de

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

Tableau 11l.2 : Récapitulatif des résultats obtenus suite a I’exposition des isolats a différentes
concentrations de molécules actives B-tricétones.

Molécule active Sulcotrione Meésotrione Tembotrione

Dose agronomique D1 D10 D1 D5 D1 D5
B. cereus ATCC14579 N NN - > N NN
S. oneidensis MR-1 N NN NN NN N NN
R. etli CFN42 - NN
9
N

P. fluorescens F113 - > - N N\
P. fluorescens CTR1015 NN
P. fluorescens NEM419 - N

- : moins de 25% de baisse de I’activité enzymatique (conformément au dossier d’homologation des
substances actives qui tolére des effets n’excédant pas 25% au-dela de 100 jours suite a I'application
du produit); N : 25 a 50% de baisse de I'activité enzymatique ; NI\ : plus de 50% de baisse de
I'activité enzymatique. Pour les cases grisées les mesures n’ont pas été réalisées.

Nous avons pu calculer une CE50 (Concentration Efficace a 50%), c’est-a-dire la concentration
a laquelle la molécule active testée diminue de 50% I'activité de I'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 I'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 (3 soumettre)

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

Thiour-Mauprivez C.l'z, Dayan F. E.3, Devers-Lamrani M.z, Calvayrac C.1, Martin-Laurent F.z,
Barthelmebs L.

1Univ. Perpignan Via Domitia, Biocapteurs-Analyses-Environnement, 66860 Perpignan, France;
Laboratoire de Biodiversité et Biotechnologies Microbiennes, USR 3579 Sorbonne Universités
(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

*Corresponding author: barthelm@univ-perp.fr

Abstract: B-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 B-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

X X
was developed. The HPPD activity of six bacterial strains was tested with1 or 10 recommended field

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

X X
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 B-triketone herbicides.

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

strains; B-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 |, 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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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 B-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
B-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.
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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 Lt K2HPOg;
2.5 g.L"1 glucose) and R. etli CFN42 in Tryptone Yeast extract media supplemented with CaCl2 (TY+CaCla:

X
5 g.L'1 tryptone; 3 g.L'1 yeast extract; 0.9 g.L'1 CaCl:  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 ODsw 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 pdbgt 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 Schrédinger, LLC) (DeLano 2002).

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

96-well-microplates were all filled with 50 uL of resting cells, and completed with 125 pL of L-
Tyrosine 1.8 g/L (pH 9), and with 75 pL of herbicide solutions diluted in PB for the assays or with 75
uL of PB for the positive control (PC). For the negative control (NC), only 200 pL 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 uM for sulcotrione; 0.22 to 66 uM for mesotrione and 0.17 to 52.5 uM
for tembotrione. Microplates were covered with a Breathseal sealer (Greiner Bio-One™, Germany)
and incubated at 28°C and 110 rpm. After 48 hours of incubation, ODa30 and ODeo wWere measured
using an Epoch 2 Microplate Spectrophotometer (Greiner Bio-One™, Germany). Microplates were

then centrifuged at 6000 rpm for 6 minutes and ODa30 of the supernatant was measured.

e) Dose-response curves

For each triplicate, normalized ODa30 (ODa3on) Was calculated according to:

ODa3on = ODazorc — ODasone

where ODusorc is the mean ODa30 measured at 0 UM of herbicide (i.e. PC) and ODasonc is the mean

ODa430 measured for the NC.

The enzymatic activity percentage, Act. %, was calculated according to the equation

Act. %=(0Da130/ODa30rc)*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) Insilico 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.
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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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B-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.
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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

ODusonm, 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 ODa4zonm of 1.43 £ 0.11, followed by P.
fluorescens CTR1015 and NEM419 with ODa4zonm 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 ODa3onm
of 0.70 £ 0.12; 0.66+0.07 and 0.55+0.03 respectively (supplementary file 5).

Relative OD430,m

I
g
I
:L

F113
CTR1015
Pfluorescens
NEM419
S.oneidensis
MR-1
B.cereus
ATCC14579

PFluorescens
Pfluorescens

Supplementary file 5. Comparison of ODazonm of five bacterial strains (P. fluorescens CTR1015 and
NEMA419, 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 ODas3onm obtained in positive controls by the mean
ODu430nm 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 ODa4zonm”.
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Then, enzymatic activity measurement assays were performed using two models strains: P. fluorescens

X
F113 and S. oneidensis MR-1. Strains were exposed to increasing doses of sulcotrione (0 to 10  RfD). P.

X
fluorescens F113 ODason 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.
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Figure 2. ODa3on 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

X X
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

X X
decrease of at least 31 % with 1 RfD, and of at least 74 % with 10 RfD. In R. etli CFN42 and
X
Pseudomonas NEM 419 enzymatic activity remained unchanged with 1 RfD but decreased at

X
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 )EIIBXCTRIM)% and
NEMA419, S. oneidensis MR-1, B. cereus ATCC14579 and R. etli CFN42) exposedto0 ,1 or10 RfD

X
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

X
sulcotrione, mesotrione and tembotrione (0to5  RfD). The HPPD activity of P. fluorescens F113 is not

X
inhibited by any of the B-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 ECso. Tembotrione appears to have the
most harmful effects on the enzyme activity with an ECso of 0.07 = 0.8 uM in S. oneidensis MR-1
(Figure 4.E). Its ECso in B. cereus ATCC14579 is not even calculable due to a too rapid decrease of
ODu3on values (Figure 4.D). Whereas sulcotrione has the lowest effect with an ECso of 3.96 £ 0.3 uM in
B. cereus ATCC14579 and 7.25 + 1.7 uM in S. oneidensis MR-1.
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Figure 4. ODa3on, 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).

ODazonv 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 UM on the left axis and the corresponding RfD is indicated under the molecule name.
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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 B-
triketones with the HPPD P. fluorescens F113 is lower than the one of the two others. This suggests that -
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 uM of sulcotrione, 66 uM of mesotrione or 51uM 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, B-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 B-triketones was strain- and molecule-dependent.

P. fluorescens F113, described as a Plant Growth Promoting Rhizobacteria (Shanahan et al. 1992), was
insensitive to tested B-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 B-triketones specific to this bacterial strain. Among possible
mechanisms, detoxification can be achieved by the transformation of the active compound. Although
Pseudomonas putida 10P is known to degrade sulcotrione and used it as a source of carbon (Calvayrac et
al. 2012), the transformation of B-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 uM showed no inhibitory effects on

HPPD activity and in the PAO1 mutant, P. aeruginosa hmga::tn,
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300 pM 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 B-triketones, tembotrione appears to have the lowest ECso 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 B-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 (ECso of 4.2 uM) compared to
tembotrione (ECso of 2.5 uM) (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-CFs) 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 B-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 B-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 B-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 B-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 étre utilisée en analyse de routine pour détecter la présence de résidus d’herbicides
B-tricétones dans les sols. Le principe de ce bioessai repose sur : (i) I'extraction des herbicides B-
tricétones a partir d’échantillons de sols agricoles, (ii) la mise en contact des cellules de B. cereus
ATCC14579 en « resting cells » avec I'extrait et (iii) la mesure de I'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 pB-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 I'activité HPPD des cellules microbiennes soient modifiés en raison d’'un effet
synergique, antagoniste, ou non. Pour tester I'effet de la formulation des B-tricétones, nous avons exposé
les isolats bactériens en « resting cells » a des doses croissantes de Decano®, le produit formulé de la

sulcotrione. Comme pour la sulcotrione, la réponse apparait isolat-dépendante (figure 111.2).
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Figure 111.2 : Effet du Decano® sur I'activité de I’HPPD des six souches modeles. En gris clair et en gris
foncé sont représentés |'effet de I'exposition a 1 fois et 10 fois la dose agronomique de Decano®,
respectivement.
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Les CEso chez S. oneidensis MR-1 (figure 111.3A) et B. cereus ATCC14579 (figure 111.3B) ont

ensuite été calculées (figure 111.3).

4 S. oneidensis MR-1 N B. cereus ATCC14579
— 10- 10
= a
=4
@,
v
2
k9]
o
8 a
g 5- 51 a
3
2 ; a
o bc
©
o]
E T ND
8 0+ —I— 0=
Sulcotrione Decano Mesotrione Tembotrione Sulcotrione Decano Mesotrione  Tembotrione
Eq. DA 1,61 0,53 0,04 0,02 0,88 0,84 0,27

Figure 1ll.3 : CEsa de S. oneidensis MR-1 (A) et B. cereus ATCC14579 (B) exposées 3 différents -

tricétones. Sur I'axe de gauche, les CEso sont exprimées en uM 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 CEso ont été calculées a 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 a I'article en raison de leur trop grande variabilité. Il est a noter que
cette variabilité n’était pas observée en réponse a I'exposition a la molécule active : la sulcotrione.
Nous supposons ainsi que la molécule active du produit formulé ne pénétre pas de la méme fagon
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 ol les tests furent effectués.

Le Decano® a également été intégré aux études en microcosmes et nous pourrons donc
évaluer son effet sur I'abondance et la diversité de la communauté hppd et le comparer aux résultats

obtenus pour la sulcotrione.
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Introduction

Au-dela de I'activité enzymatique, I'abondance, la structure et la diversité de la communauté
bactérienne hppd peuvent également servir de biomarqueur aux herbicides B-tricétones dans les
sols. Ces parametres sont mesurables par des approches de biologie moléculaire reposant sur
I’extraction directe des acides nucléiques du sol et leur analyse par des essais de PCR quantitatives et
de séquencage 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 spécifiguement une

large variété de genes hppd (figure IV.1).

Etude bibliographique
Utiliser les génes bactériens codant des enzymes ciblées par les herbicides

comme biomarqueur de I'impact de ces derniers sur les communautés
bactériennes telluriques

Types de biomarqueur Stratégies employées Techniques utilisées

. . ’Tests invitro . . Resting cells en présence
Evaluation in vitro de la toxicité des tricétones sur un éventail représentatif de doses croissantes

de souches bactériennes présentant une 4-HPPD fonctionnelle d'herbicides

Activité de I'enzyme
HPPD

Niveau | : pire des cas
Expérimentation en laboratoire avec exposition des microcosmes de sol a

dose agronomique (D1) ou 10 fois la dose agronomique (D10) de
sulcotrione et de Decano®

qPCR et séquengage sur le
géne hppd de la
communauté bactérienne
Niveau Il : scénario d’exposition réaliste du sol
Expérimentation au champ sur des parcelles traitées non avec de la
mésotrione et de |la tembotrione.

Abondance et
diversité de la
communauté hppd

Figure IV.1 : Intégration du chapitre IV dans I’étude.

En préambule du développement de I'outil moléculaire permettant de quantifier I'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 ol nous
avons réalisé l'analyse, il existait 2869 séquences décrites chez 1855 especes bactériennes
différentes (figure IV.2). Ces séquences ont été récupérées et constituent notre banque de référence

de séquences HPPD.
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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 gene hppd est donc communément retrouvé

chez I'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 premiére analyse de I'abondance et de la diversité du sol de Perpignan utilisant la paire

d’amorces construite a été réalisée par qPCR et par séquencgage lllumina MiSeq des amplicons hppd.
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Les résultats obtenus ont ainsi validé I'outil moléculaire construit. L'analyse des données de

séquencage 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 'abondance et la diversité de la guilde microbienne hppd pourrait étre

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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Keywords:

The present work aimed to design a degenerate primer pair to target a large part of the hppd soil bacterial

Hppd community, possibly affected by herbicides. We validated these primers by qPCR and high-throughput se-

Degenerate primers
Soil bacterial community

In recent scientific opinions, the European Food Safety Authority
proposed to include soil ecosystemic services as a specific protection
goal for risk assessment of pesticides and to protect soil microorganisms
at the level of functional groups (EFSA, 2010). Another scientific opi-
nion underlines the lack of standardized methods to measure the effects
of pesticides on structural and functional endpoints of the microbial
community (EFSA, 2017). To fill this knowledge gap, microbial genes
encoding enzymes inhibited by substances with herbicidal activity
could be ideal biomarkers of the direct effects of these molecules on soil
microorganisms (Thiour-Mauprivez et al., 2019).

Screening of these active substances according to their mode of
action led to the identification of those that affect the cell metabolism.
A list of targeted enzymes was drawn up by the HRAC (https://
hracglobal.com/tools/world-of-herbicides-map). Among them, 4-hy-
droxyphenylpyruvate dioxygenase (4-HPPD; EC 1.13.11.27) appeared
as a possible biomarker sensitive to the herbicides of the HRAC
(Herbicide Resistance Action Committee) F2 group (list of 13 active
substances with herbicidal activity, supplementary file 1). This enzyme
transforms tyrosine into fumarate and acetoacetate. These two com-
pounds enter the central metabolism and lead to the formation of
pyomelanine, a brown pigment that has antioxidant properties and
protects fungi and bacteria from reactive oxygen species (ROS)
(Langfelder et al., 2003; Turick et al., 2009). To our best knowledge,
2869 HPPD protein sequences from various bacterial species are
available in the Pfam database (http://pfam.xfam.org/family/

* Corresponding author.
E-mail address: fabrice.martin@inrae.fr (F. Martin-Laurent).

https://doi.org/10.1016/j.mimet.2020.105839

quencing analysis of soil samples.

PF14696) (Fig. 1). One could hypothesize that among the numerous
populations harbouring 4-HPPD within the bacterial community, sev-
eral of them might be sensitive to HRAC F2 herbicides. From this point
of view, both a priori and a posteriori risk assessment of HRAC F2 her-
bicides on soil microorganisms might be assessed by monitoring para-
meters of the hppd bacterial community.

In this context, the aim of this study was to develop a molecular tool
to monitor the abundance and diversity of this community in the soil. In
order to target as many bacterial hppd sequences as possible, we de-
veloped a pipeline (supplementary file 2) to design a degenerate primer
pair targeting a broad spectrum of bacterial 4-HPPD genes. This was
challenging since the known bacterial 4-HPPD proteins available on
Pfam presented both length and sequence polymorphisms. Sequence
lengths varied from 237 to 491 amino acids (95% of the 4-HPPD se-
quences were 325 to 360 amino acids in length), and the most distant
protein sequences showed only 22% similarity (79/354 identical amino
acids). The corresponding nucleic acid sequences were retrieved from
GenBank, aligned with Muscle (Edgar, 2004), and too long, too short or
too different sequences were removed manually. The 2506 remaining
sequences were converted into protein sequences using Mega7 (Kumar
et al, 2016), resulting in a clean bacterial 4-HPPD database (see
taxonomic affiliation of these sequences in Table 1). The latter was
submitted to j-CODEHOP (Boyce et al., 2009) to identify conserved
motifs candidate for primer design. Two motifs were identified: HIA
(harboured by 1957 out of 2506 sequences) and FFE (found in 2361
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Fig. 1. Phylogenetic tree of the 4-HPPD database
derived from Pfam, constructed with FastTree (Price
et al, 2009) (Neighbour-Joining) and visualized
with iTol (Letunic and Bork, 2019). The inner circle
represents the affiliation of the 4-HPPD sequences to
the main microbial groups indicated by different
colours. The middle circle depicts the presence of
the HIA and/or FFE motifs in the HPPD sequences,
indicated by different colours. The outer circle
shows the affiliation of the OTUs found in Perpignan
soil samples to known HPPD sequences.

Tree scale: 1

Taxonomy
- a-proteobacteria

- B-proteobacteria
[] y-proteobacteria
D Actinobacteria
M Firmicutes
- Cyanobacteria
] . FCB Group
Primer motifs
[ HIA or FFE
[ HIA and FFE
Soil diversity
- Sequences retrieved

Table 1
Taxonomic affiliation of our hppd sequence database.

Phylum Class Number of sequences
Proteobacteria a-proteobacteria 822
y-proteobacteria 529
[B-proteobacteria 484
Terrabacteria group Actinobacteria 265
Firmicutes 67
Cyanobacteria 37
FCB group Bacteroidetes 298
Gemmatimonadetes 3
Acidobacteria 1

sequences) (in pink and violet in Fig. 1). Twenty-base degenerate pri-
mers were then designed so that the nine bases in 3’-terminal position
perfectly annealed the HIA or FFE motifs shared by 1812 of the 2506
analysed sequences (Fig. 2).

To validate our primer pair, three soil samples were collected from
the surface layer (0-20 cm) of an arable field (University of Perpignan,
France) (see properties in supplementary file 3). Soil samples were
prepared as previously described (Romdhane et al., 2016). Nucleic
acids were extracted with an RNeasy PowerSoil DNA Elution Kit
(Qiagen) and the hppd gene was successfully amplified by PCR from
these DNA extracts as described in supplementary file 4. The affiliation
of the amplicons to the hppd gene sequence was checked by cloning and
sequencing. Ninety-two percent of the 24 sequenced amplicons were
related to hppd sequences (sequences submitted and released upon
manuscript acceptance). The hppd community relative abundance was
assessed by qPCR as described before (Romdhane et al., 2016) except
for the HIA-F/FFE-R primer pair which was used at 10 uM in our final
reaction mixture with an annealing temperature of 54 °C. A calibration
curve was generated in triplicate using serial dilutions of the standard
ranging from 102 to 107 copies per reaction. Three no-template controls
were included for each qPCR assay. The calibration curve showed an
acceptable efficiency of 79% (R? = 0.99). The detection limit was
around 107 copies of hppd copies per reaction (data not shown). Relative
abundance was 421 = 43 hppd sequences per 1000 sequences of 16S
rDNA. In silico observations confirmed that hppd gene sequences were
quite abundant among the soil bacterial community.

in Perpignan soil

hppd sequence diversity of the amplicons obtained with a two-step
PCR was assessed by Illumina 2*250 base pair MiSeq sequencing run
(BioEnvironnement, University of Perpignan, France). The first PCR
involved 27 cycles of amplification. It was performed in duplicate for
each of the three soil DNA samples, and one no-template control using
the NGS_HIAF (5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGN-
NNNARGGBATYCAGCAYATYGCN-3") and NGS_FFE R (5-GTCTCGTG-
GGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNNCGYTGDATRAWYTCRA-
ARAA-3’) primer pair with a specific tail added to match the second
PCR primer pair. Six microliters of the pooled first PCR products were
used as a template for the second PCR that involved eight cycles of
amplification with barcoded primers in duplicate. After pooling and
amplicon size verification by electrophoresis, hppd amplicons were
normalized using a SequalPrep™ Normalization Plate Kit (Invitrogen).
Ten microliters of each sample were used for lllumina MiSeq sequen-
cing. After assembly using PEAR (Zhang et al., 2014) and quality check
using the QIIME pipeline (Caporaso et al., 2010), a total of 744,084
hppd nucleic sequences were obtained. These sequences were corrected
and converted into proteins using framebot (Wang et al., 2013), then
clustered using cd-hit (Li and Godzik, 2006) (threshold: 100%). The
resulting 62,409 clusters were compared to the 4-HPPD database using
blast, and affiliated to the closest relative sequence (minimum simi-
larity: 57%). The designed primers allowed us to retrieve hppd se-
quences affiliated to most phylogenetic groups from our database, as
shown in Fig. 1. However, only a few sequences related to Actino-
bacteria were obtained. This might be due not only to primer efficiency
regarding this group but also to various biases such as DNA extraction
and/or low abundance of Gram-positive bacteria in this soil. A small
number of hppd sequences that contained only one (5.6%) or no motif
(2.7%) were also amplified, suggesting that they may correspond to
sequences not yet described.

This primer pair appears to be suitable for measuring the abundance
of the hppd bacterial community and estimating its diversity in an
arable soil. Further studies will aim to monitor the evolution of the hppd
bacterial community exposed to herbicides of the HRAC F2 group. It is
noteworthy that this primer design method could also be applied to
amplify other functional genes, paving the way for the analysis of other
bacterial subcommunities.
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Fig. 2. HMM logos constructed with Skylign (Wheeler et al., 2014) showing the occurrence of the amino acids which composed our primer pair. R, A or G; B, Cor G
orT; Y, Cor T; N, any base; D, A or G or T; W, A or T. The amino acid position and the amplified product length were determined in the hppd sequence of Pseudomonas

fluroescens F113 (NC_016830.1).
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Introduction

Une derniere partie de mon travail visait a tester I'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
I'abondance et la diversité de la communauté bactérienne hppd des sols comme biomarqueur

d’exposition aux herbicides B-tricétones (figure V.I).

Etude bibliographique
Utiliser les génes bactériens codant des enzymes ciblées par les herbicides

comme biomarqueur de I'impact de ces derniers sur les communautés
bactériennes telluriques

Types de biomarqueur Stratégies employées Techniques utilisées

Tests in vitro
Evaluation in vitro de la toxicité des tricétones sur un éventail représentatif de doses croissantes
de souches bactériennes présentant une 4-HPPD fonctionnelle d’herbicides

Resting cells en présence

Activité de |'enzyme
HPPD

Niveau | : pire des cas
Expérimentation en laboratoire avec exposition des microcosmes de sol a
dose agronomique (D1) ou 10 fois la dose agronomique (D10) de
sulcotrione et de Decano®

qPCR et séquengage sur le
gene hppd de la
communauté bactérienne
Niveau Il : scénario d’exposition réaliste du sol
Expérimentation au champ sur des parcelles traitées non avec de la
meésotrione et de la tembotrione.

Abondance et
diversité de la
communauté hppd

Figure V.1 : Intégration du chapitre V dans I’étude.

Nous avons, pour ce faire, construit cette étude en deux niveaux. Le premier niveau consistait a
exposer des microcosmes de sol a 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 premiére 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
I'extraction de la sulcotrione a partir du sol de Perpignan était déja disponible au laboratoire. Il a
cependant fallu adapter ce protocole pour I'extraction de la molécule contenue dans le Decano®.
Parallelement a cela, les acides nucléiques ont été extraits aux différents temps de préléevement (30
minutes, 7, 14 et 42 jours post-traitement) et 'abondance et la diversité de la communauté bactérienne
hppd ont été mesurées par gPCR et par séquencage haut-débit grace au couple d’amorces hppd
précédemment présenté. Ni la sulcotrione ni le Decano® n‘ont eu d’effets sur les parameétres mesurés
dans cette communauté, quelle que soit la dose initiale appliquée. Les mémes conclusions sont observées
concernant I'effet de ces deux produits sur la communauté bactérienne totale du sol, résultats obtenus en

qguantifiant et en séquencgant le gene codant ’ARNr 16S.
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Un scénario d’exposition réaliste avec une étude sur des champs traités aux herbicides B-
tricétones a fait I'objet du second niveau d’exposition. L’accés a ces champs a été rendu possible grace a
un partenariat avec Lionel Alletto de la chambre régionale d’agriculture Occitanie. Trois sols exposés

ou non a des B-tricétones ont été prélevés a différentes périodes de I'année (figure V.2).

16.09.18 06.06.19 28.08.19
Sol témoin (Sept. 2018) (Juin 2019) (Aolt 2019)
Mais Noyer ! ! | >
30.04.19 |

semis du mais

14.05.19
semis du mais

>

Figure V.2 : Pratiques culturales et traitements appliqués aux sols agricoles de I'étude. Le Camix®
contient de la mésotrione a 40 g/L et a été appliqué a 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
a raison de 0,6 L/ha sur le sol représenté en vert. Les autres traitements herbicides appliqués ne
contiennent pas de B-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 gene hppd en juin 2019. Ce nombre est ensuite, en aolt 2019, non
significativement différent de celui mesuré en septembre 2018, premier temps de prélévement. Il est

a noter que ce sol présente également une diversité différente des deux autres sols.

Les conclusions de cette étude nous aménent a penser que I'abondance et la diversité des
bactériennes totales et hppd ne sont pas modifiées suite a I'application d’herbicides B-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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Maize cultivators often use B-triketone herbicides to prevent the growth of weeds in
their fields. These herbicides target the 4-HPPD enzyme of dicotyledons. This enzyme,
encoded by the hppd gene, is widespread among all living organisms including soil
bacteria, which are considered as “non-target organisms” by the legislation. Within
the framework of the pesticide registration process, the ecotoxicological impact of
herbicides on soil microorganisms is solely based on carbon and nitrogen mineralization
tests. In this study, we used more extensive approaches to assess with a lab-to-
field experiment the risk of B-triketone on the abundance and the diversity of both
total and hppd soil bacterial communities. Soil microcosms were exposed, under lab
conditions, to 1x or 10x the recommended dose of sulcotrione or its commercial
product, Decano” . Whatever the treatment applied, sulcotrione was fully dissipated from
soil after 42 days post-treatment. The abundance and the diversity of both the total and
the hppd bacterial communities were not affected by the herbicide treatments all along
the experiment. Same measurements were led in real agronomical conditions, on three
different fields located in the same area cropped with maize: one not exposed to any
plant protection products, another one exposed to a series of plant protection products
(PPPs) comprising mesotrione, and a last one exposed to different PPPs including
mesotrione and tembotrione, two B-triketones. In this latter, the abundance of the
hppd community varied over time. The diversity of the total and the hppd communities
evolved over time independently from the treatment received. Only slight but significant
transient effects on the abundance of the hppd community in one of the tested soil were
observed. Our results showed that tested p-triketones have no visible impact toward
both total and hppd soil bacteria communities.

Keywords: soil, microorganisms, p-triketone, herbicide, hppd gene, lab-to-field, non-target organisms
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INTRODUCTION

Soils are known as complex and dynamic habitats where a wide
diversity of species lives. Soils could potentially shelter about a
quarter of the world biodiversity (Decaéns et al., 2006). Among
their inhabitants, microorganisms constitute a huge part of this
biodiversity with several billions of bacterial species and more
than a hundred thousand fungi species living in one gram of
soil (Schloss and Handelsman, 2006). These microorganisms
contribute to a series of complex processes and support key soil
ecosystem functions associated to food supply, climate regulation
or biochemical cycles among others (Wall et al,, 2013; Graham
et al, 2016). It then appears important to preserve and protect
soil microorganisms and their habitats. In 2010, the European
Commission officially recognized the need to protect soils and
raised them as a non-renewable resource, as this was already
the case for water (European Commission, 2010). The European
soil biodiversity expert group identified the main pressures on
soil organisms and human intensive exploitation appeared as
a major threat (Gardi et al., 2013). This intensive exploitation
is irremediably linked to the use of plant protection products
(PPPs), applied in conventional agriculture to protect crops from
various pests. Among them, herbicides are still widely used to
control weeds which enter in competition with crops. Some of
them, developed during these last two decades are inspired by
the biomimetism. They mimicked active natural products and are
consequently considered as “eco-friendly” (Cantrell et al,, 2012).

This is the case for P-triketone herbicides, for which the
chemical structure derived from a natural phytotoxin obtained
from the Californian bottlebrush plant, Callistemon citrinus
(Mitchell et al, 2001). Three P-triketone active substances
are mainly used as herbicides on maize cultures: sulcotrione,
mesotrione, and tembotrione (Schulz et al, 1993; Mitchell
et al., 2001; Lee et al, 2008). These molecules inhibit the
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD) and lead to
bleaching and death of weeds (Dayan etal., 2007; Rocaboy-Faquet
et al., 2014). This enzyme is not only found in plants but in
almost all living organisms, including microorganisms where it
takes part to the tyrosine degradation pathway (Moran, 2005).
The hppd gene, coding the targeted enzyme, is described in about
2000 bacterial species (Thiour-Mauprivez et al.,, 2020). Thus,
soil bacteria, classified as “non-target organisms” by current
EU regulation for pesticide authorization, might be impacted
by P-triketones, with a possible domino effect on microbial
functions supporting soil ecosystem services (Thiour-Mauprivez
etal.,, 2019). In this context, studies assessing the ecotoxicological
impact of P-triketone herbicides on soil total bacteria have
recently been led (Romdhane et al., 2016a, 2019). In order to get
a closer look to the direct effect of B-triketone, we report here the
assessment of its ecotoxicological effect on the abundance and
the diversity of the total bacterial community and the bacterial
community harboring the hppd gene. These parameters were
measured in a lab-to-field experiment in which lab conditions
were led with the active substance at higher doses than the
recommended ones, to test the “worst-case scenario” and field
experiments were led with recommended field doses (RfDs), in
frame with a “realistic scenario of exposure,” as recommended

by the European Food Safety Authority (Ockleford et al., 2017).
Our lab-to-field experiment complies the two-tiered approach
to assess the possible toxicity of P-triketones on the hppd
bacterial community which harbors the gene encoding the
enzyme targeted by these herbicides.

Under lab conditions, soil microcosms were treated with 1x
or 10x the RfD of sulcotrione using the active ingredient or the
formulated product (Decano‘g) or not treated (control). Under
these conditions, dissipation studies of the active substance or
the formulated PPP in soil microcosms were carried out in order
to estimate the scenario of exposure of soil microorganisms.
Under field conditions, samples were collected in maize crops
exposed to PPP treatments comprising several B-triketones or
not treated at all (control). For both lab and field experiments,
the abundance and the diversity of both the total and the
hppd bacterial communities were estimated by quantitative PCR
(qPCR) and high throughput sequencing, respectively.

MATERIALS AND METHODS

Laboratory Experiment

Reagents

Standard of sulcotrione [(S) 98.8% purity], a weak acidic
herbicide with pKa value of 2.87 and MW = 328.7 g.mol~! was
purchased from Sigma-Aldrich, France. Formulated sulcotrione
[Decano‘g (D)] was purchased from (SAPEC Agro, France).
Methanol and acetonitrile (HPLC quality) were purchased
from Carlo Erba, dichloromethane for pesticide analysis from
Riedel-de-Haén GmbH, trifluoroacetic acid (99.0% purity) and
hydrochloric acid (38.0%) from Aldrich and water was Milli-
Q quality.

Soil Sampling and Microcosm Set-up Under Lab
Conditions

Soil samples were collected from the surface layer (0-20 c¢m)
of an arable field located in Perpignan, France. According to
the World Reference Base of Soil Resources, it is a sandy loam
clay-rich soil composed of 16.2% clay, 29.1% silt, and 54.7%
sand. Granulometry was measured according to the particle size
5 fractions with no decarbonization method (NF X 31-107).
Soil contains 27.5 g/kg of organic matter, 15.99 g/kg of organic
carbon, and 1.25 g/kg of nitrogen. These contents were measured
by dry combustion according to the standard methods NF ISO
10694 and NF ISO 13878. Soil physicochemical characteristics are
99 megq/kg Cation Exchange Capacity (CEC), 260.3% Ca2/CEC
and water pH 8.04. CEC was measured according to the Metson
method (NF X 31-130) and water pH was determined using
a glass electrode (NF ISO 10390). Soil samples were sieved
to 2 mm and soil moisture was of 3%. Soil samples were
divided in microcosm of 20 g of soil each and treated or not
with active ingredient {2-[2-chloro-4-(methylsulfonyl)benzoyl]-
1,3-cyclohexanedione} (S) or formulated compound [Decano”
(D)]. For each treatment (sulcotrione or Decano”), twelve
microcosms were treated at 1x RfD (1.5 pg/g), twelve were
treated at 10x RfD (15 pg/g) and twelve remained untreated
(control). These doses were chosen to fulfill the two-tier scenario
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of exposure. Soil moisture was adjusted at 22% relative humidity.
Soil microcosm were incubated at 21 & 2°C in the dark.
Every 2 days, microcosms were ventilated and soil moisture was
adjusted if needed under sterile conditions. Soil samples were
collected after 30 min of treatment (day 0), 7, 14, and 42 days
of incubation and immediately stored at —20°C for further
analyses. Three replicates were prepared for each treatment (S
control, S 1x RfD, S 10x RfD, D control, D 1x RfD, and D
10x RfD).

Herbicide Quantification

Extraction step

This analytical method was an adaptation of the procedure
previously published by Chaabane et al., 2008. In order to follow
active substance or formulated PPP dissipation in soil, 10 g of
soil (triplicates) for each condition were extracted twice with
30 mL of acetonitrile/0.1 M hydrochloric acid (90/10; V/V) under
agitation at 100 rpm orbital shaking for 50 min and then filtered
on a Whatman filter GF/A 47 mm. The organic filtrate was
evaporated at 30°C and the acidic aqueous solution was then
extracted twice with 6.0 mL of dichloromethane. The organic
phase was evaporated to dryness and then solubilized with 3.0 mL
of methanol. The final extract was analyzed by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC).

Chromatographic analysis

Soil extracts treated with sulcotrione were analyzed using a
VWR Hitachi LaChrom apparatus consisted of auto-sampler L-
2200 and HTA L-2130 pump modules equipped with a Kinetex
C18 column (5 pm, 150 mm x 3 mm) and a DAD L-2450
UV/Vis detector set at 285 nm. For sulcotrione, the mobile
phase consisted of a mixture of water acidified with 0.1%
acetic acid (AW) and acetonitrile (ACN) delivered at a flow-
rate of 0.5 mL/min with an isocratic mode 70/30 (AW/ACN)
for 15 min. For soil extracts treated with Decano”, the mobile
phase was the same as the one used for sulcotrione but was
delivered at a flow-rate of 1 mL/min with an isocratic mode 80/20
(AW/ACN) for 8 min.

Analytical performance

Recovered analytics were evaluated by spiking soil samples
replicates (n = 5) with increasing doses (0.1-75 jug/g) of analytical
standards of sulcotrione or formulated sulcotrione (Decano?)
prior to extraction. The mean recovery rates were estimated as
85 4 10 and 52 + 4%, for sulcotrione and Decano” , respectively.
The limit of quantification, defined as the sample concentration
required to give a signal-to-noise ratio of 5:1 was evaluated to
0.1 g/g for both sulcotrione and Decano”.

Field Experiment

Soil samples were collected from the surface layer (0-20 cm) of
three arable fields located near Tarbes, France. These fields were
not part of an experimental parcel, they were exploited by farmers
and, thus, were treated at RfDs of PPPs with a crop protection
program which we did not choose. Field 1 has not received any
PPPs for 3 years and was historically cultivated with maize but
is now cultivated with walnut tree and will constitute the control
field. Field 2 was sown with maize on the 30th April 2019 and

was treated with Camix” (containing 40 g/L mesotrione, applied
at 2.5 L/ha) on the 23th May 2019 and with Auxo® (containing
50 g/L tembotrione, applied at 0.6 L/ha), Nisshin (nicosulfuron-
based, 0.6 L/ha), Banvel (dicamba-based, 0.2 L/ha), and Sakol
(alkylpolyglucoside-based, 0.1 L/ha) on the 3rd June 2019. Three
samplings were made over one crop cycle on these three fields
with three replicates made of seven composite-samples each done
using an auger. The first sampling time was before seedling
and treatments on the 16th September 2018 (September 2018).
The second was made after treatment for field 3 whereas in the
field 2, it was made between the first and the second treatment
on the 6th June 2019 (June 2019). For all the fields, the last
sampling campaign was led on the 28th August 2019 (August
2019). Soil properties and chemical characteristics are described
in the Supplementary Table 1. Soil samples were stored at
—20°C until use.

Ecotoxicological Impact of g-Triketone

on Soil Bacterial Communities

Soil DNA Extraction

At each sampling time of the experiment, nucleic acids were
extracted with RNeasy PowerSoil DNA Elution Kit (Qiagen).
DNA quality was checked and concentrations quantified by
Quant-iT™ PicoGreen™ (Thermo Fischer Scientific, France).
A mean of 0.19 = 0.18 and 0.38 £ 0.29 pg/g of soil were extracted
from laboratory and field samples, respectively. DNA extracts
were stored at —20°C until use.

Abundance of Total and hppd Bacterial Communities
Prior to quantification, inhibition tests were performed as
previously described in Petric et al. (2011), in order to detect the
presence of DNA co-extracts possibly inhibiting the qPCR assays.
Samples were then diluted at 1 ng/pl. Amplification of both hppd
and 16S rRNA genes were carried out using a ViiA™ 7 (Thermo
Fisher Scientific, France) in a final reaction mixture of 15 pL.
The mixture contained SYBR Green PCR Master Mix (Takyon™
Low ROX SYBR” 2x Mastermix Blue, Eurogentec, Belgium),
250 ng of T4 gp32 (Qbiogene, MP Biomedicals, France), 10 uM
of each hppd primer (HIAF and FFER, Thiour-Mauprivez et al.,
2020), or 1 uM of each 16S rRNA primer (341F and 534R,
Muyzer et al, 1996) and 1 ng of soil DNA template. gPCR
runs were as follow for the amplification of the hppd gene:
Taq polymerase enzyme activation step for 3 min at 95°C, then
40 cycles of 10 s of denaturation at 95°C, 30 s of annealing
at 54°C, elongation for 30 s at 72°C, and a melting curve
stage with 15 s at 95°C, 1 min at 68°C, and 15 s at 95°C
(data were collected at this step). Run parameters used for the
amplification of 16S rRNA gene were previously described by
Romdhane et al. (2016a). Standard curves were generated using
serial dilutions of linearized plasmid pGEM-T easy vector system
containing each standard gene sequence (ranging from 10> to
107 copies per qPCR reaction). For each condition tested, two
qPCRassays were conducted. In each assay, QPCR calibration was
performed in triplicate and three no-template controls (NTC)
were also included.
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Diversity of Total and hppd Bacterial Communities
Total and hppd bacterial diversities were monitored using a
high throughput sequencing of 16S rRNA and hppd amplicons,
respectively (Illumina MiSeq, Microsynth). A two-step PCR
procedure was used to amplify the hppd gene from obtained
DNA extracts. In the first step, 27 cycles of amplification
were performed in duplicate using the NGS_FFER-NGS_HIAF
primer pair (Thiour-Mauprivez et al., 2020). Duplicates were
then pooled and a second step of PCR was conducted, in
duplicate, using 1 pL of the previous PCR as template to carry
out eight cycles of amplification with barcoded primers. To
amplify the 16S rRNA gene from obtained DNA extracts, 20
cycles of amplification were performed in duplicate using the
U341F-805R primer pair (Takahashi et al., 2014). Duplicates
were then pooled and a second step of PCR was conducted,
in duplicate, using 1 pL of the previous PCR as template to
carry out 15 cycles of amplification with barcoded primers. After
pooling, amplicon size was checked by electrophoresis on a 2%
agarose gel. 25 pL of PCR products were normalized using
SequalPrepTM Normalization Plate Kit (Invitrogen) and 10 pL
of each sample were sent to Microsynth for sequencing. 16S
rRNA amplicon data analysis were conducted as described in
Romdhane et al. (2016a). For the hppd amplicon data analysis,
reads were quality-controlled and assembled using PEAR (Zhang
et al, 2014). Unassembled reads and once-assembled reads
outside the expected range were discarded. Sequences were
corrected and converted into protein sequences using framebot
(Wang et al., 2013), then clustered into OT Us using cd-hit (Li and
Godzik, 2006). Representative hppd sequences for each OTU were
aligned using Muscle (Edgar, 2004) and the maximum likelihood
phylogeny was calculated using FastTree 2 algorithm (Price
et al, 2009). Several a-diversity indices (PD whole tree, Simpson
reciprocal, and Shannon indices) were then calculated using
rarefied OTU tables at the depth of 6000 sequences per sample
in the microcosms treated with sulcotrione, 15,000 sequences per
sample in those treated with Decano” and 20,000 sequences per
sample in the soils sampled directly from fields considering the
16S rRNA amplicons. Same indices were calculated using rarefied
OTU tables of 2300 sequences per sample in the microcosms
treated with sulcotrione, 2000 sequences per sample in those
treated with Decano” and 4200 sequences per sample in the soils
sampled directly from fields considering the hppd amplicons.
Principal Coordinate Analysis (PCoA) plots were generated
in QIIME based on weighted UniFrac distance matrix and
coordinates were used to draw 3D figures.

Statistical Analysis

Statistical analysis were conducted using R software and a
significance threshold was set at a p-value of 0.05 (R Development
Core Team, 2005). For qPCR results, data were log-transformed.
Data normality was verified by a Shapiro-Wilk test. The
homogeneity of variances of the residues was verified by a Levene
test. Data were subjected to an analysis of variance (ANOVA)
and Tukey test was performed for each treatment and each time
point. Not all data showed a normal distribution. Consequently,
non-parametric test (Kruskal-Wallis test) was carried out on

non-normal distributed data. Weighted or unweighted UniFrac
distance matrices were subjected to a PERMANOVA analysis
using the ADONIS function from R package “vegan” (Oksanen
et al., 2020). Sparse Partial Least Squares Discriminant Analysis
(sPLS-DA) was performed to select discriminant OTUs between
different treatments using the function “splsda” from R package
mixOmics (Rohart et al., 2017). A homemade R script was used
to identify the discriminant OTUs by performing an ANOVA on
each of these OTUs.

RESULTS

Fate of Sulcotrione and Decano” in Soil

Microcosms

In order to decipher the exposure scenario of bacteria in soil
microcosms, kinetics of dissipation of sulcotrione and Decano’
in soils were measured at each time point (Table 1). Sulcotrione
and Decano” dissipation kinetics could be reasonably described
by a first-order kinetics (C = C0.e~*) for the application
at 1x RfD. Half-life time of sulcotrione in Perpignan soil
was estimated at ca 4 days for 1x RfD. Regarding Decano”,
half-life time in Perpignan soil was evaluated at ca 1.5 days
for the 1x RfD condition. For the application at 10x
RfD, we were only able to estimate graphically the half-life
time of sulcotrione at ca 14 days and of Decano’ at ca
18 days (Supplementary Figure 1). Anyhow, sulcotrione and
Decano” both reached an unquantifiable concentration after
42 days of exposure in Perpignan soil, whatever the starting
concentration of RfD applied.

Impact of Sulcotrione and Decano” on
the Abundance of the Total and the hppd

Bacterial Community

The impact of sulcotrione and Decano” on the abundance of the
total and the hppd bacterial community in the soil microcosms
was monitored by gPCR. Sequence copy numbers ranged from
8.99 x 10° to 3.82 x 10° sequences of 16S rRNA per nanogram
of DNA and from 4.81 x 10% to 2.75 x 10> sequences of hppd
per nanogram of DNA. The abundances of both the total and the
hppd bacterial communities were not affected by the p-triketone
treatments applied. Similarly, the relative abundance of hppd
sequences per 1000 sequences of 16S rRNA (Figure 1) was not
affected by any of the p-triketone treatments applied. In both
cases, only a time effect was observable with relative abundance
measured at day O different from the other sampling days

TABLE 1 | Main environmental parameters of sulcotrione and Decano” estimated
by modeling their kinetics of dissipation in Perpignan soil.
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Treatment Sulcotrione Decano”

RiD 1 10 1 10

k (day) 0.36 +£0.02 n.d. 0.43 £0.03 n.d.

DTsg (day) 1.94 £0.08 n.d. 1.63 £0.11 n.d.

R? 0.81 £0.10 n.d. 0.99 +£0.01 n.d.
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(ANOVA, p = 0.001) for microcosms treated with sulcotrione
and relative abundance measured at day 42 different from those
measured at 0, 7, or 14 days (Kruskal-Wallis test, p = 0.002) for
microcosms treated with Decano” .

Impact of Sulcotrione and Decano” on
the Diversity of the hppd Bacterial

Community

To further investigate the possible ecotoxicological impact
of sulcotrione and Decano” on the diversity of total
and hppd bacterial communities, the 165 rRNA and the
hppd amplicons were amplified from soil DNA extracts
and sequenced. These sequences were grouped into 2849
OTUs and 1688 OTUs at 80% ammo -acid sequence identity
threshold for sulcotrione and Decano” treatment respectively.
a-Diversity was estimated for each treatment by a range
of indices depicted in Table 2. No significant differences
neither overtime nor in response to the RfD applied was
shown for all tested treatments. Same measurements were
made on the total bacterial a-diversity by sequencing the
16S rRNA gene. Sequences were grouped in 4099 OTUs
in the soil treated with sulcotrione and in 4767 OTUs in
the soil treated with Decano’ at 94% nucleotide sequence
identity threshold. A time effect was highlighted but no
significant differences due to the treatment applied were
shown (Supplementary Table 2). Together, these results
indicate that the a-diversity of both the total and the hppd
communities are not affected by sulcotrione or Decano” in our
experimental conditions.

The ecotoxicological impact of sulcotrione and Decano” on
the hppd bacterial B-diversity of soil microcosms was evaluated.
For each treatment, the analysis of the PCoA, representing the
weighted UniFrac distances, showed no significant difference in
the hppd bacterial community composition between RfD applied
(Control, 1x RfD, or 10x RfD) and sampling time (0, 7, 14,
42 days after treatment) (Figure 2).

Altogether, the results obtained for a- and P-diversity
measurements indicate that the diversity of the hppd bacterial

community was not modified over time or according to the RfD
applied. Same conclusions were made on the measurements of
the total bacterial diversity, monitored by 16S rRNA Illumina
sequencing (Supplementary Figure 2).

TABLE 2 | Richness and diversity indices of the hppd bacterial community
calculated for soil microcosms exposed for 0, 7, 14, and 42 days to sulcotrione
(S, in brown) or Decano” (D, in blue) applied at different concentrations (control,
1x RfD, and 10x RMD).

Day after Treatment Observed  PD whole tree  Simpson
treatment species reciprocal
0 S control 211 +£24 62+ 5 18+6
S1xRD 188 £26 55+7 16 £2
S 10x RD 184 £49 54 +13 15+8
D control 196 £17 52+ 4 16 £2
D 1x RfD 216 +£38 59+8 26 £17
D 10x RD 200+ 15 54+ 2 17 £1
73 S control 165 £21 49+6 9+2
S1x RD 192 +£28 56+6 16 +£6
S10x RD 167 £ 11 49+3 11 +1
D control 206 £ 24 55+ 6 21T
D 1x RD 208 +17 57+ 4 26 +14
D 10x RD 233 +12 63+ 1 26 £1
14 S control 177 £28 50+7 38 = |
S1xRD 168 £18 48+5 9+1
$10x RD 180 +£35 b2:L7 10+£2
D control 204 +3 556+ 2 18+1
D 1x RfD 230+ 24 61+5 26 £ 11
D 10x RD 225 £17 59+ 5 25+5
42 S control 176 £21.2 515 1M1£2
S1xRD 167 £25 50+ 6 12+£2
S10x RD 199 +31 57+8 14 +£4
D control 211 +1 57+0 19+1
D 1x RD 218+7 57 +1 19+£2
D 10x RD 204 =11 57+3 16£2

Mean values + confidence intervals are shown. No significant difference for each
treatment and each time point was shown (Kruskal-Wallis test p < 0.05 were
considered as significant and, if needed, indicated by a small letter).
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Abundance and Diversity of the Total and
the hppd Bacterial Community in
Agricultural Soils Exposed to B-Triketone
Herbicides
The ecotoxicological impact of PPP treatments on the abundance,
the diversity and the composition of the total and the
hppd bacterial communities was also assessed under real
agronomical conditions.

Sequence copy numbers ranged from 1.21 x 10° to 4.63 x 10°
sequences of 16S rRNA per nanograms of DNA and from

7.90 x 10* to 2.62 x 10° sequences of hppd per ng of DNA. The
relative abundance of hppd gene copies per 1000 sequences of
16S rRNA is shown in Figure 3A. An ANOVA test suggest that
whatever the treatment applied, values recorded in the samples
collected in September 2018 were significantly higher than that
of the two others (June 2019 and August 2019) (p < 0.01).
Considering the relative abundance of hppd found in each treated
soil, only values observed in field 2 were statistically different
from those measured in the others: values recorded in June
2019 (ANOVA, p < 0.01) were significantly lower than those
of September 2018. This was no longer observed on samples of
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FIGURE 2 | UniFrac analysis of the effect of sulcotrione (A) and Decano” (B) applied at different concentrations (control, 1x RfD, and 10x RMD) on the hppd
bacterial community composition of soil microcosms at 0, 7, 14, and 42 days. The first three axes of the PCoA of the weighted UniFrac distance matrix of hppd
amplicon lllumina sequencing are shown. The percent of variance explained by each axis is given.
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FIGURE 3 | Analysis of the abundance (A), the a-diversity (B), and the p-diversity (C) of the hppd bacterial community in soils of agricultural exposed to PPPs (fields
2 and 3) or not (field 1) collected at different sampling times over a 1-year crop cycle (September 2018, June 2019, August 2019). (A) hppd sequence copy number
per 1000 sequences of 16S rBNA gene. Values shown are averages of n = 3 biological replicates for each series. Error bars are calculated from the standard
deviation for each series. ANOVA p < 0.05 was considered as significant and, if needed, indicated by a small letter. (B) Richness and diversity indices of the hopd
bacterial community (mean values + confidence intervals). ANOVA tests were conducted and p < 0.05 was considered as significant and indicated by a different
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August 2019, which were not statistically different from those
obtained in September 2018 (ANOVA, p = 0.09) or in June 2019
(ANOVA, p=0.17).

The hppd sequences were grouped into 1562 OTUs at
80% amino-acid sequence identity threshold. a-Diversity was
estimated for each condition by a range of indices depicted in
Figure 3B. The observed species and the Phylogenetic Diversity
(PD) indices calculated in field 2 were significantly lower than
those of field 1 and field 3, no matter what the sampling date
(ANOVA, p < 0.01). Same measurements were made on the total
bacterial a-diversity and they led to the similar conclusions: the
three indices calculated in the case of for field 2 were significantly
lower from those calculated for fields 1 and 3, respectively
(ANOVA, p < 0.05, Supplementary Figure 3). The total and the
hppd bacterial a-diversities are different in field 2 than in the
other two fields. On June 2019, the observed species and the PD
whole tree indices calculated on the hppd bacterial a-diversities
within field 1 were significantly different from those calculated
on September 2018 (ANOVA, p < 0.01) but not from those
measured in August 2019 (ANOVA, Popserved_species = 066 and
PrD_whole_tree = 0.88). It has to be noticed that the a-diversity
of the total bacterial community was also modified over time
(ANOVA, p < 0.05, Supplementary Figure 3).

The hppd bacterial B-diversity is illustrated on Figure 3C
by a PCoA representing the weighted UniFrac distances. In
addition, an sPLS-DA was performed in parallel to an ANOVA
test performed on each hppd OTU taken separately. All of
these tests showed no statistical differences between soils: the
B-diversity of hppd bacterial community remained unchanged
among time and between the different studied soils. Same
tests were performed on the total bacterial B-diversity obtained
by sequencing the 16S rRNA gene with sequences grouped
in 5739 OTUs at 94% nucleotide sequence identity threshold.
Whatever the soil considered, no significant differences were
found (data not shown).

DISCUSSION

The aim of this study was to evaluate, in a lab-to-field
experimental design, the ecotoxicological impact of p-triketone
herbicides on the abundance, the composition and the diversity of
total and hppd bacterial communities. Under lab conditions, the
worst-case scenario (up to 10 times the agronomical dose) as well
as the effect of the formulation (sulcotrione vs Decano’ ) were
tested. Under field conditions, agronomical scenario exposure
including the application of several PPP treatments over a 1-year
cropping cycle was tested.

Estimation of the Fate and
Ecotoxicological Impact of Sulcotrione
and Decano” on the Total and hppd
Bacterial Communities Under Lab

Conditions
Under lab conditions, soil microcosms were exposed for 42 days
to 1x or 10x RfD of sulcotrione or Decano’. Kinetics of

dissipation of the active substance were established. Although
the dissipation of sulcotrione in the Perpignan soil has already
been monitored in several studies (Chaabane et al., 2008;
Romdhane et al., 2019), this is the first time that the kinetic of
dissipation of the active substance of Decano® was measured
in this soil. Even if the recovery rate of sulcotrione from
microcosms treated with Decano  was not optimal (52%),
one could observe that, 42 days after application, sulcotrione
was fully dissipated from both batches of microcosms. Our
results are consistent with previous studies where similar
concentrations were applied, showing a complete dissipation
of sulcotrione within 45 days in Perpignan soil (Calvayrac
et al., 2012; Romdhane et al., 2016b, 2019). Observed DTsg
at 1x RfD were in the range of those measured in other
studies (4-7 days in dark) confirming that sulcotrione is rapidly
dissipated from soils (Barchanska et al., 2016). Concomitantly to
sulcotrione dissipation and, as previously observed by Romdhane
et al. (2016b), CMBA, the principal transformation product of
sulcotrione, is accumulated in Perpignan soil in both microcosm
batches. As expected, for both Decano” and sulcotrione, at a
higher dose rate of application, dissipation lasted longer than at
lower rate of application.

The effect of sulcotrione and of Decano” on the abundance
and the diversity of both the total and hppd soil bacterial
communities was measured by qPCR and amplicon Illumina
sequencing, respectively. Both treatments had no effect on the
abundance of the total soil bacterial community. This observation
is in accordance with that of Romdhane et al. (2016a) showing
that natural triketone (i.e., leptospermone) has either no effect or
very short-lasting effect on the abundance of the total bacterial
community. It has to be noticed that mesotrione, another
pB-triketone, was shown to transiently modify the abundance and
the diversity of both soil bacterial and fungal communities (Du
et al,, 2018). It suggests that B-triketone ecotoxicological effect
on microorganisms depends on the active compound, on the soil
type and on their interactions. Similarly, the two treatments, at
both doses, had no effect on the composition and structure of the
total bacterial community. This is in agreement with Romdhane
et al. (2019) who reported no change of a- and p-diversities of
the total bacterial community in the soil of Perpignan exposed
to either 1x or 10x RfD of sulcotrione. Interestingly, one
can observe that different studies carried out on the same
soil at different times with different sequencing technologies
(454 pyrosequencing vs Illumina sequencing) under similar
conditions led to similar conclusions showing the reliability of
such approaches, as already suggested (Luo et al., 2012) and
consolidating our observations.

Soil bacterial hppd abundance and diversity have already been
monitored in Perpignan soil (Thiour-Mauprivez et al., 2020) but,
to our best knowledge, this was the first time they were monitored
in response to a sulcotrione and Decano~ exposure. As observed
for the total bacterial community, both treatments applied at both
doses have no effect on the abundance and diversity of the hppd
bacterial community. Therefore, one can conclude that, under
our experimental conditions, the hppd bacterial community
harboring the gene target of f-triketone herbicides is insensitive
to formulated sulcotrione or to the active substance. The low
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persistence of sulcotrione in Perpignan soil indicates that soil
bacterial community is only shortly exposed to B-triketone and
such a short exposure is not enough to modify the abundance
or the diversity of the soil bacterial community. In addition,
detoxification mechanisms such as efflux transporters, known as
unspecific drivers of resistance of bacteria to antibiotics, could
work asa detoxification mechanism against -triketones and even
could stop them entering the cell. Such mechanisms have already
been observed in an Escherichia coli strain exposed to glyphosate
(Staub et al, 2012). However, another fB-triketone formulated
product called Callisto” (mesotrione) is shown to transiently
inhibit the nitrification process in bacteria when applied at
10x RfD, probably because of a direct effect (Crouzet et al,
2016). This further reinforces the assumption that like for other
herbicidal active substances, the P-triketone ecotoxicological
effect on microorganisms depends on the properties of active
compound, of soil type and of their interactions.

Estimation of the Ecotoxicological Effect
of B-Triketone on the Abundance,
Composition, and Diversity of Both Total-
and hppd-Bacterial Communities Under
Field Conditions

The lab-to-field assessment of the ecotoxicological impact of
active substances on soil microorganisms has been proposed
as a gold standard to conduct environmental risk assessment
of pesticides (Karpouzas et al., 2016). Consequently, in parallel
to lab-experiments, the impact of p-triketone PPPs, including
mesotrione- and/or tembotrione-based PPPs was measured on
the abundance, the composition and the diversity of both the total
and the hppd bacterial communities in field samples collected
over 1 year cropping cycle.

The main result of this field study concerns one of the
tested fields (field 2), in which the hppd bacterial community
abundance decreased after the first treatment with mesotrione-
based herbicide (Camix”) to finally increase after the second
treatment with tembotrione-, dicamba-, nicosulfuron-, and
alkylpolyglucoside-based herbicides but without reaching the
level of abundance measured initially. This suggests a partial
resilience of the hppd community in this field. This observed
time effect might be due to different factors such as climatic
conditions or the phenology of the crop. It could also be explained
by the PPP treatments applied to this field. However, we are
not able to conclude whether the abundance decrease is due
to mesotrione because: (i) Camix" is composed, in addition
to mesotrione, of S-metolachlor (400 g/L) and benoxacor
(20 g/L); (ii) the a-diversity of this field is significantly lower
than those measured in fields 1 and 3, making a comparison
uneasy. Regarding the B-diversity measured in this field, it
remained unchanged and identical to the other fields all along
the cropping cycle.

This field experiment reveals the difficulty to define reliable
references when working on formulated product composed of
several active compounds with different action modes and of
several other compounds entering in their formulation that
are usually bound by confidentiality by the agrochemical firms.

Considering this, it becomes evident that the conclusions of
a priori risk assessment carried out under control conditions for
a single active compound cannot be expanded for a formulated
PPP applied in combination with others in the field all along
the cropping cycle. This study also highlights the difficulty
to define reliable controls when working on real agronomical
situations encountered on farms. Indeed, in our experimental
design, we chose a control field not exposed to PB-triketones
located closely to the other two sampled fields cropped with
maize and exposed to herbicides. Even if the soils of chosen fields
are subjected to the same pedoclimatic conditions and harbor
similar physicochemical properties, differences in the bacterial
composition were readily observed at the first sampling date.
This raises the question of the reference to interpret the changes
in response to the PPP treatments applied. Consequently, there
is a need to define a normal operating range (NOR) for each
studied indicator as it has been evaluated on diverse indicators
(soil microbial biomass and bacterial diversity) in a 13 km?
parcel on 278 soils all spaced from 215 meters (Constancias
et al., 2015). The fully randomized block design that is usually
applied in agronomical assay has been shown in the past to be of
interest to estimate the impact of several active substances applied
one by one on soil microorganisms (Papadopoulou et al., 2016;
Storck et al., 2018), but it seems not appropriate to evaluate the
risk encountered in-farm at a systemic level which is far more
complex with a combination of PPPs applied simultaneously or
one after the other all along the cropping cycle.

CONCLUSION

Our study provides a comprehensive lab-to-field assessment
of the ecotoxicity of p-triketone herbicides (active compound
and formulated one) on both the total and hppd bacterial
communities. Our lab-experiment confirmed the low persistence
of the active substance in both sulcotrione and Decano”
treated soil microcosms. Under our experimental conditions,
both treatments at agronomical doses have no effect on the
abundance, the composition and the diversity of both total and
hppd bacterial communities. Our field-experiment led to similar
conclusions thereby comforting the eco-friendly reputation of
pB-triketone herbicides.
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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 I'adéquation au modele du premier

(-kt)

ordre du type C=Coe par test du khi-deux (xz) en utilisant les valeurs C mesurées

expérimentalement et les valeurs C calculées par le modele. Avec une valeur critique du )(2 égale a
5,99 (paramétres du modele : k et Co ; n=2 degrés de liberté) et pour un niveau de confiance de 95%,
seules les valeurs mesurées dans les microcosmes traités a une 1 fois la dose agronomique suivent un
modele du premier ordre avec une valeur du )(2 voisine de 0,33 pour le traitement a la sulcotrione et

de 0,14 pour le traitement au Decano® et des pourcentages d’erreur du modele acceptables de 7% et
13% respectivement. En revanche, pour les microcosmes traités a 10 fois la dose agronomique

(sulcotrione et Decano®), les valeurs mesurées ne s’ajustant pas au modele du premier ordre (valeur

du x2>5,99), nous avons fait le choix de déterminer graphiquement leurs DTso.

Dans les microcosmes traités a la sulcotrione, nous avons, conjointement a I’ADN, extrait
I’ARN des échantillons de sols. Nous avions pour objectif de mesurer |'activité de la communauté
bactérienne hppd par RT-gPCR. Cependant, pour la majorité des échantillons, nous n’avons pas réussi
a dépasser le seuil de détection de I'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 I'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.D11 1/3
J7.D1.3 1/3
J7_D10_3 1/3
)14 D1 1 2/3
)14 D12 2/3
)14 D1_3 2/3

J14_D10_1 1/3
J14 D10_3 2/3
J42_D10_3 1/3

Concernant les résultats de séquencage du géne hppd obtenus sur les microcosmes de sol
traités au Decano®, nous avons réussi a 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 a une

129



Chapitre V : Validation de I'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™4. 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 I'expérience varie fortement en

fonction des doses testées. Nous ne I'avons donc pas considérée dans la suite de notre étude.

) 0 7 14 a2

10- b—

i

Occurrence de I'OTU-229 dans I"échantillon
v

=] e | o= o
o- == e

0 1 10 | © 1 10 0 1 10 | 0 1 10

Naombre de fols la dose agronomique appliquée

Figure V.3 : Occurrence de ’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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Résumé des principaux résultats obtenus

L'objectif de ce travail était de vérifier I’'hypothése suivante : des organismes dits « non-cibles
» mais porteurs de la cible moléculaire d’une molécule herbicide donnée peuvent-ils étre
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 I'EFSA qui encourage I'utilisation de marqueurs
d’origine microbienne pour I'évaluation du risque a priori et a posteriori (EFSA 2010). La mise au
point de ce marqueur requiert I'étude de l'effet de la molécule herbicide a différents niveaux

biologiques et I'emploi de stratégies adéquates (figure VI.1).

Herbicides Niveau biologique Stratégie employée

Geéne

' Bactérie

—p  Dessin d'amorces communauté-spécifique

' a e Docking moléculaire enzyme-herbicide
| —
Population
- @& =P Mesure de I'inhibition de I'activité enzymatique par les herbicides
@
Communauté

=—p Mesure de I'abondance et de la diversité de la communaté spécifique

Figure VI.1 : Développement d’un margueur d’exposition ou d’effet des herbicides dans les sols.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux herbicides B-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, I'enzyme HPPD codée par le géne du méme nom, fait
« preuve de concept » de |'utilisation d’'une enzyme ou d’un géne d’un organisme non-cible comme
marqueur d’exposition a la substance dont il porte la cible. Cette réflexion a donné lieu a une étude
bibliographique de faisabilité, présentée dans le chapitre Il de ce manuscrit. Puis, aprés avoir identifié les
différents niveaux d’organisation biologique auxquels pouvaient étre développé le biomarqueur, nous
avons construit cette étude en quatre niveaux : i) construction d’amorces in silico spécifiques au gene
hppd (chapitre IV) ; ii) mesure in silico des interactions entre I’enzyme bactérienne HPPD et les inhibiteurs
B-tricétones (chapitre 1ll) ; iii) mesure de l'inhibition de I'activité enzymatique sur des populations

bactériennes HPPD®, qui expriment I’enzyme HPPD (chapitre Ill) ; iv) mesure de 'abondance et de la

diversité de la communauté bactérienne hppd du laboratoire aux champs, couplée
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a la détermination du devenir des B-tricétones dans les sols par analyses en chromatographie liquide
pour qualifier le scénario d’exposition des microorganismes a ces molécules actives (chapitre V).
Nous avons ainsi mis en place une approche pluridisciplinaire allant de I'ordinateur en passant par
I’erlenmeyer, par des microcosmes de sol incubés au laboratoire et des échantillons de sols prélevés
dans des champs cultivés, en testant a la fois les substances actives mais également les produits de
protection des plantes formulés, a des doses agronomiques pertinentes, en employant a la fois des
méthodes culture-indépendantes et culture-dépendantes et en s’attachant a rester au plus proche

des conditions réelles. La figure V1.2 reprend les principaux résultats obtenus lors de I'étude.
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Principales conclusions
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Figure V1.2 : Schématisation des principaux résultats de I'étude. Les disciplines auxquelles ont été fait appel pour obtenir ces résultats sont encadrées en

jaune.
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Les premiéres analyses in silico ont montré que le gene hppd est présent chez de nombreux
isolats appartenant a de nombreux genres bactériens. Ce grand nombre de séquences décrites nous
a permis de dessiner des amorces dégénérées spécifiques du gene hppd d’un grand nombre de
bactéries. Grace a ce travail, nous avons pu mettre en place des essais de qPCR pour mesurer
I'abondance de la communauté bactérienne hppd. Des amplicons hppd ont été générés par PCR et
leur séquencage a permis de décrire la composition et la diversité de la communauté bactérienne
hppd des sols, grace a un pipeline spécifique aux amplicons hppd, développé en collaboration avec

Marion Devers, Aymé Spor et Arnaud Mounier de I'INRAE de Dijon.

A I'échelle de I'’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’a celle de P. fluorescens F113. Cette caractéristique
moléculaire a été retrouvée également au niveau cellulaire avec peu ou pas d’effet des B-tricétones
testés sur l'activité enzymatique HPPD de populations de P. fluorescens F113 alors que, chez B.
cereus ATCC14579 et S. oneidensis MR-1, I'effet sur I'activité HPPD est marqué en présence de faibles
doses d’herbicides et observable pour toutes les molécules testées. Cet effet apparait dose-
dépendant pour toutes les molécules testées et cette propriété nous a permis de calculer des CEso
pour chaque « couple » population-molécule testé. De plus, pour B. cereus ATCC14579 et S.
oneidensis MR-1, I'inhibition de I'activité HPPD apparait également molécule-dépendante avec un
effet plus marqué de la tembotrione et de la mésotrione que de la sulcotrione. Nous émettons
I’hypothése que la tembotrione, en raison de la présence d’une queue fluorée -O-CH:-CFs 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 I'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
controlées, 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 I'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 I’herbicide. Les molécules B-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 a de
relativement faibles doses agronomiques (Chaabane et al., 2008; Faria et al., 2019). Il est donc possible
que la sulcotrione, appliquée a 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 a I’échelle d’une population, il existe
de nombreux mécanismes de régulation biologique qui pourraient expliquer les différences
observées entre deux populations bactériennes d’espéces différentes. Au sein d’'une communauté, et
donc, d’'un ensemble complexe de populations hétérogenes, ces régulations sont d’autant plus
nombreuses et complexes, qu’elles pourraient contribuer a masquer le signal qui pourrait étre causé

par I'exposition aux B-tricétones.

Discussion

Notre hypothése de travail a donc été vérifiée au niveau moléculaire ainsi qu’au niveau
cellulaire : I'activité enzymatique de I'HPPD de certaines souches bactériennes peut servir de
biomarqueur grace a une réponse dose-dépendante. De récentes études se sont également
intéressées a mesurer l'inhibition par des B-tricétones de I'activité enzymatique HPPD chez des
populations bactériennes. Certaines avec pour but final de construire des plantes génétiquement
modifiées résistantes aux herbicides B-tricétones grace au clonage d'un géne hppd bactérien
naturellement résistant a ces composés (Liu et al., 2020), d’autres dans le but de produire de Ila
mélanine a I'échelle industrielle (Tan et al., 2019). La production de mélanine et, par conséquent,
I’'HPPD, sont de plus en plus étudiées en raison du role protecteur de la mélanine face aux stress
oxydatifs et des applications liées a la santé humaine qui pourraient en découler (Neuckermans et al.,
2019; Pavan et al., 2020). A notre connaissance, c’est cependant la premiére fois qu’est étudiée
I'inhibition de I'activité enzymatique sur des populations bactériennes environnementales non
transformées et qu’il est proposé d’utiliser cette activité comme marqueur de [Iimpact

écotoxicologique a priori des herbicides B-tricétones.

L'abondance et la diversité mesurées a I'échelle de la communauté bactérienne hppd, ne nous
ont pas permis de valider notre hypothése et ne semblent donc pas, dans les conditions testées, étre de
bon marqueurs des B-tricétones dans les sols. Cependant, cette étude a été menée sur un seul type de sol
concernant I'expérience en microcosmes, et quatre autre sols collectés dans la méme région agricole pour
I’'expérience pleins champs. Le sol étant un milieu complexe et variable aussi bien a I'échelle
microscopique (« hot-spots ») qu’a I'échelle macroscopique (pédoclimat), les essais conduits dans cette
étude sur le sol de Perpignan et les sols agricoles de la région toulousaine mériteraient d’étre menés sur
un panel de sols représentatifs des sols agricoles francais pour généraliser nos conclusions. Par ailleurs,
ces essais pourraient aussi étre menés sur des « hot-spots » d’activité microbienne pour voir si les

conclusions seraient identiques aux n6tres. Concernant I'expérience sur
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les sols agricoles, la temporalité de I'’échantillonnage peut étre questionnée au regard du scénario
d’exposition des communautés microbiennes aux herbicides B-tricétones dans les sols. En effet, des
campagnes d’échantillonnages plus fréquentes, au moins pendant la premiere semaine suivant le
traitement, auraient pu étre souhaitables. Toutefois étant donné qu’aucune modification n’a pas pu
étre observée aussi bien sur I'abondance, la composition ou la diversité de la communauté
bactérienne aux temps d’échantillonnages réalisés, on peut se demander de I'intérét de mettre en
évidence un impact éventuel transitoire a des temps courts d’exposition de ces herbicides sur la
communauté bactérienne des sols. Aussi, grace aux résultats obtenus in silico a I’échelle moléculaire
et a I'échelle de la population, une autre stratégie expérimentale ciblant les communautés hppd les
plus sensibles aux B-tricétones grace a des amorces plus spécifiques pourrait étre mise en place. Le
méme plan expérimental pourrait également étre appliqué a d’autres microorganismes tels que les
moisissures ou les cyanobactéries, peut-étre plus réactives aux herbicides B-tricétones (Crouzet et
al., 2016; Mallet et al., 2019). De plus, au-dela des limites liées a notre plan expérimental, les
interactions au sein de la communauté et facteurs extrinséques entrant en jeu sont plus complexes

gu’a I'échelle d’'une simple souche ou méme d’une population.

Parmi ceux-ci, peuvent étre cités des facteurs liés directement aux propriétés des molécules
herbicides étudiées et a 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 (-
tricétones sont, comme les molécules meres, 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 DTso de 9,4 a
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 B-tricétones et a leurs
métabolites que de fagon 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 étre un facteur limitant a
notre étude. Cette biodisponibilité est intimement liée aux propriétés physico-chimiques du sol et
notamment a 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 I'amendement ajouté au sol
était concentré et donc, plus I'humidité relative du sol augmentait, moins les herbicides étaient
biodisponibles (Szmigielski et al., 2018). Ainsi, selon le sol et méme, la niche écologique considérée, la
drilosphére étant par exemple décrite comme ayant plus d’eau disponible que la rhizosphére (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’étre utilisé comme substrat par des bactéries capables de le dégrader. Les

microorganismes dégradants, de par leur activité,
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contribuent a éliminer I'herbicide du milieu diminuant ainsi sa persistance, I'exposition et, par

conséquent, son impact écotoxicologique sur les microorganismes du sol. De plus, les microorganismes

a la fois dégradants et HPPD*, peuvent se développer aux dépens des B-tricétones. Ces mécanismes

contribuent a faire varier I'abondance et la diversité de la communauté hppd suite a une exposition

aux herbicides B-tricétones

Le fait que l'effet des herbicides B-tricétones puisse étre masqué a |'échelle de la
communauté peut aussi s’expliquer par un mécanisme compensatoire de cette derniere. A l'instar de
I’hypothese de la redondance fonctionnelle qui considere que, puisque plusieurs especes remplissent
les mémes fonctions, une perturbation de I'’écosysteme aura un effet seulement a long-terme sur le
fonctionnement de celui-ci (Walker 1992), nous pourrions émettre la méme hypothése en ce qui
concerne les résultats de cette étude. La perturbation de I'écosysteme sol par I'apport d’herbicides B-
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 a la communauté de trouver son équilibre malgré la perturbation fugace engendrée.

Pour rappel, 'HPPD convertit I’'HPP en HGA qui entrera ensuite : i) chez les plantes, dans la
voie de synthese des plastoquinones ; ii) dans la voie de synthese de I'acétoacétate et du fumarate ;
iii) dans la voie de synthése de la mélanine (cf. figure 1.15). Au sein de la communauté bactérienne du

sol, seules les deux derniéres 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 I'un des mécanismes permettant de
produire du dioxyde de carbone qui entrera directement dans le cycle du carbone, processus essentiel au
maintien de I'équilibre de I'écosystéme 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 a la synthése de ses substrats sont possibles. La dégradation des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) par les bactéries du sol représente, par exemple, 'une
des voies principales d’entrée du pyruvate dans le cycle de Krebs (Erwin et al., 2019). Le fumarate, lui,
pourra étre obtenu a partir du métabolisme de la tyrosine, en faisant intervenir ’'HPPD mais également a
partir du cycle de 'urée, intervenant dans le métabolisme de I'arginine, un autre acide aminé (figure VI.3)

ou, simplement, a partir du succinate dans le cycle de Krebs.
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Figure V1.3 : Production de fumarate a partir du cycle de 'urée (d’aprés Mendz and Hazell 1996).

Nous pouvons émettre I'hypothése 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 I'HPPD soit peu ou pas exprimée dans nos conditions d’études et que nous
sommes incapables de mesurer ladite expression par RT-gPCR et qu’en conséquence, les herbicides

B-tricétones ont peu d’effet a I’échelle de la communauté bactérienne.

Concernant la production de mélanine, une revue a récemment mis en évidence les multiples
systemes de régulation retrouvés chez les bactéries (Pavan et al., 2020), situant I’'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 a son tour le pool de genes
nécessaire a la synthése de la mélanine, dont fait partie le gene 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 I"hppd chez Aeromonas salmonicida
subsp. pectinolytica 34mel’ (Pavan et al., 2019). Ces mécanismes de régulation sont également
étudiés chez les bactéries et moisissures pathogenes des plantes et de 'Homme, respectivement
Ralstonia solanacearum et Aeromonas media. Par I’étude de souches mutées, les auteurs réussissent
a mettre en évidence des phénomeénes de régulation transcriptionnelle de I'hppd dont I'enzyme
confere, chez ces deux microorganismes, une résistance au stress oxydatif et leur permet une

invasion efficace de ’h6te (Wang et al., 2015; Ahmad et al., 2016).

Des conditions particulieres sont donc nécessaires a I'expression de I'hppd, qui mettent en
évidence I'importance de I'environnement. Lors de nos expériences en « resting cells », nous nous
sommes placés dans des conditions favorables pour mesurer I'activité I'HPPD et que la mélanine soit
produite. Cependant, dans le sol, nous ne contrélons pas tous ces parametres et il se peut que nos

conditions ne soient pas optimales pour I'expression du géne codant cette enzyme. Cette hypothése

140



Chapitre VI : Discussion, conclusion et perspectives

est en effet soutenue par le fait que nous n’avions pas réussi a quantifier I’expression du gene hppd dans
les sols alors que nous avons pu extraire des ARN amplifiables en RT-qPCR. Il aurait par exemple fallu
apporter a 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 géne hppd puisse s’exprimer. Bien que les approches multi-
stress soient de plus en plus communes dans de nombreux écosystémes (Gunderson et al., 2016; Rocca et
al., 2018), nous n'avions pas envisagé d'appliquer un stress autre que I'exposition aux herbicides lors de
cette étude, notre plan expérimental étant construit de telle sorte a avoir un controle et deux conditions

de traitement a deux doses agronomiques différentes uniqguement.

Outre les verrous technologiques propres a notre étude et a I'HPPD, nous nous sommes aussi
heurtés a des problématiques plus globales. Certaines m’ont amenée a me questionner sur le bien-
fondé de la législation concernant la mise sur le marché des PPs. D’une part, concernant |I’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
I'avenement des méthodes culture-indépendantes et du séquencage 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 séquencage haut-débit a
d’autres méthodes comme la mesure du taux d’acides gras phospholipidiques (PLFA), qui est connue
pour étre un bon bioindicateur de la diversité microbienne des sols, ou encore, l'arrivée du
séquencage de troisieme 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
gu’elles assurent dans I’écosystéme sol. Selon moi, ces nouvelles technologies pourraient contribuer
a une meilleure évaluation du risque a priori des molécules actives sur les microorganismes car
reproductibles et applicables a 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 apergue 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 uniqguement la substance active lors des tests de
mise sur le marché des PPs, ses propriétés pouvant se révéler étre différentes de celles du produit
final mis en formulation. Cela souléve également le besoin de mettre au point une évaluation du

risque a posteriori, afin de tester I'impact environnemental et écotoxicologique du produit formulé.
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Conclusion et perspectives

A ma connaissance, c’est la premiere fois qu’une étude d’écotoxicologie microbienne propose
d’utiliser le géne codant I'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 gene ciblé était présent dans de nombreux genres bactériens. Bien qu’in silico, nous avons pu
mettre en évidence l'interaction moléculaire des B-tricétones avec le site actif de I’'HPPD et montrer que
certaines populations microbiennes présentaient des HPPDs sensibles aux B-tricétones, I'abondance, la
composition et la diversité de la communauté hppd ne sont pas affectés par I'exposition a ces molécules.
Cette discordance entre les aspects théoriques et biologiques peut s’expliquer par différents phénomeénes
abiotiques (adsorption des B-tricétones, structure chimique des différentes molécules) et biotiques
(régulation de I'expression, compensation, redondance fonctionnelle). Notre étude indique qu’il faudrait
plutét cibler quelques taxons bactériens sensibles aux B-tricétones plutdt que la communauté dans son
ensemble et suivre I'évolution de leur expression du géne hppd et de leur activité enzymatique HPPD.
Toutefois, méme si cette stratégie s’avérait fructueuse on peut s’interroger sur I'importance biologique de
I’effet qui pourrait étre observé car, par ailleurs, a I'échelle de la communauté bactérienne globale, rien
ne transparait. Dans ce cas, il pourrait étre judicieux de cibler une communauté reliée a 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 |'activité enzymatique HPPD de certaines populations bactériennes
pourrait étre instrumentée pour en faire un marqueur d’exposition capable de détecter des résidus de B-
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 I'avenir, certaines enzymes ciblées par des
molécules actives et décrites comme essentielles chez certains microorganismes, ainsi que les genes qui
les codent, pourraient également étre testées comme biomarqueurs des herbicides qui les ciblent. On
peut, par ailleurs, d’'une maniére plus générale, s’interroger sur la nécessité de développer une approche
similaire sur d’autres microorganismes telles que les moisissures ou les algues, et méme, parmi les autres
régnes 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 I'effet de ces composés sur la santé de

I’environnement, des animaux et de ’'Homme.
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Sup data Figure 5. Role of PS-T and PS-II in the electron transport chain.
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SUP Data Table 1. Herbicides affecting growth and cell division.

HRAC  Chemistry group of the herbicide

group

Relevant commercialized herbicide
(active ingredient)

Target

K

Benzamide
Benzoic acid
Dinitroaniline
Pyndine

Ros-clean (isoxaben, oryzalin)

Microtubule assembly

Carbamates

Non-approved in EU

Microtubule organisation

K3

Acetarmdes
Chloroacetamides
Oxyacetamides

S-metalostar (s-metachlore)

Very-long-chain fatty acids synthase (VLCFA-
synthase)

Alkylazine
Benzamide
Nitrile

Ros-clean (1soxaben, oryzalin)

Cellulose synthesis

Benzoic acids
Phenoxycarboxylic acids
Pyridine carboxylic acids
Quinoline carboxylic
acids

Dicash (dicamba)

Synthetic auxins

Semi-carbazones

Non-approved m EU

Auxin transport
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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.

[ 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 ]

2883 protein sequences

Tidying by removing the too long, too short or too different
sequences

2506 protein 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
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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?) 27.5
Organic carbon (g.kg?) 15.9
Nitrogen (g.kg?) 1.2
CEC (meq.kg?) 99.0
Ca?*/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 25uL using 0.5ng of DNA template, 1X standard
buffer with MgCl, (MP Biomedicals, France), 0.2mM of dNTPs (MP Biomedicals, France), 10uM of
each specific primer (HIA-F/FFE-R), 250ng of T4 gp32 (MP Biomedicals, France) and 1.25U of Taqg 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) 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.

Organic Organic

Sampling Clay Silt Sand Water Nitrogen CEC
Field carbon matter
date (%) (%) (%) pH (g/kg) (mea/kg)
(e/kg) (e/kg)
Sept. 2018 23.4 55 18.3 6.2 n.d n.d n.d n.d
1 June 2019 141 52 33.8 6.1 47.5 82.3 3.21 186
Aug.2019 185 48 33.5 5.8 50.7 87.7 3.38 185
Sept. 2018 26.2 44.7 26.4 6.7 n.d n.d n.d n.d
2 June 2019 209 479 313 5.2 29.2 50.5 2.45 119
Aug. 2019 20 50.4 29.7 54 31.7 54.8 2.46 124
Sept. 2018 16.1 33.4 485 6.3 n.d n.d n.d n.d
3 June 2019 13.3 48.7 38 5.7 42.8 74.1 2.89 141
Aug. 2019 17 522 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 O, 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 Slrppson
reciprocal
S Control 1367i51b 503122b 20625
S 1XRfD 1508416 5449’ 280459
0 S 10X RfD 1520435 558+11° 282148
D Control 2421172 810+22 24943
D 1X RfD 2237+187 760144 208+76
D 10X RfD 2416134 804129 320156
S Control 1270+46 482+12 91+27
S 1X RfD 1333156 497119 118+40
S 10X RfD 1326188 499112 115430
/ D Control 2370182 79319 22373
D 1X RfD 22831300 768174 270+109
D 10X RfD 2484+104 822424 344166
S Control 1485%31 558+11 17413
S 1XRfD 1443162 541+9 149+14
14 S 10X RfD 1474451 520+19 165157
D Control 257763 810+22 281+67
D 1X RfD 2447166 760144 2051105
D 10X RfD 2232+335 804+29 151+133
S Control 154016 53649 241475
S 1X RfD 151249 552+4 202423
42 S 10X RfD 1548+24 5436 218+41
D Control 2539+84 841126 334+21
D 1X RfD 2596+41 848+17 353+18
D 10X RfD 2624+38 857110 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 lllumina sequencing are shown. The percent of variance explained by each axis is given.
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Figure S3. Analysis of the a-diversity (A) and the B-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
B-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 thése vise a établir la preuve de concept que les
génes microbiens codant I'enzyme ciblée ou I'activité de I'enzyme elle-méme peuvent servir de marqueur
d’impact écotoxicologique des herbicides dans les sols. L'enzyme HPPD (4-hydroxyphénylpyruvate
dioxygénase) et le géne du méme nom, cible des herbicides B-tricétones, sont sujets d’étude.

Des études in silico montrent que le géne 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 a mesurer
I’abondance, la composition et la diversité de la communauté bactérienne hppd de microcosmes de sols
exposés a la sulcotrione ou a sa formulation commerciale, le Decano®. Les mémes mesures sont réalisées
sur des champs agricoles traités avec des B-tricétones pendant une année. A |'échelle de la communauté,
aucun effet des herbicides n’est décelable, renforcant leur réputation « eco-friendly ».

Au niveau enzymatique, des études de docking moléculaire montrent que les herbicides se lient plus
fortement a I'HPPD de certaines souches. Le bioessai développé soutient cette observation : les B-
tricétones ont un effet variable sur I'activité HPPD en fonction de la souche considérée. La tembotrione
inhibe plus fortement I'activité HPPD de Bacillus cereus ATCC14579 et Shewanella oneidensis MR-1 que la
sulcotrione et la mésotrione. A I'avenir, ce bioessai pourrait étre utilisé comme marqueur d’exposition des
sols aux herbicides B-tricétones dans une optique d’évaluation du risque par les autorités.

Mots-clefs : herbicides B-tricétones ; enzyme HPPD ; gene hppd microbien ; microorganismes ;
communautés microbiennes ; écotoxicologie microbienne ; biomarqueur ; bioessai ; organismes non-
cibles.

DIAGSOL: Development of a new functional marker for B-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 PB-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
B-triketones. No significant effect of B-triketone herbicides were observed at the

bacterial community scale, strengthening their “eco-friendly” reputation.

At the enzymatic scale, molecular docking studies reveal that B-triketones bind more closely to certain
bacterial HPPD than others. The developed bioassay reinforces this observation: regarding the bacterial
strain, B-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 B-
triketones risk assessment studies requested by authorities in charge of pesticide regulation.

Key-words: B-triketone herbicides ; HPPD enzyme ; microbial hppd gene ; microorganisms ; microbial
communities ; microbial ecotoxicology ; biomarker ; bioassay ; non-target organisms.



