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- Introduction -

INTRODUCTION

Dans un monde en plein changement, fort d'une saoise démographique toujours en hausse
(plus de 7 milliards d’étres humains selon les dtatinies en 2013t une prévision estimée
de 9 milliards pour I'horizon 2050), 'Homme dodife face a de multiples problématiques.
L'une d’entre elle : nourrir les habitants de noplanéte ; ce qui sous-entend de produire
toujours plus de nourriture dans un espace quj, reste peu variable, celui des terres
cultivables. L'avenement des techniques agricuésrenodernes, comprenant la mécanisation
des techniques agricoles toujours plus perfectiesiné& sélection végétale et animale, et
I'utilisation de produits phytosanitaires, a perndis dépasser les limites de production en
termes de rendement et de qualité nutritive desealis. A titre d’exemple, la production de
blé en France en 1850 ne dépassait pas les dixagui@t I'hectare alors gu’actuellement le
rendement moyen est huit fois supérieur. Toutefoes grandes avancées technologiques
entrainent a leur tour d’autres problématiquesjrenmementales cette fois-ci. Or, il est du
devoir de 'Homme, pour préserver et maintenir liégee de la biosphére, de prendre en
considération ces problématiques environnementatesl’agir en conséquence, afin de

développer une gestion durable des ressourcesienlage.

Ces travaux de thése s’inscrivent dans cette thé¢ugaén se focalisant plus avant sur I'effet

des pratiques agriculturales actuelles sur le fonoement de I'écosysteme sol et a plus

grande échelle, au niveau de la biosphére. Depusieprs années, une prise de conscience
concernant le probleme que peuvent représentgrdsicides (toxicité sur des organismes

non cibles, rémanence, transfert entre écosystempedlémes de santé humaine et

animale...) mene a la réévaluation de certains coéspat a l'augmentation des tests

nécessaires a leur autorisation de mise sur leh@aAinsi, des molécules dites de « premiere
génération » se sont vues interdites et remplguéede nouvelles molécules qui, appliquées
en mélange avec d’'autres molécules (nouvelles atagtes), permettent le traitement des

cultures a I'aide de doses moindres de pesticides.

Le sol agricole est une ressource qu'il faut pnsempour les services écosystémiques qu'il
permet et la production qu’il apporte. Son fonctiement est assuré par les communautés
gu'’il abrite, dont les communautés microbienness @erniéeres, tres diversifiées, assurent un

ensemble de métabolismes essentiels dans le rdlesnert des nutriments et la balance des

! http://www.census.gov/popclock/
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composeés chimiques. Ces mécanismes sont déperdlantslations complexes liant leur
diversité et leur abondance a leurs potentiels lofitpues. Le sol est aussi un acteur majeur
du stockage du carbone, ce qui ajoute un enjeu@éservation afin d’éviter toute possibilité

d’'impact sur les changements climatiques globaux.

De nombreuses études mettent en avant les efféétes que peuvent entrainer les
pesticides dans le sol (Lo, 2010; Puglisi, 2012peatmettent de faire évoluer les pratiques
agriculturales quant a leur utilisation. L'utiligmt de multiples molécules, appliquées en
mélanges directs ou de fagcon séquentielle, est mé@sorun phénomene courant pour le
traitement des cultures. Cependant, ces pratiquesmidanges de pesticides » sont a I'heure
actuelle trés peu étudiées, limitant les donnéegsesueffets potentiels qu’ils peuvent avoir

dans I'écosystéme sol.

J'ai donc entrepris durant mes travaux de thésemdtre en place des études visant a
caractériser les effets de mélanges d’herbicidasaooment employés sur les cultures de mais
(S-métolachlore, mésotrione et nicosulfuron), sgrdommunautés microbiennes du sol, afin
d’apporter de nouvelles informations et de nougeflestes sur les effets des mélanges de

molécules, tout en dégageant les enjeux majeurs\geipar de tels travaux.
Le manuscrit se divise en deux parties :

- La Partie | fait un état des lieux sur la problématique destipees dans les sols
(Chapitre 1). Elle resitue I'évolution des pratiques agricudiles au cours des derniéres
décennies (Sous-Chapitre 1.1), décrit les inteyasticonnues entre le sol et les molécules
pesticides employées seules ou en mélanges (Somst€Ha2) et les effets qu’elles peuvent
entrainer sur les communautés microbiennes de fgéorale (Sous-Chapitre 1.3). Une
présentation des molécules herbicides choisies pegrtravaux de these est également faite
(Sous-Chapitre 1.4). S’en suit une étude en micmwes qualifiée « d’étude prospective »
(Chapitre 2), initiée durant mes travaux de Master 2 et candurant ma premiere année de
these, sur les effets d'un mélange de deux hedscidrmulés, le S-métolachlore et la
meésotrione, sur les communautés microbiennes dainds la plaine de la Limagne
(Auvergne). Cette étude prospectipeibliée en 2012a permis de dégager les conditions et
les paramétres a suivre pour la réalisation desudrade thése a proprement parler. Une
section « Mise en ceuvre expérimentale », décriVarpérimentation mise en place, les
différents parametres suivis et les moyens utiligéar les suivre, conclue cette Partie |
(Chapitre 3).
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- La Partie Il est constituée de trois publications scientifiquespremiere Chapitre 4,
publiée en 201} est une étude de toxicologie des herbicides eyaplaans ces travaux de
these, qui cherche a caractériser les effets dangét de ces molécules, formulées ou non,
sur un organisme modele : la bactdfibrio fisheri La deuxiemeQhapitre 5) est une étude
en microcosmes qui s’intéresse aux effets surdesnwnautés microbiennes du sol, de ces
mélanges d’herbicides formulés, appliqués a la dagenomique et suivant un planning
agricultural réaliste. Les différentes analysegigiént a la fois le devenir des molécules et les
changements en termes de biomasse, de structurd’aetivites des communautés
microbiennes prises en globalité et incluant lesmmoinautés impliquées dans le cycle
biogéochimique de l'azote. La troisieme étudghdpitre 6), menée en parallele de la
précédente, se focalise sur les effets des méladiesbicides sur les communautés
phototrophes de surface avec une comparaison deffe¢s sur un second type de sol aux

propriétés différentes (en termes de granulométrgee contenu en matiere organique).

La conclusion finale de ce travail de doctorat iesdapporter une réflexion dans les choix a
faire, par la communauté scientifique, pour continde travailler sur ces thématiques

d’écotoxicologie microbienne et plus précisemmemntias mélanges de pesticides.
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VALORISATION DES TRAVAUX AU COURS DE LA THESE

Publications :

- Joly, P., Besse-Hoggan, P., Bonnemoy, F., BatisspBohatier, J., and Mallet, C.
(2012). Impact of maize formulated herbicides Maeaot and S-Metolachlor, applied
alone and in mixture, on soil microbial communit&RN Ecology,2012 1-9.

- Joly, P., Bonnemoy, F., Charvy J-C., Bohatieradd Mallet, C. Toxicity assessment
of the maize herbicides S-metolachlor, benoxacesatrione and nicosulfuron, and
their corresponding commercial formulations, alosed in mixtures, using the
Microtox® test.Chemosphere2013 2444-2450.

Communications orales :

- Joly, P., Besse-Hoggan, P., Bonnemoy, F., BatiskprBohatier, J. et Mallet C.
Impact d’'un cocktail d’herbicides employé sur leisngCallisto + Dual Gold), sur les
communautés microbiennes édaphiqueéeme journée des Microbiologistes
clermontois Clermont-Ferrand (France), Avril 2011.

- Joly, P., Besse-Hoggan, P., Bonnemoy, F., BatiskprBohatier, J. et Mallet C.
Impact d’'un cocktail d’herbicides sur les commugaunicrobiennes édaphiques : une
approche expérimentale en microcosiaurnées Thématiques du Groupement des
Protistologues de Langue Francaise (GPLF) 20Xlermont-Ferrand (France),
Octobre 2011

- Joly, P., Besse-Hoggan, P., Bonnemoy, F., PerriereBohatier, J., and Mallet, C.,
Impact of Herbicide Mixtures, on Soil Microbial Comunities. 4th International
Congress of the European Soil Science SocietiessBilr2012: Soil Science for the
Benefit of Mankind and Environmeiari (Italy), July 2012.

- Joly, P., Besse-Hoggan, P., Bonnemoy, F., PerriereBohatier, J., and Mallet, C.,
Impact of Maize Herbicide Mixtures in Soil on thatidgen Cycle.7th European
Conference on Pesticides and Related Organic Mmltafants in the Environment
and the 13th Symposium on Chemistry and Fate ofektodPesticides Porto
(Portugal), October 2012.

- Joly, P., Besse-Hoggan, P., Bonnemoy, F., PerrieteBohatier, J., and Mallet, C.,
Fate of realistic maize herbicide mixtures and iotp@n soil microbial communities.
York Pesticides 2013 - Pesticide Behaviour in Soater and Air,York (United
Kingdom), September 2013.
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Posters :

Bardot, C., Besse-Hoggan, P., Joly, P., and Batjs$o Fate of the herbicide
mesotrione in the environment: coupling of chemieald biological (2D-DIGE)
approaches to identify its degradation pathway Bgeillus sp. strain isolated from an
agrosystem.4th International Congress of the European SoileBce Societies
Eurosoil 2012: Soil Science for the Benefit of Madkand EnvironmentBari (Italy),
July 2012.

Dumas, E., Giraudo, M., Joly, P., Nkhili, E-Z., Babn, |.,_Besse-Hoggan, P.,
Bohatier, J., Bouchard, P., Celle-Jeanton, H., £&&bmes, M., Delbac, F., Forano,
C., Guix, N., Ledoigt, G., Mallet, C., Mousty, CRerrier, C., Richard, C., and

Sarraute, S. Fate and impact of pesticides: a +scdtie and interdisciplinary study for

a rational usedth International Congress of the European SoileBce Societies
Eurosoil 2012: Soil Science for the Benefit of Madkand EnvironmentBari (Italy),
July 2012.

Bardot C., Besse-Hoggan P., Joly, P., and Batidséiate of the herbicide mesotrione
in the environment: coupling chemical and biologi€aD-DIGE) approaches to
identify the herbicide mesotrione degradation pathlwy aBacillus sp. strain isolated
from an agrosystem/th European Conference on Pesticides and Relatgric
Micropollutants in the Environment and the 13th §gsium on Chemistry and Fate
of Modern Pesticided?orto (Portugal), October 2012.

Stauffert M., Boisnoir M., Bardot C., Besse-Hogd, Perriére F., Joly P., Mallet C.,
and Batisson I. Isolation and characterization ddphic herbicide-degrading fungal
strains after exposure to a mixture of herbicidésrtk Pesticides 2013 - Pesticide
Behaviour in Soils, Water and Aivork (United Kingdom), September 2013.

Joly P,, Besse-Hoggan P., Bonnemoy F., PerrierBdhatier J. et Mallet C.. Devenir
dans le sol de mélanges réalistes d’herbicideswst limpacts sur les communautés
microbiennes édaphiquesssociation Francophone d’Ecologie Microbienne :EAF
2013- Parent (France), Octobre 2013.
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CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Afin de répondre a la nécessité d’une productiagétele abondante, les écosystemes naturels
sont intensivement transformés et exploités. Lediemx cultivés, aussi nommés
agrosystemes, se caractérisent par leur forte @pifation, une modification des especes
végétales indigénes, et I'apport important d’intsadé type fertilisant ou pesticide, parfois
utilisés en mélange de plusieurs molécules acti@es. milieux particuliers présentent un
intérét majeur de nos jours de par les enjeux enmEmentaux qu’ils soulevent: la
modification des cycles biogéochimigues et des fiydriques favorisant les phénomeénes
d’érosion et de pollution diffuse dans les sols,ismégalement a plus large échelle, des

milieux aquatiques et atmosphériques.

SOUS-CHAPITRE 1.1 : DE L’'USAGE DES PESTICIDES

1.1 - Introduction aux pesticides / produits phytostaires

Le terme pesticide (qui englobe les phytosanitaties son origine d’une double étymologie :
anglaise poupest (animal, insecte ou plante nuisible) et latineiple suffixe ide (tuer). Il
désigne les substances inorganiques (sulfate decdi@are...) et organiques de synthese,
répandues pour lutter contre les organismes jugesbies. Les pesticides, appartiennent a la
catégorie des biocides qui comprend égalementripaaasitaires, les antibiotiques et les

désinfectants. lls sont classés suivant leur dlaetion.

Ainsi, on distingue de fagon non exhaustive au des pesticides : les herbicides (action sur
les adventices), les insecticides (action sur lesedtes), les fongicides (action sur les
champignons), les algicides (action sur les algues)acaricides (action sur les acariens), les
nématicides (action sur les nématodes), les hébc{dction sur les gastéropodes pulmonés),
les rodenticides (action sur les rongeurs) etdegicides (action sur les oiseaux ravageurs).

Les herbicides (ou désherbants, phytocides, débmdlamts), substances d’intérét dans ce
travail de these, sont utilisés majoritairementgriculture, mais également pour des usages
domestiques (jardins, espaces verts) et d’entreldsnvoiries. En 2011, en France, environ

62700 tonnes de pesticides ont été verfdues

2 http://www.epp.eurostat.ec.europa.eu
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Leur application au champ se fait sous forme dmfitetions commerciales, contenant 10 a
15% de matieres actives (les molécules pesticidgsr@ment dites), et le reste sous forme

d’adjuvants ou de supports (type granulés), afacctoitre leur efficacité.
Deux types d’application existent pour 'emploi aeslécules herbicides :

= La pulvérisation aérienne sur les cultures oulswgol, utilisant les pesticides formulés
sous forme liquide, appliqués a la dose agronomigoe@mmandée (dilution de la formulation

meére suivant la zone a couvrir).

= L’incorporation dans le sol sous forme de gram@iérobés des molécules phytosanitaires.

}455

Pologne

Espagne
Royaume Uni

Italie

Allemagne

France 2017

0 500 1000 1500 2000 2500

Figure 1 — Valeurs monétaires des marchés phyttasia@seuropéens principaux, en million d’eu

(données de I'Union des Industries pour la Protettles Plantes (UIPP), 2009).

La France est le premier acheteur de pesticidésuenpe (Figure 1). Cependant, compte tenu
de sa surface agricole utile (SAU) qui représei@® 2le la SAU de I'Union Européenne, la
France est le troisieme utilisateur européen déigmss (en rapportant ces quantités a la
surface cultivée). Les données monétaires placetné pays au °3'® rang mondial, derriére
les Etats Unis et le Japon. Enfin, toujours selbhPIP, les molécules herbicides restent
toujours les molécules actives les plus employées i traitements phytosanitaires.

1.2 - Risques pour I'environnement et la santé huma

Souvent d'actualité et décriés, les pesticides mtoggobléme par les risques pour
I'environnement et la santé humaine qu’ils présante plus ou moins long terme. Ceci est dQ

a des effets qui vont au-dela de leur cible d’acpeemiere.

Ce probleme de premier plan a déja été grandenéent dt étudié.
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Comme exposé précédemment, le mode d'applicatienpesticides (par pulvérisation de
solutions, ou par incorporation de granulés), émérain transfert des molécules dans le sol,
mais également vers les systemes atmosphériquexsd@is} et aquatiques (phénomenes de
lessivage et de ruissellement). Cefiellution multi-écosystémes est peu évidente a
caractériser, camultifactorielle (propriétés intrinseques du/des pesticide(s), @osgloyée,
type de sol, conditions climatiques, conditionsroygetriques...). De plus, leur devenir dans
'environnement fait intervenir des mécanismes dssigdation biotiques et abiotiques
(dégradation, résidus liés, minéralisation...), éugalet dépendants des facteurs décrits ci-

dessus.

La bonne qualité de I'eau, traduite en partie fardlyse chimique des cours d’eau francais,
renseigne sur la présence des pesticides dangdes-$ystemes. Au-dela du seuil de 5 pg/L,
'eau est réglementairement impropre a la producti@au potable et au-dela du seuil de

0,5 ug/L, elle est impropre a la consommation hamai

Concentrations moyennes en pesticides dans les cours d’eau Figure 2 — Concentration
W;m moyennes en pesticidekans le
g cours d’eau francais en 20
*,m. (données statistiques
‘ gouvernement).
Sur les 176  secteurs

hydrographiques de France
osien métropolitaine (Figure 2), 69
| présentent une concentration
— moyenne Ssupérieure a

0,5 ug/L, dont 4 dépassent 2

ug/L. 17 secteurs présentent

Moyenne en 2011 par secteur N

hydrographique (pg/l)

W Plus de 5 (1)

M Entre 0,5et 5 (69)
Entre 0,1 €1 0,5 (79)
Moins de 0,1 (39)
Pas de mesure (34)
Secteur avec un seul %)
point de mesure

{ ‘\ une moyenne annuelle
R; supérieure a 5 pug/L. Ces
points se situent dans les

zones de grande culture du

nord de la France, du bassin parisien et du sustgdennées du Service de I'Observation et
des Statistiques — SOeS, 2013). En métropole, seulé des points sont exempts de
pesticides. lls sont majoritairement situés dasgdgions peu agricoles ou a agriculture peu

intensive : quart Sud-Est, Auvergne.

11
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Les pesticides les plus quantifiés en France métropolitaine
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Note : H : herbicide ou son résidu, | : insecticide, F : fongicide, m : métabolite
Source : agences de 'eau, traitements S0eS

Figure 3 -Molécules pesticides les plus détectées dans lesscd’eau de métropole en 2011, en

pourcentage d’'analyses quantifiées de la substéah@enées agences de I'eau et traitements SOeS).

Les herbicides sont les substances majoritairene¢ruvées dans les cours d’eau (Figyre 3
Parmi eux, le glyphosate et son métabolite AMPAid@camino-méthylphosphonique),
devancent l'atrazine et son métabolite déséthyds @ux derniéres molécules sont toujours
retrouvées dans certains cours d’eau, malgré iditiéon effective de l'atrazine en France,
depuis 2003.

Les pesticides provoquent des effets de deux gpet®xicologiqueschroniquesetaigus

Les effets chroniques découlent directement decliaulation et de la rémanence des
substances dans I'environnement, comme le souligaenpartie les données présentées
(Figures 2 et 8 En conséquence, ces molécules ont tendancecusiater dans le biotope et
au sein des réseaux trophiques, et peuvent domecettouvées chez I'Homme. Elles peuvent
entrainer a terme des cancers, des perturbationsysdigme endocrinien, du systéme
immunitaire, du développement embryonnaire et dgaatés de reproduction (Alavanja and
Bonner, 2012; Kamel and Hoppin, 2004).

Les effets aigus sont de deux ordres. lls appansidsrsque la concentration en pesticide est
tres importante sur un laps de temps tres cougaatant des organismes qui n'auraient pas
été touchés a faible dose. lls découlent égaleahera présence chez des organismes non-
cibles de processus métaboliques proches de ceastares chez un organisme cible, et qui

pourront donc étre ciblés par un pesticide donmé.€$t le cas par exemple des organismes
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phototrophes au métabolisme photosynthétique prdeheelui des plantes, et qui de ce fait,

peuvent étre impactés par certains herbicidess aoges environnementales.

1.3 - Réglementation

La prise de conscience de la problématique « pestic n’est pas chose nouvelle et bien
gu’une diminution des quantités de pesticides epd@s soit observée dans certains pays

d’Europe a I'heure actuelle, tout ceci ne s’edtdaie progressivement.

- Tres tot, dans les années 1970, une prise deieansaconcernant les problemes humains
et environnementaux découlant de la mauvaise atiis des pesticides a conduit a la
création de IPM (Integrated Pest Management program) par la cosions des
communautés européennes. Le but de I'lPM est déecéutilisation des pesticides, afin de
permettre leur régulation et leur contréle, leumm® application et assurer leur sureté
d’utilisation. Un de ses objectifs principaux estréduire les résidus issus des pesticides dans

I'environnement.

= En 1992, la Commission Européenne a lancé un @mage pour initier un processus de
révision de toutes les molécules actives utilisgmsur la protection des plantes
(phytosanitaires) au sein de I'UE. Dans ce procesdas révision basé sur des
expérimentations scientifiques, chaque moléculée gtouver son innocuité a I'égard d’'un set
de criteres comprenant la santé humaine, I'envinoreme, I'écotoxicité et les résidus dans la

chaine alimentaire.

- Si un pesticide est approuvé par la directive cadreles pesticide81/414/CEE, il
est placé e\nnexe | et peut étre utilisé parmi les pays membres. Uit p&¢anmoins
étre assujetti de dérogations pour « usages eslsentgur certaines cultures.

- Siun pesticide est désapprouveé par cette direddvaubstance est bannie ou soumise

a de séveres restrictions, sans dérogations pesgiblur des « usages essentiels ».

A titre d’exemple, en avril 2008, sur 1218 substan@ncluant 136 nouvelles), 320 restent en
attente de révision. Un total de 708 substance®t@nbannies, sous réserve de dérogations,
ou ont leur enregistrement sous réserve. A I'haateelle, 190 substances ont été autorisées.

? http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.da2CELEX:31991L.0414:fr:HTML
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- En octobre 2007, le Parlement Européen a apprdavé@ouvelles regles tres strictes sur
'acceptation de pesticides de I'UE, proposées [@arCommission, qui ont eu des
conséquences commerciales pour les firmes produssproduits phytosanitaires, mais qui

constituent une étape importante pour la protectemutilisateurs et de I'environnement.

Le Parlement Européen a voté l'interdiction de &égage aérien des pesticides et a prohibé
leur utilisation dans les zones tampons aux alestdes cours d’eau. Il a aussi approuve des
démarches d’interdiction, ou au moins de restrictides pesticides dans les parcs et les
terrains de sport et linterdiction totale des dabses génotoxiques, carcinogenes,
neurotoxiques, immunotoxiques et toxiques pour daraduction, ou perturbatrices du

systeme endocrinien.

La Commission Européenne a proposé que la plupsst rlbuvelles substances soient
approuveées initialement pour 10 a 15 ans en fomatio risque potentiel qu’elles présentent.
Celles qui pourraient étre remplacées par des aubes moins toxiques seraient approuvées
pour seulement 5 années. Leur renouvellementgieaifait « une a plusieurs fois, pour une

période ne dépassant pas 10 ans ».

- En Juin 2007, le programme Registration, Evaluation and Authorisation of
Chemicals» (REACH, 2009) est entré en vigueur. Ce nouveagrpmme Européen a pour
objectif de protéger la santé humaine et I'environeet, en empéchant tout dommage qui
pourrait découler de la production, de l'utilisatiom de I'élimination des produits chimiques
industriels dangereux. En conséquent, le prograrRBACH a besoin de se baser sur des
meéthodes analytiques solides dans le but d'ident#t de permettre I'élimination progressive

des composés les plus dangereux et ainsi prédamweronnement.

La responsabilité des expérimentations sur la t@xicpour I'environnement est

progressivement passée des autorités a l'industigarogramme REACH est proposé pour
couvrir les substances existantes et nouvellegxigle des organisations industrielles qui
fabriquent ou importent plus d’'une tonne par anpdeduits chimiques, d’enregistrer ces
produits dans une base de donnée centrale. Lapphisdes pesticides étant produits en

grandes quantités, ils sont donc soumis a ce progea

Cependant, les substances utilisées uniquementlgguotection des plantes et incluses par
ailleurs dans I’Annexe | de la Directive 91/414/EH€3 régulations EEC 3600/92, 703/2001,
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1492/2002 ou la décision 2003/565/EC, sont conSeecomme étant enregistrées et ne sont

donc pas soumises a la ré-immatriculation danadeecdu programme REACH.

Au final, on note gu’actuellement I'accent est mig I'amélioration des données d’analyse
concernant la présence de contaminants organiques lda différents compartiments de

I'environnement. A présent, un grand nombre de ipatibns rapportent les avancées sur les
analyses des pesticides, motivées aussi par dsautgbements et lignes directrices que celles

du programme REACH :

— Le Grenelle de 'Environnement qui a eu lieu en 2007, vise une réduction de 5@% d

quantités de matieres actives utilisées d'ici libon 2018.

== Découlant directement du Grenelle de 'Environneimke planEcophyto 2018a été créé
dans le but d’atteindre cet objectif. Il constitiegagement des parties prenantes — qui I'ont
élaboré ensemble — a réduire de 50% l'usage dérides au niveau national dans un délai
de dix ans, si possible. Le plan Ecophyto 2018 mismment a réduire la dépendance des
exploitations agricoles aux produits phytopharm#qees, tout en maintenant un niveau
élevé de production agricole, en quantité et etitgua

La premiére note de service parue en 2@L0 compile les données de 2008 et 2009, sert de
ligne de base et permet d’apprécier les tendancemia au travers du NOmbre de Doses

Unitaires (NODU), indicateur retenu, relatif |

» N EVOLUTION 2008-2009 DE LA CONTRIBUTION
la quantité de substance vendue par dt AU NODU DES CATEGORIES DE SUBSTANCES ACTIVES

35

unitaire de substance active. o

Des quatre grands groupes de pesticides, s

les herbicides connaissent une légére hau| 3 *

15

entre 2008 et 2009 (Figure 4). Ll

. . . . 5
Figure 4 —Evolution de la contribution au NOC N - -

des pesticides entre 2008 et 2009 (adapté Herbicide Fongicide Insecticide Autre

Contribution au NODU (en millions)

premiére note de service Ecophyto 2018). I 2008 2009

Le NODU général semblait amorcer une Iégere bades&7 millions en 2008 a 65 millions
en 2009. Cette tendance reste cependant stables €08.

* http://agriculture.gouv.fr/ecophyto

15
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Figure 5 — Evolution de
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évolution peut s’expliquer Bl Tonnages totaux

par la hausse des prix de
intrants, I'instabilité des marchés et I'améliooatides pratiques agriculturales. On remarque
cependant une légére hausse dans les derniereSesocommuniquées entre 2010 et 2011, de
61900 & 62700 tonnes.

Toutefois, le tonnage est un indicateur peu sigaiifi lorsqu’il y a substitution de molécules
par d’autres a des doses plus faibles, ce quigxplia stabilité du NODU depuis 2008. Ceci
étant, a dose ou poids égal, les molécules utdigéenos jours sont bien plus efficaces dans

leurs cibles d’action que les molécules des prédédegénérations (IUPP).

1.4 - De la molécule seule aux mélanges de pestxid

Due a leur toxicité élevée pour I'environnementndenbreuses molécules pesticides se sont
vues progressivement interdites et remplacées patrds molécules, existantes, ou dites de
nouvelle génération. Ces remplacements entrainetilishtion de molécules aux actions
similaires, ou dont I'effet combiné équivaut a ¢edles molécules interdites (les molécules
interdites ayant bien souvent une action systémjicueles doses moindres (Zhang et al.,
2013).

Parmi les molécules couramment utilisées par Iséas désormais interdites en France, on
retrouve les herbicides tels que I'atrazine, lasziime, le diuron et le paraquat, le fongicide

captafol et les insecticides lindane et naled.
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A titre d’exemple, jusqu’en 2002, les herbicidegamo-azotés de la famille des triazines
(atrazine, simazine) constituaient les produitst@égnitaires les plus utilisés en France, et
permettaient le traitement de 80% en termes dacirflu mais conventionnel. Depuis juin
2003, apres 41 années d'utilisation, cette fanmdemolécules est totalement interdite en
France (Graymore et al., 2001; Miquel, 2003). Reurplacer ces herbicides, un ensemble de
307 spécialités sont disponibles et autorisées lgotésherbage du mais en Frar{dennées
Aolt 2013). Il en va de méme pour la diversité gedparations remplacant les autres

molécules interdites.

Les produits phytosanitaires qui remplacent lesaawdes interdites sont nombreux, et utilisés
suivant les nécessités agriculturales (prétraitenteritement en cours de saison culturale en
réponse aux nuisibles, respect du délai avantteacgl Il est donc impossible de définir
une molécule ou un mélange de molécules comme reangAnt direct d’'un pesticide
interdit, mais plutét comme un ensemble de candidat potentiels, en temps qu’outils
disponibles pour I'agriculteur, afin d’assurer le rendement des cultures. De ce fait, une
multitude de molécules peuvent potentiellement setrouver dans le sol et interagir avec

ses différents constituants.

® http://e-phy.agriculture.gouv.fr/
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SOUS-CHAPITRE 1.2 : PESTICIDES ET SOL

Le sol est la résultante de l'altération de la room&re sous l'influence du climat, de la
végétation et des organismes. Il est constituéediatrice poreuse et hétérogéne, composée
d’agrégats organo-minéraux de tailles variables@Bet al., 1998). L'eau (solution du sol) et
I'air circulent dans le sol entre les agrégats (mperosités) et dans les agrégats
(microporosités). L'eau du sol est le vecteur dedigides au sein de cette matrice complexe
et se présente sous deux formes : liée, sous fdenpellicule a la surface des agrégats et donc

peu mobile, et libre, circulante dans la porosité&aolu

Les molécules de pesticides épandues sont traasfé@us forme particulaire ou dissoute
dans les sols. Leur distribution au sein de la ic@wrgano-minérale ainsi que leur répartition
entre les phases liquide et solide varient suilamtaffinité propre (solubilité, sorption) et les
conditions pédoclimatiques. De cette répartitiorpaet@ra leur devenir, notamment leur
biodisponibilité, facteur essentiel qui détermimes kffets potentiels des molécules sur les
communautés du sol (macro et microfaune), le fonagment de I'écosystéeme et également
leur dissipation (minéralisation). Ces différentggmetres influeni fine sur la capacité de

transfert de ces molécules vers d’autres écosystérmgure 6).

Photodégradation

Volatilisation
/)

Absb%ar les  / / /

Eaux de surface

Phase solide
organo-minérale

Phase liquide

solution du sol

Eaux souterraines

Figure 6 — Ensemble des processus contrélant leniewdes pesticides suite a leur épandage.

S T I
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2.1 - Temps de résidence des pesticides dans tersgssol

Le devenir des pesticides dans le sol et doncrgdequ’ils vont passer dans ce systeme,
dépend des propriétés intrinséques de chaque nwléoais également des caractéristiques
propres a chaque sol. Le processus de rétenticgoastle contrdle direct des interactions de
sorption-désorption qui s’exercent entre les moksubrganiques en solution et les
composantes du sol. Le partage entre la phase sgj@tua phase solide varie suivant la
solubilité dans I'eau de chague molécule herbigtides caractéristiques de rétention des
constituants du sol (quantité et qualité de la enatorganique, composition de la fraction
minérale, présence de métaux). D’autres factelirguie I'humidité, le pH et la structure du
sol influent sur la distribution des molécules médes dans le sol (Arias-Estévez et al.,
2008).

2.1.1 - Mécanismes de sorption-désorption

Le termesorption regroupe les phénomenesdsorption (phénomene de surface dans lequel
des atomes, des molécules de gaz ou de liquiddxesd a des surfaces solides) et de
diffusion (phénomeéne de passage des molécules a lintéeeliadsorbant), qui régissent le
partage entre la phase liquide et la phase solidsoll Les phénoménes de sorption sont
dépendants de la solubilité, de la polarité, dmésse moléculaire et du temps de résidence
des pesticides dans les sols (Gevao et al., 2d@@npson and Goyne, 2012). Un phénomene
d’équilibre dynamique des mécanismes de sorptiGomgéion s'opere entre les fractions
adsorbées et en solution, suivant des constantgsesr a chaque produit phytosanitaire.
Plusieurs coefficients de partage permettent dactaniser la rétention des molécules de

pesticide.

Le coefficient K (partage sol-eau) d’'une part, caractériseél@ntion d’'un sol pour une
molécule donnée, suivant I'équatitn = A / C, avec A la concentration du pesticide fixé et

retenu par le sol, et C la concentration du pektien solution dans I'eau du sol.

Le coefficient k. (partage carbone organique-eau) d’autre partyel@u calcul du k et
permet I'estimation de &dsorption due a la matiere organique suivant I'équatiorK ¢ =
(Kg/ %OC) * 100, avec %0OC le pourcentage de carbone organiqueldu s

L'utilisation du Ky et du K, permet d’estimer théoriquement la biodisponibititén produit

défini.
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Toutefois, I'équilibre des phénomeénes de sorptiésedption est rarement atteint du fait de la
fluctuation des taux d’humidité dans les sols, @naint des modifications de la teneur
hydrique dans la macroporosité. Ce phénomeéne mestaugradient de concentrations entre la
solution du sol et la phase solide ou sont adserlié® molécules, pouvant entrainer la
désorption de ces derniéres au niveau de la mawsiph Au niveau de la microporosité a
l'inverse, la désorption des molécules est pludicdément observée du fait des forces

d’interaction plus importantes et du faible rendlereent de I'eau (Figure 7).

Microporosité intra-agrégat.
Désorption difficile et lente

Figure 7 —Représentation d
sites de sorption des pestici

au niveau des agrégats du

- La macropoosité es
/ N symbolisée eibleu fonceet Iz
;‘ microporosité (mésoporosité
—/ o
[ Macroporosité inter-agrégat. 0,2um et nanoporosité
RN Désorption facile et rapide

0,2um) errouge
Agrégats \// solution du sol

(matrice solide du sol)
Diffusion intra-particulaire

L’évolution temporelle des phénoménes de sorptésodbtion est donc fonction des
propriétés physico-chimiqgues des pesticides et eégaht des caractéristiques

pédoclimatiques.
2.1.2 - Facteurs influencant les mécanismes de dorp-désorption

2.1.2.1 - Les propriétés physico-chimiques des péses

Les pesticides possedent des propriétés chimiquesgs (potentialité d’ionisation, solubilité
et polarité), qui sont déterminées par la natuta pbsition des groupements chimiques de la
molécule. Les interactions de sorption-désorptibdezdiffusion vont dépendre directement
de ces propriétés chimiques (Barriuso et al.,, 2008) grande diversité des familles de
molécules induit une grande variabilité de compodet des molécules dans le sol. Les
molécules ionisées vont interagir avec les surfasegrales et organiques, tandis que les
molécules non-ionisées s’adsorbent majoritairendela matiere organique (Thompson and
Goyne, 2012). Les molécules trés solubles vermmtpassage facilité dans la porosité, ce qui
n'est pas le cas des molécules peu solubles, @gmapacité de sorption a la matrice solide
du sol (Beulke et al., 2004; Loiseau, 2001).
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2.1.2.2 - Les fractions minérales et organiques sl
La matiere organique du sol et sa fraction minéaatgleuse constituent les deux facteurs
pédologiques principaux impliqués dans le phénonadenetention des pesticides. Ainsi, leur
part relative dans la constitution de la matricevsotlirectement influer sur la capacité de ce

dernier a retenir les pesticides (Thompson et GO30&2).

En tant gu’acteur principal dans l'adsorption, lati@re organique (MO) varie dans sa
composition en termes de qualité et de quantiguelsde la décomposition des différents
éléments du vivant qui peuplent et jonchent le IsoMO se présente sous forme particulaire
insoluble (MOP) et dissoute (MOD). La structuresthydrophobe de la MO lui confere une
forte affinité pour les molécules peu solubles (8ekn and Khan, 1975). La MOP,

majoritaire, se décline en deux types : la mat@nganique fraiche (MOF) et la matiere

organique humifiee (MOH). La MOF est composée aeesisimples et complexes (cellulose,
lignine, chitine), de protéines, de lipides et ddas organiques. La MOH est constituée
d’acides fulviques et humiques, solubles dans I'eauw’humines insolubles. Cette fraction
humifiée posséde la plus forte affinité pour lestipades, qui sont généralement des
molécules hydrophobes (Qiu et al.,, 2009). Elle cdiss relations de forte sorption

difficilement réversibles avec les pesticides, darformation de résidus liés non extractibles
(Gevao et al., 2000).

Les minéraux du sol ont un faible impact sur l&mébn des pesticides. Les pesticides ayant
une affinité plus forte pour la fraction organiquks, fraction minérale interviendra
principalement dans le cas de sols pauvres en c#sporganiques (Calvet, 2005).
Cependant, dans le cas de pesticides ionisablgshémomene d’adsorption est observé pour
les argiles (particules de taille < 2um), mais bérmene reste toutefois plus réversible que
les interactions hydrophobes rencontrées dansslde#a MOH. La formation d’'un complexe
adsorbant composé du mélange entre argiles et c@spmganiques (complexe argilo-
humique) peut se créer dans ledall'activité biologique et augmenter ainsi la rétentdes
pesticides en favorisant I'importance de la microgadé et donc le phénomeéne de sorption
(Laird et al., 1994).

2.1.2.3 - Le pH du sol
Le pH du sol va directement influer sur I'état digation des molécules et indirectement sur
les constituants du sol, modifiant ainsi les mésaeis de sorption-désorption (Sheng et al.,
2005; Yang et al., 2004). La MO favorisant les iatéions hydrophobes de forte énergie, une
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augmentation du pH va entrainer I'ionisation dedémdes pesticides et donc leur solubilité
et leur biodisponibilité. Cette ionisation des nuolés favorise également leur sorptia
des interactions de faible énergie, qui sont danddment réversibles.

L’action du pH sur les constituants du sol s’effiecu niveau de leur agrégation et de leurs

caractéristiques physico-chimiques, modifiant aiesiinteractions de sorption-désorption.

2.1.2.4 - L’humidité, la structure et le type delso
L’humidité du sol va agir sur la dispersion des @écales pesticides au sein de la matrice et
sur leur distribution au niveau des surfaces adsués. En fonction de la taille des agrégats
de la matrice et de la teneur en macro et micrggiie@®y la circulation de I'eau sera modifiée,
tout comme la distribution des molécules pestici@eulke et al., 2004). Une diminution de
la taille des agrégats augmente la surface d’éehahta quantité de sites de sorption, ce qui

accroit la rétention de certaines molécules pe&si

Les sols agricoles sont régulierement soumis awlalaction mécanique qui déstructure le
sol (tout comme les cycles de gel-dégel et I'actierla macrofaune du sol), permettant ainsi
'accession a I'eau du sol aux sites de sorptiusgjy’alors inaccessibles, et favorisant la

désorption des pesticides et la libération desluddiés (Loiseau, 2001).

2.1.3 - Passage a I'état de résidus liés

On nomme résidus liés les pesticides (moléculegsnér métabolites) qui avec le temps de
résidence dans le sol, vont lentement diffuser dess sites de sorption de forte énergie au
sein de la microporosité (voir dans les agrégdté}re séquestrés dans le sol, au point de ne
plus pouvoir étre extraits par les méthodes chiesgeonventionnelles (Gevao et al., 2000).
Ce statut spécial de résidu lié, fait qu’il esfidife de quantifier ces molécules si ce n’est par
I'utilisation de molécules marquées (Barriuso et &008; Gevao et al., 2000) ou de

techniques d'immunolocalisation (Dankwardt and H&H01).

Actuellement les résidus liés sont considérés commeeforme « transitoire » de stabilisation
des molécules (Barriuso et al., 2008; Loiseau, pQfrbgressivement relarguées dans le sol et

donc a nouveau biodisponibles (Figure 8).

2.1.4 - Etat de biodisponibilté des pesticides

L’ensemble des mécanismes et des facteurs déoeitegemment influent sur la quantité de

pesticide disponible en solution dans le sol (Gal2605; Loiseau, 2001) et donc sur leur
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transfert vers les écosystemes aquatiques. Cettgioin disponible I'est aussi pour les
organismes. La biodisponibilité conditionne l'eHfaité des molécules en tant que
phytosanitaire, mais aussi leur potentielle dégradaet leur toxicité vis-a-vis des organismes
du sol. La biodiponibilité des molécules est doncceeur des processus écotoxigues et de
dégradation des molécules dans le sol.

DISPONIBILITE
STABILISATION

A

v

Solution du sol Phase solide du sol
FACILEMENT . .
PESTICIDES Figure 8 —Evolution de
SORPTION | DESORBABLE g
> 1 . . . .
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— ! entre la pnhase sae et le
DESORPTION
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[ | ! . .
I Stabilisation microbiologique D’apres Loiseau (200 ]_)_
' : TEMPS
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1
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DISSIPATION RETENTION RETENTION STABILISATION
(Volatilisation, Minéralisation, (Adsorption) (Adsorption (Piégeage physique,
Lixiviation,...) + Diffusion) Liaison chimiques,
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2.2 - Dégradation des pesticides dans les sols

Les phénoménes de dégradation conditionnent lendedes molécules pesticides dans
I'environnement. Les processus engagés pour migérgrogressivement les molécules sont
étroitement liés aux processus de sorption-désorpiprésentés précédemment, qui
conditionnent I'accession des molécules aux commmiésamicrobiennes ou aux phénomeénes
de dissipation abiotique (Gevao et al., 2000; Gual.e2000). Les transformations chimiques
et biologiques vont progressivement simplifier k&suctures des molécules meres, soit
partiellement en éliminant un groupement fonctioneeit totalement, aboutissant a la

production de molécules minérales (minéralisatiompgléte). Les produits intermédiaires de

dégradation possedent une toxicité propre qui detérer de celle de la molécule mére et

eégalement des propriétés physico-chimiques vasalgeuvant influer sur les processus de
rétention des molécules dans le sol (Barriuso .e28D8; Bonnet et al., 2008; Tixier et al.,

2002).

23
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De plus, les molécules ne sont jamais appliquéetamingue telles dans I'environnement,
mais associées a divers adjuvants et produitsanstituent une formulation commerciale du
pesticide. Ces composés ajoutés modifient les g@t@srdes molécules pesticides (solubilité,
pénétration dans la plante...) et influent de fait lsur dégradation. La compréhension des
phénomenes de dégradation, du devenir et de I'tonlde la toxicité des composés dans

I'environnement est donc un enjeu de premier plan.
2.2.1 - Processus de dégradation abiotique

2.2.1.1 - Photolyse
La structure d’'une molécule va déterminer ses [@H® spectroscopiques, c’'est-a-dire
d’absorption du rayonnement lumineux. Les molécplessédant un noyau aromatique sont
capables d’absorber dans le rayonnement UV (10-4pOmesponsable majeur des
phénomenes de photolyse. Le rayonnement lumineaxt ébloqué dés les premiers
millimétres de I'horizon de surface du sol, ce mrdane aura donc lieu principalement a la
surface du sol et des plantes, mais également ldanécosystémes aquatiques et aériens

récepteurs (Katagi, 2004).

2.2.1.2 - Oxydo-réduction et hydrolyse
Dans le sol, les particules (matiére organiquejle,gmétaux) interviennent en tant que
catalyseur servant a I'hydrolyse acide de certaifsasilles de pesticides (carbamates,
organochlorés ; Thompson and Goyne, 2012). Les meroas d’oxydo-réduction quant a
eux, sont dépendants de molécules actives d’oxy@@nemoléculaire, HO,). Leur action se
fera principalement sur les pesticides halogen@dvéf, 2005). D’autres facteurs entrent en
jeu dans ces phénomeénes de dégradation abiotlqusH du sol qui modifie I'ionisation des
molécules, la température et le taux d’humidité,agissent sur leur solubilité (Calvet, 2005).

2.2.2 - Processus de dégradation biotique

Les processus de dégradation biotique regroupamsémble des mécanismes biologiques qui
permettent la minéralisation progressive des modscpésticides. lls sont étroitement liés a la
localisation des molécules et a I'accessibilitécés dernieres par les organismes vivants.
Cette dégradation peut s’opérer par les plantegtgdégradation) capables d’absorber les
composés puis de les dégrader a l'aide d’enzymeptéels, ou grace a l'activité des

communautés microbiennes présentes au niveau dehigosphere. Autres acteurs majeurs

de cette biodégradation, les communautés microbsenthe systéme sol (bactéries,
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champignons, protozoaires...) constituent un poalidersité génétique important, en mesure

de conférer potentiellement des capacités de dégrad&umar et al., 1996).

2.2.2.1 - Action de la microflore
L’activité de la biomasse microbienne dans les g¢geus de dégradation va influer sur les
cinétiques de dissipation des pesticides dans lleDstberentes études mettent en avant la
coopération des communautés microbiennes dangjtadaiion des molécules, favorisée par
des fortes teneurs en matiere organique et unedssenimportante (Bending et al., 2007).
D’autre part, la présence de communautés adaptegsandement favoriser la dégradation

des pesticides, sans pour autant étre dépendamte biomasse importante.

On distingue ainsi deux voies de dégradation detigides dans les sols (Figure 9 ; Calvet,
2005) :

- Le métabolisme direct ou les pesticides représentent la source unigireedjie pour les
microorganismes adaptés. Cette voie entraine larafisgtion compléte de la molécule,
dissipant ainsi son pouvoir polluant dans le systé@ependant, seules quelques souches
pures isoléed vitro ont montré la possibilité de minéraliser totalemestains pesticides,
les différentes étapes de dégradation nécessiiant dbuvent une coopération entre les

difféerentes communautés microbiennes.

- Le co-métabolisme ou la source énergétique essentielle a la crissdes communautés
microbiennes n’est pas la molécule pesticide, nu@isautre substrat, tel que la matiere
organique. La transformation du pesticide se ferecdlans ce cas-la en présence de cet autre
substrat, résultant en I'accumulation de produitsléigradation qui seront a leur tour dégradés

ou stabilisés dans le sol. Il s’agit de la voienpipale de dégradation des molécules dans le

sol.
DEGRADATION
Métabolisme direct Co-métabolisme Figure 9 —Comparaison de¢
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N Enzymes X ’ g ) . , .
—' —Xl - /_.__ Enzymes Y microbienne de métabolisr
o ~
{rga,'faq.fm}ﬂ‘-'f-%\'::- *@ direct et de canétabolisme
éfénrrlr.'-.\tf;nrj;;!rmfs . —— E lzymﬂSZ iy ’ Y
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Les microorganismes realisant les processus de dradidtion nécessitent une phase
d’acclimatation a la présence du pesticide afinitiér leur activation. La durée nécessaire a
la mise en route des voies de dégradation est dapendies quantités de molécules
disponibles, des facteurs pédoclimatiques et di&saictions entre organismes. De plus, la
réponse a la présence d’'un polluant sera fluctuan®chelle parcellaire, du fait de la forte
hétérogénéité spatiale et temporelle rencontrées dansol (qualité de la MO, diversité

microbienne...).

L'entrée et le devenir des pesticides dans le sbddenc dépendante de facteurs multiples
(type de pesticide, variation des phénomenes dqisonrdésorption, efficacité des processus
de dégradation abiotique et biotique). Des étuddésnmmtré que I'application répétée de
molécules pesticides peut conduire a la sélectonainmunautés microbiennes développant
des métabolismes spécifiques a I'utilisation dermetcules (Rhine et al., 2003; Sgrensen et
al., 2001; Yang et al., 2008). Les produits de dégtion formés sont parfois plus toxiques
gue la molécule mere et/ou moins biodisponibles pgesr communautés microbiennes
(formation de résidus liés), ce qui pose le prolgléde pollution durable au fil des années
(Bonnet et al., 2008). L’atrazine, le diuron etudi@s molécules pesticides interdites depuis
plusieurs années, en partie pour ces probléemesmdanence, sont toujours retrouvées dans
'eau de nos joursGf. Sous-Chapitre 1.1). Bien que les étudessitu peinent a établir
clairement les parametres qui regissent la dégoaddes pesticides, I'activité de la biomasse
microbienne et la teneur en matiere organique tisesaient vraisemblablement les facteurs
principaux conditionnant leur devenir ; de leursgation, a leur transfert vers d’autres
ecosystemes. D’autre part, un facteur souvent geglans I'appréciation de ces processus de
dégradation reste I'effet mélange et la présenedjavants dans les diverses formulations
commerciales, qui vont potentiellement modifier demportement des molécules dans

I'environnement et donc leur devenir.

2.2.3 - Effets des formulations et des mélangespasticides sur les

processus de dégradation

2.2.3.1 - Effets de la formulation et des adjuvants
Les adjuvants contenus dans les formulations cowiales influent sur le devenir des
molécules pesticides. lls permettent d’avoir desages plus importants en termes de matiere
active, que ce soit sous forme liquide ou solideidBl et al., 1999), et peuvent étre ajoutés
extemporanément avec les molécules de pesticidesla@uve de préparation (Figure 10).
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adjuvants
. surfactants ! : solvents ! synergists
l sisophorone
*N-methy}-2-pyrrobdone
I [ ] ] *Gamma-butyrolacton
( sreTEEEETEEA, . 1 *Dichioromethane
[ anionic } cationic J : non-ionic : [amphomn'c “tsopeopandl
\ | Pr—" , J
AEO ANEOs APEOs : trisiloxanes |  |[EO castoroil| : FEO
*EO alcohol (AE7) *EO tallow alkyl amine *EO trstyryiphenol Trisiloxane ethoxy-propoxylate tenside *EO fatty acid (isotndecanol)
*EO phosphate ester *EO nonylphenol *Tnsidoxane ethoxylate tenside
(isotndecanol)

Figure 10 — Présentation des grandes classes d/adis. AEO : Ethoxylates d'alcool ; ANEO :
Ethoxylates d’alkylamine ; APEO :Ethoxylates d’algfénol ; AEO :Ethoxylates d’acides gras.
D’apres (Nobels et al., 2011)

Les adjuvants peuvent agir sur la biodisponibitiels molécules pesticides et donc sur leur
dégradation (Krogh et al., 2003). Les mécanismeplag#odégradation sur les herbicides
meésotrione et la sulcotrione en formulation, serbeaducoup plus efficaces que sur les
matieres actives seules, les adjuvants permettaat plns grande photoinduction des
molécules (Ter Halle et al., 2010). A l'inverse, wiade sur le fongicide triticonazole, seul
ou formulé, n’a montré aucune variation en termelégradation ou d’évolution en résidus-
liés (Beigel et al., 1999). Dans le sol, seuleuld& de Li et al. (2008) montre une diminution
du temps de latence et une augmentation de lapdigsi en présence d'un surfactant
(Tween-20) pour un mélange de bentazone et d’'agaformulés, comparativement a un

mélange identique sans surfactant.

2.2.3.2 — Photodégradation des mélanges de pestiid
Ter Halle et al. (2010) se sont intéressés au dedatochimique de deux herbicides, la
meésotrione et le nicosulfuron formulés, seuls omémanges, sur une surface de cire mimant
une matrice feuille. Leur étude révele que le mdéadgs deux herbicides accélere le
processus de photodégradation, supposant soitfenaefditif des adjuvants permettant une
meilleure distribution des molécules sur la surfate cire et donc une plus grande

photodégradation, soit une action de photosenssiitin entre les deux matieres actives.

27



- Chapitre 1 : Synthése Bibliographique -

2.2.3.3 — Biodégradation des mélanges de pestiide
Dans le sol, les effets des mélanges sur la biadégjon sont multiples, et grandement

dépendants des molécules, de la dose employéagialde sol.

Ainsi, pour un méme mélange de pesticides (isopvatwat chlorothalonile), Fogg et al.
(2003) ont observé des difféerences sur leur vitelselégradation entre un sol de Biobac
(avec une vitesse identique a celle des molécuwdakes) et un sol de surface (avec une
augmentation du temps de demi-vie d’'un facteuiLd)Biobac est un sol recevant les fonds
de cuves de pesticides aprés épandage sur lesesylétirqui est donc régulierement soumis a
de multiples molécules et a des doses dépassantdsss environnementales. Leurs
observations soutiennent I'hypothése d’'une sélecatie souches microbiennes capables de
dégrader les pesticides dans le sol de Biobace®pédsticides et les adjuvants stimulent ces
communautés adaptées en servant d’apport de natemén effet, des études mettent en
avant 'augmentation de la vitesse de dégradatisrpdsticides en mélanges (molécule mere
et/ou produit de dégradation), et expliquent cet@ssement par I'apport supplémentaire de
substrat et de source carbonée que représentemtuliples molécules (Ogunseitan and
Olson, 1993; Stojanovic et al., 1972; White et2010).

A l'inverse, d’autres études réalisées sur desartinsmicrobiens isolés de sols contaminés
révélent que la présence de multiples moléculesindien les capacités des souches
microbiennes a dégrader les pesticides (Grigg.e1897; Pino and Pefiuela, 2011). Cet effet
d’inhibition s’expliquerait cette fois ci par I'absce de sélection de communautés adaptées a
la présence de multiples pesticides. Toutefois da&nsde de Pino and Pefuela (2011), la
présence de glucose en source de carbone suppi#raepermet le développement et le
maintien des communautés microbiennes assuranédsadation ce qui rétablit pour le
mélange une vitesse de dissipation identique @& ce#lsurée pour les molécules seules. Ces
études soulignent I'importance des nutriments etcdomplus grande échelle de la richesse
nutritive du systéme dans les processus de dégradat

Pour un méme mélange (chlorpyrifos et chlorothddniChu et al. (2008) n'ont observé

aucune différence de vitesse de dégradation pgooraaux molécules séparées alors que
Singh et al. (2002) ont observé une forte inhibitides capacités de dégradation des
microorganismes. Bien que I'on puisse expliqueteceifférence de résultat notamment par la
dose employée (dix fois supérieure dans la secéhdie par rapport a la premiére) et donc
par de potentiels effets toxiques directement digés molécules ou aux métabolites, il est a
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noter que ces études ont été realisées sur dediétents. On peut donc supposer, comme
pour I'étude de Fogg et al. (2003), que les appemtsutriments des sols étaient également
différents, tout comme la diversité et I'activitésdcommunautés microbiennes (adaptées,
sélection de souches résistantes,..), ce qui infiuee sur leur stimulation et donc sur le

devenir des molécules.

Enfin concernant la diversité des communautés roiermes, Swarcewicz et Gregorczyk
(2012) se posent la question de I'importance destuamautés fongiques dans la dégradation
des pesticides. Leur étude révele qu’en présenceatieozébe (un fongicide), I'augmentation
du temps de demi-vie dans le sol de I'herbicidedpaithaline augmente fortement, tout
comme dans I'étude de White et al. (2010) avewiwitide chlorothalonile et I'herbicide
métolachlore. Dans ces études, le fongicide pdudianiner les champignons et/ou les
microorganismes dégradants du sol, ou tout simpieperturber I'équilibre microbien. Cette
importance de la communautés fongique est égalesweignée par I'étude de Fragoeiro et
Magan (2008), ou I'ajout de souches fongiques dsnsol stérilisé, traité par un mélange de

trois pesticides, augmente la dissipation des mit#éc

Par rapport aux pesticides employés seuls, il semrablque les mélanges de pesticides
modifient les temps de biodégradation, avec depsete demi-vie généralement plus longs
(Fogg et al.,, 2003; Rama Krishna and Philip, 20&®varcewicz and Gregorczyk, 2012;
Tejada, 2009) et des taux de minéralisation memmirtants (Karanth et al., 1984). Ces effets
découleraient d’'une diminution de la diversité mimenne et métabolique, causant la
persistance des molécules dans le systeme. Enld¢éiste des responsables pour expliquer
ces perturbations, on retrouve les produits deatagion des pesticides dont la toxicité peut
dépasser celle des molécules meres (Karanth 984, Tejada, 2009; White et al., 2010).

2.3 - Mécanismes de transfert des pesticides dweod d’autres écosystemes

Les conditions pédoclimatigues déterminent la ihgtion des pesticides dans
'environnement, dépendamment du type de produyiligye. Une fois épandue sur la surface
agricole (sol et/ou plante), la molécule pesticielgt confrontée aux conditions citées
préecédemment qui détermineront son devenir et orsfert potentiel au niveau aérien ou

aguatique.
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2.3.1 - Transfert aérien

La présence de produits phytosanitaires dans I'spimé&re est avérée, comme en témoignent
plusieurs études montrant la présence de ces céspans I'atmosphere en de nombreux
endroits (Chernyak et al., 1996; Pozo et al., 2@heyer et al., 2005, Atmo France). Les
produits phytosanitaires peuvent rejoindre le syst@érien par deux mécanismes distincts :

la volatilisation et I'’érosion éolienne.

Les pesticides peuvent passer dans I'atmosphéreofetilisation spontanée, exception faite

des certains produits métalliques, non concernés cpaphénoméne (hors mercure et
sélénium). La volatilisation dépend des caracifuss propres au compose telles que la
pression de vapeur (Rudel, 1997), la solubilitésdaau et les conditions environnementales
(i.e. température du sol et de I'air, humidité et conitpms en matiére organique du sol) (Berg

et al., 1999).

Les pesticides peuvent aussi étre transférés tanmsobkphére par érosion des particules de sol
sur lesquelles ils sont adsorbés. Ce phénomersuestit valable pour les produits fortement
adsorbés et les métaux. Globalement, la masseadklifs déposée par l'intermédiaire des
eaux de pluie est estimée a environ 2% de la ntatsle de produit appliqué (Vogel et al.,
2008).

2.3.2 - Transfert aguatique

L’eau est le vecteur principal des molécules pekds; capable de transférer en tous sens.
Sous nos latitudes (climat tempére), les précipitat permettent une migration descendante
des molécules. En climat sec, I'inverse est égakémai et profite donc au transfert aérien.
Les transferts latéraux quant a eux dépendent aeditions locales telles que la pente et la
perméabilité du sol (Gobat et al., 1998).

2.3.2.1 - Processus de lessivage
Le lessivage correspond au phénomeéne de transpomalécules, en solution ou sous forme
particulaire, par infiltration de l'eau de surfackans le sol. Sa résultante conduit a
I'exportation hors du sol des molécules, dansxXilit, puis vers les nappes phréatiques. La
quantité de pesticide lessivée décroit suivantelmps entre l'application et le premier
évenement pluvieux induisant le lessivage. La siration de la matrice sol va clairement
conditionner I'importance du phénomeéne de lessivagesant I'importance des flux d’eau

préférentiel et matriciel (Novak et al., 2003). fliex préférentiel désigne le cheminement de
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'eau dans la matrice sol qui s’effectue selonabess privilégiés (le long des racines, galeries
de vers, fissures...) en évitant la filtration nallereesultant de la porosité du sol. A I'inverse,
le flux matriciel emprunte la porosité du sol, ce qui permet dearégds entre la solution du
sol et I'eau liée aux particules. Ce flux contribdenc a la remobilisation continue des

molécules adsorbées et a leur persistance dasauesde drainage.

2.3.2.2 - Processus de ruissellement
Suivant les caractéristiques du sol, telles quéodes teneurs en argiles créant une couche
imperméable de surface, I'eau peut s’accumuler tenpremiers millimétres de profondeur.
Cette eau superficielle peut mobiliser les pestgiddsorbés au niveau des pores du sol ainsi
gue ceux précipités et/ou adsorbés en surface)gaientrainer latéralement suivant le bassin
versant vers les compartiments aquatiques de surfemurs d’eau, riviere, lac...). Les
premiers événements pluvieux peuvent ainsi étrporesbles de plus de 80% des pertes

totales des pesticides épandus (Leu et al., 20@4dictAbpe, 1978).

2.4 - Conclusion

Suivant les caractéristiques des pesticides (fandik molécules, adjuvants, produits de
dégradation) et les caractéristiques du sol (fvastiminérales et organiques, pH, humidité,
structure...), des mécanismes complexes de sorptieorutéon s’opérent et déterminent la
biodisponibilité des molécules ainsi que leur mtbildans le sol. Les molécules
biodisponibles seront alors potentiellement degradéartiellement ou totalement. La
littérature sur les pesticides et leur devenir densol est assez importante, mais vue la
complexité des facteurs a prendre en compte (Garstijues pesticides/sol, facteurs
climatiques, capacités de dégradations du soBstildifficile de généraliser leur deveinr
situ. Les études menées jusqu’alors ont permis de ardpe quelles sont les relations entre
le sol et les molécules pesticides, et de prétesefacteurs sur lesquels il est nécessaire de
s’appesantir afin d’enrichir les connaissances d@andomaine, comme la prise en compte de
la problématique liée a I'utilisation des mélangespesticides. L’'ensemble de ces données
permet progressivement d’établir et de contribuefoactionnement de modeles de prédiction
de transfert des molécules dans I'environnementqe Footway8). L'un des enjeux
majeurs reste la compréhension des effets entraingsar I'ensemble des molécules

(molécules actives, produits de dégradation, adjuves), sur les communautés dites non-

® http://www.footways.fr/
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cibles, telles que les microorganismes, capitaux o le bon fonctionnement des

écosystemes.
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SOUS-CHAPITRE 1.3 : LES COMMUNAUTES MICROBIENNES DU SOL
ET LEURS REPONSES AUX PERTURBATIONS PHYTOSANITAIRES

Le sol abrite de nombreux organismes qui participesdn maintien ainsi qu’a la vie des étres
vivants qui en dépendent. On peut distinguer degpes de communautés : gdofaune
(vers de terre, larves d’insectes, acariens...) quilgurs mécanismes de vie (déplacement,
nourrissage, excrétion...) vont modifier la structismadu sol et contribuer a la fragmentation
et au mélange de la matiére organique dans le nsgstét lesmicroorganismes de la
microflore (bactéries, champignons, archées, poatiogs et virus) qui interviennent dans les
cycles biogéochimiques (minéralisation de la mat@ganique, précipitation de minéraux...)
et également dans la structuration du sol (formate micro-agrégatgia notamment les
humines microbiennes). Ces travaux de these étaassur I'impact des phytosanitaires sur
les communautés microbiennes, ce sous-chapitr@cide de fait sur les communautés
microbiennes du sol, leurs rbles et leurs réporaes stress phytosanitaires de maniére

générale.

3.1 - Diversité des communautés microbiennes du sol

Les microorganismes du sol occupent un réle prinabrali sein de la boucle microbienne
détritique ou ils assurent plus de 90% du recycldg® nutriments avant passage dans les
maillons supérieurs des chaines trophiques. Ced®leecycleur les place au cceur de la
distribution des nutriments et donc de la fertibtéde la qualité des sols (Gobat et al., 1998).
La structuration trés hétérogene du sol fait vadies conditions environnementales
(nutriments, oxygenes, pH, humidité...) au sein dgégats de telle sorte que certains « hot-
spots » favorables a la diversité et I'activité miienne se mettent en place a leur surface.
Ces micro-habitats particuliers sont sous linfluende la variation de ces conditions
environnementales et ne sont donc pas figés dargrips (Kennedy, 1999). La répartition
des communautés microbiennes au sein de la matiasst donc tres variable, et dépendante

des mémes facteurs environnementaux que ceux queftent la distribution des pesticides.

Une perturbation de ces communautés, par la présgm@hytosanitaires entre-autres, peut
avoir des conséquences désastreuses sur I'homéodlas systeme. Cependant, les
microorganismes présentent une diversité importgrgemettant de réagir a ces difféerents

stress. La diversité microbienne a proprement paikcrit la variabilité génétique et
fonctionnelle des communautés (Hunter-Cevera, 1998y La diversité microbienne
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comprend la composition génétique des microorganises, leur environnement ou
'habitat dans lequel ils se trouvent et leur r6le écologique ou fonctionnel dans
I'écosystéme » Génétiquement, la diversité décrit le nombr&aatistribution des différents
niveaux d’organisation (OTU : Operational Taxonorbiait, espéces, taxons...) et celle des
genes fonctionnels présents et partagés dans flésedies communautés. Les différentes
variabilités génétiques pour une méme espéce ga@ahtraent prises en compte. La diversité
fonctionnelle des communautés quant a elle, sésgr aux métabolismes microbiens
présents au sein des communautés microbiennespuibuent aux processus écologiques et
donc au fonctionnement de I'écosystéme. La divefenctionnelle est de fait intimement liée
a la diversité génétique sans toutefois suivre paefaite corrélation. En effet, les
microorganismes présentent une grande variété damsénes enzymatiques (minéralisation
de la matiere organique, les étapes d’ammonifinatie nitrification et de dénitrification, la
méthanotrophie...) couplée a une forte redondance peuaines fonctions clés, leur
permettant de s’adapter plus ou moins efficacemant perturbations. De plus, cette
adaptabilité s’exprime également a travers leuemtiel de transferts horizontaux de genes,
possible suivant le degré de plasticité de leur gwnolLes études dimpact sur les
communautés microbiennes permettent ainsi d’estidars quelle mesure ces dernieres
peuvent résister et répondre aux différents swgssn cas d'effets, évaluer leur potentiel de

résilience (retour a I'état initial d’'une commur@ou d’une fonction donnée).

La diversité des microorganismes du sol est depangtemps étudiée, des premiéres
techniques culturales, aux études de métagénommyuepliant les extractions ADN afin
d’étre le plus exhaustif possible (Delmont et 2011). Cependant, en dépit de ces progres
techniques, les connaissances sont encore incaamét'étude du « Terragenome » n’en est
gu’'a ses prémices. Les travaux de Kirk et al., (2aB&rivent les problémes actuels pour
évaluer la diversité microbienne et identifient meadomaines de préoccupation: la
distribution spatiale des microorganismes dansdés, I'incapacité a cultiver la plupart des
microorganismes du sol, les défis physiques et ichies de I'extraction d’ADN ou d’ARN,

et la difficulté globale pour classifier les micrganismes.

3.1.1 - La communauté bactérienne

Les bactéries du sol représenteraient la communaupdus diversifiée, devant celle des
Archaea et des Champignons (excepté en sol faregkeerer et al., 2005)), avec des

estimations comprises entre 516 5.10 espéces par gramme de sol et des abondances
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variant de 10 & 10" cellules par gramme de sol (Atlas and Bartha, 198tsvik et al.,
2002). Cette grande variabilité s’explique par ¢atd hétérogénéité qui existe entre les
différents types de sol, mais également a une ioigol générale quant a la notion d’espece
(études ADNr 16Sersusétudes sur fragments moins conserves). Les grduguetériens les
plus retrouvés, tous sols confondus, sont les Aadteries et lea-Protéobactéries, devant
les Actinobactéries, le-Protéobactéries, les Firmicutes et les Bacteregd@Eierer et al.,
2005). Comparativement aux écosystemes aquatiquissdiversité ne dépasse pas quelques
centaines d’especes bactériennes par millilitressMik et al., 2002), la diversité bactérienne
du sol semble infiniment plus conséquente de parh&érogénéité spatiale, énergétique et
donc fonctionnelle. Les bactéries assurent degiforeclés dans les cycles biogéochimiques
du carbone, de I'azote et du soufre notamment, neatent une « boite noire » dont I'étude
est d’intérét majeur, principalement pour la dé@wter et la compréhension de nombreux

potentiels métaboliques inconnus (Delmont et a1 120

3.1.2 - La communauté archéenne

La structure de la communauté archéenne du sekdtatteurs qui régulent leur diversité et
leur abondance font I'objet de travaux récents. Biele sur 146 sols tres diversifiés (Bates
et al., 2011) indique que les archées représetarit0% de la totalité des séquences d’ARNr
16S. Le clade des Crenarchaeota (dans lequel ovuvet les archées nitrifiantes) semble
dominer dans le sol, parmi la totalité des séquemacehéennes décrites (Bates et al., 2011;
Bintrim et al., 1997). La communauté archéenne daoms ensemble est tres sensible aux
variations de pH, suggérant I'adaptation d’espélzss les sols acides, et d’autres dans des
sols légérement alcalins (Bengtson et al., 2013).pus, par rapport aux communautés
bactérienne et fongique, la diversité archéennebkebeaucoup plus fluctuante au cours du
temps dans les sols agricoles et dépendante diesiv@s en nutriments, notamment 'azote
(Pereira e Silva et al., 2012).

3.1.3 - Les groupes fonctionnels du cycle de I'ezot

Plusieurs groupes fonctionnels (composés de différnghyla bactérien, archéen et fongique)
assurent la minéralisation et la fixation de I'&zolans le sol. Le suivi de ces différentes
communautés peut s’effectuer par l'utilisation derqueurs fonctionnels (Buscot and Varma,
2006; Philippot et al., 2007).
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Figure 11 — Schéma simplifié décrivant les étapesycle de I'azote dans le sol avec le détail des
produits intermédiairesef grag et des enzymes décriteen( italique. Inspiré des travaux de
Phillipot et al. (2007).

Les microorganismes sont essentiels pour maintanralance entre les formes réduites et
oxydées de l'azote (Figure 11). Dans certains sys$esols, I'azote est souvent le nutriment
limitant pour la croissance des plantes et estimoeliement perdu par dénitrification, érosion

du sol, lessivage et volatilisation de I'ammonium.

— La fixation de l'azote atmosphérigque est réalisée par les bactéries possédant la
nitrogénase (codée par les gendgs On distingue trois types d’organismes fixatediezote :
les bactéries symbiotiques (genre Rhizobium), lestéo@s fixatrices libres (genres

Azotobacter, Frankia...) et certaines cyanobactéoetre des Nostocales).

= L’ammonification correspond a [l'assimilation aérobie de moléculegamiques
complexes par de nombreux phyla microbiens (bastéw Gram positif, a Gram négatif et

champignons), résultant en la production d’ammoninonganique.

= La nitrification correspond aux premieres étapes d’oxydation aentianium en nitrates.
Ces deux composés peuvent étre utilisés par lapldes organismes vivants pour produire
des formes organiques d’azote, tel que les pratéehdes acides aminés. La nitrification est
réalisée principalement par les organismes autoe®pnombre limité de genres bactériens et
archéens aérobies) ainsi que par certains taxottgrkens et fongiques hétérotrophes. La
nitrification autotrophe se décompose en deux étafamitritation et lanitratation .

La nitritation est I'étape d’oxydation de 'ammonium en nitritdH;" en NQ) en passant

par I'intermédiaire hydroxylamine (NJ@H). La nitritation bactérienne est assurée dass le
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sols par les genrdsitrosospiraet Nitrosomonasdistribués dans 3 groupes phylogénétiques,
les a-, y- et d-Proteobacteries (Bock and Wagner, 2006; Rose angpé&st, 1989). Pour les
archées, le gen@renarchaeaéalise principalement I'oxydation de 'ammoniunrdlisch et

al., 2005). L'enzyme clé codant le processus defioétion est 'enzyme Amo. Le gene
amoA codant la sous-unité catalytique est courammaeigéutomme marqueur fonctionnel
des bactériesatoA AOB) et des archéearfiocA AOA) nitrifiantes (Leininger et al., 2006;
McTavish et al., 1993; Treusch et al., 2005). Inbkerait dans les sols, que les archées
réalisant le processus d’oxydation de I'ammoniuners#o?2 a 3000 fois plus abondantes que
les bactéries (Adair and Schwartz, 2008; Boyle-Yeawvet al., 2008; Chen et al., 2008; He et
al., 2007; Leininger et al., 2006). Les contribogorelatives a la nitritation entre les deux
domaines varient suivant les sols avec une dom@émarchéenne plutdt marquée dans les sols
pauvres en azote (Alves et al., 2013), et une danci& bactérienne plutét dans les sols riches
(Di et al., 2009).

La nitratation est I'étape d’oxydation de nitrite en nitrate (N&n NQ). A I'heure actuelle,
seul un mécanisme bactérien a été identifie. Lesehas oxydant le nitrite (NOB) dans les
sols appartiennent aux genrBitrobacter (a-Proteobacteria) eNitrospira (Nitrospiraea).
Cette réaction est assurée par la nitrite oxydogiedge (NXR). Ce mécanisme moléculaire
est moins détaillé a I'heure actuelle que celui’'deydation de 'ammonium. Des travaux
récents suggerent que NXR agirait au niveau de ddiep externe de la membrane
cytoplasmique des bactéries (Woznica et al., 20I8utefois, le mécanisme moléculaire
complet de I'oxydation des nitrites reste une goasbuverte. Aucun mécanisme archéen

réalisant cette étape n’a été référencé a I'hexiteshe.

= La dénitrification, contrairement a la nitrification, est un processanaérobie de
réduction des nitrates et des nitrites en des ferongdées d’azote. Sa résultante est donc une
perte d’azote minéral et la production potentielegaz a effets de serre (NO elO) La
dénitrification est assurée majoritairement parlastéries (Firmicutes, Actinomycetes, v-

et 6-Proteobacteria, Bacteroides...), mais également quaglques genres archéens et
fongiques Cf. pour revue Philippot et al., 2007). La cascaderé&hections enzymatiques
permettant la réduction de nitrate en nitrite (garapAetnarG), de nitrite en oxyde nitrique
(génesnir) d’oxyde nitriqgue en oxyde nitreux (geneer) et d’oxyde nitreux en dioxyde
d’azote (génesiog est bien décrite et sert de marqueur fonctiorpmlr le suivi de la
communauté dénitrifiante. Il est a noter que ceemiCrenarchaeota oxydant 'ammonium

possédent également le gk codant pour la nitrite réductase (Treusch eR805) ce qui
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suggere gue ces communautés sont capables deeréalis moins une étape de la

dénitrification.

Le N,O, produit des mécanismes conjoints de nitrificatéd de dénitrification, présente un
potentiel de réchauffement climatique environ 30& fsupérieur a celui du dioxyde de
carbone et contribue jusqu’'a 6% dans le phénomeeketi’de serre (Cicerone, 1989). Il
participe également a la déplétion de la couchezaie par la production de NO
stratosphérique. Les réponses fonctionnelles kéesycle de I'azote représentent donc un
sujet d’étude particulierement pertinent dans lefeux actuels de compréhension des

meécanismes liés a la santé de I'environnement.

3.1.4 - La communauté fongique

Dans le sol, les champignons sont considérés caamencipale composante de la biomasse
devant les bactéries (Gobat et al., 1998). Cepéndae ratio de biomasse
champignons/bactéries varie suivant les conditpopres au milieu, de pH, de nutriments et
de gestion agronomique. Tout comme la communauwt&fenne, I'étude de la communauté
fongique est rendu possible grace au développerdennhombreux outils de biologie
moléculaire adaptés (Anderson and Cairney, 2004).diversité fongique des sols varie
suivant le milieu (forét, prairial...), en corrélatiamec la complexité des substrats organiques
présents (Grayston et al., 2004), et peut se névgfmortante en nombre d’espéces (Lim et al.,
2010). Les champignons jouent un role prépondé&fans le recyclage des nutriments et leurs
caractéristiques métaboliques leur permettent deéselopper sur des substrats pauvres en

énergie.

Bien que I'on considere comme majoritaire danstds les espéces fongiques saprophytiques
(qui dégradent la matiére organique), il est a mbéxistence également de champignons
pathogenes pour les plantes (mildiou, fusarioset d)agitres en association symbiotique avec
les racines de ces dernieres (mycorrhisation) leermettant un meilleur acces aux

nutriments.

3.1.5 - La communauté des phototrophes

La communauté photoautotrophe de surface est i@artsein des trois principaux groupes
eucaryotes Chlorphyceae, Xanthophyceae, Bacillayiogpae et du groupe bactérien des
Cyanobacteria. D’autres phototrophes eucaryotes plaricellulaires de petite taille de la

famille des Bryophyta (mousses et sphaignes) sgalement présents (Csotonyi et al., 2010).
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Dans les environnements extrémes, tel que lestdésrdes et glaciaux ou les plantes ne
peuvent pas se développer, les microalgues etyasobactéries peuvent représenter les
acteurs principaux dans les cycles du carbone dtadete (Cockell and Stokes, 2004).
L’activité  photosynthétique de ces microorganismeontribue partiellement a
I'enrichissement des sols en carbone. lls partitiggalement a la structuration de la surface
des sols par la production d’exopolymeres (Baileyle 1973). Leur biomasse représente
entre 5 et 10% de la biomasse microbienne dessalsntribue a une production primaire de
15 & 20% de la production microbienne totale (Shefrsnd Darley, 1985).

Le métabolisme phototrophe de ces communautés Inieenoes en fait des candidats idéaux
en tant qu’indicateurs de pollution des sols, notemt par des herbicides (Bérard et al.,
2004; Cullimore and McCann, 1977).

3.2 - Effets des pesticides sur les communautésobiennes du sol et leurs

réponses

3.2.1 - Effets des pesticides sur les communautésrabiennes

Les communautés microbiennes sont des communautesilsies de I'effet des pesticides,
mais qui peuvent étre impactées a plus ou moins kenges (soit directement, soit
indirectement) par les molécules phytosanitairess €ffets vont dépendre de la famille du
produit pesticide et de sa formulation, de la d®lig propre de chaque organisme
(métabolisme proche des cibles d’action des pedstgi et également de linfluence des

facteurs environnementaux sur la distribution de&nules.

3.2.1.1 - Effets directs
Les effets touchant directement les communautéslnennes sont de deux ordres :

— Les communautés microbiennes peuvent étres stsyar les pesticides si ces derniers
ont la capacité de servir de source de nutrimemsiptémentaires (carbone, azote,
phosphore...). Ce type d’effet explique en partie meslifications au niveau de I'abondance
et de la structure (augmentation de la richesseifgpée) des communautés microbiennes,
avec la libération de niches écologiques vacantesepacommunautés impactéé&s. (effets

indirects) et la mise en compétition de certair@araunautés.

- Les communautés microbiennes peuvent a l'invetee i@hibées par la présence de

pesticides ayant une toxicité a leur égard. Sidstipide impacte un groupe fonctionnel
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primordial (communautés nitrifiantes, celles respdhss de la dégradation de la matiere
organique...), I'équilibre du systeme sol peut seoreter bouleversé. En ligne de mire des
effets non-cibles des herbicides : les organisrhesogynthétiques qui peuplent la surface du
sol (bryophytes, micro-algues, cyanobactéries) ebnquun métabolisme proche de celui des
végetaux ciblés. D’autre part, certains pesticideachent des voies beaucoup plus
généralistes (synthése d'acide gras, synthése dd®ciaminés...) partagées par les
microorganismes, ce qui peut directement limiter lactivité. Il faut cependant considérer
gue ces effets directs dépendent des propriétéas@tues des molécules (mode d’action,
meétabolisme ciblé), de la dose d’application, déolanulation du pesticide, des propriétés
propres au systéme sol et de la sensibilité ehyaiplogie de chague organisme (Domsch et
al., 1983).

3.2.1.2 - Effets indirects
Les effets indirects sur les communautés microbenoencernent les changements
intervenant pour une communauté donnée suite enpadt touchant une autre communaute.

Ces effets indirects sont eux aussi de deux ordres

- Les communautés microbiennes non concernées faitité des molécules peuvent étres
stimulées par I'apport de matiere organique promedas communautés sensibles (apports de
carbone et d'azote), et également croitre dansnielses écologiques laissées vacantes
(Wardle and Parkinson, 1990). Ces modificationsvpeti donc a terme entrainer des
déreglements au sein de la boucle microbienne lgarffux de matiére et d’énergie, dans les
relations trophiques (proies/prédateurs, compéjitioais également a plus grande échelle au

niveau du systéme sol dans son ensemble (cyclgédzbimiques et productivité).

— Les communautés microbiennes dont le métabolisrdperdd de celui d’'autres
communautés (co-métabolisme) peuvent a linverse #&tdirectement inhibées par des

impacts collatéraux découlant d’effets sur les mmautés auxquelles elles sont associées.

3.2.2 - Réponses des communautés microbiennes dwagwp pressions

phytosanitaires

3.2.2.1 — Suivi de la biomasse, de I'activité etldestructure des
communautés microbiennes
Les travaux de synthése de Puglisi (2012) ont egriice a des recherches systématiques au

sein de la littérature, couplés a un screening elarde référencer 234 études sur le sol
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apportant 3405 données concernant des réponsesordenunautés microbiennes aux
pesticides (mesure pour une molécule, a une doseifispe, d’'un paramétre biologique
donné). La diversité des parameétres microbiens suavi sein du systeme terrestre et
l'importance des caractéristiques microbiennes déh&aluation des risques liés aux
pesticides, tendent a regrouper les réponses memobs en trois catégoridedmasse,

activité et structure), permettant ainsi d'identifier les tendances quauvent étre

potentiellement utilisées afin d'évaluer les risguauxquels sont confrontés les

microorganismes.

La biomassedes microorganismes totaux ou de classes spéesfide microorganismes est le
plus souvent évaluée par des technigues de mesurecacbone microbien (MBC,
guantification du carbone microbien total dans ahaétillon de sol ; dosage des pigments).
L’abondance des communautés microbiennes peut régateservir d’estimation de la
biomasse aprés application de facteurs de conver&tle est obtenue, de facon non
exhaustive (Figure 12), par comptage du nombredifidus ou de colonies viables pouvant
se former en milieu gélosé (CFU), par dénombrempantdilutions (MPN, nombre le plus
probable de microorganismes d’un échantillon) audes analyses de marqueurs spécifiques
de groupes microbien (QPCR).

Les études traitant d’effets des pesticides shidmasse microbienne montrent que dans 55%
des cas pour les herbicides, 38% pour les insdetat 25% pour les fongicides, aucun effet
significatif n’est retrouvé. Des diminutions de biasse significative sont notées pour les
fongicides (45%), alors que pour les deux autrasses de pesticides les effets sont plus
faibles : dans 27% des cas pour les herbicideS%tdes cas pour les insecticides.

L’ activité fait référence aux mesures des différentes agsivgénéralistes des communautés
microbiennes ainsi qu’aux mesures d’activités dppms a certains groupes de

microorganismes. Le nombre de parametres pouvaatcénsidéré est donc tres important
(Figure 12), allant du suivi d’activités enzymatigu@ la quantification de dégradation de
substrats, la colonisation fongique, la productienmolécules spécifiques, la respiration, ou
'expression de génes. Les mesures d’activités abiennes représentent des informations
essentielles puisqu’elles permettent de se réfrerfonctions écologiques et de production
des microorganismes.

Dans le systeme sol, des diminutions significati¥es activités microbiennes sont retrouvees

dans 35% des études pour les herbicides, 32% paurfdngicides et 25% pour les
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insecticides. Beaucoup d’études montrent des absatieffets : 45% pour les insecticides et
les fongicides, 40% pour les herbicides. Le reste éides témoigne d’augmentations
significatives liees a un potentiel effet positifsdpesticides par stimulation des activités

microbiennes. Ces cas représentent cependant moeitdi(Figure 12).

La structure fait référence aux mesures de la composition etleula diversité des
microorganismes. La structure d’'une communauté aghienne peut étre appréciée par des
techniques ddingerprinting (analyse sur la base des séquences ADN), de datade
composition en acides gras phospholipidiques dembranes (PLFA), d’utilisation de
plaques Biolog (identification par criblage d'w#ition de sources carbonées et de sensibilité

chimique), ou par séquencage d’amplicons 16S.

Les données au niveau de la structure sont beauoins fournies que celles concernant les
activités et la biomasse (Figure)lElles indiquent, dans la plupart des études, lgae
pesticides induisent des modifications dans la &irac des communautés
microbiennes. Toutefois, pour 5% des études sunteticides et les fongicides et 13% des
études sur les herbicides aucun effet n'a été récé&ans un nombre limité d’études (11%
pour les herbicides et 7% pour les fongicides)medlifications étaient transitoirese a la

fin de I'expérimentation, les communautés microbenretournent a une structure similaire a

celle gu’elles avaient avant I'application de pades).
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Figure 12 - Fréquence de données recueillies covacgrles méthodes utilisées dans les études

d'impact de pesticide sur les communautés microbésndu sol. D'apres Puglisi (2012).
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Les différents travaux menés jusqu’alors montrerg sur 'ensemble des paramétres suivis,
ce sont les études d’activités qui prédominentissides études de biomasse et de structure.
D’aprés la figure 12, les mesures d’activités storhinées par des suivis enzymatiques liés
aux cycles du carbone et de I'azote. Les mesurdsodeasse sont dominées par les mesures
de carbone microbien et les comptes CFU des bastétichampignons. Enfin, la structure

des communautés microbiennes est majoritairemediéét pafingerprinting

Toutes ces études prises séparément ne permetigemdant pas d’'apporter des réponses
complétes en termes d’'impacts des pesticides sucdsmmunautés microbiennes. Un choix

d’outils adaptés permettant de balayer I'ensemide parameétres biomasse, activité et
structure (tri parmi I'ensemble des types de meguiuplé a des comparaisons multiples
(en terme de molécules, de doses, de mélanges]sjeest nécessaire afin d’'uniformiser les

études et d’aider aux choix raisonnés des pessiciddiliser.

3.2.2.2- Effets des mélanges de pesticides surctmamunautés
microbiennes
Ces travaux de thése s’orientant dans une optipleste par rapport aux modalités actuelles
d’épandage, a savoir I'application des moléculesnerange, la fin de ce sous-chapitre
s'intéresse de fait aux effets recensés de méladgepesticides sur les communautés
microbiennes. Cette problématique d'effets des ngda a été prise en compte plus
tardivement que celle des effets des moléculeseseuake qui explique la faible littérature a

son sujet.

Concernant les effets sur lHomassemicrobienne, I'étude menée par Martikainen et al.,
(1998) montre peu de changement (analyse de ladssenpar le contenu en ATP), avec
seulement une augmentation significative en firxp&imentation, pour des microcosmes
traités par un mélange de diméthoate (insecticdleje bénomyl (fongicide), a dix fois la

dose agronomique recommandée. Aucun impact surol@aasise microbienne n’est relevé
dans les études de White et al. (2010) et Niemai.g2009), qui ont toutes deux utilisé des
mélanges de formulations herbicides et fongicidés dose agronomique recommandée. A
linverse, Tejada (2009) a comparé les effets dexdeerbicides formulés, le glyphosate et le
diflufenican, appliqués seuls (respectivement Rowpf et Brodaf) ou en mélange

(Zarpd), & la dose agronomique, sur les communautés bigmes de deux sols contrastés
(argileux, pH 8,6 et sableux, pH 6,9). Les réssltavelent que la formulation des deux

herbicides mélangés augmente l'inhibition de la l@iese microbienne et que cet effet
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inhibiteur est plus marqué dans le sol sableuxlestherbicides, persistent plus longtemps.
L'étude de Pampulha et Oliveira (2006) quant & eflet en avant des effets d'une
combinaison d’herbicides (3% bromoxynil et 60% pitgon), transitoires (a faible dose) ou
permanents (a forte dose), sur la biomasse miarobid_es doses croissantes utilisées dans
ce mélange (1ppm, 10ppm et 100ppm) inhibent lesnoamautés fongiques totales, alors
gu’une augmentation significative des abondancesdetéries totales, des bactéries oxydant
les nitrites (NOB) et des champignons cellulolyéguest observée. Inversement, il existe une
diminution significative des abondances d’Actinomigs, des bactéries cellulolytiques et des
bactéries oxydant 'ammonium (AOB). Leurs analysaglent donc de nombreux effets des
mélanges, pouvant étre temporaires, notammentswadmmunautés bactériennes (un retour
aux valeurs contrdle apres 40 jours). lls montégalement que certains groupes microbiens
sont capables d'utiliser les herbicides comme sowufénergie (biodégradation) alors que

d’autres sont sensibles a leurs présences.

Concernant legffets sur lesactivités microbiennesMartikainen et al. (1998) sont les seuls a
montrer que des microcosmes traités par un mélalegeiméthoate (insecticide) et de
bénomyl (fongicide) ne sont pas sujets a des vansde leur activité respiratoire. Par contre,
de facon plus globale, de nombreuses activitésreatigues hydrolytiques sont inhibées dans
le cas de mélanges. L'étude de Pampulha et Oliy20@6) citée ci-dessus, montre que méme
a faible dose de mélange (1ppm), l'activité désbgénase (indice global de l'activité du sol)
diminue de 80%, sans amorcer de récupération migtife avec le temps. Tejada (2009)
montre qu’une formulation des deux herbicides méan(zarp8) augmente [l'inhibition
d’activités déshydrogénase,p-glucosidase, uréase, phosphatase et arylsulfatase,
comparativement a I'action des deux formulationsnmberbicide. Cet effet inhibiteur est
également mis en avant dans le travail de Niendl.e2009), dans des systemes d'étude
réalistes de type mésocosme et plein champ, avecirdbitions plus importantes des
activités enzymatiques (sept activités enzymatiqdasinuées : arylsulfatasey- et -
glucosidasep-xylosidase, leucine amino-peptidase, cellobiogdatspectine methylestérase)
pour un mélange de pesticides (herbicides linurométribuzine ; fongicide fluazinam).
L’explication avancée est une diminution de la okjzhere, connue pour ses effets stimulant
au niveau des activités enzymatiques microbienfeg. effet est moindre dans le cas
d’applications séparées ce qui differe des obsenafaites par Schuster et Schroder (1990),
qui a l'inverse observaient des effets plus impurt#ans le cas d’applications séquentielles

des pesticides.
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Concernant les effets surdructure des communautés microbiennes, comme pour les études
sur les pesticides employés seuls, les donnéegpeamombreuses. On peut cependant noter
I'étude de White et al. (2010) ou les auteurs njmagt observé de modification de la diversité
microbienne (suivi des PLFA : Phospholipid-deriviadty acids) dans un sol traité par du
métolachlore formulé (Dual Magnihet un fongicide formulé (tébuconazole — Folfgusu
cyproconazole — Alfd 100 SL, ou chlorothalonile — Bra¥&WeatherStick 720F, ou flutriafol

— Topguar8 1.04 DC), & la dose agronomique. Au plus proclseréalités environnementales
(étude en plein champ et utilisation de formulatioommerciales de pesticides), I'étude de
Niemi et al. (2009) souligne I'absence (et donmportance) des analyses de diversité qui

auraient pu compléter leurs résultats.

Ainsi, bien que certains résultats permettent daimiser l'effets de leurs mélanges de

pesticides (Martikainen et al., 1998; White et 2010), ces derniers peuvent provoquer des
effets délétéres sur les activités et I'équilibes dommunautés microbiennes du sol (Niemi et
al., 2009; Pampulha and Oliveira, 2006; Tejada92@®, de ce fait, nécessitent d’étre étudiés
plus avant afin de statuer sur les précautionssséges a leur utilisation. Dans le cas de
mélanges multi-pesticides, les fongicides sembiaptcter de facon bien plus importante les

communautés microbiennes que les autres classisc{ties et insecticides).

Le manque évident d’études sur cette thématique rdékmnges de pesticides permet
difficilement de se prononcer quant a leur utilmat d’autant qu’il est impossible de
généraliser les quelques effets observés dans wosokE, a 'ensemble du systeme. De plus,
il est intéressant de noter que les données sundeabolismes réputés « sensibles » tel que
ceux de l'azote (nitrification et dénitrificationgt de la photosynthese ne sont, & ma
connaissance, pas étudiés. Les quelques travaemtséendent cependant a se rapprocher des
réalités environnementales en termes d’épandage pe@ment a apporter des informations
complétes en termes de structure, d’abondanceaetiités des communautés microbiennes
et donc sur le fonctionnement global du systemetdlles études paraissent essentielles de

nos jours afin d’alimenter les modeles prédictiodtoxicologie.

3.2.3 - Conclusion

Il est impossible de généraliser quant a l'impacs gesticides sur les communautés
microbiennes du sol puisque tout est décrit damistéaature, de la stimulation a I'inhibition,

en termes de biomasse, d'activité ou de structuressort quand méme que les effets des
pesticides sur les communautés microbiennes sam bouvent dose-dépendants, avec
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davantage d'effets significatifs retrouvés pour ddgsses dépassant celles qui sont
normalement recommandées (10X et 100X ; Puglidi2R0routefois, puisque l'utilisation de
pesticides a I'heure actuelle est incontournablesdias pratiques agricoles, le suivi des
bonnes pratiques d’utilisation des pesticides estgrdial. Il ne semble donc pas judicieux de
travailler a des doses « irréalistes », mais bresugvant les réalités d’épandage, c’est a dire
dedose recommandée et de mélangkes études actuelles permettent de mettre I'dczen

les composés qui provogquent le plus de dommageainsi d’apporter des réponses
appropriees quant a leur utilisation (restrictiad€lais entre des épandages multiples,
interdiction). En cas d’impact, les taxons microisides plus sensibles semblent supplantés
par les plus résistants, provoquant soit le maints®it la modification du niveau d’activité
des communautés, en fonction des caractéristiguembaoliques des espéces atteintes.
Certaines communautés spécialisées suite a I'apioliic répétée de pesticides peuvent se
développer et donc étre favorisées a chaque nouvetament (Rhine et al., 2003; Vischetti
et al., 2008). De méme, suivant les caractérissiguédoclimatiques et les communautés
présentes, les réponses a la pression phytosanitaitt varier et modifier les parametres
biomasse, activité et structure des microorganisthest donc essentiel'étudier ces trois
aspects et leurs inter-relationspour caractériser cette « boite noire » microbieaiire de
conclure quant aux effets des pesticides sur lesepsus écologiques du sol.

Dans le contexte actuel des problématiques d'éamlmgie traitant de I'impact des
pesticides, I'accent doit étre porté sur des cagmres de pollution aux pesticides (justifiant
les dépassements de la dose agronomique) et sealass actuelles d’épandage (utilisation a
la dose agronomique recommandée, mélange de mededraitements séquentiels, différés
durant la saison culturale). Malgré ce constatgtades sur les mélanges de pesticides ne sont
pas légion et font appel a un questionnement réckentremaniement des pratiques
agriculturales, et donc de l'utilisation de ces @toles. Ces études sont cependant essentielles
afin de statuer sur leur utilisation, en partiauligur les interactions possibles dans
'environnement entre molécules. Des outils au servie I'écotoxicologie microbienne

permettent ainsi différentes approches en fonat@sobjectifs fixés.

3.3 - Approches multi-échelles en écotoxicologie

L’'impact de composés xenobiotiques sur les orgagsspeut étre étudié a différents niveaux
d’organisation, de I'organisme seul, aux commuratéles au sein de leur écosysteme, en

intégrant les relations trophiques. Le choix duetypexpérimentation, du test de toxicité
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monospécifique type bioessais en laboratoire, &wotesin situ, fait augmenter les degrés de

complexité et de représentativité, mais égalemenindier la simplicité et la reproductibilité

de l'étude. Il est donc primordial d’établir le ckode I'échelle d’étude en fonction du

questionnement scientifique mais surtout en intéglas limites proposées par le modele

prédictif choisi et de bien définir les paramétiestudier (Figure 13; Caquet et al., 1989).

Modéles prédictifs

e,
F =R ) ez . —
il & complexité et représentativité

Validation Validation
expérimentale sur le terrain
modifications

milieu naturel

tests de toxicité chaines trophiques microcosmes mésocosmes portions
mono- ou expérimentales d’écosystemes
plurispécifiques naturels
(enclosures)

@ e ——

+ &

simplicité et reproductibilité

Figure 13 —Présentation des différents modeéles prédictifsisdd dans les études d’écotoxicolo

avec l'intégration des notions de complexité, dprésentativité, de simplicité de mis@a ceuvre et ¢

reproductibilité. D'aprés Caquet et al. (1989).

Les principaux modeles se définissent et se carsetd comme suit :

— Les tests de toxicité monospécifiguegermettent une premiére estimation des risques

potentiels des agents toxiques. Leur facilité daation et leur reproductibilité ont permis

d’élaborer des tests standardisés utilisés ponnida sur le marché des nouvelles substances.

De nombreux tests de toxicité monospécifique emistesur les oiseaux, les poissons, les

insectes, les crustacés, les microalgues, lessfestietc. Au niveau des bactéries, existe le
test MicrotoxX’ (ISO 11348-3) qui utilise I'atténuation de la hiolinescence naturelle de
Vibrio fisheri comme indicateur de toxicité (Bond and Martin, 20@ependant, de par leur

faible complexité, les résultats de ces tests ne/gpé¢ aucunement étre transposables au

niveau de I'écosysteme. lls sont cependant de batis au service de la réglementation et

constituent un panel d’approches standardiséesuti@spour apprécier de prime abord la

toxicité de nouvelles molécules mises sur le marché
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- Les tests d’écotoxicité en microcosmes et meésocosnpermettent d’augmenter la
complexité des systemes et d'étudier par une appractécologique ou synécologique les
organismes. En effet, tout en contrlant tout outigpades facteurs environnementaux
(température, humidité, cycles jour/nuit, apports m@lution...) on peut étudier les
communautés dans leur milieu naturel en intégmstelations intra- et interspécifiques. lls
constituent donc des modeles d’étude pertinenécetoxicologie microbienne. Ces systéemes
ont 'avantage de permettre de disposer d’échangllproches des « écosystémes » naturels
afin d’évaluer les effets sur les communautés (aeau structural et fonctionnel), tout en
incluant les flux de nutriments (carbonés, azoté®t e suivi du devenir des polluants. La
différence entre microcosme et mésocosme se joumivaau de leur localisation, en

laboratoire pour le premier et sur le terrain pewecond.

— Les étudesin situ, traduisent des effets réels observés suite adiame xénobiotiques.
Cependant, les difficultés dans la mise en ceuvrecealetype d’expérimentation sont
nombreuses. Afin de limiter les différences liéex dacteurs climatiques, les études au
champ s’effectuent sur des parcelles contiguésréép par des zones tampons, permettant de
réaliser plusieurs lots témoins et traités. Aifes, variations pédoclimatiques sont controlées
au maximum. Un échantillonnage aléatoire importaste toutefois nécessaire du fait de la
forte hétérogénéité du sol. De plus, ces étudagtu devraient s’intéresser uniguement a des
situations réelles d’épandage et/ou de mélange rddups phytosanitaires, les doses
exagérées gque l'on rencontre souvent (10X, 100Xddae agronomique recommandée),

n'étant plus adaptées aux problématiques écotmdaples actuelles.

La complexité du modelen situ, fortement influencé par les facteurs abiotiques ¢
conditionnent le devenir des polluants dans I'éstisye, fait que ce modele, bien qu’étant le
plus complet et le plus représentatif, ne se spéf# en lui-seul pour comprendre I'impact et le
devenir des polluants. Les différents niveaux @gnation, de Il'organisme isolé a
I'écosystéme complexe, sont des approches compléairesnfu’il est nécessaire de lier afin

d’apprécier pleinement les effets des polluantsdi@nvironnement.
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SOUS-CHAPITRE 1.4 : DONNEES SUR LES MOLECULES UTILISEES
DANS CETTE ETUDE

Les molécules actives d’herbicides qui ont été sibsipour ces travaux de these, sont toutes
autorisées et utilisées en France, sur les cultdeesais, en remplacement de l'atrazine
(molécule interdite a l'utilisation depuis 2003, par ses propriétés de rémanence dans les
sols et les écosystemes aquatiques, et sa forti#éosur de nombreux organismes (Graymore
et al., 2001). Le choix des molécules et des mélmngalisés s’est fait sur plusieurs critéres :

- Premiérement, notre attention s’est portée sural@atére réaliste de I'étude, en
choisissant de mélanger des formulations commeridle pesticides (molécules
pesticide + adjuvants), puisque c’est sous cettmdogue les molécules actives sont
utilisées. Les molécules choisies devaient de @liesréellement employées ensemble
sur les cultures, et ce, a la dose agronomiquieréépandage.

- Deuxiémement, le choix des molécules s’est faitlaumature de leurs formulations
commerciales, a savoir que nous avons choisi umeuae des pesticides en solution
qui peuvent étre appliqués par épandage aériete sol. Cette stratégie permet un
contrble et une homogénéité dans I'applicationjuaat donc toutes molécules sous
forme de poudre ou d’enrobage de semences.

- Troisiemement, les formulations commerciales clsispour I'étude ne devaient
contenir qu’un seul et unique pesticide en qualéénolécule active, avec des modes
d’action différents, ceci afin de dissocier de ptitds effets lors d’applications
séparées.

- Quatriemement, le protocole expérimental a étéldppé en se basant sur I'expertise
et les compétences existantes dans le laborateireaherche LMGE, et au sein de
I'équipe CMES, privilégiant ainsi le choix de la sofrione comme molécule a utiliser
dans les mélanges (Travaux de thése d’'Olivier Grp2007-2010).

Bien que notre choix se soit porté originellemeatfacon préférentielle sur un mélange de
pesticides multiples (herbicide(s) + fongicide($d)s les critéres évoqués précédemment ont
finalement restreint notre choix a trois herbicidés mésotriong le S-métolachlore et le
nicosulfuron. Une quatrieme molécule, lénoxacor, est également présentée en qualité de

phytoprotecteur associé au S-métolachlore.
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4.1 - La mésotrione

La meésotrione (2-[4-(methylsulfonyl)-2-
o o N°2 nitrobenzoyl]- cyclohexane 1,3-dione), herbicide
de la famille des tricétones est un analogue

0 _ :
// synthétique de la leptospermone, phytotoxine

o S : , "
/) cw, naturelle produite par Callistemon citrinus
0

(Mitchell et al., 2001).

4.1.1 - Mode d’'action

La mésotrione inhibe la p-hydroxy-phenylpyruvateoxggenase (HPPD), une enzyme
essentielle a la biosynthése des caroténoides,ustppécisément dans la synthése de ses
précurseurs : les plastoquinones et-tbcophérol. Son action entraine une chlorose des
feuilles chez les plantes sensibles, qui sont iMdapale détoxifier rapidement I'herbicide. La
dose maximale d’'application de cet herbicide aurghast de 150 grammes de matiére active
(m.a).hd, et & des doses comprises entre 25 et 150 g déah.d montre une bonne
sélectivité parmi les adventices sans dommage lesurendements de mais (Pannacci and
Covarelli, 2009; Sutton et al., 2002).

La mésotrione est appliquée sous forme formulée diaesses préparations (Syngenta), seule
(Callistd®, mésotrione 100 g:1) ou associée & d'autres produits phytosanitaiEsn(is®,
mésotrione 75 gL et nicosulfuron 30 gt ; CamixX®, S-métolachlore 400 g, mésotrione

40 g.L'' et bénoxacor 20gl1). La formulation commerciale Callisto s’emploie
principalement en post-levée du mais et offre @s tlarge spectre d’efficacité sur les
dicotylédones et les graminées. Son mode d’actgintrgple : foliaire, racinaire et anti-
germinative, avec un contrble des levées échelendés adventices sensibles : chénopode,

amarante, renouée... (données Syngenta).
4.1.2 - Comportement et devenir dans I’environnenmen

4.1.2.1 - Caractéristiques physico-chimiques et pessus de rétention
La dissolution de la mésotrione dans I'eau indog acidification de la solution. Une solution
a 1% de meésotrione pure présente un pH voisin de 4he solution a 1% de meésotrione

formulée (Callist§) présente un pH voisin de 3.
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Les données de I'Union Européenne disponibles danbase de données Agritbiui
attribuent une forte solubilité dans I'eau (160 Infga 20°C) qui augmente avec le pH (2200
mg.L* & 20°C au pH de 9). Des travaux cherchant & &iset la sorption de la mésotrione
dans des sols aux caractéristiques différentesefemes de pH et de pourcentage de matiere
organique), concluent sur le fait que l'augmentatibnpH fait diminuer la valeur did
tandis que I'herbicide passe de sa forme moléaukaisa forme ionisée, augmentant ainsi sa
mobilité et sa biodisponibilité (Chaabane et a00& Dyson et al., 2002). La sorption de la
meésotrione est donc principalement due au pH ebal@ere moins importante, a la teneur en

matiere organique.

Ainsi, avec un pKa de 3,12 a 20°C (donnée Agritaels valeurs de solubilité importantes et
une faible capacité de sorption, on peut doncraffirque la mésotrione est assez mobile dans
les sols et donc facilement biodisponible.

4.1.2.2 - Processus de dégradation

4.1.2.2.1 - Dégradation abiotique

Les données d’absorption dans le spectre UV-visfhheax = 256 nm) montrent que la
meésotrione est peu sensible a la photodégradatioa das conditions environnementales
normales. Les données Agritox établissent une Dd&@hotolyse comprise entre 81 et 97
jours pour une lumiére solaire estivale compriseeef®° et 50° N de latitude. Cependant une
étude utilisant des surfaces mimant la surfacdaigies, a montré un temps de demi-vie tres
court pour la mésotrione formulée, de 2,2 + 0,1 ég(fer Halle et al., 2010), supposant une
action photo-sensibilisante des adjuvants. La miéset est également considérée comme tres
stable par rapport aux phénoménes d’hydrolyse daaslarge gamme de pH (de 4 a 9), a
25°C et 50°C (données Agritox).

4.1.2.2.2 - Dégradation biotique

L’herbicide mésotrione présente la capacité d’Bintransformée, ce qui lui confere un temps
de demi-vie dans le sol plutdt court (4,5 a 32 gowelon Dyson et al., 2002). Une étude,
menée sur deux sols contrastés quant a leurs seeeumatiere organique et a leur pH, montre
gue ces deux facteurs influent sur la dégradatienadmésotrione par les communautés
microbiennes (Chaabane et al.,, 2008), avec unepdigm plus rapide pour des teneurs

élevées en MO et sous sa forme moléculaire (fa&erisn pH acides). Des souches de

" http://www.agritox.anses.fr/
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Bacillus sp.isolées d'un agrosysteme et d'eau de nuage, omnitrénaine capacité a
biodégrader rapidement et completement la mésotri@saltant en I'accumulation d’'un de
ses produit de dégradation : l'acide 2-amino-meaili§bnylbenzoic (AMBA) (Batisson et al.,
2009; Durand et al., 2006). Des études approforslieses souches bactériennes ont menées
a I'élaboration de modeéles illustrant les voiespttlles de transformation ou dégradation de
cet herbicide (Figure 14 ; Durand et al., 2010).

2 1
?0 g N 5o o—N
a<h X 7 47 S0,CH; 5 p o" 67 S0,CH,
MESOTRIONE s _ N _
Figure 14 - Proposition de voies
- H,0 . . .
\ de  biodégradation de la
% o NHOH & ‘o—m mésotrione par une souche
3 Lz U e . Lo . . ,
‘ 6H7 bactérienne isolée d'eau de
s 4 .
PN 0 T soch, §170 © T 67S0LCH, nuage Bacillus sp. 3Bb
k M2 M3 ) o
0 NO, Va D’apres Durand et al. (2010).
>
eO 1 X 3
¢ 5 4 S0,CH,
MNBA
\ (o] NH, fo) fo)
D7 ¥ % 0
6 e 4750,CH; GLUTARATE

M1 = AMBA

Plus réecemment une autre bactéifantoea ananatigsolée d’'un écosysteme aquatique s’est
révélée capable de dégrader la mésotrione par rdesgsus de co-métabolisme utilisant le
glucose comme autre source de carbone, entraimabtiuction de produits intermédiaires

différents de 'AMBA et du MNBA. Cependant, cetteushe est incapable de croitre en

présence de fortes concentrations en Cafliste qui limite son utilisation dans un contexte

de bioremédiation (Pileggi et al., 2012). Dans antexte de bioremédiation, il est donc d’'un

intérét majeur de caractériser des souches capdblekgrader la mésotrione en présence
d’autres pesticides, adjuvants et/ou produits dgattation.

4.1.2.3 - Impact sur les écosystémes
Des études de toxicologie sur cette molécule ontrdoque les métabolites secondaires
majoritaires issus de sa dégradation (AMBA et MNBXuvent étre plus toxiques que la
molécule mere, sur I'organisme modele bactérieméfiErence Vibrio fisheri (Bonnet et al.,

2008). Sa toxicité sur microalgues est faible eteséite des quantités importantes pour
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provoquer un effet (56,1 mg'Lpour la chlorophycédnkistrodesmus fusiformist 13,1
mg.L™* pour la diatoméd&mphora coffeaeformigMoro et al., 2012)). De plus, a faible dose
(0,2 mg.Lh), un effet d’hormése est observable, avec uneudiinon de la croissance Al’

fusiformiset une augmentation du contenu pigmentairBeiastrum tetras

Des travaux réalisés dans notre équipe de rechemthesouligné la toxicité de I'herbicide
meésotrione formulé ou non, sur les microorganiséaaphiques, a 10 et 100 fois la dose
agronomique recommandée, lorsqu’il est employé @@nauzet et al., 2010, 2013; Joly et al.,
2012).

Dans I'environnement, des études récentes ont sguoi la mésotrione est indétectable dans
le sol et les plants de mais apres une saisorudtgritle, suggérant que cet herbicide peut étre
utilisé de facon sdre, avec un dosage et un maajgptication approprié (Chen et al., 2012;
Sun et al., 2013). Néanmoins, dans un contexteotiion de cultures, les produits de
dégradation résiduels peuvent avoir des effetdatél® entrainant une réduction significative
des rendements de certaines cultures de légummdakeu, poivron, tomate, concombre,
haricot...) et ceci encore 1 an aprés applicatioladgeésotrione a la dose agronomique (Felix
et al., 2007; Soltani et al., 2007).



- Chapitre 1 : Synthése Bibliographique -

4.2 - Le S-métolachlore

Le S-métolachlore ((S)-2-chloro-N-(2-ethyl-6-
methyl-phenyl)-N-(1-methoxypropan-2-yl)acetam
ide, forme énantiomérique active de I'herbicide
métolachlore, est un herbicide de la famille des

chloroacétanilides. Il a progressivement remplacé

le métolachlore racémique (métolachlorerao-
métolachlore, mélange composé a 50% de R- et 50%-métolachlore) qui est interdit en
France depuis 2003. Les progres en synthese chenaisgurent désormais la production de S-
métolachlore, pur a plus de 80% (et donc contemapnins de 20% de la forme
énantiomérique R, inactive en tant qu’herbicidegféitace a dose plus faible (O’Connell et
al., 1998; Shaner et al., 2006).

4.2.1 - Mode d’action

Le S-métolachlore inhibe la formation des trés lmgychaines d'acides gras (VLCFA), ce

qui interfere avec le développement normal desilesllet inhibe a la fois I'accroissement et

la division cellulaire. Son action anti-germinatiser les graminées estivales s’effectue par
une absorption principale au niveau du coléoptike.dose maximale d’application de cet

herbicide au champ est de 1921,5 g de miasha les cultures de mais.

Le S-métolachlore est appliqgué sous forme formdkes diverses préparations en solution,
seul (Dual Gold, S-métolachlore 960 gl) ou associé & d’autres produits phytosanitaires
(CamixX®, S-métolachlore 400 g, mésotrione 40 gt et bénoxacor 20g:t: Dual Gold
Safeneu?, S-métolachlor 915 g:t et bénoxacor 45 g}). La formulation commerciale Dual
Gold Safenelt s’emploie aussi bien en pré- qu’en post-levée etmpt d'éviter les
salissements tardifs des cultures (action longuetedisur graminées et dicotylédones ;

données Syngenta).
4.2.2 - Comportement et devenir dans I’environnenien

4.2.2.1 - Caractéristiques physico-chimiques et pessus de rétention
Le S-métolachlore dispose d’une forte solubilitésiBeau (480 mg.tt & 25°C au pH de 7,3,
Agritox). Une étude basée sur 51 sols aux caratiguies différentes, établit kéd du S-
métolachlore & une moyenne de 3,0 [.lg met en avant une corrélation positive entre sa

sorption et la teneur en matiére organique duAltgt(o et al., 2013). L'indice GUS (Ground
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Ubiquity Score, indiquant le potentiel de lixiviai) classe le métolachlore dans les composés
transitoires. En effet, de multiples estimationskdac de la molécule donnent des valeurs
comprises entre 110 mg-L(limon fin, %CO : 0,986) et 369 mg-L(argile, %CO : 1,276), la
définissant donc comme une molécule a la sorptiodérée sur les particules du sol. Barra
Caracciolo et al., (2005) ont ainsi montré queaiest sols présentant de faibles capacités de
sorption et de minéralisation de cet herbicide péet conduire a son transfert dans le

compartiment aquatique

4.2.2.2 - Processus de dégradation

4.2.2.2.1 - Dégradation abiotique

Les données Agritox établissent une DT50 de phséotlans I'eau du S-métolachlore de 75
jours a pH 7. Cet herbicide est stable face au phéne d’hydrolyse dans une gamme de pH
allant de 5 a 9, a une température de 25°C.

4.2.2.2.2 - Dégradation biotique

Des tests de dégradation, réalisés en laboratiares différents sols en conditions aérobies,
établissent une DT50 de la molécule pure de S-mgtdre comprise entre 13,9 et 41,3 jours
(dose de S-métolachlore appliquée non préciséaédsnAgritox). Une autre étude au champ
utilisant 6 sols montre, gu'avec des pourcentagesaebone organique allant de 1,4 a 3,5%,
et un pH compris entre 7,4 et 7,9, la DT50 de I#émde varie entre 11 et 31 jours (Agritox).
En effet, la minéralisation du S-métolachlore egati@ement corrélée avec le pourcentage
de carbone organique du sol, et positivement cgerélec le pH du sol (Alletto et al., 2013)
et la biomasse fongique (Vryzas et al., 2012). Gdast, il est a noter que la dégradation du
S-métolachlore par les communautés microbiennest s&wélée plus efficace que celle du
rac-meétolachlore dans I'étude de MA et al. (2006), dactnon négligeable quand on sait que
cet herbicide remplace désormais la forme racémiDeenombreux métabolites sont décrits
dans la littérature, dont trois ont été mis en éweedans le sol aprées biodégradation du S-
métolachlore : OXA (N-(2-ethyl-6-methyl-phenyl)-I2-fnethoxy-1-methyl-ethyl)-oxalamic
acid), CGA 357704 ([(2-ethyl-6-methyl-phenyl)-oxmino]propionic acid) et un dérivé
par perte du CI (N-(2-ethyl-6-methyl-phenyl)-N-(2thoxy-1-methylethyl)acetamide)
(données Union Européenne).

4.2.2.3 - Impact sur les écosystémes
Le métolachlore (mesure indifférenciée des énamtiemn S- et R-) fait partie des 10

molécules pesticides les plus retrouvées dansol@s @’eau francais et responsables de leur
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classement en qualité « mauvaise » (Rapport Skeprei de 'OPR : Observatoire des
Résidus de Pesticid®s Le fait qu'il soit retrouvé en milieu aquatique conduit au
développement de dispositifs d’épuration tels qes IPMO (Periodic Mesoporous
Organosilicas), capables d’adsorber le S-métolehpbus efficacement que les argiles ou la
matiere organique (Otero et al., 2013). Une récéittee allemande, se focalisant sur les
produits de dégradation des herbicides retrouvés tlaau de surface et dans les nappes
phréatiques, révele la présence de métabolitegédédu métolachlore : ESA, NOA, OXA,
CGA 357704 et CGA 368208 (Reemtsma et al.,, 2013@nsDies échantillons de nappes
phréatiques positifs pour la présence de métabpliESA, NOA et OXA dépassent
fréquemment la concentration de 0,1 jig(limite pour la potabilité de I'ediet I'appellation

de «bon statut chimique » pour les nappes phrétif). ESA et NOA occupent,
guantitativement parlant, les premiéres placesnu&tabolites les plus retrouvés dans I'étude
pré-citéte. A [I'heure actuelle, ces métabolites nentscependant pas recherchés

systématiguement dans I'évaluation de la potahikitdéeau.

La forme racémique du métolachlore est classée @pins toxique que la forme S seule, sur
le cladocere aquatigu2aphnia magna(Liu et al., 2006) et le lombriEisenia foetidgXu et
al.,, 2010). Le S-métolachlore présente par contre taxicité environ deux fois plus
importante (CE50 comprise entre 0,068 et 0,116 Mgdur la micro-algueChlorella
pyrenoidosaet diminue significativement son contenu pigmestan chlorophylles et b,
comparativement au R-métolachlore (Liu and XiongP9. Une étude de l'effet du S-
métolachlore sur des racines de mais et de riz drénan effet supérieur a celui dac-
meétolachlore sur la paroi cellulaire et donc unespyrande efficacité en tant qu’herbicide
(Liu et al., 2012). Cet effet peut sembler incorasgn cette molécule étant utilisée pour la
protection des cultures de mais, d’ou son emplec & molécule phytoprotectrice benoxacor
présentée ci-apres.

Les quantités de S-métolachlore dans le sol, ngatement dans les tiges et les grains de
mais aprés une saison culturale, sont inférieuréslamg.kg" (limite fixée par 'USA
Environmental Protection Agency), ce qui permetcdasidérer cet herbicide comme sans

danger pour l'alimentation et I'environnement (Ga@l., 2007, 2008; Sikkema et al., 2009).

8 http://www.observatoire-pesticides.fr/

o European Commission, 1998. Council Directive 98&3of 3 November 1998 on the quality of water
intended for human consumption. Off. J. Eur. Urli830, 32e54.

10 European Union, 2006. Directive 2006/118/EC ongiadection of groundwater against pollution and
deterioration. Off. J. Eur.Union L372, 19e31.
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(RS)-4-dichloroacetyl-3,4-dihydro-3-
substance

Le bénoxacor

methyl-2H-1,4-benzoxazine, est une

phytosanitaire qualifiée de phytoprotectrice oubimde

safeneur, appartenant a la  famille des

dichloroacétamides. Il est utilisé en combinaisonsda
des préparations commerciales a base de métolachlor

(rac- ou S) et n'a pas d’activité herbicide.

L’action complete du bénoxacor n’est pas connues thaemblerait qu’il augmente I'activité

de la glutathion S-transférase dans le plant des,nain de protéger la plante des dégats

potentiels causés par le métolachlaee{ou S-), (Fuerst et al., 1993; Miller et al., 199u

et al., 2000).
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Figure 15 — Présentation des possibles voies deasigation de génes de défense et d’activation des
voies de détoxification chez les plantes, par lesbltides safeneurs. D’aprés Riechers et al. (2010)
indiquent des voies de slggadion possibles mais non prouvées,

Les lignes pointillées

contrairement aux lignes pleines. Les herbicidesesaurs pourraient agir sur des espéces
électrophiles réactives (RES) contrdlées par deylipine (tel que OPDA et PP# et qui régulent

positivement les facteurs de transcription TGA, wioée de signalisation Nrf2-Keapl régulée, et/ou
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une voie de signalisation JA régulée, pour indullexpression protéique impliquée dans la
détoxification de la plante. Coll, Coronatine-insigive proteinl ; JAZ, transcriptional repressor

protein ; TF, transcription factor/activator.

On qualifie donc le bénoxacor d’herbicide safenear,il permet de fagcon simple et efficace
d’augmenter la sélectivité de I'herbicide avec leguest associé en activant les voies de
détoxification de la plante (Abu-Qare and DuncarQZ2@iechers et al., 2010) ; Figure 15).
En France, il est uniquement appliqué en mélangaufér avec le S-métolachlore (Caffijx
S-métolachlore 400 g1, mésotrione 40 g:t et bénoxacor 20g:t; Dual Gold Safenefir S-
métolachlor 915 g.t et bénoxacor 45 g1).

4.3.2 - Comportement et devenir dans I’environnenhen

N’étant pas utilisé comme un herbicide a part estipeu de données sont disponibles sur le
bénoxacor dans la littérature. Il est peu solulalesd’eau, de I'ordre de 20 mg'La 20°C
(Agritox). Les études d&oc lui attribuent des valeurs trés variables dansole allant de
155 mL.g" (limon-sableux, %MO : 2,2, pH 5,2) & 643 mt.(sable limoneux, %MO : 0,7,
pH 8). Sa sorption est donc modérée et va étrerfamt dépendante des caractéristiques du

sol.

Le bénoxacor est tres sensible a la photodégradatiec une DT50 de 6,8 jours pour une
lumiere naturelle (surface de sol limon-sableuklemnsible a I'hydrolyse (DT50 > 14 jours a
pH 11 et > 28 jours & pH 3, a 25°C). Dans le salP350 est plus importante, avec des
valeurs comprises entre 21,6 et 48,7 jours (limadiesix, %MO : 1,1, pH : 6,4, 25°C).

La CL50 sur le lombri€isenia foetidaest supérieure a 1000 mgk¢Agritox). Dans le sol, &
la dose de 333g.Haqui est donc plus de 6 fois supérieure a la dosmemale applicable en
formulation, aucun impact sur la minéralisation carbone et de l'azote n’est observé
(Agritox).

Du fait du manque d’études sur le bénoxacor, ilgtile de conclure quant a son effet dans
'environnement. Cependant, le peu de données dislesn (Agritox), indiquent qu'il
semblerait sensible aux phénomeénes de dégraddtimtigues et abiotiques, tout en ayant un

impact extrémement modéré sur le fonctionnemersiodlu
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4.4 - Le nicosulfuron

CH Le nicosulfuron (2-(4,6-diméthoxypyrimidin-2-
n—cH, Yylcarboylsulphanoyl)-N,N-diméthyl-nicotinamide),

He=e est un herbicide de la famille des sulfonylurées.

=

o]
—N
\ />7ﬂ ,_'S \ Absorbé principalement par les feuilles des
N

N adventices, il est transporté par le phloeme et le

(@]

H.C—o0 . < . .,
’ xyleme et blogue la synthése d’acides aminés

ramifiés. Son action induit des jaunissements ougissements qui se transforment en

nécroses et provoquent ainsi la destruction pregresles adventices.

4.4.1 - Mode d’action

Le nicosulfuron est un herbicide sélectif systémiqgssant sur les graminées et les
dicotylédones jeunes, absorbé par le feuillageest rhcines des plantes, et rapidement
transporté au niveau des méristémes. Il agit gabition de 'acétolactate synthase (ALS), ce
qui conduit a un arrét de la division cellulairedetla croissance de la plante (Tomlin, 1994).
La dose maximale d’application de cet herbicidechamp est de 60 g m.a’het il montre
une bonne action sélective dans les cultures de (Raimalas et al., 2012; Zhang et al.,
2013).

Le nicosulfuron est appliqué sous forme formuléesddiverses préparations en solution, sous
forme de granulés ou d’huiles, seul (Mila§ret prés de 40 autres préparations similaires,
nicosulfuron 40 g.I* ; Nisshin Premiurfi, nicosulfuron 60 g.t* ; Innovaté, nicosulfuron 240
g.L?: Accent 75 WG, nicosulfuron 750 g.K§ ou associé & dautres produits
phytopharmaceutiques (Elurfiismésotrione 75 g:t et nicosulfuron 25 gt ; Cursus Du8,
nicosulfuron 300 g.K§ et rimsulfuron 150 g.K§; Principaf, nicosulfuron 429 g.Kg et
rimsulfuron 107g.kg).

4.4.2 - Comportement et devenir dans I’environnemen

4.4.2.1 - Caractéristiques physico-chimiques et pessus de rétention
Le nicosulfuron a une solubilité dans I'eau impotéa croissante en fonction du pH : 250
mg.L*apH5; 7,59 apH6,5 et 76,4 gta pH 9 (données Agritox & 20°C). Son pKa de
4,6 a 25°C et ses faibles valeurs de sorption (aarl988) indiquent que le nicosulfuron est

une molécule plutdét mobile dans les sols et doaideiment biodisponible.



60

- Chapitre 1 : Synthése Bibliographique -

4.4.2.2 - Processus de dégradation

4.4.2.2.1 - Dégradation abiotique

Les données de I'Union Européenne ne renseigneat queant au

nicosulfuron face aux phénomenes d’hydrolyse ephligolyse. L'étude de Ter Halle et al.

(2010) attribue une DT50 de photolyse du nicosatiupur et formulé,

comportement du

sur des surfaces de

cire mimant la surface foliaire, respectivemenbdle: 11 jours et de 32,3 £ 2,5 jours.

4.4.2.2.2 - Dégradation biotique

Les études sur la dissipation du nicosulfuron feat de temps de demi-vie trés court dans

I'environnement, compris entre 3 et 13,5 jours (#sgim Poppell et al.,, 2002; Wu et al.,
2010).
Xy 410u
ﬁ /Hr\]m\ OCHs
Ilg(\\IJ
/ C ”3 Nicosulfuron o “‘ \
346u 0CHs 258u O\ 181u 303u
O\ R \(“\4 0 HN__HN
AN N N—H NN X fae=N=C ./
,\/k ? 0CHs "/ hg \\'/: \ﬁ \[[ Y >
[1:C &J (I‘(wn N ) 0 ' 0
r:l 2 (.};3 OCH, OCH3

2-[1-(4,6-dimethoxypyrimidin-2-yl) 2-(N-carbamoylsulfamoyl)-N,N-
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'

idi

4, 6- dimethoxypyr -1-(methylimi

(E)-N-[(4,6-dimethoxypy rlmldm 2 \I)urbamml]

'
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Figure 16 - Proposition de de biodégradation duosidfuron par une souche fongique isolée de

boues activéesT@laromyces flavukZM1). D’aprés Song et al. (2013).
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Plusieurs souches, bactériennes et fongiques, mettda capacité d’utiliser le nicosulfuron
comme seule source de carbone, azote et nutrinfiéatsy et al., 2012; Song et al., 2013;
Yang et al., 2008)Talaromyces flavukZM1, une souche fongique isolée de boues actjvées
dégrade totalement le nicosulfuron en moins de WBsjqpH 6,1 ; 29°C ; 100 mgide
nicosulfuron). Les auteurs soutiennent l'idée gatecsouche peut utiliser le nicosulfuron
comme seule source azotée, car les métabolitestppat leur analyse sont tous issus de
clivages dans des liaisons —N (Figurg. 16

4.4.2.3 - Impact sur les écosystémes
Des tests de toxicité vitro sur micro-algues indiquent des effets modérés dasaifuron
(inhibition principalement sur le groupe des Diaém®) comparativement a la molécule qu'il

remplace : I'atrazine (Leboulanger et al., 2001liéeet al., 2005).

Le nicosulfuron pur, appliqué a 1, 5 et 10 foisltsse agronomique recommandée, sur un sol
type Chernozem, ne modifie pas la balance des cymtméochimiques (Radivojévet al.,
2012). Seules quelques modifications transitoiceg ebservées directement aprées traitement
pour les doses 5 et 10 (diminution de la DHA etcddbone microbien ; augmentation de

I'activité respiratoire).

Des dosages dans des plants de mais traités adaetmmmandée en nicosulfuron indiquent
gue cet herbicide a un temps de demi-vie dansalet pdés court (< 1 jour), et les quantités de
résidus retrouvées suggerent qu'il peut étre étilie fagcon sdre pour I'alimentation (Wu et
al., 2010).

SCHEMA RECAPITULATIF DE LA SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

La double page qui suit est une figure récapitatieprenant les principaux points
importants de la synthése bibliographique permeti@agpréhender au mieux les effets des
phytosanitaires sur les communautés microbienndg énctionnement de I'écosystéeme

(Figure 17). Le code couleur utilisé permet de sdegudans les différents sous-chapitres.
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Législation / Réglementation / Epandage de MELANGES

Evolution des pratiques agriculturales de pesticides

¢ Surface de traitement

Phototrophes
U S :

Caractéristiques des pesticides | Caractéristiques du sol
(famille de molécule, quantité, adjuvants, pams (fractions minérales et organiques, pH, =&
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Communautés microbiennes
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Cycles biogéochimiques
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Choix de molécules afin de réaliser une
expérimentation sur un MELANGE d’herbicides

54’0
7
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Figure 17 — Schéma de synthése reprenant les polets du travail bibliographique
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QUESTIONNNEMENT DECOULANT DE CETTE SYNTHESE

La tres faible quantité d’informations disponiblgagt aux effets de I'usage des pesticides en
meélange motive la réalisation de ces travaux dsetled ceci pour deux raisons principales :
les pratiques d’utilisation de mélanges sont des @o plus répandues et la persistance de

certaines molécules dans le sol font qu’elles seueent en présence d’autres molécules.

Les études menées jusqu’alors concernant les effstpesticides sur les microorganismes du
sol, étaient souvent limitées en termes de lieredatstructure génétique, I'abondance et les
meétabolismes réalisés par les communautés micragsemous avons donc décidé de mener
nos travaux en prenant en compte ces différentsctsspge savoir le suivi de communautés
microbiennes dans leur globalité (bactériennes atgifues) et spécifiques d'intérét
(impliquées dans le cycle de l'azote et phototrgphen terme de diversité, d’abondance et
d’activités, dans le cadre d'utilisation de mélamgealistes de pesticides. Puisqu’il existe un
nombre extrémement important de parametres a esrcompte dans ce type d’études,
nous avons préalablement réalisé une approchequtdgp Chapitre 2), pour nous permettre
de définir les expérimentations a réaliser poutecebuvelle étude d'impacts des mélanges
d’herbicides.

Nous avons ainsi retenu les formulations commercieé de trois herbicides: le S-
métolachlore (Dual Gold Safeneuf), la mésotrione (Callist§) et le nicosulfuron
(Milagro®), employées & la dose agronomique recommandée epplguées en

microcosmes suivant un planning agricultural, sur m sol de Limagne, afin de :

— Suivre les cinétiques de dissipation des moléaldes le sol, identifier de potentiels effets
« mélanges » sur leur devenir et déterminer laeddegla pression de pollution

— Analyser la toxicité des molécules seules et edamg@ pour mettre en évidence

d’éventuels effets synergiques ou antagonistesniéscules

— Analyser les effets induits par les herbicidesies et en mélange, sur les communautés
microbiennes que ce soit au niveau de leurs biogsas$e leurs fonctions ou de leurs

structures

- Cibler des communautés spécifiques pouvant étnsildes et statuer sur l'effet des

mélanges herbicides
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CHAPITRE 2 : ETUDE PROSPECTIVE

L’étude prospective a été initiée durant mon Magtet conclue durant les premiers mois de

ce travail de these.

Les résultats antérieurement acquis au laborataivs ont conduits a porter notre intérét sur

la mésotrione associée au S-métolachlore.

Ces deux herbicides, aux cibles d’action difféerensont effectivement utilisés en mélanges

sur les cultures de maigf{ Sous-Chapitre 1.4).
Différents points clés ont été abordés au coursette étude :

- La maitrise des expérimentations en microcosmiggl@ 18), permettant un contréle de

nombreux parametres au laboratoire (humidité, ggelgnuit, température).

— L'utilisation des formulations commerciales (Syng€) de la mésotrione et du S-

métolachlore, respectivement le Callf$&t le Dual Gol.
- L’emploi des formulations seule ou en mélange dé dissocier les effets observés.

- ’expérimentation a 1X et 10X les doses agronomsgrecommandeées par le fournisseur,

représentant des conditions réelles d’épandage.

Figure 18 - Photographie du disposi
expérimental de type microcosme, util
lors de Ilétude prospective. (Photograp

personnelle).

Cette étude prospective a fait I'objet d’une pudtiicn dans la revukSRN Ecology, en 2012.
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In order to reduce the amounts of pesticides used, and thereby their associated risks, new generations of less environmentally
dangerous molecules with lower weight are currently being used in the mixtures sprayed on crops. Few studies have been made,
however, to analyse their impact on the soil, and more particularly on the microorganisms living in the soil which maintain the
essential functions of this ecosystem. By taking a microcosmic approach, we were able to assess the impact of the maize herbicides
“cocktail” Mesotrione and S-metolachlor on global soil microbial activity, biomass, and structures, by using the formulated
compounds, respectively, Callisto and Dual Gold (both registered brands of Syngenta). Gur results highlighted a synergetic effect
in “cocktail” microcosms resulting in an increase in the Mesotrione herbicide dissipation time and in an impact on the microbial
community at onefold field rate equally to more than a single herbicide used at tenfold field rate.

1. Introduction

For several decades herbicides have been used in spray
form to reduce unwanted vegetation in crops. However,
the main indirect casualty of these pesticides, following
their spraving, is the soil, and, more particularly, the
microorganisms it contains which are essential to
maintain the functions of the soil ecosystem [1, 2]. So
nowadays, European laws are converging to reduce the
amounts of pesticides (Directive Cadre sur 'Eau 2000/60/
CE,  http:/fwww.eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ
.doturi=CELEX:32000L0060:fr:html.  Directive Cadre sur
les pesticides 91/414/CEE, http://www.eur-lex.eurapa.eu/
LexUriServ/LexUriServ.do?uri=CELEX:31991L0414:fr:html.
Plan Ecophyto 2018, http://www.agriculture. gouv.fr/
ECOPHYT(O-2018/) used, and, in doing so, reduce their
associated risks. The lack of controls in pesticides targets has
caused the revaluation of many first-generation molecules
and their replacement with new generations of molecules
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with lower weight, which, therefore, are less dangerous to
the environment [3]. To ensure the efficiency of these new
pesticides, the trend is to multiply the molecules used for the
same crop in combinations called “cocktails” Unfortunately,
comparing to data on single pesticides (e.g., [1]), there are
few studies concerned with the impact of these “cocktails” on
the environment, particularly regarding their indirect impact
on soil microbial communities. Some studies [4, 5], however,
showed that when two herbicides were used simultaneously,
their persistence in the soil was generally prolonged, and the
environmental contamination potential increased. Among
others [5, 6], Tejada showed an increased toxic effect of
“cocktails” on biclogical microbial activity. In order to better
understand the impact of pesticides, it is essential that the
potential synergetic effects of combined herbicide mixtures
on soil microbial communities are investigated further.

In this context, to replace the herbicide Atrazine, which
was banned in 2003 [7], the triketone herbicide Mesotrione



(2-[4-(methylsulfonyl)-2-nitrobenzoyl] -1,3-cyclohexanedi-
one) is often used in combination with the chloroacetanilide
herbicide S-metolachlor (2-chloro-N-{2-ethyl-6-methyl-
phenyl}-N-[{18)-2-methoxy-1-methylethyl] acetamide) on
maize crops.

Mesotrione is a chemical derivative of a natural phyto-
toxin produced by Callistemon citrinus [3] which inhibits
a critical enzyme, p-hydroxy-phenylpyruvate dioxygenase
(HPPD), in carotenoid biosynthesis [8]. It was recently
shown that it could have some impact on soil microbial
communities when used alone [9] and that some of these
metabolites could be more toxic than the parent molecule
[10].

S-metolachlor is classified as an inhibitor of very long
chain fatty acid (VLCFA) formation (HRAC (2007), http://
www.hracglobal.com/). It interferes with normal cell devel-
opment and inhibits both cell division and cell enlargement
[8]. The choice of S-metolachlor among the other herbicides
sprayed together with Mesotrione, was made mainly because
of its known difficult biodegradation [8] and because of its
targets, which differ from those of Mesotrione.

Although we may know the impact of such pesticides
when they are applied alone [1], it is necessary to study
the “cocktails”™ used on fields to evaluate the real impact of
pesticides on soil microbial communities. No studies were
found in the literature which made reference to the effects of
the combined application of Mesotrione+S-metolachlor on
soil microorganisms. The objective of this paper, therefore,
was to study the effect of the combination of these two
molecules on soil microbial communities and ecological
processes through the use of two herbicides commonly used
for maize crops, being the formulated compounds Callisto
and Dual Gold.

We assessed the impacts of the herbicide “cocktail” on
global soil microbial activity, biomass, and structures. We
also focused on the eftect of the “cocktail” on potentially
sensitive communities, such as phototrophic microorgan-
ismms and those involved in the nitrogen cycle. Our work was
carried out using these herbicides at onefold field-rate, being
the normal conditions of spraying, and at a tenfold field-
rate, to replicate the higher pressure of pollution encountered
sometimes in the first millimetres of soil after spraving.
To conduct this study we privileged a microcosm approach
as a reliable substitute for field research into the effects of
pesticides on soil ecasystems [11].

2. Materials and Methods

2.1. Experimental Design. Topsoil (0-5 cm) was collected in
January 2010 from a fallow chernozem soil (determined
using standard protocols of Arras Soil Analysis Laboratory,
INRA, France; and according to FAO classification) located
in the Limagne plain near Clermont-Ferrand (France). The
soil was then sieved (mesh size 2 mm) and preincubated
under experimental conditions for two weeks, in large
polyvinyl chloride (PVC) tanks.

The effects of Mesotrione and S-metolachlor herbicides
on soil microbial communities when applied alone or in a
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“cocktail,” were studied using two different doses: onefold
field rate: 1 XFR and tenfold field rate: 10 xFR of formulated
Mesotrione (0,45 mg-kg‘lsoildry weight (dw) Of active ingredi-
ent (a.i.) for 1 XFR and 4,5mg-kg ! soilgy (a.i) for 10 xFR
of Callisto, 100 g-L~! Mesotrione, Syngenta Crop Protection)
and formulated S-metolachlor (5,4mg-kg™! soilg, (a.i) for
1 xFR and 54mg-kg ! soilg, (ai) for 10 xXFR of Dual
Gold, 915 g-L.~! S-metolachlor, Syngenta Crop Protection).
The formulated herbicides were diluted in distilled water, and
soil pH was measured after herbicide application to ensure a
nonoccurrence of pH effects.

Each treatment (C1 and C10 for Callisto applied at 1 xFR
and 10 XFR, respectively; DG1 and DG10 for Dual Geld
applied at 1 XFR and 10 xFR, resp., M1 (C1 + DG1) and
M10 (C10 + DG10) for the Callisto/Dual Gold Mix applied
at 1 XFR and 10 xFR, resp.) was carried out on different
soil subsarmples in separate PVC tanks, by spraying and then
mixing in the herbicides with a small rake. The control soil
(T) was spraved with distilled water only. Each soil sub-
sample was divided into 20 microcosms (190 g of soil in PYC
cylinders, height = 8 cm, diameter = 10 ¢m), leading to a total
of 140 microcosms. Soil water content was adjusted to 35%
of maximum water holding capacity (WHC), making it com-
parable to field moisture, and was monitored throughout the
experiment by weighing the soil of each microcosm every
week. The microcosms were covered with porous plastic film
allowing air exchange while limiting soil dehydration and
incubated in an experiment room with a day/night cycle
(14:10) at 20°C + 2°C for 93 days. Five randomly chosen
microcosms from each treatment set were sacrificed on days
2, 8, 42, and 93. For each microcosm, microbial biomass,
microbial respiration, N-NQ3;~ and N-NH" {except at day
93], and photosynthetic pigments were obtained from fresh
soil aliquots. The remaining soils were stored at —20°C for
DNA analysis, herbicide quantification, enzymatic activity
analysis, and carbohydrate and protein measurements.

2.2. Herbicide Dissipation. At the beginning of the experi-
ment, soil samples were checked for the absence of Mesotri-
one, S-metolachlor, and other pesticides (multiresidues117
scan, LDA 26 Laboratory). In order to check the amount of
herbicide initially spread on the soil and track its dissipation,
Mesotrione and S-metolachlor concentrations were moni-
tored for each treatment for three out of five replicate micro-
cosms on every sacrificing day. Mesotrione was extracted
and concentrations were quantified, as described by Crouzet
et al. [9]. S-metolachlor was extracted by adding 10 mL of
MeOH/H» O (4/1) onto 5 g of fresh soil, and stirring for 24 h
using an orbital shaker at 50 rpm and at room temperature.
Herbicide concentration of soil liquid extracts was quantified
by high-performance liquid chromatography (HPLC) on an
Agilent Series 1100 chromatograph {Courtaboeuf, France)
equipped with a reverse-phase column {C18 Zorbax Eclipse
column, 150mm X 4.6mm, 5pm) at 22-C and a diode
array detector set at A = 254nm for Mesotrione and A =
220 nm for S-Metolachlor. The mobile phase was composed
of acetonitrile (A) and aqueous HsPOy (0.01% v/v, pH=12.9)
(B) at a flow rate of 1 mL-min~!. Gradient: 05 min: 5% A;
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Tasie 1: PCR primers and amplification programs used in this study.

Taget genesand  pop. S (53" U PCR/amplificati Ref
- p— primers equences ses amplification program eferences

5 min. at 95°C, followed by 30
Bacterial-165 96812 AACGCGAAGAACCTTAC DGGE 163 b cycles of (1 min. at 95°C, 1 min. [21]
rDNA 1401r CGGTGTGTACAAGGCCC P at 58°C, 1 min. at 72°C); a fmal

extension step for 7 min. at 72°C

15min. at 95°C, followed by 35
Fungal -5,85 ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG DCGE 280600 b cycles of (30 sec. at 95°C, 45 sec. [22]
rDNA/ITS ITs2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC - P atsse C,30sec. at 72°C); a final

extension step for 7 min. at 72°C

*For DGGE, a GC clamp (5 -CGC CCG CCG CGC GCG GG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G-3') was attached to 5 end.

5-30min: 5-70% A (linear); 30-32min 70-95% A; 32—
33 min: 95-5% A: 33-36 min: 5% A.

2.3. Soil Chemical Analysis. Physicochemical characteristics
of Limagne soil have already been described in a previous
study [9] and checked in this study for any evolutions since
the last analyses.

Evolutions of carbohydrates and proteins in soil samples
were followed, according to Dubois et al. [12] and Lowry
et al. [13], respectively, to estimate the availability of
the principal organic compounds which ensure microbial
development. Results were read spectrophotometrically on a
SFM 25 (Kontron Instruments).

Measurements of ammonium {(NH,") and nitrate
(NO;™) concentrations were performed within hours fol-
lowing the sampling. For NHy", 2g of soil were mixed
with 10mL of 1M KCl and stirred for 1h at 250 rpm
at room temperature. For NO3;~, 10g of soil were mixed
with 50mlL of deionized water at 40°C and stirred for
1h at 250rpm at room temperature. After centrifugation
at 4000 xg during 10 min, supernatants were filtered on a
cellulose filter (Whatman 42). NH," measurements were
performed spectrophotometrically on a SFM 25 (Kontron
Instruments), directly after filtration, following the Berthelot
reaction method [14]. NO3;~ measurements were performed
by ionic chromatography [15]. Samples were run in a
Waters 501 HPLC pump (Millipore) at 0.5mL-min 1 and
conductivity was followed by a Waters 431 detecting device
(Millipore). Data was recorded and analysed by TotalChrom
Navigator software { PerkinElmer).

2.4, Estimated Scil Microbial Activity and Biomasses. The
estimated activity of soil microbial communities was quan-
tified using the substrate-induced respiration (SIR) method.
SIR was measured according to Crouzet et al. [9] with
6mg glucoseg ! soil as performed by Lin and Brookes
[16], using a gas chromatograph (Agilent 3000 ¢GC, Agilent
Technology). SIR results were not converted into biomass
values [17] and used as a proxy of the activity level of the
heterotrophic active microbial communities.

The total soil microbial biomass was quantified using
the fumigation/extraction method described by Vance

et al. [18] with slight modifications. Briefly, 10 g of fresh
soil was fumigated in a bell jar vacuum system containing
250 mL of CHCIs stabilized with 0.6% EtOH at 37°C during
24 h. The total carbon (TC) extraction from fumigated and
nonfumigated soil samples was performed by adding 40 mlL.
of 30 mM K>S0y and stirring for 40 min at 250 rpm at room
temperature. After centrifugation at 4000 xg during 10 min,
supernatants were filtered on 1.2 pm glass microfiber filters
{GF/C Whatman). Analyses of TC and inorganic carbon
{IC) were performed on a total organic carbon analyzer
TOC-5050A (Shimadzu). Each sample was run a minimum
of 6 times to get correct values (P value < 0.05). Indirect
micrabial biomass was obtained by using Lin and Brookes
general formula: Bc = 2,22 X Ec (with Be, the microbial
C. and Ec the K;50,-extracted C. in fumigated soil less the
K804 -extracted C. in nonfumigated soil) [16].

The photosynthetic microbial biomass was quantified
by photosynthetic pigment extraction and measurement
(chlorophyll a, active chlorophyll @, and carotenoids). Pig-
ments were extracted within hours following the sampling,
according to Tsuwjimura et al. [19]. The concentrations
of pigments were measured spectrophotometrically from
absorbance readings (480, 630, 645, 663, and 750 nm) on
a CE 2021-2000 series {(CECIL Instruments) using the
equation described by SCOR-UNESCO Working Group 17
[20].

2.5. Soil Microbial Structures

2.5.1. Bacterial Genetic Structure by PCR-DGGE. Bacterial
community structure from each microcosm was investigated
on genomic DNA extracted and purified from 1g of
soil using the Ultra Clean Soil DNA isolation kit extrac-
tlon (MoBio Laboratories) according to the manufacturer’s
instructions for maximum vields. The quality of DNA
extractions was checked on NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific). The amplification was run with the primers 968f-
GCand 1401r (Table 1) targeting the V6—V8 regions of bac-
terial 165 rDNA [21]. The PCR reaction (50 #L) contained 1
*PCR buffer (Bioline), 2.5mM MgCl, (Bioline), 200 gM of
each dNTP (Promega), 0.3 4M of each primer, 500 ng-pL1
of bovine serum albumin {BSA, Sigma}, 1.5 units of BIOTAQ



DNA polymerase (Bioline), and 40 ng of soil DNA extract.
The samples were amplified in M] Research thermocycler
(PTC-200). PCR products were checked by 0.8% (wt/v)
agarose gel electrophoresis, stained with ethidium bromide,
and quantified with the DNA quantitation Kit {Sigma) using
a Kontron spectrofluorometer (Kontron Instruments) at
wavelength of 360 nm (excitation) and 460 nm (emission).
500 ng of each bacterial PCR product was loaded into 7.5%
polyacrylamide (w/v) denaturing gels with linear gradients
of 50-60% (100% denaturant contains 7 M urea and 40%
formamide) and run in 1X TAE buffer at a temperature of
60°Cat 80V for21 h on a TTGEK-2401-220 (CBS Scientific).

2.5.2. Fungal Genetic Structure by PCR DGGE. Fungal
community structure was investigated on genomic DNA
extracted and purified from a pool of 7.5g of soil from
the five randomly chosen microcosms for each treatment
with PowerMax Soil DNA isolation kit extraction (MoBio
Laboratories) according to the manufacturer’s instructions
for maximum vyields. Quality of DNA extractions was
checked on NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). The
amplification was run with the primers ITS5-GC and ITS2
(Table 1) targeting the I'TS and 5.85 rDNA region [22]. The
PCR reaction (50 yL) contained 1 xPCR buffer (Qiagen),
2.5mM MgCly (Qiagen), 200p4M of each ANTP (Promega),
0,3 uM of each primer, 500 ng-uL~! of bovine serum albumin
(BSA, Sigma), 1.25 units of HotStart Taq DNA polymerase
(Qiagen), and 40ng of soil DNA extract. The samples
were amplified in UnoCycler thermocycler (VWR). PCR
products were checked as for bacteria. 500 ng of each fungal
PCR product was loaded into 7.5% polyacrylamide {w/v)
denaturing gels with linear gradients of 25-50% {100%
denaturant contains 7 M urea and 40% formamide) and run
in 1X TAE buffer at a temperature of 59°Cat 70 V for 16h on
the same apparatus as for the bacterial PCR products.

After electrophoresis, the DGGE gels were stained in 1X
TAE buffer containing 1/20000 dilution of Gel Star (Lonza,
Rockland, ME-USA) and digitized using a BioSpectrumAC
Imaging System (UVP).

2.6. Statistical Analyses. All soil microbial measurements
were calculated on the basis of oven-dried soil weight and
expressed as the mean values (+=SEM) of five replicates
per treatment and per date, except for bacterial DGGE
results, where only three replicates were analysed, and for
fungal DGGE results. Statistical procedures were carried
out using PAST software [23]. Normality distribution and
homogeneity of variances were checked for all data. One-way
ANOVA was used to test treatment effects on the microbial
activities and biomasses, for a given date after herbicide
application. Differences between individual means were then
compared using Tukey’s honest significant difference (HSD)
post hoc test. Significance was set at P < 0.05. Gel analyses
were performed using Gel Comparll software (Applied
Maths, Kortrijk, Belgium). According to Fromin et al. [24],
total band intensity for each lane was normalized among
lanes and each DNA band was considered in the analysis
if its relative intensity accounted for more than 0.5% of
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Freure 1: Dissipation of Mesotrione (in black) and $-metolachlor
(in grey) {(in percentage compared to the initial input) applied at
1 %FR (triangle) and 10 %<FR (square), alone (empty figure) or
in “cocktail” (full figure} in the Limagne soil microcosms, during
the 93 days of the experiment. Significant differences between
dissipation of molecules applied alone and in “cocktail” (labelled
by  for 0.0l < P =< 0.05) were observed using one-way ANOVA
analyses.

total lane intensity. Data obtained was compared to control
results for each sampling date, using the Student’s ¢-test
for two samples. Based on band position and band relative
intensity analysis, the diversity of the microbial communities
was analysed by the richness (R) estimated as the number
of bands, the Shannon-Weaver index (H) according to the
following equation: H* = — > Pi{In Pi) [25], where Pi is the
ratio between specific band intensity and total intensity of all
bands in a lane sample.

3. Results

3.1. Herbicide Dissipation. Soil herbicide concentrations just
after contamination were very similar to the expected values
for all treatments {data not shown). Herbicide dissipation
was strongly dependent on application rates. At the same
field rate, soil dissipation kinetics of S-metolachlor were
similar between microcosms containing Dual Gold applied
alone or in a “cocktail” (Figure 1), with a DTs of =28
days at 1 xFR and =85 days at 10 xFR. Cumulative
losses at day 93 represented around 89% and 53% of the
initial S-metolachlor input for 1 xFR- and 10 xFR-treated
soils, respectively. At day 42, microcosms containing Callisto
showed Mesotrione concentration at 1 xXFR to be under the
detection limit of the device used for the analyses, in both
application methods. For the Callisto at 10 X FR, Mesotrione
concentrations at days 42 and 93 were statistically lower
in microcosms where herbicides had been applied alone.
Cumulative losses at day 93 represented around 97.5% and
80% of the initial Mesotrione 10 XFR input for single
application and “cocktail” treated soils, respectively. The
“cocktail” increased the DTsy of Mesotrione (DTsy of =40
days in “cocktail” against ~28 days in alone application).

3.2, Effects on Edaphic Parawmeters. Among the initial physic-
ochemical soil characteristics, organic matter (OM) con-
centration was at 29.9g-kg™! with a pH value of 6.5
(supplementary data 1).
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NH,* concentrations increased during the first 42 days
of experimentation (Figure 2). Two days after the treatment,
NH4* concentrations were statistically higher in C10 micro-
cosms, compared to T, M1, and M10. The results evolved at
day 8 and 42, with statistically higher concentrations of NH,*
in DG10, M1, and M10 microcosms, compared to T and C1.

Whatever the treatment or the sampling date, no effect
was observed on NOs;~ (average values ranged from 62.3
to 107.8 ug-g7.) and proteins concentrations (average values
ranged from 0.67 to 1.33mg-gzl) in microcosms (data not
shown).

Carbohydrate concentrations stayed quite similar, what-
ever the treatment and the sampling date (ranging from 2.18
to 2.62 mg-g;1), except at day 8 where statistical increases of
glucose equivalent in DGL0, M1, and M 10 microcosms were
observed, compared to control microcosms (Figure 3).

3.3. Effects on Microbial Biomasses and Activity. A statistical
decrease of microbial carbon was observed between day 2
(values ranged from 385 to 449 ug-g;l) and day 93 (values
ranged from 319 to 384 yrg-g, 1) (supplementary data 2). At
each sampling date, the total soil microbial carbon value
showed no statistical differences between treatments.

The general pattern observed for the SIR experiment
was a global increase in CO» of 0.015% per hour for all
microcosms. No difference was observed between control
and treatments, whichever day was considered (data not
shown).

The photosynthetic microbial biomass, assessed by
measuring photosynthetic pigments, showed no statisti-
cal difference between treatments until the 42nd day of
experimentation, where total chlorophyll, active chloro-
phyll a, and carotenoid concentrations displayed similar
patterns of responses for the different treatments. At day
93 (Figure 4), whereas chlorophyll 4 concentrations in T
and Cl microcosms were statistically higher than other
treatments, carotenoid concentrations in T microcosms were
only statistically higher than the DG10 and M10 microcosiis.
Active chlorophyll a was monitored to give an estimation
of active biomass of autotrophic communities and showed
statistically less active chlorophyll a in C10, M1, and M10
microcosms compared to T. Moreover, in C1 microcosms,
active chlorophyll a4 was always higher than other treatments
whereas carotenoid was different to DG1, DG10, M1, and
M10 microcosms.

3.4. Effects on Microbial Commumnity Structures. The diversity
of the results obtained from DGGE gels showed a large
band number, with 24 to 53 for bacterial gels and from
34 to 48 for fungal gels. Community structures showed a
complex diversity with major bands commonly found in all
microcosms and a lot of minor bands. Some communities,
therefore, seemed to be stimulated by the presence of
herbicides in microcosms with one or both herbicides
(supplementary data 3).

At day 2, the bacterial diversity results (Table 2) showed
that richness in C10 microcosms was much higher than
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Freure 2: Ammonium (NH,") content (ug-g5.1), depending on soil
treatments: control (T}, Callisto 1 %FR (C1) and 10 x<FR (C10},
Dual Gold 1 xFR (DG1) and 10 x<FR (DG10), and Callisto/Dual
Gold Mix 1 xFR (M1) and 10 <FR {(M10}, and sampling dates. No
data was obtained for day 93 (ND). Different letters above the bars
(mean + standard deviation; n = 5) show treatments significantly
different for a given sampling date using one-way ANOVA followed
by the Tiikey post hoc test (P < 0.05).
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Frure 3: Carbohydrate content (glucose equivalent, (ug-g7l),
depending on soil treatments: control (T}, Callisto 1 %FR (C1)
and 10 xFR (C10), Dual Gold 1 xFR (DG1) and 10 xFR (DG10),
and Callisto/Dual Gold Mix 1 xFR (M1} and 10 %FR (M10), and
sampling dates. Different letters above the bars (mean + standard
deviation; n = 5) show treatments significantly different for a given
sampling date using one-way ANOVA followed by the Tiikey post
hoc test (P < 0.05).

control (T). At the same day, however, the Shannon-
Weaver index (H') showed a decrease of overall diversity
in C1 microcosms and an increase in C10, DG10, and M1
microcosms. The only differences observed at days & and
42 were a decrease of DG1 band numbers. At day 93, C10
and M1 microcosms presented poor richness compared to T
microcosms, and in M1 and M10 microcosims the diversity
indicator (H") was statistically lower.
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Tasie 2: Richness (N) and the Shannon-Weaver (H') index, estimated from DGGE fingerprints of bacterial 165 rDNA and fungal rDNA
(I'TS) genes, respectively. Comparisons were made between control and treatments for a given sampling date. Bacterial results were reported

as means ( =5EM) (n = 3).

Day 2 Day 8§ Day 42 Day 93
Soil treatments N e N H N H' N H'
Estimated by analysis of bacterial DGGE fingerprints
T 32,7+ 1,8 2,99 +0,05 38,7+ 1,8 3,24+0,12 47,7x£3,1 3,58x0,10 383x1,6 3,41=0,04
Cl1 3,b7+ 1,8 2. 77:5:0,05% 35322 3,21=x0,06 47,3+4,4 3,60+0,13 34,0+2,0 3,31 +0,07
Cl10 43,0 2,0 3,30+ 0,09* 33,3+x2,4 317+0,06 42,0+4,0 3,55x0,07 34,0+1,3 3,33x£0,04
DG1 34,0+ 1,3 3,02+0,03 33,0+ 1,3* 3,11+0,07 380+2,0¢ 3,37x0,05 350=x13 3,35+ 0,04
DGlo 36,3+0,4 3,240,037 30,3x4,2 2,93x0,17 41,3x1,8 3,42x0,05 32,3x3,6 3,14=£0,14
M1 33,3+£0,9 3,19 £ 0,03* 33,0+3,7 3,02x0,01 42,7x4,9 347+0,11 350x0,0° 3,28+0,02"
M10 31,0+ 0,0 3,11 +0,07 32,7+3,6 2,96+0,19 48,0=+3,3 3,51+0,09 350+1,3 3,31 +0,02"
Estimated by analysis of fungal DGGE fingerprints
T 48 5,55 40 3,29 47 3,54 35 3,27
Cl 47 3,49 42 3,41 39 3,39 38 3,46
C10 47 3,42 39 3,33 38 3,34 40 3,51
DG1 47 3,45 35 3,16 42 3,45 36 3,39
DG10 45 3,34 45 3,33 39 3.4 37 3,41
M1 48 3,56 43 3,25 40 338 34 3,26
M10 48 3,48 38 3,06 41 3,44 37 3,33

Means followed by *are significantly different (P < 0.05), and ** highly significantly different (P < 0.01) from control (T) for a given sampling date using the

Student’s f-test for two samples.
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Freure 4: Pigment concentrations (g g5+) at day 93, depending on
soil treatments: control {T), Callisto 1 *FR {(C1) and 10 xFR (C10),
Dual Gold 1 xFR (DG1) and 10 xFR (DG10), and Callisto/Dual
Gold Mix 1 xFR (M1) and 10 xFR (M10). Different letters above
the bars (mean + standard deviation; # = 5) show treatments
significantly different for a given sampling date using one-way
ANOVA followed by the Titkey post hoc test (P < 0.05).

A global decrease of richness in fungal communities was
observed between day 2 and day 93 (P < 0.05), but there was
no change in the H” index.

4, Discussion

This study focused on analysing the unknown effects on soil
microbial diversity and activities of a “cocktail” of herbicides

used for maize crops. As far as we know, it is the first study
using the Mesotrione+S-metolachlor mixture, despite the
fact that these molecules are recommended in many pesticide
applications to centrol undesirable vegetation. The effects
recorded may have resulted from the combined impact of
herbicides, adjuvants, and degradation products.

4.1. Herbicides Fate in Soil. Despite the fact that nonwa-
ter extractable residues have not been quantified in this
study, the known Koc values of both herbicides led us to
consider that there was little possibility of such formations
occurring [26, 27 ] (Agritox, http://www.dive.afssa.fr/agritox/
index.php/). Furthermore, as Mesotrione and S-metolachlor
have little sensitivity to photodegradation [28] (Agritox,
http:/fwww.dive.afssa.fr/agritoxfindex.php/), we can con-
clude that biodegradation could explain their decreasing
concentration in soil microcosms (Figure 1). Moreover, the
35% of maximum WHC represented optimal conditions for
microbial growth and allowed a good distribution of her-
bicides in the soil for biodegradation. Mesotrione decrease
was faster than S-metolachlor decrease, which complies with
Crouzet et al. [9] D'Tsp results for Mesotrione, and Ma et al.
[29] for S-metolachlor. Mesotrione dissipation was longer
when associated with S-metolachlor and its adjuvants at
10 xFR. This observation has already been noted by other
authors who have demonstrated that the combined use of
herbicides in a “cocktail” [4, 5], or the association of her-
bicides and fungicides [30], could increase their persistence
in soil. We can subsequently conclude that the S-metolachlor
and/or additive compounds (adjuvants) contained in Dual
Gold, which were certainly different from those in Callisto,
could act on Mesotrione availability by medifving solubility
or sorption parameters [31] and/or impact microorganisims
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potentially capable of Mesotrione degradation, resulting in
herbicide persistence in the soil. Additional compounds,
however, may be responsible for the effects observed in
the “cocktail” microcosms: for example, alcohol ethoxylates
(AEOs) and alkylamine ethoxylates (ANEOs) pesticide adju-
vants have demonstrated their toxicity on small eukaryotes
and bacteria [32] even at low concentrations.

4.2. How do Microbial Communities Respond to Herbicide
Applications? Herbicides were originally designed for their
effects on plants. They are, however, potentially capable of
directly or indirectly altering soil microbial communities
which include organisms sensitive to the parent molecule
and/or degradation products [1, 33]. In this study, the
pollution pressure, in terms of active ingredients, was found
to remain until the end of the experiment for all the treated
microcostms, except for C1 (Figure 1).

When applied alone and at the recommended field rate,
Callisto (C1) showed no statistical differences compared
to the control microcosms, except for a small decrease
in bacterial diversity assessed using the Shannon-Weaver
index (Table 2). These results are close to those observed by
Crouzet et al. [9], who concluded that this herbicide when
applied at the recommended field rate, had a nonsignificant
impact on soil microbial communities. The soil used in
our microcosms was different to that used by Crouzet et
al. in terms of percentage of sand and silt and pH values
(supplementary data 1). The increase of the porosity (37%
of sand against 23% in 2007) could have modified the
retention properties of molecules in the soil by increasing
the Mesotrione access to microorganisms, thereby ensuring
faster degradation and short-term impacts. The results
obtained for Dual Gold treatment (DG1) with the same
application dose, showed a higher impact on microbial
communities, with a decrease of bacterial richness at davs
8 and 42, and a decrease of chlorophyll @ concentrations at
day 93. We can conclude, therefore, that these herbicides,
when applied at the recommended field rate, acted differently
on microbial communities and produced nondesired effects.
Dual Gold impacted microbial communities longer than
Callisto, hawever, at the end of the experimentation, C1 and
DG1 {except for chlorophyll a concentration) were similar to
T microcosms.

According to the SIR results, microbial communities
were equally active in control and treated microcosms
throughout the whole experiment. The SIR results showed
the same pattern as the one observed in the Zabaloy et
al. study [34] for 2,4-D and metsulfuron-methyl at 10
FR, but differed from others [9, 35], where pesticide sup-
plementation increased the respiration activity. Currently,
no general pattern of microbial responses can be inferred
regarding pesticide identity, doses applied, exposure time,
soil type, or other environmental factors [36-38]. Moreover,
the total microbial biomass and protein concentrations
showed no statistical differences between treatments during
the experimentation at any given sampling date.

The absence of effects in SIR, microbial carbon, and
protein measurements could be explained by the hypoth-

esis submitted by Wardle and Parkinson [39], whereby a
microbial community under the effects of herbicides was
presumably in a considerable state of flux, with susceptible
microbes being killed and others, thereby, having a readily
available source of carbon.

With reference to the results concerning carbohydrates
{Figure 3), herbicides in “cocktail” microcosms (M1 and
M10) at day 8 could produce such an effect by killing
microorganisms, such as bacteria and fungi, which would
result in a decrease of bacterial richness and diversity
(Table 2) and an increase in sugar concentrations. Moreover,
increases of labile substrates and organic matter could be
used by the resistant population (supplementary data 3)
and influence the nitrogen cycle, which would explain the
increase in ammonium found in “cocktail” microcosms at
days 8 and 42. Similar results were cbserved with C10
treatments as early as day 2, where a short-term effect on
bacterial communities had been noticed, with increases in
some populations (Table 2) and ammonium concentrations
{Figure 2). This could not be considered, however, as a
general effect of pesticides, as underlined by Lo in his review
[1], where pesticides produced both increases and decreases
in nitrogen activities.

Another explanation for this increase in ammonium
concentration could be an inhibition of the nitrification
process resulting in a reduced use of ammonium by micro-
bial communities. Notwithstanding the above, herbicide
treatments did not modify the amounts of nitrates. This
leads us to consider the possibility of small effects made
by ammonium shifts, not recorded by our analyses, given
the high values of nitrate measured, equivalent to 107 to
10% superior than ammonium concentrations. Additional
data would be necessarv, however, to link this increase in
ammonium to a specific community. Although it was not
one of the objectives of this study, it would be prudent to
use specific primers to target those microbial communities
involved in the nitrogen cycle to provide data to confirm this
hypothesis [40, 41].

At the end of the experimentation, bacterial structure
results (Table 2) showed a decrease in microbial diversity
for “cocktail” microcosms. This is not linked to microbial
abundance results and might be masked by the global effects
on microbial communities [39]. It underlined, however, a
long-term synergetic effect of the application of “cocktails.”

Another impact is clearly recorded (Figure 4) on the
same day, being the colonization of the surface of “cocktails”
and C10 microcosms by phototrophic communities. The
impact of Callisto on photosynthetic pigments, particularly
on the HPPD enzyme, in some phototrophic microbial
communities, inhibited the colonization of such communi-
ties throughout the experimentation period. The “cocktail”
affects total and active chlorophyll @ in ideal growth con-
ditions [19], primarily because of the duality of the targets
covered by the two herbicides for phototrophic communities.

These results underlined the fact that a simple “cocktail”
at 1 xFR can impact the microbial community as much as
a single molecule used at 10 xFR. Furthermore, “cocktail”



results are closer to those obtained for 10 xFR Dual Gold
applications (DG10) than to 10 xFR Callisto applications
(C10).

5. Conclusion

The results cbtained in this study clearly showed that when
applied alone at the recommended field rate doses, the
herbicides Callisto and Dual Gold exert only few consistent
minor effects on scil microbial communities. The study
confirmed, however, that a “cocktail” of such herbicides
applied at 1 xFR, has an effect on microbial communities
also confirmed at 10 xFR.

The results of this study show the deleterious effect of
even low quantities of herbicide “cocktails” on soil microbial
communities and must be used with caution despite the
supposedly low dangerousness of these new molecules for the
environment. Knowing that pesticide “cocktails” of herbi-
cides, fungicides, insecticides, and many other molecules are
the current trend in agricultural practices, it is essential that
we investigate more precisely their impact with more sen-
sitive methodologies and approaches, and focus on specific
microbial communities which ensure key functional steps in
biogeochemical cycles. Functional communities involved in
N-cycling provide good microbial ecology models to study
the role of size and structure of microbial communities
on corresponding process rates and ecosystem functions
[40, 42]. Moreover, phototrophic communities could be used
as bioindicator of pesticide “cocktails” stresses. Any further
studies should not underestimate the number of pesticides
which can be applied in combinations or “cacktails,” and
must focus on specific parameters and specific microbial
communities to obtain an overall understanding of their
potential impact.
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Supplementary data 1.Physicochemical properties of the Limagne basih (sbiernozem
soil according to FAO classification), determinedhgsstandard protocols of the Arras Soil
Analysis Laboratory (INRA, France).

Year sand silt clay CEC pH OM° C ord Ntot  Ratio
%) (%) (%) (cmol.kg?) (0kg") (gkg) (gkg) CIN
2010 37 27 36 24.5 6.5 29.9 17.3 1.56 11.1

a Cation Exchange Capacity.
b Organic matter.
¢ Organic carbon.

d Total nitrogen

Supplementary data 2.Carbon from soil microbial biomass (udag), according to Lin and
Brookes formula, depending on soil treatments: robiiT), Callisto® 1xFR (C1) and 10xFR
(C10), Dual Gold® 1xFR (DG1) and 10xFR (DG10), ®&allisto®/Dual Gold® Mix 1xFR
(M1) and 10xFR (M10) and sampling dates.
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Supplementary data 3. DGGE gels of (a) bacterial communities (n=3) at&ys after
treatment: control (T), Dual Gold® 10xFR (DG10), a@dllisto®/Dual Gold® Mix 1xFR
(M1) and 10xFR (M10), and (b) fungal communities4@t and 93 days after treatment:
control (T), Callisto® 1xFR (C1) and 10xFR (C10ud Gold® 1xFR (DG1) and 10xFR
(DG10), and Callisto®/Dual Gold® Mix 1xFR (M1) ad@xFR (M10).
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CHAPITRE 3 : MISE EN EUVRE EXPERIMENTALE

L’état de l'art concernant les effets des mélandes pesticides sur les communautés
microbiennes étant loin d’étre exhaustif, nous avmase notre mise en ceuvre experimentale
sur ce qui est actuellement réalisé dans les étddssiques d’écotoxicologie incluant les
relations pesticide/sol. Les résultats de notre eetptbspective mettent en avant qu’un
mélange d’herbicides formulé, a 1 fois la dose agmigue recommandée, peut avoir des
effets sur les communautés microbiennes du solgsueneurs en nutriments (carbohydrates
et ammonium), la diversité des communautés baoté&ge et 'abondance des communautés
phototrophes. De plus, il semble essentiel de coatiles études sur les fonctions clés et les
meétabolismes sensibles du sol (tel que le cyclkadete et les communautés phototrophes),
sans mésestimer le nombre de molécules pouvana@tejuées simultanément. Ainsi, nous
avons décidé de travailler en adéquation avec ceieres conclusions, en utilisant un
mélange encore plus complexe dans le nombre decoie$(et donc plus réaliste), a la dose
agronomique recommandée. De plus, nous avons déaitirgir notre investigation (en
termes d’analyses) afin de caractériser les imp&emntuels au niveau structurel et
fonctionnel, sur les communautés microbiennes mogles dans le cycle de l'azote et les

phototrophes.

Table 1 — Détail des caractéristiques pédologigeesphysico-chimiques principales du sol de

Limagne de cette étude.

Capacité _ .
d'éch Matiere Carbone Azote Ratio
. .. d'echange
% sable % limon % argile J organique organique total  Carbone/
cationique . . .
L (gkg) (9.kg") (9.kg™") Azote
(cmol*.kg™)
8,5 328 587 346 549 318 259 122

Concernant le dispositif expérimental, notre cHaixde poursuivre cette étude de nouveau en
microcosmes compte tenu des avantages qu’ils appqEf sous-chapitre 1.3.3). En date du
9 Juin 2011, du sol provenant du site atelier dougement d’Intérét Scientifique (GIS)

« Eau et agriculture en Limagne » a été préleve dé réaliser les expérimentations. La
parcelle choisie n'avait pas recu de traitementigide depuis la derniére saison culturale. Le

prélevement a été effectué sur I'horizon de surf@&0 cm). Les caractéristiques du sol,
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déterminées par les protocoles standardisés dualaire INRA d’Analyses des Sols d’Arras,

sont décrites table 1. L’analyse compléte est digp@enAnnexe 1, page 1/3

Suivant la classification de la FAO, ces caracti@ugs classent ce sol dans la catégorie des
sols a «tendance vertic » (vertisol). Des analysesmplémentaires (communication
personnelle d’Edith Dumas, doctorante a I'InstdatChimie de Clermont-Ferrand) indiquent
la présence de quantité importante de carbonataldeim qui tamponne le pH de ces sols a
8,3 et une forte teneur en argile gonflante de typatmorillonite, qui explique leur capacité

a retenir fortement I'eau.

Afin de connaitre les résidus de pesticides présdanhs le sol, nous avons également fait
réaliser I'analyse « SOL-1852 Herbicides » par &bdratoire INRA d’Analyses des Sols
d’Arras. Elle révéle la présence de résidus d’aea£2930 ng.kd) et de ses métabolites
déchlorés, le diethylatrazine (555 ng'ket le di-isopropyl-atrazine (225 ng:Kg Un dernier
membre de la famille des « triazines » est préaeplus de 100 ng.Kg la simazine (108
ng.kg'). D’autres substances ont également été détedtédes valeurs inférieures a 100

ng.kg* (Annexe 1, pages 2/3 et 3/3

L’atrazine et la simazine sont interdites en Fradepuis 2003. Cependant, les analyses
révelent leur présence ainsi que celle de leursalmoétes secondaires, 8 ans apres leur
interdiction. Les molécules herbicides utiliséesagaette étude (S-métolachlore, bénoxacor,
mésotrione et nicosulfuron), n'ont quant a elles pté détectés par nos propres mesures
(méthode décrit€hapitre 5).

SOUS-CHAPITRE 3.1 : MISE EN PLACE DES MICROCOSMES

1.1 - Choix des molécules

Le choix des molécules herbicides s’est fait suiy@nsieurs critéres, afin de se rapprocher
aux plus de conditions réelles d’épandage. Le mepasse par I'étude des recommandations
des fournisseurs de produits phytosanitaires dadégislation afin de choisir un mélange
plausible de molécules, pouvant répondre a desssd€s agriculturales. Toutes ces
réflexions sont détaillées en introduction du SGhspitre 1.4. Le second a été de discuter

des différents mélanges potentiels, sur un forunicelg'' avec plusieurs membres du site

M http://www.agri-convivial.com/
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(principalement des agriculteurs), pour savoir esichoix des molécules et les temps a
respecter entre chaque traitement correspondaiedésarealitées d’épandage. Le choix
d’appliquer tout d’abord le S-métolachlore puigriasotrione et le nicosulfuron a été validé
par les différents membres. Le seul point qui diffiégérement des pratiques agriculturales
par rapport a notre choix d'utiliser les formulatsocommerciales de chaque ingrédient actif
séparément (Dual Gold Safen@usour le S-métolachlore, CalliStqpour la mésotrione et
Milagro® pour le nicosulfuron), est que les utilisateurspdeduits phytosanitaires auraient
privilégié I'emploi d’'une formulation commercialegroupant les deux herbicides de post-
levée (type Elumi§ mélange de mésotrione et de nicosulfuron), pesraliestions évidentes
de codt et de commodité d’utilisation. Cependaatbut de notre étude étant également de
dissocier d’éventuels effets individuels des molésibrmulées, nous avons choisi d'utiliser
uniguement des formulations ne comprenant qu’'un Betbicide en qualité de molécule

active (Figure 19).

o) Dual

Safeneur

DAR : Délai Avant Récolte
ZNT : Zone Non Traitée
DRE : Délai de Ré-Entrée sur la parcelle

£ Ccallisto

« Composition : mésotrione 100 g/l
« Formulation : SC Suspension concentrée

« Classement : Xi-imritant, N-Dangereux
pour 'environnement.

= Phrases de risque : R36, R50/53

« DAR :
mais grains et mais fourrage = 60 jours
mais doux = 42 jours

« ZNT :5 métres

« DRE : 24 heures

@ Milagro’

» Composition : nicosulfuron 40 g/l.

« Formulation : SC suspension
concentrée de type huileux.

» Classement : Xi-Iritant,
N-Dangereux pour I'environnement.

» Phrases de risque : R38, R50/53
* DAR : non fixé.

« ZNT : organismes aquatiques :
5 métres (Mais).

* DRE : 24 heures.

R36 : Irritant pour les yeux / R38 : Irritant pour la peau / R43 : Peut entrainer une sensibilisation par contact avec la peau
R50/53 : Trés toxique pour les organismes aquatiques, peut entrainer des effets néfastes a long terme pour |'environnement aquatique

Figure 19 — Détail des différentes formulations coenciales employées dans cette étude (adapté

des données Syngenta).

1.2 - Test de chimie de surface

Compte tenu de la quantité prévue de microcosméalider pour cette expérimentation (310)
et dans un souci d’optimisation de la place nédesgeegissant également le contrdle de
’'homogénéité des facteurs abiotiques), nous adécsdé de modifier les microcosmes par
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rapport a ceux de I'étude prospective (Figure N&Jus nous sommes orientés vers un choix

de microcosmes rectangulaires (Figurg 20

Figure 20 — Microcosme rectangulaire en polystyrénistal de
dimensions 90x60x50 mm (LxPxH)

Notre choix de travailler avec ces boites rectamiges en
polystyrene cristal (PS) permet de répartir notegrice sur
une colonne de sol de 50 mm, tout en ayant assez de

matériel pour réaliser nos expeérimentations. Avadet

confirmer le choix du PS comme matériau a utilpsaur les

microcosmes, nous avons Vérifié I'absence d’int@yas entre les molécules herbicides et la

chimie de surface du PS.

Nous sommes partis sur la base d’'une solution bitides a une fois la dose agronomique
recommandée, utilisable pour traiter 1 kg de sal &n se basant sur les quantités de
molécules déterminées lors de la réalisation deerégtide prospectiveE{. Chapitre 2), nous
avons préparé 100 mL d'une solution mélange de DBald Safenelt Callistd® et
Milagro®, contenant au final 0,45 mg de mésotrione, 5,4m&-métolachlore et 0,17 mg de
nicosulfuron. Cette solution a été mise dans unrauasme PS, puis conservée a une

température de 20°C, au noir, pendant trois sersaine

Trois prélevements, un initial permettant de coetr@es concentrations des molécules
apportées par le mélange, puis deux autres, ape®tutrois semaines, nous ont permis de
contrdler d’éventuels phénoménes de sorption ddéamles sur les parois du microcosme.
Les concentrations en herbicides restant inchandd@@st toute la durée de ce pré-test, nous

avons validé le choix de ces boites en PS poudalésation de nos microcosmes.

1.3 - Traitement du sol

1.3.1 — Préparation et acclimatation

Le sol prélevé a été tamisé a 5 mm au laboratdire dihomogénéiser sa structure
(suppression de particules type cailloux, débrigeta@ux, supérieurs a 5 mm), tout en gardant
une certaine hétérogénéité. Le sol a ensuite &gosie dans un bac (1500x500 mm) en

polyvinyl chloride (PVC). Un contréle de la capé&cite rétention en eau, la « Water Holding
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Capacity » (WHC), a été effectué, permettant ailigjuster cette derniere a 50% pour la

totalité du bac.

Le sol ainsi préparé a été réparti dans 310 mismes PS a raison de 140 g de sol humide
par microcosme, puis disposés dans une enceini®@enm de hauteur, recouverte de film
plastique poreux, permettant les échanges gazeeas kair extérieur, tout en limitant la
déshydratation. Une période de deux semaines diztetion a été respectée, avec un

contrdle de 'humidité et un réajustement hebdormadkes microcosmes a 50% de WHC.

1.3.2 — Epandage des herbicides

Les microcosmes ont été soumis aux différentes dtations commerciales d’herbicides
choisies, a une fois la dose agronomique recomneaetdémployées seules ou en meélanges

(de 2 ou 3 formulations).

Application n°1 [Application n°2
Dual Gold Call.lsto @
Saf O |ouMilagro @
ateneur oules2 O@
0 120
Contréle
Callisto
< Milagro
Conntlc Callisto + Milagro
—of [ 1 l l [
02 8 28 56 91 120
Dual Gold Safeneur
\ Dual Gold Safeneur + Callisto
@ < Dual Gold Safeneur + Milagro
DT e Dual Gold Safeneur + Callisto + Milagro
Safeneur

Figure 21 — Planning d’application des formulatioemmerciales herbicides, distinction des huit

conditions de traitement (0, 1, 2 et 3 moléculesjies temps de prélevement.

Dans I'objectif de respecter un planning agrictud’épandage, a savoir que le Dual Gold

Safeneu? est employé préférentiellement en pré-émergenceais, alors que le Callistet
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le Milagro® sont employés préférentiellement en post-émergéuasais (stade 2-4 feuilles),
nous avons distingué 2 périodes d’application debibides (Figure 21) afin de reproduire

cette pollution séquentielle.

A lissue de la période de deux semaines d’acchiti@t, la moitié des microcosmes a été
traitée au Dual Gold Safenéurlors de I'application n°1. Ce premier traitemetéfinit le
premier temps d’expérimentation (jour 0). Une seeoagplication (application n°2), des
formulations Callist8 et Milagrd® a été effectuée au jour 14, afin de disposer de

microcosmes traités par aucune, 1, 2, ou 3 formamaicommerciales (Figure 21).

Contrairement a I'étude prospective, I'applicataes formulations commerciales n’a pas été
effectuée en meélangeant ces dernieres avec lensn§ par traitement de surface. Ces
applications ont été réalisées a l'aide d'aérogeaphoutils permettant de reproduire
I'épandage aérien par rampe de traitement équipdaudes, employé en agriculture (Figure

22).

Figure 22 - Aérographe type T&?0 (buse d
0,3 mm de diametre et réservoir gravit:
d'une capacité de 7 cc, Fraulein 3°8) uti

pour cette étude.

Les calculs pour déterminer la quantité de fornmtatommerciale a épandre sur chaque
microcosme ont été effectués en se basant sur deditis maximales, applicables a I'hectare,
pour chaque formulation. Ce choix permet de seesitians la limite haute rencontrée pour
I'application de chaque molécule, tout en étantaenord avec les limites fixées par la
|égislation. La réalité environnementale veut ge® duantités appliquées lors de mélanges
soient réduites par rapport a ces limites, cependi@s varieront d’'un sol a l'autre, en
fonction de la richesse du sol en matiére organejuges néecessités de traitement (type et
guantité d'adventices a traiterAinsi nous définissons dans ces travaux la dose
agronomique recommandée, comme la dose maximale gjaication de chaque
formulation commerciale, autorisée par la Iégislatin. Les doses maximales par hectare et

les équivalents en quantités d’ingrédient actif sidaritsTable 2
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Table 2 — Quantités maximales d’ingrédient actib@égues par hectare.

Formulation Ingrédient  i.a. par litre Dose maximale i.a. par
commerciale (f.c.) actif (i.a.) de f.c. (9) (L/ha) hectare (Q)
S-métolachlore 915 1921.5
Dual Gold Safenefr 2,1
benoxacor 45 94.5
Callisto® mésotrione 100 1,5 150
Milagro® nicosulfuron 40 1,5 60

La table 2 renseigne sur la quantité d’herbicidggliquer pour 1 hectare. Les microcosmes
ayant une surface de 5400 mm?, les calculs suivaeitsiettent d’établir les quantités a

utiliser par microcosme :

— Dual Gold Safenelir 2,1 L pour 1 hectare, soit 1,134 pL pour 1 miossoe. Cette
guantité représente I'équivalent de 1,038 mg deé®lachlore et 51 pg de benoxacor.

— Callistd®: 1,5 L pour 1 hectare, soit 0,81 pL pour 1 micsmme. Cette quantité représente

I'équivalent de 81 pg de mésotrione.

— Milagro®: 1,5 L pour 1 hectare, soit 0,81 pL pour 1 micsne. Cette quantité représente

I'équivalent de 32,4 pg de nicosulfuron.

Lors de I'épandage, des solutions ai™a@es différentes formulations commerciales ont été
réalisées pour plus de commodité dans les prélawsngsoit 11,34 uL pour le Dual Gold

Safeneu? et 8,1 L le Callistd et le Milagr®). Les herbicides ont été dilués dans la quantité
d’eau nécessaire pour ajuster chaque microcosmé&ade WHC et épandus par écoulement

total du volume a I'aide d’aérographes.

L’expérimentation a été réalisée durant 120 jouecdes constantes suivantes : température a
20°C £ 2°C, cycle jour/nuit (14/10), WHC a 50%. Lm=levements ont été effectués a 0, 2,
8, 14, 16, 22, 28, 56, 91 et 120 jours, avec pdaquae condition un « sacrifice » de 5

microcosmes, prélevés de fagon aléatoire, polarialy/ses (Figure 21).
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SOUS-CHAPITRE 3.2 : PARAMETRES SUIVIS ET PRESENTATION DES
RESULTATS

Les chapitres de [Rartie Il sont illustrés par |&igure 23.

o Dual A Callisto  ©Milagro

¥

Chapitre 4 : Etude toxicologique de la réponse
. de 'organisme modéle Vibrio fischeri aux
mélanges mélanges d’herbicides

Application ala dose
agronomique, seul ou en

Dispositif expérimental de type microcosme
Suivi temporel sur 120 jours

Chapitre 5: Devenir des mélanges herbicides et impacts sur les communautés microbiennes
du sol de Limagne

Chapitre 6 Etude des effets des mélanges d’herbicides sur les communautés phototrophes de
deux sols

Figure 23 — Présentation des chapitres de la PHrtmuivant les stratégies expérimentales suivies.

L'un des objectifs de cette thése était d’analylsetoxicité des molécules seules et en
mélange pour mettre en évidence d’éventuels eféstsergiques ou antagonistes des
molécules. Le&Chapitre 4, présente donc une étude de toxicologie des mekeberbicides et

de leurs formulations commerciales par une appraheéype bioessais sur un organisme

modele : la bactéri¥ibrio fisheri (Microtox®).

Les Chapitres 5 et 6 concernent I'approche microcosmes. Chapitre 5 s'intéresse aux
effets sur les communautés microbiennes du sol ideadgne, de mélanges d’herbicides
formulés, appliqués a la dose agronomique et suivanplanning agricultural réaliste. Les
différentes mesures décrivent a la fois le deveesg molécules et les changements en termes
de biomasse (technique de fumigation-extractioniesu’'une extraction en solution et d’'un
dosage en analyseur TOC (Total Organic Carbon)tolg suivi d’'une comparaison
d’échantillons fumigés et non-fumigés) ou d’abond@a(mPCR), de structure (technique de

PCR-DGGE) et d'activités des communautés bactéemnfongiques et celles impliquées
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dans le cycle biogéochimique de I'azote. L’'abon@aties communautés impliquées dans les
processus de nitrificatioranoA— AOA et AOB) et de dénitrificationn{rK et nirS) a été
estimée par suivi des genes en PCR quantitatiaetikité respiratoire potentielle a été suivie
par la technique de SIR (Substrate Induced Regpijat_es activités hydrolytiques de ffa
D-glucosidasefGLU; EC: 3.2.1.21), de N-acétglglucosaminidase (NAG; EC: 3.2.1.30) et
de l'uréase (URE; EC: 3.5.1.5) ont été suiviesrpéthodes colorimétriques en microplaques.
L’activité de nitrification potentielle (NEA) a ét@esurée suivant la norme standardisée 1SO
15685: 2004.

Ces travaux de thése s’inscrivent dans un projeREL (ECosphere COntinentale et
COtiére), initiative structurante coordonnée paCNHRS (Centre National de la Recherche
Scientifique) et 'INSU (Institut National des Soes de I'Univers). A travers la thématique
ECODYN (Ecotoxicologie, Ecodynamique des contamisiadu programme EC2CO, jai
participé au projeDevenir et impacts d'un « cocktail » d’herbicides gr des groupes
fonctionnels  microbiens: élaboration de bioindicadurs de  perturbation
(DevimCocMic). L'un des points clefs de ce projet réside darslaparaison des effets des
molécules sur les communautés microbiennes dedlitf® sols (en termes de caractéristiques

physicochimiques et donc de propiétés de trandésrimoléculesCf Sous-chapitre 1.2.

C’est pourquoi, leChapitre 6 qui s'intéresse aux effets des mélanges d’hertscale les
communautés phototrophes de surface ne se fogalseniquement sur les résultats du sol
de Limagne. Début 2013, nous avons initié les travaur un deuxieme sol (luvisol en
provenance de Versailles) en réalisant exactememntmiémes expérimentations que celle
décrites précédemment pour le sol de Limagne. L'dance des communautés phototrophes
a été estimée par extraction pigmentaire et dopagdiPLC, suivie d’'une identification et
d’'une gquantification des pigments majoritaires. dbapitre présente donc une comparaison

des effets obtenus entre les deux sols.
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CHAPITRE 4 : ETUDE TOXICOLOGIQUE DE LA REPONSE DE
L’'ORGANISME MODELE VIBRIO FISHERIAUX MELANGES
D’HERBICIDES DE CETTE ETUDE

Disposant au laboratoire d’un dispositif de typecidtox® (Figure 24) nous avons décidé de
mettre en place une expérimentation visant a aiaet la toxicité des herbicides choisis,
mais également des différents mélanges, sur I'osgamimodeéle procaryoMibrio fischeri
Cette approche repose sur la diminution de la bimlastence naturelle débrio fischerien
présence d'agents perturbateurs, permettant airtaldir les valeurs de Concentration
Inhibitrice provoquant x% de diminution de luminesce (CIx). On détermine ainsi
classiquement la g de molécules, concentration provoquant une dinonute 50% de la

luminescence bactérienne.
L’originalité de cette approche repose sur plusigaints :

- La comparaison de toxicité entre les moléculesdibeles pures (S-métolachlore et
bénoxacor, mésotrione et nicosulfuron) et leurantdations commerciales (Dual Gold
Safeneduf, Callistd® et Milagrd”).

- Le mélange des différentes molécules en respelemmatios rencontrés lors de mélanges

pour le traitement des cultures de mais.

- La comparaison des valeurs desgCbbtenues pour les mélanges, avec les modéles
théorigue de prédictions de toxicité : de ConcéiotnaAddition (CA) et d’Independent
Action (IA).

Figure 24 —Microbics M 500 toxicity analyzer utilig
pour la réalisation des tests de toxicité swibrio

fischeridans cette étude (Photographie personnelle).

Ces travaux ont ont fait I'objet d’'une publicatidans la revu€hemosphere en 2013.
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The Microtox™ test, using the prokaryote Vibrio fischeri, was employed to assess the toxicity of the maize
herbicides S-metolachlor, benoxacor, mesotrione and nicosulfuron, and their formulated compounds:
Dual Gold Safeneur®, Callisto® and Milagro®; alone and in mixtures. For each compound we obtained ori-
ginal ICsq values, with consistent higher toxicities for formulated compounds compared to active ingre-
dients alone. Mixtures of the four herbicides, prepared according to application doses encountered in
agriculture, were found to be toxic at a lower concentration than single molecules. Mesotrione and nic-

gimc;ﬁses — osulfuron mixture appeared to be highly toxic to V. fischeri, however, this recommended post-emergence
Microtox® combination for maize crops got its toxicity decreased in formulated compound mixtures, suggesting that

chemical interactions could potentially reduce the toxicity. Data comparisons to theoretical models
showed a good prediction of mixture toxicity by Concentration Addition concept. Results seemed to
exclude any synergistic effects on V. fischeri for the tested herbicide mixtures. Additional work coupling
these bioassay data to ecosystemic level studies (aquatic and soil compartments) and data on additives
and degradation products toxicity, will help to fill the gap in our knowledge of the environmental impact
of these xenobiotics and in the choice of a more sustainable use of pesticides.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Toxicological study
Formulated compounds

1. Introduction

Chemical risk assessment remains one of the major challenges
to answer the problem raised by agriculture and especially inten-
sive production. Herbicides are used in large amounts in agricul-
ture but also in urban and domestic applications, and represent
potential pollutants which need to be investigated. In 2011 in
France, 62700 tons of pesticides were sold, including a major part
of herbicides.” These compounds are now well described, and some
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of them have the capacity to pollute aquatic ecosystems after their
application and also lead to potential non-target effects (DelLorenzo
et al., 2001; Fleeger et al., 2003).

To screen the potential toxicity of xenobiotics in aquatic ecosys-
tems, different biotests have been developed. Among them, Micro-
tox® is an in vitro test system which uses the bioluminescent
bacteria Vibrio fischeri for the detection of pure chemicals, mixtures
or natural samples toxicity (Bond and Martin, 2005). Therefore, sig-
nificant interspecies correlations have been obtained for some clas-
ses of substances, between bacteria test data with V. fischeri and
bioassay data for other organisms (Kaiser, 1998).

In 2003, atrazine (2-chloro-4-ethylamino-6-iso-propylamino-
1,3,5-triazine), was banned due to its high toxicity on numerous
organisms (Graymore et al., 2001) and also its persistence and its
transfer capacities in environment. To replace atrazine, new
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selective herbicides have been developed and applied in mixtures
in maize crops. In France, mesotrione, one of these recent selective
herbicides, is often use in combination with S-metolachlor, benox-
acor and nicosulfuron, to ensure maize crops yields. These mole-
cules belong to different families and differ in their herbicidal
mode of action (Table 1).

S-metolachlor is the active enantiomere of the metolachlor
molecule, banned in 2003 in France. It is one of the best-selling
herbicides for maize crops. It was developed by Ciba-Geigy (met-
olachlor) and marketed under the name Dual Gold® (Syngenta
Agro S.A.S.). However, this first commercial product is not sold, nei-
ther authorized, in France.” S-metolachlor is now use in combina-
tion with a phytoprotector molecule named benoxacor and sold by
Syngenta Agro S.AS. under the marketed product Dual Gold
Safeneur®,

Mesotrione is a selective pre- and post-emergence herbicide,
which controls the growth of most broadleaf and some weed grass
in maize crops. It was developed by Syngenta Agro S.A.S., marketed
under the commercial name Callisto®”. Increased toxicity of the
commercial formulation compared to the single mesotrione mole-
cule has already been found in V. fischeri bioassay (Bonnet et al.,
2008). The metabolite 4-methylsulfonyl-2-nitrobenzoic acid
(MNBA) and the 2-amino-4-methylsulfonyl-benzoic acid (AMBA),
two degradation products of mesotrione, are found with the parent
molecule in soil and water, and AMBA was found to be more toxic
than the parent molecule to V. fischeri (Bonnet et al., 2008). Other
metabolites have been described but no complete pathway for
the total dissipation of mesotrione has been identified so far (Batis-
son et al., 2009; Durand et al., 2010).

Nicosulfuron has been developed by ISK Bioscience Corporation
and is used as a selective post-emergence control herbicide in
maize of annual grass, broad-leaved and perennial weeds. Nicosul-
furon is marketed by Syngenta Agro S.A.S. under the commercial
name Milagro®. Its toxicity has already been evaluated using fresh-
water microalgae (Leboulanger et al., 2001), but so far there is no
toxicity data available on Milagro® toxicity to V. fischeri.

These four herbicides are classified by the GHS hazard state-
ment as very toxic to aquatic life (H400) and very toxic to aquatic
life with long lasting effects (H410) in the environmental hazards
index. Extensive studies on separate compounds and mixture of
such chemicals are a priority, as underlined by the REACH regula-
tion, which addresses production and use of chemicals in the EU
(The REACH baseline study: A tool to monitor the new EU policy
on chemicals — REACH (Registration, Evaluation, Authorisation
and restriction of Chemicals), 2009).

Despite the fact that numerous studies have been done on sep-
arate herbicide compounds in bioassays (Osano et al., 2002), or in
environmental compartments (Lo, 2010), the current trend in agri-
culture is the use of herbicide mixtures, raising therefore the need
to assess their toxicity. S-metolachlor is mainly used as a pre-
emergence herbicide on maize and its action is often completed
by post-emergence herbicides like mesotrione and nicosulfuron.
By choosing these herbicides, we reproduced realistic conditions
in terms of mixture ratios and application rates encountered in
agriculture.

The aim of this study was to consider V. fischeri, used in the
Microtox® test, as a model of a non-target environmental prokary-
ote, (i) to determine the potential toxicity of S-metolachlor, benox-
acor, mesotrione and nicosulfuron, alone and in mixture; (ii) to
determine the toxicity of the commercial herbicidal products Dual
Gold Safeneur®, Callisto® and Milagro® (active ingredient formu-
lated with various additives); and (iii) to measure the toxicity of
a realistic mixture of these formulated compounds on this

3 http://www.e-phy.agriculture.gouv.fr/

Table 1

General data on herbicides used in this study.

References

Commercial formulation

(Syngenta®™)

Mode of action

IUPAC name

Family

Active ingredient

http:/

www plantprotection.org/

Inhibits the very long chain fatty acid (VLCFA) formation, which
interferes with normal cell development and inhibits both cell

division and cell enlargement

(S)-2-Chloro-N-(2-ethyl-6-methyl-
phenyl)-N-(1-methoxypropan-2-

yl)acetamide

Chloroacetanilide

S-metolachlor

herbicides de cette étude -

Dual Gold Safeneur™

hrac/

(915 g L' S-metolachlor;
45 g L' benoxacor)

1993, Abu-

Fuerst et al.,

Qare and Duncan, 2002

Increases the glutathione S-transferase activity in maize crops, in
order to protect the plant from potential injuries caused by S-

metolachlor

(RS)-4-dichloroacetyl-3,4-dihydro-3-

methyl-2H-1,4-benzoxazine

Dichloroacetamide

Benoxacor

2001

Mitchell et al.,

Callisto™ (100 gL~!

mesotrione)

Inhibits a critical enzyme, p-hydroxy-phenylpyruvate dioxygenase

(HPPD), in carotenoid biosynthesis

2-[4-(Methylsulfonyl)-2-

Triketone

Mesotrione

nitrobenzoyl]cyclohexane-1,3-dione
2-[(4,6-dimethoxypyrimidin-2-

yl)carbamoylsulfamoyl]-N,N-

http://www.iskbc.com/

Milagro® (40 gL'
nicosulfuron)

Prevents synthesis of isoleucine, leucine, and valine by inhibition of

acetolactate synthase (ALS), which results in cessation of cell division

and plant growth

Sulfonylurea

Nicosulfuron

dimethylpyridine-3-carboxamide
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Table 2
Syngenta® data of active ingredient and maximum dose applications.
Formulated Active a.i. per liter Maximum  a.i. per
compound (f.c.) ingredient of fc. (g) doses hectare (g)
(a.i.) (Lha™")
Dual Gold Safeneur® S-metolachlor 915 21 1921.5
Benoxacor 45 : 94.5
Callisto™ Mesotrione 100 1.5 150
Milagro® Nicosulfuron 40 1.5 60

microorganism and to compare it to theoretical toxicity models
values, in order to evaluate potential synergistic toxic effects.

2. Materials and methods
2.1. Chemical compounds

S-metolachlor (33859; Pestanal;, purity, 98.4%), benoxacor
(46001; Pestanal; purity, 99.0%), mesotrione (33855; Pestanal;
purity, 99.9%), and nicosulfuron (34210; Pestanal; purity, 99.8%)
were purchased from Fluka Riedel-de-Haén (Buchs, SG, Switzer-
land). The commercial products Dual Gold Safeneur® (concentrated
suspension containing 915 g of S-metolachlor and 45 g of benoxa-
cor per liter), Callisto® (concentrated suspension containing 100 g
of mesotrione per liter) and Milagro® (concentrated suspension
containing 40 g of nicosulfuron per liter) were manufactured by
Syngenta Crop Protection (Table 2). They were obtained from a reg-
ular agricultural supplier.

2.2. Mixtures ratios
Mixtures of formulated compounds were realized according to

Syngenta recommendations for the maximum dose of application
in maize cultures (Table 2). Ratios of active ingredients were kept

Table 3

P. Joly et al. / Chemosphere 93 (2013) 2444-2450

(Table 3) for both active ingredients and formulated compound
mixtures. By doing so, measured ICso values (X mg L™') in Section 3
(see below), correspond to the sum of the relative part of each ac-
tive ingredient contained in the mixture (x;+---+x,mgL ')
Tested concentrations of the active ingredients were prepared by
dilutions of stock solutions, with a final amount in DMSO of less
than 0.5% (v/v), which has no effect on V. fischeri (Bogaerts et al.,
2001). The commercial products were diluted with distilled water.

2.3. Microtox™ assays

The V. fischeri bioluminescence inhibition observed in the pres-
ence of xenobiotic was measured after three exposure times (5, 15,
and 30 min). All the materials for analysis (test reagent, diluents,
osmotic adjusting solution, and reconstitution solution) were sup-
plied by Azur Environmental (Carlsbad, CA, USA). For each com-
pound, four independent experiments were performed according
to the normalized procedure with a Microbics M 500 toxicity ana-
lyzer coupled to a PC using 500 DOS software for Microtox® (AZUR-
Environmental, 1996). The aim of this test was to determine the
median inhibitory concentration (ICsq), which is the concentration
required to induce a 50% decrease in bioluminescence compared
with the untreated bacteria after 5, 15 and 30 min.

2.4. Mixture toxicity models

Well described models of Concentration Addition (CA) and
Independent Action (1A) were used to predict expected toxicity val-
ues of the different mixtures (Berenbaum, 1985).

CA, the model presented as a general solution for mixture tox-
icity analysis, is expressed mathematically as

where n is the number of mixture components, ECx; is the concen-
tration of the ith mixture component that provokes x% effect when

Ratios of each active ingredient (in percentage of total active ingredients) in formulated compounds and related active ingredient mixtures.

S-metolachlor (%)

Benoxacor (%) Mesotrione (%) Nicosulfuron (%)

Dual Gold Safeneur™ 95.31 469

Dual Gold Safeneur® + Callisto® 88.71 4.36 6.93

Dual Gold Safeneur® + Milagro® 92.56 455 2.89

Dual Gold Safeneur® + Callisto™ + Milagro® 86.32 425 6.74 2.69

Callisto® + Milagro®™ 71.43 2857

Table 4
Toxicity values of the different chemicals towards V. fischeri.
Active ingredients Microtox® Formulated compounds
15 min
IC50 (mg L")

Atrazine 196.7 + 28.57
S-metolachlor 178.4+22.8
Benoxacor 933173
S-metolachlor + benoxacor 174.5 +20.1 205+20 Dual Gold Safeneur®
Mesotrione 436+24" 1.1101° Callisto®
Nicosulfuron 167.8+21.8 | 4107 Milagro®
S-metolachlor + benoxacor + mesotrione 157.9+£32.2 10414 Dual Gold Safeneur® + Callisto®
S-metolachlor + benoxacor + nicosulfuron 202.7+203 | 22.1+39 Dual Gold Safeneur® + Milagro®
S-metolachlor + benoxacor + mesotrione + nicosulfuron 119.8+249 | 14137 Dual Gold Safeneur® + Callisto® + Milagro®
Mesotrione + nicosulfuron 61.4+10.6 48+1.2 Callisto® + Milagro®

1Cs0 = Inhibitory Concentration 50%.
2 Bogaerts et al. (2001).
" Bonnet et al. (2008).
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applied singly and ¢; is the concentration of the respective compo-
nent in the mixture. If at a total concentration of the mixture pro-
voking x% effect, the sum of toxic units equals one, concentration
addition holds. For that reason, the sum of toxic units has been fre-
quently used as a measure for comparing the observed toxicity with
the predictions made by concentration addition.

IA, the model based on the assumption that the compounds of a
given mixture act independently in a statistical sense, is expressed
mathematically as

E(cmix) = E(C1 +---+cy) =1~ H[l —E(ci)]

i=1

where E(cuic) denotes the predicted effect (scaled to 0-1) of an n-
compound mixture, cyy is the total concentration in the mixture,
¢; is the concentration of the ith compound, and E(¢;) is the effect
of that concentration if the compound is applied singly. As E(cumix)
values are scaled to 0-1, multiplication by 102 gives direct expected
IC values for the considered mixture concentration (IC scaled to 0-
100).

In this study, for both models, the effect E refers to the biolumi-
nescence inhibition of V. fischeri.

2.5. Statistical analyses

Toxicity comparisons were performed between active ingredi-
ents and related formulated compound mixtures 1Csp, using the
Student’s t-test for two samples. One-way ANOVA analyses fol-
lowed by Tiickey post hoc test, were performed to compare toxicity
values of active ingredients ICsg on one hand, and formulated com-
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pounds ICsp on another hand. All statistical analyses were done
with n =4 (with n = the number of measurements).

E(c;) values for IA model were obtained from logarithmic regres-
sion curves of single compounds toxicity, and used to calculate the
concentration-response relationships.

3. Results

The ICs toxicity values (in mg L' equivalent of active ingredi-
ent) obtained with the active ingredients and the formulated com-
pounds are reported in Table 4. The values of ICso obtained at 5, 15
and 30 min were similar in most cases (13 of 14 tests), thus we
only reported results for 15 min measurements. Significant differ-
ences between active ingredients and related formulated com-
pounds toxicity (P<0.01) were consistently observed, using
Student t-test analyses (Fig. 1).

3.1. Toxicity assessment of active ingredients

The technical grade S-metolachlor, benoxacor, mesotrione and
nicosulfuron showed a non-negligible toxicity compared to atra-
zine molecule (Table 4, ICsqo=196.7 + 28.5 mg L"). IC5o values
were not statistically different for S-metolachlor (1784 %
22.8mgL ') and nicosulfuron (167.8+21.8 mgL '), and signifi-
cantly lower for benoxacor (93.3+7.3mgL ') and mesotrione
(43.6+24mgL™").

Benoxacor did not change the toxicity of S-metolachlor mole-
cule with an ICsy for S-metolachlor + benoxacor (174.5 +20.1
mg L") similar to the toxicity of S-metolachlor alone.
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Fig. 1. IC5 values (mg L' of active ingredients content), for pure compounds (light gray) and formulated compounds (dark gray), used alone or in mixture, Herbicides: S-
metolachlor (S), benoxacor (b), mesotrione (m) and nicosulfuron (n). Significant differences between pure compounds toxicity (labeled by a, b and c letters, P value:

9.164 x 10"?) and formulated compounds toxicity (labeled by 1, 2 and 3 numbers, P value: 6.54 x 10" '") were observed using one-way ANOVA analyses followed by Tiickey

post hoc test.
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Table 5

Predicted toxicity values according to Concentration Addition (CA) and Independant Action (IA) models.

Independant Action (1A)

CA)

Concentration Addition (

Experimental data
ICso (mg L")

Mixture

Expected inhibitory
concentration (1C)*

Expected ICsq

Raw CA values for 1Csq"

values (mg L ')®

Active ingredients

S-meto

171.1£19.7
142.3 £29.0
171.0+17.1

1.02
1.11
1.19
0.84

1.11

174.5+£20.1

achlor + benoxacor

15794322
202.7+20.3

achlor + benoxacor + mesotrione

achlor + benoxacor + nicosulfuron

142.9+£29.7
55.3+9.5

119.8 £249
61.4+106

achlor + benoxacor + mesotriane + nicosulfuron

ne + nicosulfuron

S-meto

S-meto

S-meto

Formulated compounds

Dual Gold Safeneur™ + Callisto™

1C57-741

92#1:2

%13

104 1.4

1Ci49-70]

18.4+3.2
89+23

22.1+39

Dual Gold Safeneur® + Milagro®

ICis3-01)

1.58
3.45

14.1£3.7
48+12

Dual Gold Safeneur® + Callisto™ + Milagro®

Callisto® + Milagro®

ICs0-100]
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? Direct results obtained from CA model calculation.

® Expected results obtained by applying raw CA value coefficient on experimental data.

© Expected results obtained from [A model calculation, including confident interval values.

Mesotrione showed the highest toxicity alone (43.6%
2.4mgL ') and in presence of nicosulfuron, (61.4 £ 10.6 mgL!).

The ICsq evolution (Fig. 1) showed the toxic cumulative effect of
the mixture (applied following Table 3 ratios) of the four active
ingredients (i.e. S+b+m+n), compared to the mixtures S+b
and S+b+n.

3.2. Toxicity assessment of formulated compounds

All of the formulated compounds presented toxicity increased
by 8.5 times for Dual Gold Safeneur®, 39.6 times for Callisto® and
40.9 times for Milagro®, compared to their respective active ingre-
dients (Table 4).

The toxicity of Dual Gold Safeneur® (20.5 + 2.0 mg L ') is equiv-
alent to the toxicity of the Dual Gold Safeneur® + Milagro® mixture
(22.1+3.9mgL '), whereas the mixtures including Callisto® in-
creased significantly the toxicity (10.4+ 1.4mgL ' for Dual Gold
Safeneur” + Callisto® mixture and 14.1 £3.7mg L' for the three
formulated compound mixtures).

Considering Table 3 ratios, Callisto®, the most toxic formulated
compound (1.1 £0.1 mg L") when used alone, shows a decreased
toxicity when combined with Milagro®, with a total ICsy of
4.8 +1.2 mg L. However, this result is non-significant according
to one-way ANOVA analysis.

3.3. Predictability of mixture toxicity

Results of predicted toxicity according to CA and IA models are
presented Table 5.

CA model predicted ICsq values accurately for all mixtures ex-
cepted for Callisto® + Milagro®, where the expected toxicity was
more than 3 times higher than the experimental data
(14+03mgL~'vs. 48+1.2mglL™?).

IA model was used to obtain expected IC values from the con-
centration-response logarithmic regression curves of single com-
pounds, accordingly to Table 3 ratios. Compared to experimental
ICsq values, IA appeared to generally over-estimate the IC of the
mixtures (except for S-metolachlor + benoxacor + mesotri-
one + nicosulfuron mixture, mesotrione + nicosulfuron mixture
and Dual Gold Safeneur® + Milagro® mixture, where IC scaled
respectively from 43 to 65, 44 to 62 and 49 to 70).

4. Discussion

This work presents original data concerning the potential toxic-
ity of S-metolachlor, benoxacor, mesotrione and nicosulfuron, four
herbicides used in maize cultures, towards V. fischeri, a model
organism in ecotoxicology bioassays. To our knowledge, no compa-
rable assessment of toxicity, with realistic field mixtures ratios, has
been done on both active ingredients and formulated compounds
(Deneer, 2000).

To evaluate toxicity of chemicals, it is necessary to assess their
effects on different communities which can play a key role in eco-
system functions, as prokaryotic communities. This underlines the
choice of Microtox® assay, using V. fischeri.

As Microtox® assay cannot take into account interaction be-
tween microorganisms occurring at the community level, toxicity
results presented thereafter will not reflect realistic impact of pol-
lutants in environment. However, Microtox™ assay provides a use-
ful technique for the determination and the comparison of the
potential toxicity of various contaminants as well as for the assess-
ment of toxicity interactions.

We did not neutralized the pH of both active ingredients and
formulated compounds solutions as it has been observed that V.
fischeri bioluminescence occurs between pH 4.5 and 10.5 (Scheerer
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et al., 2006). Moreover, pH lower than 9.7 (as in this study) do not
decrease the bioluminescence of V. fischeri (data not shown).

The commercial products Dual Gold Safeneur®, Callisto®™ and
Milagro® have a higher toxicity compare to their corresponding ac-
tive ingredients. We did not have any detailed information on
additives added in formulated compounds but we can link them
as major actors responsible for the acute toxicity observed. Never-
theless, safety data are now available for Callisto®™ and describe
two alcohol additives in the formulation, the poly(oxy-1,2-etha-
nediyl), alphaisodecyl-omegahydroxy- and the octan-1-ol, present
respectively at 20-30% and 5-10% (w/w). Octan-1-ol ICs is reported
on V. fischeri at 46.2 mg L' (Villa et al., 2012). Its high toxicity asso-
ciated to mesotrione and other adjuvants toxicities could explain the
high ICso value obtained for Callisto™ (1.1+0.1mgL™"', Table 4).
Additives molecules are different among the formulated compounds
and intensive studies should be carried out as soon as their identity
will be revealed.

As a main result of this study, the very low ICs, observed for the
mixture of mesotrione and nicosulfuron raised potential questions
on the use of these two chemicals together as post-emergence her-
bicides, as it is actually recommended. However, this effect seems
to be minimized in the mixture of formulated compounds (Cal-
listo® + Milagro®) with an increase of the mesotrione concentra-
tion responsible for the ICso (1.1+0.1 mgL~' alone, in contrast
with 3.4 + 0.8 mg L' in m + n mixture, for mesotrione active ingre-
dient toxicity part, obtained from Table 3 ratios). This surprising
result of decrease of the mixture toxicity could be due, in that spe-
cific case, to interactions between active ingredients and/or addi-
tives contained in the both formulated compounds (i.e. chelation,
sequestration, etc.). These results lead to potential interactions
hypotheses, which could be interesting to study, in parallel to
other herbicides parameters (i.e. transfer properties, toxicity of
degradation products, impact on soil/water communities, impact
on biochemical cycles etc.), in order to minimize the toxicity of
molecules applied alone by coupling them with other molecules
able to reduce their global toxicity for environment, while taking
in account the agricultural necessities.

Ecotoxicology studies on the impact of herbicides mixtures on
soil system have been done in our research team (Joly et al,
2012) and further analysis using the same mixtures are in progress.

This study underlined the strength of CA model (Table 5) to pre-
dict the mixtures toxicity, despite the fact that the compounds
have different molecular acceptor sites (Table 1) and may act on
different physiological systems within V. fischeri, which suppose
a better prediction by IA model. Nevertheless, both models overes-
timated the Callisto® + Milagro® mixture toxicity (Table 5), which
confirm the usefulness of the experiment to corroborate models
predictions.

However, our study, in accordance with other studies using
these models (Berenbaum, 1985; Altenburger et al., 2000; Faust
et al., 2003; Villa et al., 2012), assumes the fact that CA model
may be considered as a pragmatic and realistically acceptable
worst case, capable to ensure an adequate level of protection. In
so, synergistic effects seemed to be excluded for the tested
mixtures.

To draw a more detailed picture of the impact and fate of these
four herbicides on the environment, it would be necessary to per-
form bioassays similar to the Microtox® test on all newly identified
degradation products. Indeed the high toxicity values presented in
this work could be even higher for V. fischeri with degradation
products, as it has been observed with mesotrione and its metab-
olite AMBA (Bonnet et al., 2008) or with 2-ethyl-6-methylamine,
a metabolite of metolachlor (Osano et al., 2002). Another issue

4 http://www.syngenta-crop.co.uk

could be the use of extracted and purified active ingredients and
degradation products from contaminated soil or slurry, to test
them as a true exposition mixture.

The understanding of the impact of herbicides mixtures, leads
to large studies in term of models, from bioassay to field experi-
ments, by dissociating the molecules responsible for the toxicity
(active ingredients, degradation products and additives), and by
taking in account the application ratios encountered in agriculture
or found in receptor ecosystems. In that way, new automated tools
for in situ aquatic toxicity determination using V. fischeri are cur-
rently developed and can be used on-line to obtain automatic
alerts on abnormal concentrations of toxic compounds (Lopez-Rol-
dan et al., 2012). Further investigations will be necessary and are
still in progress to fill the gap in our knowledge of the environmen-
tal impact of these xenobiotics, in order to help in the choice of a
more reasoned use of pesticides.
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DES BIOESSAIS AUX MICROCOSMES DE SOL : LES APPORTSDES
TESTS DE TOXICITE

Afin d'évaluer la toxicité des produits issus datsgse chimique, il est essentiel d’étudier
leurs effets sur les communautés pouvant jouer @le dans le fonctionnement de
'écosystéme, telles que les communautés procarydieutefois, des tests comme celui du
Microtox® ne sont pas en mesure d'évaluer les interactiamse eles communautés

microbiennes et ne témoignent donc pas de l'impavtironnemental des molécules.
Cependant, le Microtdkapporte un outil utile pour la détermination etctamparaison des

toxicités potentielles de nombreux contaminantsiajuge I'évaluation des interactions de

toxicité entre molécules.

Les résultats de cette étude mettent en avant ditapte toxicité des molécules herbicides
formulées comparativement aux molécules activesrbitides seules, ce qui souligne la part
de toxicité que prennent les adjuvants contenus des formulations commerciales. La
guestion sur la toxicité des adjuvants est cepdnolaverte, du fait que la recette propre a
chaque formulation reste la propriété du fabricaatqui limite les informations a leur égard

(en termes d’identité et de toxicite).

Concernant la toxicité des mélanges, cette étudegial’exclure toute interaction synergique
de toxicité poutV.fisheri lors d’applications simultanées de ces herbiciksmi les deux
modéles mathématiques testés, celui de Concemtratdition (CA) prédit mieux la toxicité
des mélanges malgré le fait que les herbicide&tede aient des cibles d’action différentes,
ce qui suggérait une meilleure prédictibilité par rhodele d’Independent Action (IA).
Toutefois, ces deux modeles ont échoué dans lacficédde la toxicité d’'un des mélanges
(Callistd®+Milagro®), indiquant que les modéles ne se suffisent ascanéme pour apporter

les réponses de toxicité découlant de I'emploi déeoules en mélanges.

Cette étude nous a permis d’apporter les réponsdexicité d’'un organisme « normé » et
couramment employé pour l'autorisation de mise Isumarché de nombreux composés
chimiques. Cette approche présente des limites apgésentativité environnementales
évoquées ci-dessus. L'approche en microcosmes afipéd au chapitre suivant cherche a
combler ces limites afin de s’approcher au plus mtés interactions environnementales et
ainsi permettre d’apporter des réponses qui, enplment de I'approche MicrotSx

permettront d’aider au choix raisonné de I'emplocde molécules herbicides.
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CHAPITRE 5 : DEVENIR DES MELANGES HERBICIDES ET
IMPACTS SUR LES COMMUNAUTES MICROBIENNES DU SOL
DE LIMAGNE

Ce chapitre regroupe la quasi-totalité des résuttatl’étude en microcosmes mise en place et
décrite auChapitre 3. Pour rappel, nous avons retenu trois formulatioosxmerciales
d’herbicides :le S-métolachlore (Dual Gold Safene(f), la mésotrione (Callist§) et le
nicosulfuron (Milagro®), appliquées a la dose agronomique recommandée ssir de
micrococosmes de soFigure 21), en suivant un planning agricultural. Les diffées
analyses permettent de décrire a la fois le devlsmolécules et les changements en termes
de biomasse, de structure et d’activités des comuié@a bactériennes et fongiques, prises
dans leur globalité, mais aussi celles plus spp@s, impliquées dans le cycle

biogéochimique de I'azote.

Figure 25 — Mise en place des microcosmes de
sol, avant la pré-incubation de deux semaines
précédent le début de [I'expérimentation

(Photographie personnelle).

La mise en place de cette étude s’est faite en 20llénsemble des données n’a pour I'heure
pas été totalement recueilli. Toutefois, les dosnébtenues permettent de donner une

premiere conclusion quant a I'effet des mélangeiitides sur le sol de Limagne.
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INTRODUCTION

Pesticides (i.e. herbicides, fungicides, insectgjidegematicides, fumigants...) are organics
and inorganics chemicals, widely spreads over tbddw They are used in agriculture to
improve the yield and the quality of crops, maifdy economic reasons. A large proportion
of any pesticide application reaches the soil whenateracts with organic and mineral
constituents. In this respect, some properties,diehumidity, soil texture, predominant clay
and or organic matter (OM) etc. can influence diyedhe herbicides transfert and
biodisponibility and so effects and degradationnd@eg et al., 2006). A serious concern
about their effects on non-target organisms, swglmeroorganisms, leads many research
teams to get an overview on these compounds. Coenpéeiews, linking soil microbial
communities and single pesticide use, underlinedfdloe that those molecules applied at
recommended field rates could exert only minorrangient effects on the functioning of soil
system (Lo, 2010; Puglisi, 2012). However, the heaton of many first-generation
molecules caused their replacement with new genasbf molecules with lower weight,
which, therefore, are less dangerous to the enviemm. To ensure the efficiency of these new
pesticides, the trend is to multiply the moleculesed for the same crop in mixture

combinations.

This context is well illustrated by the atrazins&aa widely sprayed maize herbicide, banned
in 2003 in Europe due to its high toxicity on nuowes organisms, its persistence properties
and its capacities to be transferred to other extesys (Graymore et al., 2001). To replace
atrazine, maize cultures are now treated, deperafitige weeds encountered, by mixtures of
other herbicide molecules, such as S-metolachlesatnione and nicosulfuron. These three
herbicides have different target of action. S-netblor ((S)-2-Chloro-N-(2-ethyl-6-methyl-
phenyl)-N-(1-methoxypropan-2-yl)acetamide) inhibitte very long chain fatty acid
(VLCFA) formation, which interferes with normal televelopment and inhibits both cell
division and cell enlargement (Tomlin, 1994). Meswte (2-[4-(methylsulfonyl)-2-
nitrobenzoyl]cyclohexane-1,3-dione) inhibits a icat enzyme, p-hydroxy-phenylpyruvate
dioxygenase (HPPD), in carotenoid biosynthesis ¢Mitl et al., 2001). Nicosulfuron (2-
[(4,6-dimethoxypyrimidin-2-yl)carbamoylsulfamoyl];N-dimethylpyridine-3-carboxamide)
prevents synthesis of isoleucine, leucine, andneaby inhibition of acetolactate synthase
(ALS), which results in cessation of cell divisimand plant growth (Tomlin, 1994).

Ecotoxicological studies are now evolving to thesesiderations, leading to carry on studies
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dealing with these mixtures, but also at recommeridgd rates application, knowing that
both factors a rarely taken in account in ecotdeigical studies (Luiz et al., 2013). In a
prospective study, we shown that a mixture of fdated S-metolachlor (Dual Gdl}l and
mesotrione (Callistd) could have as much effect than a single moleosésl at 10-fold the
recommended dose on the bacterial diversity, thetghfophic abundance and the soil
nutrients content (Joly et al., 2012). Knowing tlaek of knowledge on the pesticides
mixtures problematic (both on direct applicationdaon natural mixture formation with
persisting molecules in soils), this overview deddis to go further on the understanding of
realistic mixtures on microbial communities. Thus,the present study, we added another
herbicidal formulation in the mixture (Milag?p containing nicosulfuron) to the previously
studied molecules (formulated S-metolachlor andatnese), we respected the sequential
herbicide applications encountered in agricultymalctices, we applied them at the realistic
field rate doses and we followed a whole set ofapmters in order to assess which
modifications occurred in terms of diversity, abumta and activities of microbial
communities (prokaryotes and fungi). The aims of gtudy were to investigate the fate of
these realistic herbicides mixtures in a Limagngaaoic/clay-rich soil, and their potential
impacts on soil microbial communities. A particuddtention was given to the key microbial
communities involved the nitrogen cycle (N-cyclérifying and denitrifying communities),

which are of major concern regarding the ecosysteervices they ensure.

MATERIAL AND METHODS

EXPERIMENTAL DESIGN

Table 1 - Physicochemical properties of the Limaguod, determined using standard
protocols of the Arras Soil Analysis Laboratory RN, France)

Cationic . .
Organic  Organic Total Carbon/
) exchange .
% sand % silt % clay matter ~ carbon  nitrogen  Nitrogen
capacity . . ., _
o (9-kg") (9-kg") (9-kg") ratio
(cmol™.kg™)

8.5 32.8 58.7 34.6 54.9 31.8 2.59 12.2
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Topsoil (0-10 cm) was collected in June 2011 fromlack soil with unique characteristics,
close to vertisol (clay-rich soil, determined usistgndard protocols of Arras Soil Analysis
Laboratory, INRA, France; and according to FAO sifisation) located in the Limagne plain
near Clermont-Ferrand (45°47°'6” N, 3°11'11" E, AB20 m, Table 1).

The soil was then sieved (mesh size 5 mm) in ael@gyvinyl chloride (PVC) tank, and
adjusted to 50% of its maximal Water Holding Capa¢WHC). Prepared soil was then
separated in crystal polystyrene (CP) microcosm€dlof prepared soil in each CP boxes,
length: 90 mm, width: 60 mm and height: 50 mm),varesly checked for their absence of
interaction with herbicides molecules used in thedg. Microcosms were randomly
regrouped in a unique enclosure of 150 mm heigivei@d with porous plastic film allowing
air exchange while limiting soil dehydration anemcubated for 2 weeks in an experiment
room at 20°C + 2°C, with a day/night cycle (14:8dpsured by an artificial light (Osram-L-36
W/964, 750 lux). The soil water content was adjdsteekly with deionized water thorough
the experiment.

Afterward, herbicides treatments at the recommefigétirates (Table 2) were performed by
spraying herbicides diluted in de-ionized watermicrocosms surface (5400 mm?) using a
TG-470 airbrush (Fraulein 3°8).

Table 2- Herbicide doses for microcosms treatmestoading to Syngenta recommendations

Active _ Microcosm a.i per
Formulated compound _ , Hectare dose of a.i. per _
ingredient dose of f.c. microcosm
(f.c.) . f.c. (L) hectare (Q)
(a.i) (ML) (H9)

Dual Gold Safenedt ~ S-metolachlor 2.1 1921.5 1.134 1038

Callisto® mesotrione 1.5 150 0.81 81

Milagro® nicosulfuron 15 60 0.81 324

In order to respect the reality of treatments, loedes were sprayed following a classic
agricultural schedule: half of the microcosms wieeated with the pre-emergence herbicide
Dual Gold Safeneur® (day 0 of experiment) in atfagplication and 2 weeks later (day 14 of
experiment) treatments with the post-emergenceididds Callisto® and/or Milagro® were
performed in a second application, in order to iobéaset of 8 treatments conditions: Control
microcosms without herbicides (Co), Dual Gold Sefe® treatment (DG), Callisto®
treatment (C), Milagro® treatment (M), Dual Goldf&seur®+Callisto® treatment (DG/C),
Dual Gold Safeneur®+Milagro® treatment (DG/M), Cbb®+Milagro® treatment (C/M)
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and Dual Gold Safeneur®+Callisto®+Milagro® treatmeiDG/C/M). Experiment was
conducted during 120 days and sampling was perfdraredays 0, 2 and 8 (Co and DG
only), 14, 16, 22, 28, 56, 91 and 120 (8 treatmeirisr each sampling date, five randomly
chosen microcosms from each treatment set werdfisadr (n=5). Microbial biomass,
microbial respiration, N-N@ and N-NH" concentrations were obtained from fresh soil
aliquots. DNA analyses, herbicide quantificationzynatic activities analyses, carbohydrate

and protein concentrations measurements were obtaim® -20°C frozen aliquots.

HERBICIDE DISSIPATION

Limagne soil used for this study was checked fer dbsence of S-metolachlor, mesotrione
and nicosulfuron (multiresidues117 scan, LDA 26 dualbory). Herbicides were extracted
from 6 g of fresh soil, by adding 20 mL of MeOH®i (4/1) for S-metolachlor and 20 mL of
H,O for mesotrione and nicosulfuron. Samples wereestifor 24 h using an orbital shaker at
50 rpm and at room temperature. Mesotrione andsnol@ron extracts were concentrated
using 6 cc Oasis® HLB cartridges (Waters® ; cowodiéid with 5 mL MeOH, equilibrated
with 10 mL HO pH 3.6, loaded with 20 mL sample solution, waswi&th 5 mL HO, dried

10 min at 10 in. of Hg, eluted with 5 mL MeOH, ewvagted and reconstituted with 1 mL of
pure HO). Herbicides concentrations of soil liquid extsaavere quantified by high-
performance liquid chromatography (Courtaboeuf,nEed equipped with a reverse-phase
column (C18 Zorbax Eclipse column, 150 mm x 4.6 rbnpm) at 22°C and a diode array
detector set at= 220 nm for S-metolachlor and nicosulfuron, ard254 nm for mesotrione.
The mobile phase was composed of acetonitrile (&) aqueous §PO, (0.01 % viv, pH =
2.9) (B) at a flow rate of 1 mL.mih Gradient: 0-5 min: 5% A; 5-30 min: 5-70% A (limga
30-32 min: 70-95% A; 32-33 min: 95-5% A; 33-36 mi¥s A.

SOIL CHEMICAL ANALYSES

Evolutions of carbohydrates and proteins concaotratin soil samples were followed,
according to Dubois et al. (1956) and Lowry et @951) respectively, to estimate the
availability of the principal organic compounds athiensure microbial development. Results
were read spectrophotometrically on an Ultrospe@Atdersham biosciences).

Ammonium (NH") concentrations measurement was performed asileddny Joly et al.
(2012) and nitrates (N concentrations measurement was performed by using
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Spectroquant N kit (Merks ®), accordingly to the manufacturerissiructions. All these

concentrations are expessed per gram of dry soil.

ESTIMATED SOIL MICROBIAL ACTIVITIES AND BIOMASS

Substrate-induced respiration (SIR) was quantifiedording to Lin and Brookes (1996), to
estimate the global activity of soil microbial comnities. To quantify the total soil microbial
biomass fumigation/extraction method was used, rdaeg the slightly modified method of
Vance et al. (1987), as described in Joly et &123. Soil potential nitrification activity was
assessed according to the ISO standard 15685:3@0dpotential enzymatic activities @f
D-glucosidase AGLU; EC:3.2.1.21), N-acetyB-glucosaminidase (NAG; EC:3.2.1.30) and
urease (URE; EC:3.5.1.5) were performed in 96 waltroplates (Eivazi and Tabatabali,
1988; Kandeler and Gerber, 1988). Briefly, hydretawere measured in triplicates in 4 g soil
samples mixed during 10 min at 250 rpm with 25 ratew. ForBGLU and NAG activities,
soil solutions were incubated respectively withi#aphenyl B-D-glucopyranoside 0.05 M
(Sigma 301.3 g.mof) and 4-N-acetyp-D-glucosaminide 0.01M (Sigma, 342.3 g.ipol
Reaction was stopped with 0.5 M Ca@hd 0.1 M Tris at pH 12. For URE activity, soil
solutions were mixed with 0.4 M urea. lHormed was revealed with ammonium salicylate
and ammonium cyanurate (Hach reagents). After éaetions, each plate was centrifuged 5
min at 2000 g, and absorbance was measured onraptaite reader Genius (SAFAS). The
amounts of p-nitrophenol (PNP) and NHformed were obtained by measuring the

absorbance at= 405 nm and= 610 nm with comparison to calibration curve.

ABUNDANCE OF NITRIFYING AND DENITRIFYING COMMUNITIE S

Soil total genomic DNA extraction and purificatievere obtained from 0.5 g of fresh soil
using the FastDNA® SPIN Kit for Soil (MPBIo) accang to the manufacturer’s instructions
for maximum yields. The quality of DNA extractiongas checked on NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific). Quantitative PCR (qPCRégre performed to quantify the
different genegTable 3), using the MESA GREEN gPCR for SYBR® Asgayrogentec).

All gPCR experiments were performed on MastercyefeRealplex with software version 1.5
(Eppendorf), in non-squirted high profile white tgla cover with cap strips (Eurogentec).
Melting curve analyses (denaturation step by alimecrease from 65°C to 95°C with a rate
of 1.5°C.min") were performed at the end of all qPCR runs toesurthe specificity of
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amplification. Free-DNA water was added instead A extracts as a non-template control.
All gPCR data presented were the means of fivegaddent soil DNA extracts from the five

microcosms sampled for each treatments (n=5), adkd sample was analysed in triplicates.

Table 3 - Primer sets used for gPCR in this study

Ta_lrget.genes and F?CR Sequences (5-3) gPCR amplification References
microbial groups | primers program
AMo196F GGWGTKCCRGGRA | 5 min. at 95°C, followed
AOA — CWGCMAC by f-o cycles of [15 fec',a&t'l'reusch ot
95°C, 45 sec. at 55°C, 3 | 200
archeal amoA AMo2 77 CRATGAAGTCRTA sec. at 72°C], and a al., 5)
HGGRTADCC melting curve
AMOALF GGGGHTTYTACTG | 5 min. at 94°C, followed
AOB — GTGGT by f-o cycles of [30 Eec. %tl\/IcTavish
; 94°C, 60 sec. at 53°C, 6 | 1993
bacterial amoA AMO/2R CCCCTCKGSAAAGC sec. at 70°C], and a et al., 1993)
CTTCTTC melting curve
Flac ATCATGGTSCTGCC | 5 min. at 94°C, followed
atu GCG by 40 cycles of [30 sec. %{Throbéck
bacterial nirK 94°C, 60 sec. at 57°C, 6 | 2004
R3Cu GCCTCGATCAGRTT sec. at 72°C], and a etal., )
GTGGTT melting curve
GTSAACGTSAAGG | 5 min. at 94°C, followed
Cd3aF ARACSGG by 40 cycles of [30 sec. at(D'i al et
bacterial nirS 94°C, 60 sec. at 53°C, 60 I19201O
GASTTCGGRTGSGT sec. at 70°C] and a al, )
R3Cd a4l -
CTTGA melting curve

Quantification of nitrifiers

The functional amoA genes were quantified using the primer set ama2dGR for
ammonia-oxidizing archea AOA araoALF/amoAR for ammonia-oxidizing bacteria AOB
(Table 3). Quantification obmoA genes fragments were performed in a 25 pL volume
containing 10 ng soil DNA, 6.25 ug BSA, 0.1 uM oDA or AOB primers and 12.5 pL of
MESA GREEN gPCR MasterMix (Eurogentec).

Quantification of denitrifiers

The functionalnirK and nirS genes were quantified using the primer set Fla80(Rfor
bacterialnirK and Cd3aF/R3Cd for bacteriairS (Table 3). Quantification afirK andnirS
genes fragments were performed asaomAgenes, except that F1laCu in theK reaction
was added at 0.4 uM.
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All gPCR programs are described Table 3. Standanges were generated with an equimolar
mix of known amount of linearized plasmids contagiamoA(AOA or AOB), nirK or nirS
genes inserts isolated from the soil of the stuthyned into pPGEM®-T Easy Vector System
(Promega), sequenced and checked for their accubakytion series over seven orders of

magnitude from 10to 1 copies per assay were used.

SOIL MICROBIAL STRUCTURES

Both bacterial and fungal genetic structures wdrtioed by the PCR-DGGE technique
(Muyzer et al., 1993). Primers, PCR conditions, EsGnditions and gel analyses were
described in Joly et al. (2012).

STATISTICAL ANALYSES

All soil microbial measurements were calculatedtio@ basis of soil dry weight (dw) and
expressed in mean values of five replicates petrtrent and per date. Statistical procedures
(including linear r correlations) were carried aiging PAST software (PAleonthological
Statistics, Hammer and Harper, 2008). Normalitydafa were checked in order to choose
accurately the adapted parametric (one-way ANOVAlamis followed by a Tuckey's
pairwise comparison) or non-parametric (Kruskal &dllis analysis followed by a Mann
and Whitney pairwise comparison) test. Precisiontlmn tests used are given in figures
captions.

RESULTS

HERBICIDE DISSIPATION

Concentrations of herbicides retrieved at the faay of sampling corresponded to the
theoretical values expected from our experimengsigh (Table 2) and represent the initial
input of each herbicide (100%). Herbicide dissipatkinetics showed differences between
molecules and treatments (Figure 1).

Compared to single herbicide treatment, S-metotachissipation kinetic went faster in
presence of Callisfoand slower in presence of Mila§towith at the end of the experiment,

twice more S-metolachlor remaining in the DG/M tesamicrocosms (around 38% of the
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initial input) compared to the DG/C microcosms (ar@ 17% of the initial input). These

effects were not retrieved in the microcosms ticcatéth the three herbicides, where the

dissipation kinetic of S-metolachlor fitted perfgawith the one observed for the single Dual
Gold Safeneur treatment (around 25% of the initigut at day 120). Whatever the

considered treatment, S-metolachlor was not tothfigipated at the end of the experiment.
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20

1 herbicide

40 60 80 100 120
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= === 2 herbicides (DG/C)

« == 2 herbicides (DG/M) e = 2 herbicides (C/M)

3 herbicides

Figure 1 - Herbicide dissipation kinetics for S-
metolachlor (top graphic, diamond dots),
mesotrione (middle graphic, circle dots) and
nicosulfuron (bottom graphic, square dots). The
different lines represent the treatments, with
DG for Dual Gold Safenefir (formulated S-
metolachlor), C for Callistd (formulated
mesotrione) and M for Milagf® (formulated
nicosulfuron). Dots labeled with & are
different from single herbicide treatment value
at a given sampling date (p<0.05), according to
one-way ANOVA analysis.

Mesotrione dissipation kinetic went faster than
for other molecules with at the end of the
experiment always less than 2% of the initial
input remaining (and no detection of
mesotrione in C/M and triple treatment
microcosms). Mesotrione dissipation went
faster for C/M treatment at the beginning of the
experiment (significant speed increase at day 22
and 28 compare to single herbicide treatment)
whereas its dissipation rate decreased between
day 28 and day 56 for triple treatment
microcosms (DG/C/M).

Nicosulfuron dissipation differed between
single treatment and mixture treatments.
Fourteen days after its application (day 28),
nicosulfuron  concentration in  mixture

treatments reached a plateau at around 60% of

the initial input and remained unchanged until #rel of the experiment. Its dissipation
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Kinetics in mixtures microcosms went faster thanthe single treatment microcosms,

furthermore for the triple treatment microcosmenirday 22 to the end of the experiment.

Production of degradation products was confirmedHerthree herbicides and their presence

occurred until the end of the experiment whatekerdonsidered treatment (data not shown).

SOIL CHEMICAL ANALYSES
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Figure 2 - Proteins and carbohydrates content imtool (Co) and treated microcosms (1
herbicide; Dual Gold Safeneur: DG, Callisto: C, Bgro: M, 2 herbicides; DG/C, DG/M,
C/M, 3 herbicides; DG/C/M). Bars labeled with a readifferent from control value at a given
sampling date (p<0.05), according to one-way ANGMaAlysis.

Proteins content (Figure 2) showed few differenaesdays 16 and 56, with at day 16

significantly less proteins in single treatment$&(EC and M), C/M and DG/C/M compared to

108
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control microcosms and at day 56, more protein®ixture treatments (of 2 or 3 molecules)

compared to control microcosms.
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Figure 3 — N-NH" and N-NQ content in control (Co) and treated microcosméétbicide;
Dual Gold Safeneur. DG, Callisto: C, Milagro: M, Rerbicides; DG/C, DG/M, C/M, 3
herbicides; DG/C/M). Bars labeled with a * are éifént from control value at a given

sampling date (p<0.05), according to one-way ANQGMAlysis.

Carbohydrates content (Figure 2) showed significdatreases in treated microcosms

compared to control microcosms during the expertmenday 16 for all mixture treatments,
at day 56 for C, M, DG/C and C/M microcosms, at 8ayfor DG/M and C/M microcosms,

and at day 120 for M and DG/C/M microcosms.

Ammonium (N-NH") content (Figure 3) in control microcosms decrdadaring all the

experiment and is not retrieved at day 120. Howelaartreated microcosms, increases of
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ammonium occurred from day 16 to day 56 in mangtinents, especially for the triple

treatment microcosms, where the increase is alwaysficant compared to control. A peak

of ammonium is therefore observed at day 28.

Nitrates (N-NQ") content (Figure 3) remained stable during thdi28 days of experiment.
However at day 56, 91 and 120, significant nitratereases are observed in treated
microcosms (for mixture treatments at day 56, foiN&/C, C/M and DG/C/M at day 91, and
for C/M and DG/C/M at day 120).

RESPONSES OF MICROBIAL COMMUNITIES
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Figure 4 - CQ increase during SIR kinetics in control (Co) amdated microcosms (1

herbicide; Dual Gold Safeneur: DG, Callisto: C, Egro: M, 2 herbicides; DG/C, DG/M,

C/M, 3 herbicides; DG/C/M). Bars labeled with a readifferent from control value at a given
sampling date (p<0.05), according to one-way ANGMaAlysis.

Substrate Induced Respiration (SIR) kinetics (Fegdly showed significant increases of LO
production in treated microcosms for DG/M and D®ACteatments at day 16, DG/C/M
treatment at day 22 and C/M treatment at day 56,paped to control microcosms. The

overall SIR is greatly reduced at day 91 and 120 WiO, increases under 0.07% of total air
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per hour, whatever the considered treatment, amdfisiantly less CQproduced for C/M and
DG/C/M treatments.

Soil microbial carbon content remained the sameuifinout the experiment for each
considered date and whatever the treatment (Suppkamy data 1), such as potential
nitrification activity (Supplementary data 2), pati@l f-D-glucosidase activity and potential
N-acteylglucosaminidase activity (Supplementaryad®t Transient significant decreases in
potential urease activity were noticed at day 22 B&/C microcosms and at day 28 for

DG/C/M microcosms, compared to control microcos8igpplementary data 3).

The abundance of archeainoA genes was estimated at around 19A4AMoAAOA gene
copies per ng of soil total DNA (Figure 5, A). Sificeint differences were retrieved only at
day 28, with significant copies decreases in DGIE;/M and DG/C/M microcosms

compared to control microcosms.

The abundance of bacter@hoAgenes was rather low with around 0.7.4M0AAOB gene
copies per ng of soil total DNA (Figure 5, B). Thieundances remained quite constant during
the experiment and differences were retrieved watéaonly, with significant copies increases
in DG/C microcosms and significant decreases in @i DG/C/M microcosms, compared

to control.

Quantification of denitrifiers was estimated by m@ing the abundance oirK andnirS
gene copies (Figure 6). Their abundance increasedgltime for bothnirK (from around
1.3.1G gene copies per ng of soil total DNA at day Oatound 2.6.19gene copies per ng of
soil total DNA at day 120) andirS (from around 2.5.10gene copies per ng of soil total
DNA at day 0, to around 7.2.4@ene copies per ng of soil total DNA at day 126he
copies. Significant differences were observedniok abundance with gene copies increases
for DG at day 2 and for C/M and DG/C/M at day 56mpared to control microcosms.
ConcerningnirS abundance, significant increases compared to aonticrocosms were
observed at day 22 for C, M, DG/C and DG/C/M miosos, at day 56 for C/M and
DG/C/M microcosms and at day 120 for DG/C microcesmhe only case of decrease
compared to control was observed at day 28 for CD®/C and DG/M microcosms and was

not retrieved thereafter.
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Figure 5 - Sizes of the (A) ammonia oxidizing aecl@OA) community and (B) ammonia
oxidizing bacteria (AOB) community in control (Cand treated microcosms (1 herbicide;
Dual Gold Safeneur. DG, Callisto: C, Milagro: M, Rerbicides; DG/C, DG/M, C/M, 3

herbicides; DG/C/M). The abundances were estimdtgdjuantitative PCR targeting the
functional genes amoA, expressed as gene copy msimpbe ng of soil total DNA. Bars

labeled with a * are different from control valud a given sampling date (p<0.05,)
according to Kruskal and Wallis analysis. Valuesdays 16 and 91 were not determined.
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Figure 6 - Sizes of the nitrite reducer communitycontrol (Co) and treated microcosms (1
herbicide; Dual Gold Safeneur: DG, Callisto: C, Bgro: M, 2 herbicides; DG/C, DG/M,
C/M, 3 herbicides; DG/C/M). The abundances wereveded by quantitative PCR targeting
the functional nitrite reductase genes nirK (A) anis (B), expressed as gene copy numbers
per ng of soil total DNA. Bars labeled with a * adéferent from control value at a given
sampling date (p<0.05,) according to Kruskal andIManalysis. Values for days 16 and 91

were not determined. ND = not determined.

Soil bacterial and fungal diversity based on DGI@igerprinting analyses revealed a highly

conserved structure of these communities, with riteréinces observed in term of band

content and relative intensity, and similar prcil®hatever the considered date or treatment
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(see Supplementary data 4 as an example). Thesevabsns were confirmed by the ARISA
method (Ranjard et al., 2001), targeting the IG&itied between the rRNA genes small- and
large- subunits (data not shown).

DISCUSSION

This study aimed to present the most exhaustivporeses of Limagne soil microbial
communities exposed to realistic herbicides mixuia term of structure, abundance and
activities. The experimental procedure chosen abbws to link the recorded effects directly
to the corresponding herbicide/mixture of herbisidend their associated adjuvants and
degradation products. The microcosm presents tdimits, principally of long—term system
depletion which could induce effects not relatedhéobicides treatments. This observation is
underlined by the SIR results at days 91 and 120, avradical drop of the global respiration
activity compared to the rest of the experimentawhcould be linked to the decrease of
nutrients (due to the total consumption of Nidnd the natural decrease of the organic matter
contained in the microcosms). In their study, Saéniet al. (2002) recommended to perform
soil microcosms studies long enough to observe lting term responses of pesticides
contaminations. However, we suggest to mitigates trkcommendation and to take

precautions in order to conclude on the terminattgsoof this study.

MODIFICATIONS IN DISSIPATION KINETICS OF THE HERBIC IDES

The soil used in this study was different from tme used in our previous work (Joly et al.,
2012) with a decrease of porosity (8.5% of santhis study against 37% in 2010), a higher
content of organic matter (54.9 gkggainst 29.9 g.kY and thus a higher cationic exchange
capacity. These differences could explain in thesent study the increase of time needed to
degrade mesotrione (>91 days in this study and ddys in the former one) and S-
metolachlor (around 25% of the initial input at deB0 in this study against less than 20% of
the initial input after 93 days in the former on€)ay and organic matter of this Limagne soil
have been identified as the major responsiblebefitisorption of these molecules (personal
communication of Ms. Besse-Hoggan), but desorpstudies showed the reversibility of
these interactions, leading to an eventual transfethese molecules in ground water. We
also suggest that the microbial communities coutd different between the two soils,

explaining these differences in herbicides degradatMoreover, this study showed for the



- Chapitre 5 : Devenir des mélanges herbicidespacts sur les communautés microbiennes
du sol de Limagne -

first time differences in dissipation kinetics @rbicides used at the realistic application rate.
Compared to Joly et al. (2012), where this effectdlose formulated compound has been
described only at 10-fold field rate, the presesuits suggest modification in the microbial
metabolisms in charge of the degradation of thieiht herbicides, even at 1-fold field rate
(Figure 1). The differences in the application gaares of the molecules and in the soil
composition could be identified as the major resfies of these different dissipations
kinetics. For the S-metolachlor in mixture with &mer commercial formulatiori.¢. Callistd®

or Milagro®), we suggest that the molecules contained in tHéeréiht commercial
formulation and the degradation products formedndubiodegradation processes could act
positively (dissipation went faster with Calli§)oor negatively (dissipation went slower with
Milagro®) on the microbial communities involved in the tieide degradation. This emphasis
effects of stimulation on resisting/degrading cominies favorised by the presence of
molecules, with both addition of potential substaig formulated molecules and modulation
of the toxicity they induced. Interestingly, theskects were lost when the three herbicide
formulations were combined, which however did neotlede any effects on the microbial
communities. In the case of nicosulfuron, degradatiate after spraying went faster in

mixtures, suggesting also a positive effect of adidal compounds on its biodegradation.

SOIL MICROBIAL COMMUNITIES RESISTANCE TO HERBICIDE
MIXTURES

Even if the pollution pressure is maintained thioug the experiment (by herbicides,

adjuvants, and/or degradation products), the Liraagpil microbial communities appeared to
be quite resistant to the different treatments, frorglobal point of view. At our analysis

scale, the bacterial and fungal diversity estimalbgdfingerprinting analyses remained

unchanged, such as microbial biomass estimatech&ynticrobial carbon measurements.
Potential enzymatic activities dealing with cartamd nitrogen cycles remained also stable,
even if transient decrease for urease activity wdrgerved (Supplementary data 3). This
absence of effects, already shown by other autitdsv doses of pesticides (e.g. Accinelli et
al., 2002; Bending et al., 2007; Wainwright, 19¢€8uld be explained by a real absence of
effect and by the hypothesis of functional redungasubmitted by Wardle and Parkinson
(1990), whereby microbial communities under the@ffof herbicides were presumably in a
considered state of flux, with susceptible microbesg killed and others, thereby, having a

readily available source of carbon, explaining &ihee in the microbial parameters.
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However, as a short term impact, respiration agtighortly increased in Limagne soil in
presence of triple herbicide treatments which sstggthat the presence of herbicides could
transitory stimulate the microbial respiration wityi without modifying their abundance and
diversity. Two hypotheses are advanced to explamstimulation:

- There may have been an indirect stimulation gbrgahytic microbial communities
promoted by dead biomass from sensitive organismeddily available source of organic
matter) alongside a concomitant stimulation ofstesit microbial population (Thirup et al.,
2000). A decrease in the abundance of nitrifyinghea occurred in microcosms treated by
herbicides mixtures and we also reported effectploototrophic communities, mainly in
Dual Gold Safenelir(alone or in mixture) treated microcosms (Jolyaktin prep. These
particular communities could then explain this siant increase of respiration activity

without modifying the general abundance and divedata.

- The use of herbicides as a supplementary sourceitaents by degrading communities

(Kanissery and Sims, 2011). Our results highlightedquick decrease of each herbicide just
after their spraying (Figure 1), making this hypestis highly consistent, furthermore in the
multiple treatment microcosms where the herbicidepgresented the highest exogenic
contribution. This has furthermore already beeneoled for other herbicides (Jones and
Ananyeva, 2001).

It is also possible that both hypotheses actedthegeo explain this transient increase in the
respiration potential. Moreover, concentrationcafbohydrates and proteins contents at day
16 showed a significant decrease, which made usligig a better use of these nutrients,
certainly explained by some co-metabolism procedsesto the different contributions cited

previously.

N-CYCLE COMMUNITIES EXPRESSED TRANSIENTS REACTIONS TO
HERBICIDES MIXTURES

N-cycle communities seemed to react at the presehbterbicides and more particularly in
the presence of mixtures. As no amendements weferped, the overall microbial activity

could lead to a depletion of the availability ofsiéa assimilable substrates with increasing
exposure time. Thereby, ammonium was preferentigiiaken over nitrates by numerous

microbial communities (Jansson et al., 1955; Ricel diedje, 1989).In this regard,
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ammonium decreased over time in control microcoswts)e increases of this nutrient
occurred for mixtures from day 16 to 56, especialipG/C/M microcosms. These results fits
with our previous study (Joly et al., 2012), wheignificant ammonium increases for DG/C
microcosm were also recorded after treatments. M@ne a positive correlation (p = 0.036)
could be done between this ammonium increase aR8and the increase of nitrates content
(known to be highly leachable in the soil system) mixture microcosms at day 56
(Supplementary data 5, D). Thus, we could suggdsgpdtheses of mixtures effects on N-

cycle communities:

- As for the potential respiration increase, effegh sensitive communities and the use of
herbicides as nutrient sources, could have con#thto the increase of a pool of organic
matter, explaining the increase of ammonium afterbicides applications (Jones and
Ananyeva, 2001). This hypothesis is therefore lyighgarded.

- AOA amoAgenes appeared to predominate among ammonia-mgdizokaryotes of the
soil, as already noticed by Leininger et al. (2008)e decrease of AOAmoAgene copies
observed in mixture microcosms at day 28 could arphe peak of ammonium observed the
same day, as a result of a lack in nitrificationgasses. This effect as already been observed
for the s-triazine herbicide simazine, in a soikracosms study (Hernadndez et al., 2011).
However, no significant correlations could be madtween AOAamoA gene copies and
ammonium at day 28, even if a trend occurred (Sapphtary data 5, A). Moreover, the
amoAAOB gene copies decreased at day 56, which coldd partially explain that
ammonium concentrations increased the same dayithes based on direct RNA analyses
would be necessary to assay this hypothesis; wmfateély we were unable to extract the
MRNA fraction of this soil to confirm it and potéatnitrification experiment (Supplementary

data 2) shown no differences to strengthen thigtres

- Abundance of denitrifying communities appearethtwease over time, with at day 56 more
nirK and nirS copies in C/M and DG/C/M microcosms compared totrobrmicrocosms.
These results are therefore correlated to thete#tracrease (Supplementary data 5, B and C)
which made us conclude that the abundance of dgmt communities risen as an answer to
the increase of nitrates (Cavigelli and RobertQ)1). This increase of nitrates could be
mainly due to the closed microcosm system we usqEetform our experiments, leading to
an accumulation of this nutrient and also to arreéase of the abundance of denitrifying

communities.The use of herbicide and degradati@dymts could be one another reason
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explaining this potential abundance increase of tdéers, as undelined by Carlisle and
Trevors (1986). Nitrates are known to be highlyhetble components with a strong pollution
potential in aquatic ecosystems (Camargo and Alo#606; Damin and Trivelin, 2011).
Intensive studies should be carrying on at thelfievel to conclude on this potential nitrates
accumulation in order to confirm if this producti@so occurred in field treated with

herbicides mixtures and, check if it exceeds tlopsmneed.

CONCLUSION

The present study highlighted the responses ohaagine “organic-clay-rich” soil microbial
communities exposed to realistic herbicide mixtunetuding S-metolachlor, mesotrione and
nicosulfuron. From a global point of view, thesentounities appeared to be quite resistant to
1-fold field rate doses of these herbicides regaslthe number of molecules, as underlined
by many authors for single molecules use (Accinetlial., 2002; Crouzet et al., 2010;
Wainwright, 1978). The only recorded effects wamnsients and mainly related to the N-
cycle communities, already known to be sensitiveddain class of herbicides.@. Damin
and Trivelin, 2011; Hernandez et al., 2011), witktly an increase of ammonification and an
inhibition of nitrification followed by an increasef denitrification. However, the lack of
activities information restricted our conclusionsthese communities, which highlighted the
need to deepen the studies on N-cycle activitiegric@ltural soils receiving herbicides
mixtures differ in their mineral and organic compios: essential factors in the herbicides
sorption, biodisponibility and degradation processehich prevent us to conclude at a larger
scale on the safety of the use of this three hieldsc mixture. Emphasis on sensitive
parameters needs to be done and performed on estangmber of soils in order to bring

conclusions on the use of such mixtures (Luiz e28l13).
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Supplementary data 1 - Microbial carbon contentamtrol (Co) and treated microcosms (1
herbicide; Dual Gold Safeneur: DG, Callisto: C, Egro: M, 2 herbicides; DG/C, DG/M,
C/M, 3 herbicides; DG/C/M). Bars labeled with a readifferent from control value at a given

sampling date (p<0.05,) according to one-way ANQAhalysis. Values for days 14, 22 and
120 were not determined.
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Supplementary data 2 - N-N@crease during potential nitrification kinetics control (Co)
and treated microcosms (1 herbicide; Dual Gold 8ate: DG, Callisto: C, Milagro: M, 2
herbicides; DG/C, DG/M, C/M, 3 herbicides; DG/C/MBars labeled with a * are different
from control value at a given sampling date (p<0Q,0&ccording to one-way ANOVA
analysis. Values for days 2, 8, 16 and 22 were atdrchined.
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Supplementary data 3 — Soil potential enzymatidgvidies in control (Co) and treated
microcosms (1 herbicide; Dual Gold Safeneur: DGJli€®: C, Milagro: M, 2 herbicides;
DG/C, DG/M, C/M, 3 herbicides; DG/C/M). Activitiasere estimated by [PNP] release
kinetics fors-D-glucosidase activity (A) and N-acteylglucosamase activity (B), and by
[NH,4'] release kinetics for urease activity (C). Barddded with a * are different from
control value at a given sampling date (p<0.05)c@dling to one-way ANOVA analysis.
Values for days 2, 14, 16 and 91 were not deterthi@aly 3 replicates per treatments were
used for day 56 analyses (n=3).
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Supplementary data 4 — Example of bacterial divgrsinalysis using bacterial DGGE
primers: 968f-GC and 1401r. Samples were taken fommtrol (Co) and triple treatment
(DG/C/M) microcosms, at days 0, 56 and 120. Prefdenilarity was assessed on the basis of

an UPGMA construction based on the Pearson’s catiah.
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Supplementary data 5 — Correlations between N-cyelated parameters. A: Correlation
between N-NH4content at day 28 and archeal amoA gene copiempat28. B: Correlation
between N-NOZontent at day 56 and nirK gene copies at dayGs6Correlation between N-
NO3 content at day 56 and nirS gene copies at dayCBeCorrelation between N-NH4
content at day 28 and N-NO&ntent at day 56.
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DES REPONSES POUR LE SOL DE LIMAGNE : QUID D’UNE
GENERALISATION DES EFFETS OBSERVES ?

L’ensemble des résultats obtenus lors de cetteeétodis permet de conclure a un effet
modéré des mélanges herbicides dans le sol de henddin de confirmer les observations
actuelles, des analyses sont en cours, notammaeathivdasité génetique des communautés
nitrifiantes et deénitrifiantes. Toutefois, le maequle résultats sur les activités de ces

communautés représente une limite majeure a noefutonclusions.

Une autre limite de cette étude réside dans leggtatnous sommes en mesure d’apporter des
réponses uniquement pour un sol donné: le sol oeadne. Ce sol présente des
caractéristiques trés particulieres, avec desdddeeurs en argile et en matiére organique.
Or, l'action de ces difféerentes composantes surpesticides, mais également sur les
communautés microbienne€f( Chapitre 1) ne nous permettra jamais de généraliser ces
effets a I'ensemble des sols agricoles pouvantvoicdes molécules herbicides de cette
étude. Cependant, I'ensemble de nos études (Chsdtret 5, Crouzet et al., 2010, 2013)

pourrait a termes apporter des conclusions a umallélus locale (plaine de la Limagne).

Comme évoqué en fin déartie I, ces travaux de thése font partie d'un projet
(DevimCocMic) au sein du programme EC2CO, qui vésearacteriser le devenir et les
impacts des mélanges d’herbicides sur les commésauicrobiennes du sol, en proposant
une comparaison inter-sols L’étude sur le second sol ayant été initiée déMa3, les

résultats et leurs analyses sont en cours.

L'un des objectifs de ce programme est de caraeteles indicateurs de pollution aux
herbicides. Parmi les communautés candidates, lasroonganismes phototrophes
représentent des cibles de choix, de par leur rolsaie proche des cibles d’actions des
molécules herbicides présentes chez les plantemt4ou réaliser et mener a terme ce travail
sur les communautés phototrophes des deux sols¢sgisats sont présentés dans le chapitre

qui suit.
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CHAPITRE 6 : ETUDE DES EFFETS DES MELANGES
D’HERBICIDES SUR LES COMMUNAUTES PHOTOTROPHES DE
DEUX SOLS

En tant gu'organismes non-cibles des herbicidesis npartageant des caractéristiques
communes avec les plantes supérieures (appareilopmihétique), les communautés
photrophes représentent des candidats idéaux f@waluation de la toxicité des molécules

herbicides.

Durant ces travaux de thése, nous avons initigidd’'d’échantillons du sol de Limagne entres
autres, la mise au point doutils moléculaires padaptés dans la caractérisation des

communautés phototrophes du Fuhifexe 2.

L'étude qui suit compare les effets des mélangebidides composés de S-métolachlore
(Dual Gold Safene), mésotrione (Callisfy et nicosulfuron (Milagr) sur la

recolonisation par les communautés phototrophessutéace, de microcosmes de sols
provenant de la Limagne (type vertisol) et de Vilesa(type luvisol, Figure 26). Nous avons

pour ce faire privilégié une analyse exhaustiveahtenu pigmentaire par HPLC.

Les résultats obtenus nous renseignent en termiemisiasse et de diversité des phototrophes
de ces sols et permettent de conclure de faconrphusste, grace a cette comparaison inter-

sols, sur les risques écotoxicologiques de cesngétaherbicides.

Figure 26 — Communautés phototrophes de surface du
sol de Versailles d’'un microcosme contrble, apré& 5

jours d’expérimentation.

Ces travaux ont fait I'objet d’'une soumission dengevueEcotoxicology.

129



- Chapitre 6 : Etude des effets des mélanges diidds sur les communautés phototrophes
de deux sols -

Soil surface colonization by phototrophic indigenoa organisms, in two
physicochemicaly contrasted soils treated by formaked maize herbicide mixtures,

including S-metolachlor, mesotrione and nicosulfura.

Pierre Jol§®, Benjamin Missoff, Fanny Perrief8 Frédérique Bonnem&y Muriel Joly®
Florence Donnadieu-BerndfdJean-Pierre Agudt Jacques Bohati®rand Clarisse Mallt

a : Clermont Université, Université Blaise PastMGE, F-63000 Clermont Ferrand, France

b : CNRS, UMR 6023, Laboratoire Microorganismesén@me et Environnement, F-63177
Aubiere, France

c : Clermont Université, Université Blaise Past@CF, F-63000 Clermont Ferrand, France

d : CNRS, UMR 6504, Institut de Chimie de Clermbatrand, F-63177 Aubiére, France

*Corresponding author : Pierre Joly, CNRS-UMR 60R&boratoire Microorganismes :
Génome et Environnement, Université Blaise Pasti@rmont Ferrand Il, 63177 Aubiéere,

France.
Phone : (+33)-4-73-40-74-53 Fax : (+33)-4-73-40706

Email : pijoly@agmail.com




- Chapitre 6 : Etude des effets des mélanges ditidds sur les communautés phototrophes
de deux sols -

ABSTRACT

Soil phototrophic microorganisms, contributors til fiealth and food webs, share common
characteristics with plants. Current agriculturahgiices employ mixtures of pesticides to
ensure the crops yields and can potentially impla@se non-target organisms. However
despite this environmental reality, studies dealiitl pesticides mixtures, moreover on soil
phototrophic microorganisms, are scarce. We dedignthree months microcosms study to
assess the ecotoxicity of realistic herbicide meguof formulated S-metolachlor (Dual Gold
Safeneu?), mesotrione (Callisf) and nicosulfuron (Milagf®) on phototrophic communities
of two soils (Limagne vertisol and Versailles Iwldis by using a simple HPLC method. The
soils presented different colonizing communitiesjthwDiatoms and Chlorophyceae
dominating communities in Limagne soil and Cyandéaa and Bryophyta communities in
Versailles soil. The results highlighted the stramgairment of Dual Gold Safenéutreated
microcosms on the biomass and the diversity of Bothphototrophic communities, with no
resilience after a delay of three months. This ytaldo excluded any significant mixture
effect on these organisms for Callf8tand Milagr& herbicides. We strongly recommend to
carry on extensive soil studies on S-metolachloritsmidommercial formulations, in order to

reconsider its use from an ecotoxicological pointiefv.
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INTRODUCTION

Soil is a complex matrix with a high richness imteof microbial diversity, including small
Eukaryote, Bacteria and Archaea. Its top-layer dam colonized by phototrophic
microorganisms such as Chlorophyceae, Diatomea@th®¥phyceae and Cyanobacteria
(Buscot and Varma, 2006; Metting, 1981; Zancan.e806) which can play major roles in
carbon and nirogen cycle, such as certain Cyanebaathich can fixe atmospheric nitrogen.
These organisms are thus well anchored in soitihe@ald food webs according to the above-
cited specificities, and their contribution to parg production can reach up to 10 % of total
microbial biomass in farmland soils (Reisser, 208f@immel and Darley, 1985). Moreover,
microbiotic crusts of soil surfaces (assemblagesari-vascular plants including mosses,
algae, lichens, fungi, bacteria) stabilize the sgainst water and wind erosion, increasing
landscape stability (Eldridge and Greene, 1994usTlmpacts on soil surface phototrophic
communities can indirectly act on soil functioniauigd needs to be properly investigated. Due
to their metabolic pathway close to higher plamiggroalgae and cyanobacteria are major
targets of herbicides molecules compared to trenaftudied bacteria and fungi, in microbial
ecotoxicology studies. Acquisition of knowledge the diversity and the functioning of soll
phototrophic communities and their responses tbitieles contaminations represent a major
issue in order to identify good pollution indicatan soil (Bérard et al., 2004; Zancan et al.,
2006).

In an evolution context of agricultural practices assist nowadays to the use of herbicide
mixtures applied at low rates compared to the pashed molecules. One example is the case
of atrazine (2-chloro-4-ethylamino-6-iso-propylamih@,5-triazine), a member of the
triazine class of herbicides, banned due to ith kagicity on numerous organisms (Graymore
et al., 2001), and replaced by herbicides mixturks,S-metolachlor (a maize pre-emergence
herbicide) associated with mesotrione and nicosaffurltwo maize post-emergence
herbicides). However, compared to literature on Isingesticide impacts in soil (see for
review Lo, 2010 and Puglisi, 2012), studies deahlmith pesticide mixtures are scarce.
Moreover, studies dealing with herbicides impaatspbototrophic communities are mostly
done on freshwater ecosystems (see for review Resde 2011) compared to soil (Bérard et
al. 2004; Crouzet et al., 2013; Pipe, 1992). Nayarding the ecosystems, these studies often
use pesticides alone and at unrealistic doses.thus important to perform realistic studies,
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regarding the soil phototrophic communities wontidl ghe lack of knowledge in literature for

this ecosystem.

In the actual ecotoxicological context, we fountevant to study the impact of herbicides
mixtures, following the agronomical reality, durir)g 3 months microcosms study using
commercial formulations of S-metolachlor (Dual G&dfeneu?, acting on very long chain
of fatty acids synthesis), mesotrione (Calffstacting on carotenoids precursors synthesis)
and nicosulfuron (Milagr®, acting on branched-chain amino-acids synthe®i®. sprayed
them on two different soils and analyzed the caaton of surface phototrophic organisms
by assessing pigment contents, in order (i) tordete if there are any impacts on the
phototrophic communities regarding to herbicidesatiments, (i) to know at which scale
(biomass and/or diversity), and (iii) to state onpatential resilience of phototrophic

organisms facing herbicides stresses.

MATERIAL AND METHODS

EXPERIMENTAL DESIGN

Topsoil (0-10 cm) was collected (i) in June 20Xdnira black soil, close to vertisol located in
the Limagne plain near Clermont-Ferrand (45°47'6"3%11'11" E, Alt: 320 m) and (ii) in
March 2013 from a luvisol located in Versailles 4814 N, 2°5’10” E, Alt: 120 m). The
chosen soils present strong differences in tertaxdtire and organic matter content (Table 1).
The following experimental design description hasrbeun directly after soil collection, in

2011 for Limagne soil and in 2013 for Versailled.so

Table 1 - Physicochemical properties of the stumlissdetermined using standard protocols
of the Arras Soil Analysis Laboratory (INRA, Frahce

Cationic Organic Organic Total Carbon/

H exchange . oier  carbon nitrogen Nitrogen

capacity iy (gkg)  (gkg?) ratio
(cmol™.kg™)

Soll % sand % silt % clay p

Limagne 8 33 59 8.1 346 54.9 31.8 2.59 12.2

Versailles 16 63 21 7.2 9.4 16.7 9.7 0.92 10.2
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Soil has been sieved (mesh size 5 mm) in a larbeipgl chloride (PVC) tank, and adjusted
to 50% (Limagne soil) and 40% (Versailles soil) itsf maximal Water Holding Capacity
(WHC). Prepared soil was then separated in crysibistyrene (CP) microcosms (1409 of
prepared soil in each CP boxes, length: 90 mm,hwvigld mm and height: 50 mm), previously
checked for their absence of interaction with thebicedes molecules used in the study.
Microcosms were randomly regrouped in a uniqueasuce of 150 mm height, covered with
porous plastic film allowing air exchange while iiimg soil dehydration and pre-incubated
for 2 weeks in an experiment room at 20°C = 2°Ghwai day/night cycle (14:10) ensured by
an artificial light (Osram-L-36 W/964, 750 lux). &lsoil water content was adjusted weekly

with deionized water thorough the experiment.

Afterward, herbicides treatments at the recommelffigddi rates (Table 2) were performed by
spraying herbicides diluted in de-ionized waternoigrocosms surface (5400 mm?), using a
TG-470 airbrush (Fraulein 3°8).

Table 2 - Herbicide doses for microcosms treatmaruording to Syngenta recommendations

Active Hectare  a.i. per  Microcosm a.i per
Formulated . : _
compound (f.c.) mgreghent dose of f.c. hectare dose of f.c. microcosm
(a.i.) L) (¢)) (ML) (HQ)
Dual Gold Safeneudt S-metolachlor 2.1 1921.5 1.134 1038
Callistd” mesotrione 1.5 150 0.81 81
Milagro® nicosulfuron 15 60 0.81 324

In order to respect the reality of treatments, ludles were sprayed following a classic
agricultural schedule: half of the microcosms wieeated with Dual Gold Safenéu¢day 0

of experiment) in a first application and 2 weedtef (day 14 of experiment) treatments with
Callistd® and/or Milagr8 were performed in a second application, in ordestttain a set of 8
treatments conditions: Control microcosms withoutblwides (Co), Dual Gold Safenéur
treatment (DG), Callisfo treatment (C), Milagr® treatment (M), Dual Gold
Safeneut+Callistd® treatment (DG/C), Dual Gold Safen&uMilagro® treatment (DG/M),
Callista®+Milagro® treatment (C/M) and Dual Gold Safenet€allistd®+Milagro® treatment
(DG/C/M). Experiment was conducted during 3 morathd sampling was performed on days
0, 28, 56 and 91. For each sampling date, thredoraly chosen microcosms from each

treatment set were sacrificed and total soil serfaficeach microcosm (6g) was sampled. Soils
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samples were then separated in two aliquots: 1dfA analyses stored at -80°C prior to

extraction and 5 g for pigments analyses, extragdiesttly after sampling.

PIGMENTS EXTRACTION AND ANALYSES

Pigments were extracted directly after sampling,ntixing each 5 g with 5 mL of 90%
acetone and shaking for 15 h in the dark at 4°QerAfentrifugation, supernatants were
collected and stored at -80°C prior to analysed.Gimethod was conducted as described by
Zapata et al. (2000), using a Waters equipmenhydinoy a Waters 600 controller, a Waters
in-line degasser AF, a Waters 717 Plus Autosam(60 pul loop) and a Waters 2996
photodiode array detector. A Waters SymmetgycGlumn (150 x 4.6 mm, 3.5 um particle
size) was used as stationary phase. Mobile phasecwastituted of two eluents (Table 3).
Eluent A was a mixture of methanol:acetonitrile:@ous pyridine solution (0.25 M pyridine,
pH 5.0) (50:25:25 v:viv) and eluent B was a mixtwk methanol:acetonitrile:acetone
(20:60:20 v:v:v). The flow rate was fixed at 1 mlinih.

Table 3 — Gradient profile used for HPLC measuretsien

A: Methanol:acetonitrile:aqueous pyridine B: Methanol:acetonitrile:acetone

Time (min) (50:25:25 v:viv) (20:60:20 v:v:v)
%A %B
0 100 0
22 60 40
28 5 95
42 5 95
44 100 0

Pigments were detected by diode-array spectros¢8p9 — 750 nm), using Empower 3
software (© 2010, Waters Corporation) acquisitigstem. Absorbance chromatograms were
extracted at 440 and 660 nm. Major pigments weeatiflied by co-chromatography with
authentic standards and by diode-array spectros@egyelength range: 350 to 750 nm, 1.2
nm spectral resolution). Pigments standards (cployib a, chlorophyllb, fucoxanthin) and
pigment mixture were purchased at DHI lab prod@besnmark). Results were expressed in

1g.g" of soil (dry weight).
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MAIN PHOTOTROPHIC COMMUNITIES IDENTIFICATION

Fresh samples of dominant phototrophic communiutiese sampled for phenotypic analyses
under an epifluorescence microscope (Zeiss Axia2@®dM). Additionally to white light, blue
light (excitation wavelength: 470nm) was used taghhght the naturally occurring

fluorescence of cells (autofluorescence).

Because of the lack of molecular tools to studyesdrial phototrophic microorganisms, we
adapted, in parallel of the Limagne soil experimanmolecular method to study these
microorganisms at the community level in terrese@osystems (Misson et ah, prep). The
use of molecular tools in this study were only madéhe purpose of identifying the major
phototrophic communities present on the two said potentially associate these results to
microscopic identifications and pigments contertsus, approaches used to access these
information were different between the two soils gpetiod of analyses, with a more
exhaustive approach for the Limagne soil compaceWdrsailles soil where we decided to
target our analyses. Briefly, after classical DN&raction of total soil surface samples in
Limagne soil (FastDNA® Spin Kit For Soil ; MP Biomtieals) and on dominant phototrophic
communities in Versailles soil (QIAamp® DNA Mini Kj Qiagen) following manufacturer’s
instructions, we targeted 23S plastidial rRNA ganeording to Sherwood et al. (2008), using
the primer set p23SrV_fl (5-GGACAGAAAGACCCTATGAAR et p23SrV_rl (5'-
TCAGCCTGTTATCCCTAGAG-3’). The size of the PCR pratls was checked by
electrophoresis on a BET stained 1% agarose gelLif@agne soil, DNA amplifications were
cloned into pGEM-T vector system Il (Promega) fopqucing plasmids containing the
targeted plastidial p23S inserts. The correct sizine inserts of white colonies was checked
by PCR and electrophoresis on a BET stained 1%oagagel. Pure PCR products from the
two soils communities were then purified by ExoSIARRUSB) and sequenced by MWG

Eurofins. Sequences affiliations were performedugh the use of BLAST.

STATISTICAL ANALYSES

Quantified pigments were compared at a given samgpulate between treatment conditions,
after normality and homoscedasticity controls, gane-way ANOVA analyses followed by

the Tlckey post-hoc test (using PAST software (.78, Hammer and Harper, 2008).
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Principal component analyses (PCA) with hierardhitizster analyses (hca) were run at each
sampling date for all treatments conditions, usabgorbance chromatograms signatures of
the samples (R software v. 3.02; R Development Cesn, 2008).

RESULTS

SOIL COLONIZATION BY PHOTOTROPHIC ORGANISMS

Nutrients contents.e. ammonium and nitrates) remained available durlhtha experiment
for both soils and so, were not limiting factorsr fthe development of microcosm’s
communities (data not shown). Limagne soil surfeg@nization was characterized by the

development of “brown” and “green” mats on soiltdes (Figure 1, picture A).

5 mm

Figure 1 - Soil surface colonization by phototraphorganisms, observed on Limagne
(Letters) and Versailles (Numbers) untreated saftsr 91 days of experiment. General view
of Limagne communities organization on soil surfach dominant “green” and “brown”
mats (A). Diatoms related structures (B) from “browmat” sample observed with
epifluorescence microscope under blue light exatai{470 nm). Chlorophyceae related
structures (C and C’) from “green mat” observed sdenwith epifluorescence microscope
under white (C) or blue (C’) light excitation (478m). General view of Versailles
communities organization on soil surface with botcroscopic structures and “dark green”
mats (1). Phenotypically unidentified plant strueti(2). Filamentous cyanobacteria related
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structures (3 and 3’) from “dark green mat” samp(8) observed with regular optic
microscope (3’). Bryophyta related macroscopic sties (4).

Microscopic analyses revealed characteristic silisestructures of Diatoms dominating in
“brown” mats (picture B) and of Chlorophyceae inégn” mats (pictures C and C’). The
presence of these communities has been molecuthfirmed (see as an example
Supplementary data 1, kindly provided by Mr. Missamhatever the considered treatment (>
90% of total clones sequences).Versailles soilasarjppresented a different colonization with
the development of both macroscopic structures ‘“@agk green” mats on soil particles
(Figure 1, picture 1). However the molecular apphas were not discriminant enough to
associate our microscopic observations to a taxeanank more accurate than the division or
the class ranks (99% of the amplified sequenceshedtto multiple genus). The mats were
filamentous Cyanobacterial (pictures 3 and 3’)liatied to Anabaena cylindricaor Nostoc
punctiforme The major macroscopic structures colonizing tbi surface were related to
Bryophyta affiliated tdBatramia pomiformisBryum caespiticiumOrthotrichum sordidunor
Syntrichia rurali (picture 4). Phenotypically unidentified plantusttures were occasionally

observed (picture 2) and were affiliated to Ptguldda Oryopteris wallichiana Thelypteris
navarrensisor Nephrolepis biserrata
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Figure 2 - Maxplot (ranging from 300 to 750 nm) ehmatograms from day 91 control
samples of Limagne solil (black line) and Versaifies (red line).
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Chromatograms revealed the presence of a maximuk8 pfgments for Limagne soil and 22
for Versailles soil (Figure 2). The major peaksnitifieed were those of the fucoxanthin (7/L),
chlorophyll b (15/Q), and chlorophylb (16/S) (Figure 2). First pigments contents were
measurable at day 28 for Versailles soil and dayfd@6Limagne soil with principally
fucoxanthin detection. Fucoxanthin dominated tlggm@nt abundance in Limagne soil during
all the experiment, whereas the importance of dplyll (@ andb) increased with time for
Versailles soil (Figure 3).

EFFECTS OF TREATMENTS ON PHOTOTROPHIC COLONIZATION

Limagne soil Versailles soil

Day 28

Day 56

Y-axis: Pigments (ug.g-! soily,)
| |
|
||
.

(,I . . Day 91
- SEERA N

0
DG C M DG/C DG/M om DG/C/M Co DG C M DG/C DG/M om DG/C/M
X-axis: Herbicide treatment

fucoxanthin chlorophyll a . chlorophyll 5

Figure 3 — Fucoxanthin (yellow bars), chlorophyll(Bght green bars) and chlorophyll b
(dark green bars) quantities in samples, from Limagleft side of the figure) and Versailles
soils (right side of the figure). For each samplidg@te pigments quantities are given
following the treatment (Control microcosms withdietbicides (Co), Dual Gold Safen&ur
treatment (DG), Callistd treatment (C), Milagr® treatment (M), Dual Gold
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Safeneuf+Callisto® treatment (DG/C), Dual Gold Safen&xMilagro® treatment (DG/M),
Callisto®+Milagro® treatment (C/M) and Dual Gold Safenu€allisto®+Milagro®
treatment (DG/C/M)). Columns labeled by a * hawgngicantly less pigment (color of the *
Is related to the corresponding pigment) compam@ddntrol samples, at a given sampling
date, according to one-way ANOVA analyses followed blckey post-hoc test.
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Figure 4 - PCA analysis of pigments chromatograrosfVersailles soil at day 28, 56 and
91. Dots in factor maps are given following theatraent (Control microcosms without
herbicides (Co), Dual Gold Safeneur® treatment (PGallisto® treatment (C), Milagro®
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treatment (M), Dual Gold Safeneur®+Callisto® treant (DG/C), Dual Gold

Safeneur®+Milagro® treatment (DG/M), Callisto®+Migao® treatment (C/M) and Dual
Gold Safeneur®+Callisto®+Milagro® treatment (DG/C))M Similar samples are grouped
by color following a hierarchical cluster analygisca).

Soil surface colonization, according to HPLC pigtsemeasurements, occurred since day 28
only on Versailles soil, with the development oftbmacroscopic and microscopic structures.
Pterydophyta and Bryophyta (Figure 1, pictures @ 4hwere not observed in microcosms
treated by Dual Gold Safen&unerbicide (DG, DG/C, DG/M and DG/C/M), throughdahe
experiment. At day 28, the three quantified pigreeappeared to be significantly lower
(fucoxanthin) or absent (chlorophydl andb) in Dual Gold Safenefirtreated microcosms
compared to Co (Figure 3). Chloroph#llwas not quantified at the same date in C and M
microcosms. Versailles PCA analysis at day 28 (feigl) separated microcosms treated by
Dual Gold Safenelrherbicide (light blue cluster) from other samplether cluster). At day
56, the same clustering occurred and chloropaydind b were significantly lower in Dual
Gold Safenelt treated microcosms compared to Co in Versailles aod were absent in
Limagne soil (Figure 3). In this soil, only fucoxhm pigment was quantified in Co, C, M
and C/M microcosms (quantities < 1pg.goily) and thus, not in Dual Gold Safen®ur

treated microcosms.

@ Limagne day 91
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00
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Figure 5 — PCA analysis of pigments chromatograramfLimagne soil at day 91. Dots in
the factor map are given following the treatmenbri€ol microcosms without herbicides
(Co), Dual Gold Safenefirtreatment (DG), Callistd treatment (C), Milagr8 treatment (M),
Dual Gold SafenefrCallisto® treatment (DG/C), Dual Gold Safen&uiMilagro®
treatment (DG/M), Callistd+Milagro® treatment (C/M) and Dual Gold
Safeneuf+Callisto®+Milagro® treatment (DG/C/M)). Similar samples are groupsgdcblor
following a hierarchical cluster analysis (hca).
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At day 91, soil microcosms were all colonized bytaltrophic microorganisms. In Limagne
soil, all the pigments analyzed were significaribyver in Dual Gold Safenefirtreated
microcosms compared to Co (Figure 3). Accordinthewhole pigment analysis (Figure 5),
Co, C and C/M microcosms were well separated fromalDGold Safene(r treated
microcosms (red cluster) in different clusters (maidark blue and violet clusters). M
microcosms belonged to both red and dark blue @lsistn Versailles soils, only chlorophyll
b concentrations were significantly lower in Duall&&afenelt treatments (Figure 3). The
Dual Gold Safene(rtreated microcosms clustering (black cluster) stturred with a higher

separation from the other treatments at this détgite 4).

DISCUSSION

The aim of the study was to assess if changes @tuwn phototrophic communities

depending on herbicides treatments, using pigmeamsy/ses by an HPLC method. We chose
to identify for each soil the class of communitiesponsible of the major part of the

phototrophic biomass, by using different microscopnd molecular tools, in order to

associate pigments signatures to specific comnasngind try to observe at which scale
(biomass and structure) the effects occurred. Irthes,study did not pretend to follow the

exhaustive diversity of the soil phototrophic orgams facing herbicides stresses (which
would moreover need better molecular biology tagsmization).

MICROBIAL PHOTOTROPHIC COLONIZATION

The experiments in microcosms offered the posgibtido work with optimal controlled
conditions to study herbicide mixtures effects. yinere performed identically for the two
soils excepted in the choice of the WHC perceni@8o for Limagne soil and 40% for
Versailles soil). This difference was due to thet that Versailles soil at 50% of its maximum
WHC was close to sludge state, and so, in ordepréwvent any exaggerated anaerobic
conditions in the soil, we decided to lower the ity percentage. However the two selected
WHC percentages permitted the good distributioherbicides in the soils and we assumed
that the differences observed are not due to #utof, making comparison possible between
the two soils. The herbicide concentrations wereckbd as described by Joly et al. (2012)
after initial input of Dual Gold SafenéurS-metolachlor, day 0), Callistoand Milagrd
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(respectively mesotrione and nicosulfuron, day IBHd results fitted accordingly to the
expected one-fold field rate theoretical conceimrst (Table 2). Moreover the three
herbicides were retrieved at lower concentrationgay 91, which indicated a dissipation
which could be due to biodegradation (personal camaation), but also a maintained

pollution pressure during all the experiment.

With a comparison of two soils, microscopic and esolar observations highlighted the
different diversity of phototrophic communitiesitig on the agricultural soils. Due to the soil
properties (Table 1) and these phototrophic ditxeidifferences, the surface colonization in
extremely close laboratory conditions, stronglyfetiéd between the two soils, and happened
faster for Bryophyta and Cyanobacteria on Versailt®il compared to Diatoms and
Chlorophyceae on Limagne soil. Surprisingly, cyaaaérial community was not found in the
Limagne soil despite the fact that Crouzet et2010) reported their presence in a similar soil
(in term of geography and properties), but at eh&aigWHC (70%). We confirmed this
absence by using their molecular method (data hotvs), which made us highlight the

different phototrophic diversity which occurreddiosely related soils.

DUAL GOLD SAFENEUR® AS THE MAJOR STRESSOR OF MICROBIAL
PHOTOTROPHIC COMMUNITIES

A strong impairment of phototrophic communities urted in Dual Gold Safeneltreated
microcosms, with both modifications in biomass figigantly less quantified pigments in all
Dual Gold Safenelr treated microcosms for Limagne and Versaillessséifigure 3),
compared to control) and in structure (based ontdi@ pigment content obtained from
HPLC measurements with PCA analyses (Figures 4)effBe dose of S-metolachlor active
ingredient applied in the recommended field rateliaption (10 times higher than the doses
of mesotrione and nicosulfuron (Table 2)) mighoine of the reasons of such impacts. As the
second phase of herbicides spraying with Caftistamd Milagr§ did not add additional
stresses (DG/C, DG/M and DG/C/M microcosms alwaggauped with DG microcosms in
PCA analyses), we can exclude any synergistic iffegicthe herbicides and identify the Dual
Gold Safenelftas the only stressor for phototrophic communitiethis study. This absence
of synergistic effects of these three herbicidesalisady been observed by using the
Microtox® test(Joly et al., 2013).
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In the case of Limagne soil, mainly colonized byatdms and Chlorophyceae, both
communities were impaired by Dual Gold Safeffewith at day 91 less fucoxanthin (known
to be the major pigment of Diatoms) and the abs@faghlorophyllb (a major pigment of
Chlorophyceae, absent in Diatoms; Jeffrey et 89,7) compared to control. Fucoxanthin is a
pigment generally associated to the presence dbDis however in an aquatic study, Ston et
al. (2002) showed a small proportion of diatoms€él%) compared to fucoxanthin pigment
concentrations (22%). This suggest that fucoxantbmtaining cells may have contributed to
other phototrophic communities, which was furtherengonfirmed in the Versailles saill,
where specific HPLC dosages of isolated Bryophytal £yanobacteria confirmed the
presence of small quantites of fucoxanthin (daté stwown). Effects of formulated S-
metolachlor on soil Diatoms were coherent with adiye published studies (Debenest et al.,
2009; Roubeix et al., 2011) which have highlighted deleterious effect of low doses of
metolachlor (racemic form of S-metolachlor) on hwsater Diatoms, by temporally stopping

their development.

In the case of Versailles soil, chlorophyll remained statistically lower during all the
experiment in Dual Gold Safen&utreated microcosms, indicating an impact mainly on
Bryophyta community (non-exculding other minor pitadphic communities possessing
chlorophyllb pigment), as mosses are known to possess thispigfiarschall and Proctor,
2004) unlike the cyanobacterial community. Howevienportant quantities of pigment
measured at day 91 for Versailles soil, with ed@rt amounts of fucoxanthin and
chlorophylla whatever the considered treatment compared taadanicrocosms (Figure 3),
indicated that colonization by phototrophic comnti@si occurred in all microcosms, with a
resilience of phototrophic communities in term afrbass and not in term of diversity due to
the lack of chlorophylb. This last pigment seemed to slowly increase ial&old Safenedr
treated microcosms, indicating a potential longntetesilience of inhibited phototrophic

communities.

CALLISTO ® AND MILAGRO ® AS NON-SIGNIFICANT STRESSORS OF
MICROBIAL PHOTOTROPHIC COMMUNITIES

Callistd® and Milagrd treated microcosms were always close to controtagnbsms in term
of pigment diversity and content, except for Vdieaisoil at day 28 (Figure 3 et 4) with a

short term impairment, not retrieved thereaftecléstering for Milagr§ treated microcosms
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occurred at day 91 in Versailles soils (red clystegure 4) and indicated a potential
modification trend in phototrophic communities’ digity for this herbicide which was,

however, irrelevant due to the presence of a cbs&mmple in this cluster.

At day 91 the means of pigments concentrationsatisto® treated microcosms (Figure 3)
were non-statistically higher in both soils complar® controls. This trend suggest a
stimulation of some adapted phototrophic commusitie the presence of this herbicide,
maybe by using it as a supplementary source ofiemit; like Céaceres et al. (2008)
microalgae and cyanobacterial strains with the aticile fenamiphos. Interestingly, this
increase did not occurred in microcosms treateti witth Callist§ and Milagr§ herbicides

which underlined potential influence of Mila§ron the communities adapted to Callfstas

partially underlined by the effect of this herbieidn Limagne’s chlorophyé.

In their study on Callisfd treated soil microcosms, Crouzet et al. (2013atdished at the
recommended field rate the “no observable—effecicentration” for the functional and
structural parameters of phototrophic communitycépt for Versailles soil at day 28, our
results fitted accordingly to them for both soilsjth no significant modification in

concentration and content of pigments in Calfigteated microcosms compared to control.

CONCLUSION

The observed effects on phototrophic communitieghis study were all related to the
formulated S-metolachlor: Dual Gold Saferfeuexcluding any potential mixture effects on
phototrophic communities. In a delay of three monthe resilience in phototrophic
community structure was observed for microcosmateik with this herbicide, whereas the
considered soil. The question remained open tdkstaif the effects were transient or long
lasting and could hardly be answered in a longecranbsms study knowing the time
depletion of that kind of closed system, which douiterfered on the observed effects.
However, Versailles soil shown a diminution of ttiéferences in pigments content over-
time, which could let us speculate a long-termliezste of impacted microbial phototrophic
communities. This study also permitted to excludy atrong effect of Callisfd and

Milagro®, used alone or in mixture at the recommended fiale, on the phototrophic

communities of the two soils.
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Metolachlor is known to be a major pollutant offage water in Europe. This study shown
the deleterious effects of the formulated S-metdt@capplied at the recommended field rate
on soil phototrophic organisms, as previous workeady highlighted it on aquatic
phototrophic organisms and at low doses (Debenest.e2009; Liu and Xiong, 2009;
Roubeix et al., 2011). The review report of the dpggan commission on S-metolachlor
established in 2004 concluded that under the recemdied conditions of use, no unacceptable
effects on the environment were obseleth so, the authors support the necessity to re-
evaluate the S-metolachlor toxicity by carry onessive soil studies on this molecule, in
order to reconsider its use from an ecotoxicoldgmaint of view. The development of
adapted ecotoxicological field tools to study phaiphic microorganisms seems thus a way
to deepen in order to investigate the potentialammpent of pesticides on soil and reach the
ecosystemic level and the long time monitoringadseused in aquatic study (Gregorio et al.,
2012). Furthermore, work on phototrophic microorgars seems to be promising as
pollution indicator, not especially by following efic communities but more by assessing
the photosynthetic activity directly linked to thegment biomass, as suggested by Bérard et
al., (2004).
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Supplementary data 1 — Limagne phototrophic comtesnsequences diversity at day 56 of
experiment, based on a 250 plastidial 23S clonedyars. Affiliations for all clones (A) and
associated sequences (B) are given and clonedatfiiis are presented according to
herbicides treatments (Co: control, without hertiesi DG: Dual Gold safeneur; C: Callisto;
M: Milagro and DG/C/M: Dual Gold Safeneur/CallisMilagro) on the base of 50 clones per
treatment (C).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La problématique liee a I'emploi de mélanges ddigides dans I'environnement nous a
permis de penser et de réaliser des expérimentgigmsettant d’étayer les connaissances de
telles pratiques d'un point de vue toxicologique éxotoxicologique. Les études en
microcosmes, ciblant différents niveaux d’organ@aties communautés microbiennes du sol
(bactériennes, archéennes, fongiques) et des grdopetionnels particuliers (du cycle de
'azote et phototrophes), ont permis d’apporter diEsnents de réponse sur les effets de

mélanges d’herbicides formulés a base de S-métolaghthésotrione et nicosulfuron.

Au-dela de [l'utilisation des mélanges d’herbicides/originalité de ces études reside

pleinement dans le fait qu’elles prennent en comptées enjeux liés a leur application

dans I'environnement : les mélanges de formulationsommerciales choisis sont réalistes,
les doses agronomiques sont respectées, tout comies applications séquentielles.
L’ensemble de ces aspects est trop rarement pris @mompte dans les études actuelles
d’écotoxicologie microbienne, et en cela, les étuslenenées durant cette thése apportent
une réflexion novatrice dans la maniére d’appréhener la problématique pesticide.

Lors de la mise en place des expérimentations aoniss fait le choix d'étre le plus exhaustif
possible dans nos analyses afin de caractérisaffiets potentiels des mélanges herbicides
dans le systeme sdClapitre 3). Aprés trois années passées a traiter et andlgeasemble
des informations obtenues nous constatons que lkamgdes objectifs que nous nous sommes
fixés fait qu’'une partie des résultats reste eneorattente.

Nous avons pu mener a terme I'analyse de la téxdsts molécules seules et en mélange par
l'intermédiaire du test normalisé MicrotdXChapitre 4) ce qui nous a permis de mettre en
evidence l'importante toxicité des herbicides forésulcomparativement aux molécules
actives employées seules sur le procarydtbrio fisheri Bien que ce type d'étude
toxicologique ne prenne pas en compte les intenagtexistantes au sein du réseau trophique
microbien d’un écosysteme, elles donnent un apeecla toxicité potentielle des molécules.
De plus, nous avons pu exclure toute interaction sgrgique ou antagoniste des mélanges
(formulés ou non) sur cet organisme modeleA mon sens, le plus grand apport de cette
étude concerne les données de toxicité établie€kde permettant d’alimenter les modéles
mathématiques prédictifs. Bien que ces modéles ammiué pour établir la toxicité d’'un des

mélanges (Callisfb+ Milagra®), ils se révelent plutot justes dans leurs préatistet, dans le
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cas du modele de Concentration Addition (CA), agsémiste pour étre utilisé comme un
évaluateur pragmatique et réaliste de la toxicit&€ete mélanges herbicides (Altenburger et
al., 2000; Berenbaum, 1985). Il serait donc intgaBts de réaliser une base de données de la
toxicité (courbes dose-réponse) de chaque produsticme, dans l'optique d’identifier

rapidement, par I'intermédiaire de ces modelesmiémnges pouvant s’avérer toxique.

QUELLES REPONSES POUR LE SOL DE LIMAGNE ?

Les données obtenues sur le sol de Limagne pemheedresser un premier compte-rendu
de l'effet des mélanges herbicid&un point de vue général, il est intéressant de mer

gue les communautés microbiennes de ce sol sontlament impactées par les mélanges
d’herbicides (Chapitre 5), en témoignent les analgs de diversité réalisées par
fingerprinting, d’activités potentielles (nitrification et hydrolytiques) et de biomasse
microbienne. Cette stabilité n’est pas uniquement constatée danscomparaison
microcosmes contréles / microcosmes traités, ngategent au cours du temps, ce qui sous-
tend des propriétés uniques a ce sol de Limagneeften lors de notre étude prospective
(Chapitre 2) ou des travaux antérieurs a cette thése (Craizdt, 2010 ; 2013), jamais une
telle stabilité n'avait été observée dans un digihate type microcosmes pour un sol de
Limagne. Quand on compare le sol utilisé durartedbese a ceux utilisés lors des précédents
travaux, on remarque que les taux de matiere aggarét d’argile sont bien plus importants
(54,9 g.kg' de MO et 59% d'argile dans cette étude, contrd §&g* de MO et 38% d’argile
pour les travaux d'Olivier Crouzet; et 29,9 g'kde MO et 36% d'argile dans I'étude
prospective). Or, ces deux facteurs sont connug pmus fortes interactions avec les
molécules organiques type pesticide, ce qui pepliguer (i) une meilleure protection des
communautés microbiennes dans la porosité du /&l ét) un effet limité des herbicides sur
les communautés microbiennes par des mécanism&srjplgon/désorption (diminution de la
biodisponibilité) et/ou (iii) une stimulation plisportante des communautés microbiennes de
par les fortes teneurs en MO, permettant une mks$akion plus efficaces des molécules.

Il est difficile de privilégier une hypothése papport a une autre. Les deux premiéres
expliqueraient tres bien la forte stabilité de dure, d’activités potentielles et de biomasse
microbienne. La troisieme, serait en accord avebidaégradation efficace des molécules
herbicides a court terme, suggérant un métabolistimulé de certaines communautés,

comme indiqué par la mesure de l'activité de regjn potentielle (SIR).
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De plus,les données des dosages des difféerentes moléecubdmpitre 5) mettent en avant
des modifications dans les cinétiques de dissipatiosuivant les mélanges d’herbicides.
Ainsi, le nicosulfuron se dégrade mieux en mélatgdrois herbicides et la mésotrione voit
sa dégradation accélérée (en présence de Miggmu ralentie (en mélange de trois
herbicides), pour finalement étre totalement d&sign fin d’expérimentation. Pour le S-
métolachlore, cette différence de dissipation ess papide en présence de Calffsa plus
lente en présence de Mila§rcCes différences de dissipation n’avaient pouedtie jamais
été observées dans le cadre de mélanges de pestanig@loyés a la dose agronomique
recommandée. Ces modifications peuvent s’expliggaerune meilleure distribution dans le
sol des herbicides en mélange (notamment gracactolh des adjuvants), impliquant de ce
fait un contact amplifi€¢ avec les microorganismes sl et donc, soit une meilleure
dégradation (effet +), soit des effets sur les comaaités microbiennes sensibles responsables
de la biodégradation (effet -), modifiant ainsi tsétiques de dégradation. Il est difficile de
statuer sur le lien qui unit les molécules d’hadss et les effets observés. En effet, la
mésotrione et le nicosulfuron formulés sont apmoei@ quantités proches dans les mélanges.
De plus, ces molécules ne se distinguent pas $péeat au niveau du nombre d’éléments
chimiques de type carbone et azote qu’elles peusppbrter au systeme sol en cas de
minéralisation compléte, ni méme au niveau de texicité sur I'organisme modeMibrio
fisheri (Chapitre 4) avec des Gb similaires entre les deux formulations commersiale
Callistd® et Milagrd®. Les cinétiques de dégradation rapide observéas la mésotrione
pourraient expliquer en partie la dégradation aréél du S-métolachlore dans le mélange de
ces deux herbicides, par des mécanismes de co-rtigtaboA l'inverse, le nicosulfuron se
dissipe moins bien, et sa formulation pourrait sfavélus toxique pour les communautés
microbiennes du sol, expliquant le retard de disgipaobservée pour le S-métolachlore dans
ce mélange. Nous avons remarqué une perte de fi@®wnlis effets en cas de mélange des
trois herbicides, avec une cinétique de dissipatientique a celle du S-métolachlore lorsque
le Dual Gold Safenefirest employé seul. On peut estimer dans ce caspewompensation
de ces effets de stimulation et d’inhibition s’'etige. Les chromatogrammes HPLC de
dosage des différentes molécules présentent desspaorrespondant a la production de
produits de dégradation. Toutefois, I'identification de ces différents praduainsi que leur
dosage n’ont pas encore été effectués, nous poiwstesajouter que leur présence, couplée a
celle des molécules meres et des adjuvants, coatatha pression de pollution dans le sol.



- Conclusions et perspectives -

L'idée de suivre les cibles d’action des différentemolécules actives herbicides, si tant est
gu’elles soient partagées par les communautés midignnes du sol, fut un des points
que nous avons souhaité développer lors de la réflen pour la mise en place de ces
travaux de these.Pour rappel, le S-métolachlore cible la formatoes longues chaines
d’acides gras (VLCFA), un métabolisme commun a aelireux organismes, ce qui hous a
conduit a estimer ses effets, couplés a ceux dessabgrbicides, par des analyses globales
sur la structure, I'abondance et les activités dmmmunautés microbienne€Hapitre 5).
Seule la mésotrione cible une fonction liée a latpsynthése : la synthese des plastoquinones
et de la-tocophérol, précurseurs d'une enzyme impliquée dknsbiosynthése des
caroténoides. Ainsi, nous avons pu estimer si cetie d’action particuliére est plus
préjudiciable pour les communautés phototrophesnisdnt la surface du sol comparé aux
actions des autres herbicideShapitre 6). Enfin, le nicosulfuron agit par inhibition de
I'acétolactate synthase (ALS), enzyme responsablia dynthese d’acides aminés essentiels.
Nous avons pu voir quels étaient les effets du ¢d@ sur 'abondance du géne AHAS
codant l'acétolactate synthase grace a nos cokegei¢INRA de Dijon qui travaillent sur les
herbicides de la famille des sulfonylurés. Les Itétsia court terme (2 et 8 jours apres le
traitement au Milagr8, soit 16 et 22 jours aprés le début d’expérimémiitne montrent
aucune différence pour I'abondance de ce géne g@eit dans les traitements simples ou en

mélanges de 2 ou 3 herbicides (Figure 27).

Figure 27 — Abondance de la

3.50E405 communauté AHAS dans les

microcosmes contréle (Co) et

% 3,00E+05 traités (Milagro : M ; Dual Gold

[a]

:s 2 50E+05 Oco Safeneur/Milagro : DG/M ;

fn Bm Callisto/Milagro : C/M et Dual

§ 2,00E+05 . .

& BDG/M Gold Safeneur/Callisto/Milagro :

B 1,50E+05 BC/M DG/C/M). Les abondances ont été

g BDG/C/M estimées par PCR quantitative

% 1,00E+05 . R .

% ciblant le géne fonctionnel AHAS
5,00E+04 et exprimées en nombre de copies

16 22

day of treatment de génes pour 2 ng d’ADN total

du sol.
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Ces difféerentes études (Chapitres 5 et 6) nous opermis de dresser les conclusions

relatives aux effets de I'emploi des mélanges d’heicides sur le sol de Limagne.

Ainsi, des modifications acourt et moyen termesliés a la présence des herbicides sont
observées (Figure 28)Une stimulation rapide de I'activité respiratoire potentielle (SIR)
est observée dans les microcosmes traités parlémgesde trois herbicide€lapitre 5). Cet

effet peut traduire :

() une stimulation directe des populations microbisnc&pables de dégrader et d'utiliser
les herbicides comme source de nutriments, notamdaars les microcosmes ayant recu
le triple traitement, qui représente donc le pland apport exogene. Cette hypothése est
appuyée par la dégradation rapide a court termdiffésentes moléculehapitre 5).

(i) un ajout de matiere organique labile provenant @gmnismes morts (sensibles aux
herbicides), qui peut stimuler l'activité des organeés non sensibles (protégés, ou
résistants, ou dégradants). Parmi ces organismas,n@pouvons identifier précisément
une communauté, certainement par manque de résolphis fine lié au choix de nos
analyses, mais également de par la forte redondancgonnelle existante (Wardle and
Parkinson, 1990), qui peut expliquer le peu deat@mms dans les activités hydrolytiques
potentielles suivies. Toutefois, les analyses séak sur les communautés impliquées
dans le cycle de l'azote mettent en avant une dititin de I'abondance des archées
nitrifiantes dans les microcosmes traités pamiétanges d’herbicidehapitre 5), et
les retards de colonisation des communautés pbptwts dans les microcosmes traités
au Dual Gold Safenelir(Chapitre 6) soulignent la présence de ces communautés
sensibles.

Ces différents effets de stimulation peuvent égatd@rprovenir d’'une meilleure utilisation de

la matiére organique présente dans le sol, papaeessus de co-métabolisme favorisés par

les apports de matiere organique fraiche citéségigrmment. Enfin, il n’est pas a exclure que
cette augmentation de I'activité respiratoire soiteflet d'un état de stress généralisé chez les
communautés microbiennes résistantes, accroissaet fdg leur métabolisme basal (Schimel

et al., 2007).

Cet effet de stimulation de la respiration et ddhtilisation de matiere organique, est en lien
logique aveclaugmentation des teneurs en ammonium(processus d’ammonification)
observée dans les microcosmes traités par plusieutdcides, et notamment aprés 1 mois

d’expérimentation (jour 28), ou 'augmentation e&tximale (Figure 28).
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Une seconde hypothese pour expliquer cette augtmamties teneurs en ammonium dans les
microcosmes traités serait celle d’un impact ssiclemmunautés nitrifiantes, comme peuvent
le laisser supposer letiminutions d’abondances relevées pour les archéastrifiantes
(suivi du geneamoAAOA) le méme jour. L’abondance des archées nitriia est connue
pour étre supérieure a I'abondance des bactérigBanites dans les sols, cependant cela ne
signifie pas pour autant que leur part d’activigt plus importante dans le phénoméne de
nitritation (Leininger et al., 2006). Les analysEactivité de nitrification potentielle (NEA)
n'ont pas été en mesure de révéler des impactsesiar activité, il serait des lors intéressant
de préciser les analyses en se focalisant surdietles transcrits des geraaoA (AOA et

AOB), potentiellement exprimés dans le sol.

A plus long terme, une augmentation des teneurs en nitrates est ologée dans les
microcosmes traités par les mélanges d’herbicideprincipalement C/M et DG/C/M),
comparativement aux concentrations mesurées dansslenicrocosmes controles (Figure
28). Cette augmentation, initiée au®88jour d’expérimentation et vraissemblablement Bée
une levée de linhibition de la nitrification, esbrrélée aux fortes concentrations en
ammonium mesurées au 28° jour. De plus,augmentation en nitrates est également
corrélée a 'augmentation d’abondance des communa@s dénitrifiantes (suivi des genes
nirk etnirS) au 56™ jour. Encore une fois, nous ne sommes pas en mesufaire de lien
entre I'abondance et l'activité de ces communaut@sjs nous supposons que leur
accroissement serait lié a cette accumulation tlates. Des analyses complémentaires pour
préciser ces effets seraient nécessaires, prieogalt au niveau des activités de ces
communautés spécifiques impliqguées dans le cycladete. Or, les tentatives menées pour
extraire la fraction ARN du sol afin d’accéderiaflbrmation codée par les ARN messagers (-
de 10% de la fraction ARN totale) sur les procesiisitrification et de dénitrification, se
sont avérées vaines. L'une des principales raisomrrgit provenir d’'une trop longue
conservation des échantillons de sol avant I'ekivacdes ARN. Nous ne sommes donc pas
en mesure d’obtenir ces informations d’activitésufefois, afin d’étayer les effets possibles
sur les communautés impliquées dans le cycle dmtBapour ce soldes analyses de
diversité ciblant les différents génes de la nitri€ation et de la dénitrification sont en
cours. In fine, ces analyses apporteront peut-étre une identifitan de communautés
sensibles, a mettre en lien avec les modificatioes teneurs des nutriments azotés et les

abondances des génes ciblénioA nirK etnirS).
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L'analyse des communautés phototrophes colonisana Isurface des microcosmes de
Limagne révele la présence majoritaire de Diatoméest de Chlorophycées (Chapitre 6 et
Annexe 2). Les herbicides employés n’impactent pas tous a@anmunautés réputées
sensibles de par leur métabolisme proche de ceduadieentices ciblées. Comme souligné par
plusieurs auteurs (e.g. Accinelli et al., 2002; &ag et al., 2007; Wainwright, 1978) des
doses agronomiques de pesticides peuvent ne pas dwefiet sur les communautés
microbiennes. Tel est le cas dans cette étude lpanésotrione et le nicosulfuron formulés,
qui ne provoquent pas ou peu (Mila§rseul aprés 91 jours) d’effets sur la biomassaet |
diversité phototrophe, qu'ils soient employés seuken mélanged.e Dual Gold Safeneuf
cependant, réduit significativement et durablementia biomasse phototrophe avec des
teneurs en pigments toujours significativement failsles dans les microcosmes traités par
cet herbicide, de facon seule ou mélangée. Cetterosition a la dose agronomique
recommandée avait déja été soulignée lors de Btike prospectiveChapitre 2), pour le
pigment chlorophylle. La cible d’action du S-métolachlore, la molécadtive du Dual Gold
Safened?, concerne la formation des longues chaines d'acigeas: un métabolisme
commun a de nombreux organismes. Ainsi, il estailéf d’établir un lien d’effet direct entre
cette molécule et les communautés impactées, cexapus laisse supposer que les fortes
concentrations en S-métolachlore a la dose agranmm(1,038 mg de S-métolachlore par
microcosme comparativement aux 81lpg de mésotrianaue 32,4ug de nicosulfuron),
peuvent en grande partie étre responsables d'wt &fkique aigu sur ces communautés
phototrophes de Limagne. En conclusion, I'apprqutuposée, par analyse totale du contenu
pigmentaire par HPLC, s’avere bien adaptée au mgsteol, et la diversité importante de
pigments considérés ainsi que la quantificationpdgments majoritaires (chlorophylée b et
fucoxanthine) ont permis un regroupement confondiast traitements comprenant le Dual
Gold Safenetft. Il s'agit & présent d’optimiser les techniquesnpettant I'appréciation de la

diversité des phototrophes.

Enfin nous avons remarqué une diminution de la vitesse de biodégradation des
herbicides avec le tempssuggérant une toxicité des produits de dégradaiaccumulant

sur les communautés responsables de leur biodégrada

VERS DES COMPARAISONS MULTI-SOLS

Les conclusions présentées précédemment ne sertappgu’a un seul et unique sol : celui
de la Limagne. De plus, le manque d’informationatiees a la diversité des communautés
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impliquées dans le cycle de I'azote et surtoutuaslectivités, fait qu’il nous est impossible
d’apporter de conclusions robustes quant aux effitsces mélanges herbicides dans
'environnement. En effet, impossible de savoir I'eixtréme stabilité de la diversité
microbienne générale ou des activités enzymatiqbesrvée pour ce sol, sera identique dans
d’autres sols agricoles recevant des cultures dis etadonc, potentiellement, ce mélange
d’herbicides. Ce projet de these s’inscrivant densadre d’'un projet EC2CO Ecodyn
(Devenir et impacts d'un « cocktail » d’herbicides wr des groupes fonctionnels
microbiens: élaboration de bioindicateurs de pertubations), nous serons bientot en
mesure de comparer l'intégralité de ces résultaes aeux du second sol choisi : un luvisol

en provenance de Versailles (Figure 29).

Limagne Versailles

Bsable Blimon DOargile

pH 8,1 7,2
Capacité d'echange cationique 34,6 cmol/kg 9,4 cmol/kg
Matiére organique 54,9 o/kg 16,7 gkg
Carbone organique 31,8 ghkg 9,7 gkg
Azote total 2,59 g/kg 0,92 g/kg
Ratio Carbone / Azote 122 10,2

Figure 29 —Comparaison des propriétés physicochimique des dmig utilisés dans le cadre du

projet DevimCocMic

Ce sol est en tous points différent de celui @if®ur ces travaux de thése, avec des teneurs
en argile et en MO bien moindres, lui procurant oapacité d’échange cationique plus de 3

fois inférieure a celle de la Limagne.

Le traitement des données sur les communautéstpbyttes de Versailles réalisé durant I'été
2013 nous a permis de comparer ces données avecdeela Limagne Ghapitre 6). Les
communautés phototrophes colonisant la surfaceni@®cosmes different, avec pour le sol
de Versailles la présence de Cyanobactéries, deseewst de thalles de fougekes deux

études s’accordent cependant sur le méme point :sleeffets délétéres du Dual Gold
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Safeneuf, utilisé seul ou en mélanges, sur I'abondance et tliversité des communautés

phototrophes. Une fois les derniers résultats de Limagne etdignalité des résultats de cette

étude sur Versailles obtenus, nous serons doncesare d’apporter des réponses bien plus

solides en termes d’effets pour ce mélange d’helbécToutefois, deux sols n’arriveront

jamais a représenter I'exhaustivité de la diversitées réponses microbienne£es travaux

de thése m’ont permis de me rendre compte des ptesrsur lesquels il serait nécessaire de

s’appesantir a I'avenir.

Je pense donc pour plus de pertinence, qu'il faudepenser les études d’écotoxicologie

microbienne en microcosmes, traitant des effessnakdlanges herbicides :

(i)

(ii)

(iii)

en respectant les efforts consentis dans ces wadauhése afin de se rapprocher des
réalités environnementales d’épanda@eci passe par l'utilisation de formulations
commerciales, le respect des doses agronomiques, respect des plannings
d’épandage...Ces études sont pour I'heure trop peu nombreuse®itent d’'enrichir

au plus vite la littérature scientifique.

en multipliant le nombre de sols étudiés Sachant la quantité de travail que cela peut
représenter, il est essentiel de réduire le nomtlarealyses envisage (iii)

en ciblant une fonction précisede I'environnement étudié. Ces études a faiblegslo
sont fortement influencées par les mécanismes dendance fonctionnelle existants
pour les fonctions clés du systeme. Or les proses&ffectuant a I'’échelle de niches
« larges » (forte redondance fonctionnelle: déggiad MOS, minéralisation) ou

« étroites » (faible redondance fonctionnelle rification, dégradation de xénobiotiques)
peuvent avoir des caractéristiques de vulnératdiiférentes a I'égard de perturbations
(Griffiths et al., 2000; Wertz et al., 2007). Ainsh réponses aux perturbations, des
mécanismes d’adaptation a I'échelle de la comménéaig. redondance fonctionnelle,
sélection de microorganismes tolérants ou résstaonferent des capacités de résilience
et/ou de résistance aux processus fonctionnelsnisa en relation de ces adaptations
communautaires avec des modifications structuraktssouvent plus aisée pour des
processus assurés par des groupes fonctionnelseimest (e.g. nitrification,
photosynthese) que pour des processus plus gé&tésalfminéralisation des MOS,
respiration, Nielsen et al., 2011Ainsi, des groupes fonctionnels restreints (e.g.,
nitrifiants, phototrophes) présentent I'avantage depouvoir analyser plus finement
les effets de contaminants sur les relations divetg-fonctionnement. Nous serions

donc, dans ces conditions, en mesure de mettreaea ges études permettant d’apporter
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aux pouvoirs publics des réponses concretes quenpratiques agricoles modernes de
protection des cultures, pour les aider dans lesxatoncernant 'emploi du large panel

de molécules phytosanitaires existant.

Enfin, de nombreux autres modéles prédictifs m@ritétre considérés pour se rapprocher
encore plus de la réalité, tel que les études etromosmes « plantés » ajoutant une
composante rhizosphérique a la matrice sol, ledeéten mésocosmes, ou les étudas «

situ». L'important au final pour tous les travaux e et a venir, reste de bien établir les

guestions écotoxicologiques que I'on se pose eediair les outils adéquats pour y répondre.

D'un point de vue strictement personnel, dans la ctdinuité des considérations
ecotoxicologiques sus-citées, je développerais plasant I'analyse des communautés
phototrophes de surface. Ces communautés présentesiés qualités indéniables en tant
gue bioindicateur de pollution, pas seulement dankur diversité, mais également dans
leur capacité a coloniser la surface du solL’une des plus grandes frustrations ressentie lors
de cette thése est de ne pas avoir pu pousseloplusertaines analyses par défaut de dates
d’échantillonnage (obligatoire et raisonnable, ginbmbre de microcosmes nécessaire), qui
auraient peut-étre permis de confirmer certainesate hypothéses. Un autre point, lié au
précédent, passe par le sacrifice obligatoire desonosmes, ce qui empéche toute continuité
directe dans le suivi des communautés microbien@es.les communautés phototrophes
présentent une qualité indéniable pour dépassecaesaintes : le fait d’étre directement
visualisable. J'ai pour projet de développer unilaygtique et informatique permettant le
suivi journalier de colonisation des communautéstgihaphes de surface, qui, adapté a
I'écotoxicologie microbienne, permettrait de congraacilement les effets de xénobiotiques,
sur de nombreux sols. Des tests de mise au poiog¢ digspositif sont en cours au laboratoire
avec a terme, 'ambition de coupler cet outil amalgses biologiques (pigments et ADN),
tout en approfondissant les moyens d'études liésug activité¢ (PAM (Pulse-Amplitude-

Modulation) fluorometry).
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ANNEXE 1 : RAPPORT D’ANALYSES DU LABORATOIRE DES SOLS

D’ARRAS
LABORATOIRE ENVOI DES RESULTATS
D'ANALYSES DES SOLS
D'ARRAS La : 06/08/12
RAPPORT D'ESSAI

CNRS LMGE cofrac
LES CEZEAUX
PIERRE JOLY
24 AVENUE DES LANDAIS TITIL
63177 AUBIERE CEDEX sl

www aofrac fr
Version: 1
L'accréditation du COFRAC atteste de ia compétence du Laboratoire pour las
seuls essais couverts par l'accréditation identifiés par le symbole &
B
Humidité 70.4 g/kg
oo
Argile (< 2 pm) 587 g/kg
Limons fins (2720 pm) 2581 g/kg
Limons grossiers (20/50 um) a7 g/kg
Sables fins {(50/200 pum) 46 g/kg
Sables grossiers (200/2000 um) 39 aikg
)
Carbone (C) organique 31.8 c/kg
Azote (N} total 2.59 g/kg
/N 12.2 -
Matiére organigue 54.9 g/kg

Traitement Carbone

&

CEC Metson

Ce rapport d'essai ne doit pas

du laboratoire.

Par correcticn calegaire

34.6 cmol+/kg

=

Ce rapport ne concerne que les échantillons soumis & 1'analyse

Sauf indication contraire

séché & l'air.

Laboratoire d'Analyses des sols d'Arras 273 Rue de Cambrai
62000 ARRAS

(p sec) les résultats sont exprimés par rapport & un sol

1

Page 1 4

etre reproduit sinon en entier sans l'autorisation écrite
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LABORATOIRE ENVOI DES RESULTATS
D'ANALYSES DES S0LS
D' ARRAS Le : 06/08/12
RAPPORT D'ESSAI
CNRS LMGE cofrac
LES CEZEAUX
PIERRE JOLY

24 AVENUE DES LANDAIS
63177 AUBIERE CEDEX

Version: 1

L'accréditation du COFRAC atteste de la compétence du Laboraloire pour les
seuls essais couverts par 'accréditation identifiés par le symbole &

v

Ascréditation
Partee dis
ww Gk ag

EF5AILS

Calias

SNT1-1380

ur

&

di ATR p ssc 225 ng/kg
fénuron p sec <4, 2 na/ke
de ATR p_sec 555 ng/ka
cyanazing p_sec g 2 na/kg
IFA p seo 2.2 ng/kg
monuron p_sec k.2 g/ kg
alraton p sec 4.2 na/ka
simazine p sea 108 no/ke
desmétryne p_sec <& 2 ng/kg
monolinuron p sec 4.2 ng/kg
TRPPU p_sec <42 ng/kg
prométon p sec <4, 2 na/ka
méthabenzthizzuron p_sec 37.6 ng/kg
DCPU p_sec =8.39 ng/kg
IFPMU p sea <. 2 ng/kg
atrazine p sec 2930 ng/kg
DCPMU p sec 79.2 na/kg
isoproturon p_sec 7.4 ng/kg
méthoprotryne p sec <4.2 ng/ kg
amétryne p sec 8.27 ng/kg
diuron p_sec «8.39 ng/kg
linuron p sec 66.2 ng/kg
prométryne p_sec <4 .2 ng/kg
propazine p sec 64.3 ng/kg

Ce rapport d'eassal ne deoit pas etre reproduit sinon en entier sans 1'autorisation écrite

du laberatoire.

Ce rapport ns concerne gque les &chantillons scumis & 1'analyse

Sauf indication contraire (p sec) les résultats sont exprimés par rapport & un sol

séché 4 1'air.

Laboratoire d'Analyses desg sols d'Arras 273 Rue de Cambrai

62000 ARRAS

Fage 2 ;

/
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ANNEXE 2 : NEW MOLECULAR METHODS TO STUDY PHOTOTROP HIC
MICROORGANISMS AT THE COMMUNITY LEVEL IN TERRESTRIA L
ECOSYSTEMS

En parallele de I'étude menée sur le sol de Limagmas nous sommes intéressés au
développement d’outils permettant le suivi struetutes communautés phototrophes du sol.
Ces travaux ont été menés en grande partie paaBeanjMisson durant ses travaux d’ATER
au sein de I'équipe CMES en 2012, et s’inspiresttdevaux de Sherwood et Presting, (2007)
qui ont mis au point en milieu aquatique, une pedaerimers ciblant une région 23S ADNr
plastidiale, hautement spécifique des lignées pirayibes. Le but de ces travaux était donc
d’utiliser ces primers afin de transférer ces agpions du milieu aquatique au milieu
terrestre et de développer des méthodes de gP@&fiagerprinting permettant I'analyse de
la dynamique des communautés phototrophes et de sigucture génétique, dans de

nombreux échantillons (Figure 30).

Les résultats nous ont permis de valider I'effiade ces différents outils pour I'écosystéeme
terrestre, tout en pointant les limites de tellestiques, a savoir la faible base de données
disponible pour affilier les différentes séquencesis également le nombre variables de
plastes par cellules qui peut biaiser linterpiétatdes gPCR. Cependant ces outils
représentent un pas supplémentaire dans lideatiific et le suivi des dynamiques des

communautés phototrophes du sol.

L’approche proposée a fait I'objet d’'une soumissiopublication dans la revi&oil Biology
and Biochemistry et a été refusée. Les causes du refus sont pri@cipat liées aux manques
de diversité d’échantillons environnementaux tep@s valider la méthode et par faute de

temps, ces améliorations n'ont pas été menéesi@ouoment.

Bacteria

Eukaryotic
microalgae

\,(plasﬁdianumm/ Figure 30 — Graphical abstractde la méthod

“‘

Cyanobacteria

proposée, réalisé lors de la premiére soumissic

DGGE aPCR |'article.

Rapid and specific analysis Efficient, specific and sensitive
of the genetic structure at quantification of the overall
the community scale phototrophic community
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New molecular methods to study phototrophic microorganisms at
the community level in terrestrial ecosystems
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ABSTRACT: Although microbial phototrophs can be of major importance for biogeochemical cycles,
investigations on their abundance and diversity at the community scale in terrestrial ecosystems are scarce. A
few molecular tools have been designed for studying the whole microbial phototrophic community in natural
ecosystems., but never adapted to soil systems. In this study, we developed a qualitative and a quantitative
molecular method, both targeting the same plastidial sequence and using the same PCR program. Starting from
soil samples, we designed an efficient and sensitive gPCR assay, whose specificity was checked by cloning and
sequencing. We also designed a DGGE assay that will help in the rapid comparison of the genetic structure of
the phototrophic community between many samples. This set of molecular methods will be helpful in studying
microbial phototrophs in a wide range of artificial or natural systems, and especially in soils where other more
usual techniques, such as microscopy, are hardly usable.

KEY WORDS: Phototrophic microorganisms; community scale analyses; molecular tools; plastidial 23S

rDNA; gPCR; DGGE

1. INTRODUCTION

The rapid growth rate, the small size and the ability of
microbial phototrophic communities to use carbon
dioxide for producing organic compounds allow them to
play key roles in a wide range of ecosystems. Indeed,
they can be major actors in the carbon cycle by being the
main primary producers everywhere macroalgae and
higher plants cannot develop because of unfavorable
environmental conditions (e.g Partensky et al, 1999;
Cockell and Stokes, 2004). Moreover, some phototrophic
microorganisms, such as several cyanobacteria, are also
able to fix atmospheric nitrogen, and are thus supposed to
play an important role in the nitrogen cycle (Zehr et al.,
2001; Boison et al, 2004; Montoya et al., 2004). In
terrestrial - ecosystems, microalgal and cyanobacterial
communities can be of major importance in ecosystem
functioning, especially in extreme environments like hot
or cold deserts, where they can be the solely phototrophic

organisms (Cockell and Stokes, 2004; Schmidt ef al.,
2011; Chan et al., 2012).

To  date, molecular studies of  phototrophic
microorganisms mostly concerned low taxonomic levels
(i.e. species or genus) and aquatic environments (e.g.
Touzet et al., 2009; Andree et al, 2011). Only a few
molecular tools allowing their study at the community
level have been developed, in spite of their great interest
for the understanding of (i) the [unctioning of
phototrophic microbial communities and (i) their
responses (o environmental perturbations and global
change. This represents a serious technological limit,
especially for terrestrial ecosystems where microscopy
cannot easily help.

Phototrophic communities can be studied at the
community level by molecular investigations targeting
universal plastidial genes, such as plastidial ribosomal
genes or RubisCO subunits genes. Such genes have
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Table 1 - Primers used to amplify plastidial 235 rDNA in this study.

Primer Sequence

Method Reference

p23srv_fi S GGACAGAMAGACCCTATGAA-S

p23srv_rl S TCAGCCTGTTATCCCTAGAG-Y

GC-p23SIV_fl  5-LOLCOGGGHIGLGEGLCHGECGEGEGELGGEEGECALGGEERG

GEACAGANGACCCTATGAN-3

PCR. oPCR sherwnod and Presting, 2007

PCR, ¢PCR, PCA-DCGLE Shenwood and Presting, 2007

PCR-DiG1GE This study

previously been demonstrated (o be helpful to overcome
the paraphyletic nature of phototrophic communities,
since they are common to every phototrophic lineage
including both eukaryotic algae and cyanobacteria (e.g.
Sherwood and Presting, 2007, Meakin and Wyman,
2011). However, to date, such molecular tools have never
been applied (o the study of terrestrial ecosystems, where
the highest taxonomic levels investigated are the
Bacillariophyceae class (Morin ef al, 2012) and the
Cyanobacteria phylum (Crouzel ef al., 2012).

A previously designed primer pair (Sherwood and
Presting, 2007; Table 1), targeting a plastidial 23S rDNA
region, seems to be highly specific to all the phototrophic
lineages, including cyanobacteria and phototrophic
cukaryotes. These primers anneal to highly conserved
regions of the plastidial 23S gene, target a sufficiently
short sequence (410 bp) for quantitative analyses, and
their specificity to phototrophs™ DNA was verified on
natural aquatic samples by cloning and sequencing after a
touchdown PCR amplification (Sherwood et al., 2008).
Through this study. our objectives were to use these
specific primers to transfer such applications to terrestrial
ccosystems and to develop both qPCR and fingerprinting
methods, allowing the analysis of the phototrophic
community’s dynamics and a quick assessment of the
genetic structure in numerous samples, respectively.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Terrestrial phototrophic communities’ samples and
DNA extraction

Topseil (0-10 cm) samples free of higher plants were
collected in Spring 2011 from a vertisol soil (determined
using standard protocols of Arras Soil Analysis
Laboratory, INRA, France:; and according to FAO
classification) located in the Limagne plain near
Clermont-Ferrand (France) for a microcosm experiment
designed to study the impact of herbicides on edaphic
microbial communities (Joly et al. in prep). DNA was
extracted from the surface layer (1 cm) of 8 microcosms
(0.5 g aliquots) by using FastDNA® Spin Kit For Soil
(MP Biomedicals) according to the manufacturer’s
instructions.

2.2 Quantifying plastidial 23S gene copies

In order to establish standard curves, one DNA extract of
surface soil was amplified according to Sherwood ef al.
(2008) and cloned into pGEM-T wvector system II
(Promega) for producing plasmids containing the target
plastidial p23S insert. The correct size of the insert of a
randomly chosen white colony was checked by PCR and
electrophoresis on a BET stained 1% agarose gel. The
PCR products were then purified by ExoSAP-It (USB)
and sequenced by MWG Eurofins. After verifying that
the sequence was affiliated to a phototrophic organism
through the wuse of BLAST (accession number
KC284849), plasmids were extracted from the colony and
linearized by using Pstl restriction enzyme (New England
BioLabs). Linearization products were visualized on a
BET stained 1% agarose gel to ensure that there was a
single restriction site in the cloned plasmids. In every
single gPCR run, seven dilutions (ranging from 1.5 x 10’
to 1.5 x 10' copies) of linearized plasmid were then used
in duplicate to establish Ct (threshold cycle number, the
cycle number at which the fluorescence first exceeds the
threshold) vs. gene copy numbers standard curves (Fig.
).
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Figure 1 - Ct vs. gene copy numbers gPCR standard curves obtained
for the two PCR programs tested. (A) standard curve of program A,
(B): standard curve of pragram B. E is the efficiency of amplification
and was calelated from the following equation: E = 107, where
“a” is the slope of the standard curve. Error bars represents standard
deviation (n = 5 for 1.5 x 100, 1.5 x 167 and 1.5 x 107 gene copies in A,
i = 0 for every other values).



All the qPCRs were carried out in a Mastercycler ep
realplex (Eppendorf) in a final volume of 25 uL and in
96-well plates, using MESA GREEN ¢gPCR Mastermix
(Eurogentec), 200 nM of forward primer p23SrV_f1
(Table 1), 300 nM of reverse primer p235rV_rl (Table 1)
and 0.25 mg.mL™" of BSA.

Two different PCR programs were used. The first
program, further referred to as “program A”, contained a
touchdown step as designed by Sherwood et al. (2008): 5
min at 95 °C, 40 cycles of 30 s at 95 °C , 45 s at 66°C
(with a temperature decrease of 0.5 °C every cycle until
touchdown temperature of 58 °C was reached) and 30 s at
72 °C. The second program, further referred to as
“program B”, consisted in 5 min at 95 °C and 40 cycles
of 30 s at 95 °C, 45 s at 58 °C and 30 s at 72 °C. In order
to compare the reproducibility, the sensitivity and the
efficiency of these two programs, standard curves were
established with both programs, ran 3 times each, and
efficiencies were calculated from the following equation:
E = 10" where “a” is the slope of the standard curve.
Plastidial 23S gene copy numbers were determined in our
8 surface soil DNA extracts by using program B and
approximately 0.1 ng of DNA (dilution of the extracts to
1/1000 useful to prevent PCR inhibition). A melting
curve analysis was performed al the end of each run, and
revealed a single major peak around 86 °C.

2.3 Checking the specificity of program B to photatrophic
lineages

The program B was run through a conventional PCR on 5
from our 8 surface soil DNA extracts. For that, we used
the same primers and BSA concentrations as for qPCR.
and the number of cycles of the PCR program was
reduced to 30 (enough to detect about 200 gene copies in
gPCR, see Fig. 1). The PCR products were then cloned
and 250 randomly chosen clones were sequenced as
described above. After verifying their length (~ 410 bp),
sequences were aligned by using Seaview v4.4.0 (Gouy
et al., 2010) and grouped into genotypes based on 100%
identity (accession numbers KC284750 to KC284848 in
GenBank database). The genotypes were clustered in 8
major OTUs (98 % similarity, data not shown) by using
Mothur v1.27.0 (Schloss et al., 2009). One representative
of each OTU was compared to the Genbank “nr” database
through the use of Blast, and the best hit for each OTU
was aligned with all the genotypes. After the exclusion of
the priming sites, an UPGMA tee based on K2P
distances of the sequences was built by using Mega v5
(Tamura et al., 2011).

2.4 Investigating the genetic structure of the phototrophic
community through PCR-DGGE

- Annexes -

PCR-DGGE was used by rumning program B, and by
slightly modifying the reaction mix by adding a GC
clamp at the 5" end of the forward primer (Table 1) and
by using 800 nM of each primer and about 10 ng of
template DNA.

Two terrestrial and 3 aquatic DNA extracts originating
from phototrophic communities with various diversity
degrees were compared. The terrestrial DNA extracts
consisted of (i) 1 of our 8 surface soil samples, and (ii)
total DNA originating from a cyanobacteria-rich soil
(Crouzet et al, 2012). The aquatic DNA extracts
originated from (i) a spring diatom-dominated
phytoplanktonic community from the eutrophic Grangent
reservoir sampled in spring 2009 (Electricité De France,
unpublished data), (i) a Microcystis sp. bloom in the
hypereutrophic Villerest reservoir sampled in September
2010 (more than 2 x 107 cell. L, Misson B, personal
communication), and (iii) a highly diversified
phytoplanktonic community of the oligo-mesotrophic
Pavin lake sampled in December 2007 (Rasconi et al.,
2012).

PCR products were checked on a BET stained 1%
agarose gel and quantified with the DNA quantitation Kit
(Sigma) using a Kontron spectrofluorimeter (Kontron
Instruments, excitation set at 360nm and emission set at
460 nm). 750 ng of each PCR product were loaded into a
7.5 % polyacrylamide (w/v) denaturing gel with linear
gradient of 40-60 % (100 % denaturant contains 7 M
urea and 40 % formamide) and run in 1X TAE buffer at a
temperature of 60 °C at 140 V for 16 h on a TTGEK-
2401-220 (CBS Scientific). After electrophoresis, the
DGGE gel was stained in 1X TAE buffer containing
1220000 dilution of Gel Star (Lonza, Rockland, ME-
USA) and digitized using a BioSpectrumAC Imaging
System (UVP).

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Molecular quantification of terrestrial phototrophs

Quantitative methods available to study microbial
phototrophs in terrestrial ecosystems come down to
microscopy, which is limited by the soil matrix, and to
pigments quantification, which is limited by the varying
nature and quantity of pigments present in the different
phototrophic lineages. Thereafter, molecular
quantification of phototrophs’ plastidial genes by qPCR

can provide a better precision.
A previous gPCR assay targeting plastidial 23S gene by

using the primer set of Sherwood and Presting (2007) has
already been designed to study a deep marine ecosystem

3
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(Gao et al., 2011). However, the authors modified the

original PCR program of Sherwood et al. (2008) in a way
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to 56°C) and they did not test the specificity of their new
PCR program for phototrophic lineages.

In order to develop the most sensitive, the most specific
and the most efficient qPCR assay for soils, we first
compared two PCR programs: the program A, which
contained a touchdown step as designed by Sherwood et
al. (2008), and the program B, which presented a regular
hybridization temperature of 58°C, similarly to the gPCR
design of Gao et al. (2011). The program B, without the
touchdown, appeared to be more efficient (E = 92,0 %).
more reproducible (R2 = 0,9999) and more sensitive (150
gene copies detected in about 31 cycles) than the program
A (Fig. 1). Moreover, with the program B, plastidial 235
rDNA genes extracted from all of our surface soil
samples were detected within 26 cycles, in spite of the
high dilution of template DNA (supplementary material).
This result confirmed the high sensitivity of the method,
which allows natural DNA extracts dilution in order to
limit PCR inhibition. The amplification also proved to be
highly reproducible, since we obtained an average
relative standard deviation of 15 % with our natural
samples (supplementary material). Finally, based on
melting analysis, the amplification of
environmental DNA extracts appeared to be specific.

curve

Since the reproducibility, the sensitivity and the
efficiency of this gPCR method are better without any
touchdown, the ability of such a program to avoid the
amplification of bacterial sequences had to be evaluated
in more details. For that, we cloned and sequenced PCR
products obtained after amplification of soil plastidial
23S rDNA through the program B. Within the 238
sequences obtained, only 5 (2.1 %) belonged to
heterotrophic bacterial lineages. The 233 remaining were
grouped in 94 genotypes affiliated to microalgal taxa
(Fig. 2). The surprising low taxonomic diversity and the
absence of cyanobacteria observed here do not seem to be
related to primer bias, since Sherwood et al. (2008)
reported a high taxonomic diversity within a natural
aquatic community and a high proportion of
cyanobacterial sequences. Then we assume that the
phototrophs’ diversity in our soil samples was low, which
is supported by the comparison with other samples
through DGGE (see below). These Sequencing results
confirm the high specificity of the method to
phototrophic organisms, and indicate that our program B
can be safely used for a specific gPCR assay.

3.2 Rapid assessment of the genetic structure of
phototrophic communities

Fingerprint methods are powerful molecular tools that
enable the rapid comparison of the genetic structure of

- Annexes -

many samples. DGGE, for example, is a widely used
technique for the study of various functional or
taxonomical groups in soils (e.g. Muyzer, 1999; Girvan et
al., 2005; Ros et al., 2006: Crouzet et al., 2010). Thereby,
such a molecular tool would be very useful for the study
of phototrophic communities. However, DGGE does not
easily allow the access to the amplified sequences and
thus the reliability of the results relies on the specificity
of the primers used to the targeted organisms.

Lla 58 CRS GR %R PL La

td Al Lbe
WA
u!'_r-u

Figure 3 - PCR-DGGE patterns of
amplified plastidial 23S fragments
from 2 soils and 3 lakes. La: ladder,
S8: surface soil sampled extracted
for this study, CRS: Cyanobacteria-
rich soil (Crouzer et al. 2012), GR:
planktonic  sample of  Grangent
reservoir, VR: planktonic sample of
Villerest reservoir, PL: planktonic
sample of Pavin Lake (Rasconi et al.
2012).
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Knowing that, we designed a DGGE assay targeting the
plastidial 23S rDNA of cyanobacteria and eukaryotic
phototrophs, by using the same PCR procedure as for
qPCR. To be validated, this fingerprint method had only
to provide sufficiently high band richness for allowing
the discrimination of different samples, since we
previously demonstrated the specificity of the PCR to
phototrophic lineages (Fig. 2). Hence, we compared five
samples differing in their origin (terrestrial vs. aquatic
samples) and in the diversity of their microbial
phototrophic community. A total of more than 40 distinct
bands were observed, with 4 to 19 bands per lane (Fig. 3).
The band richness reflected well the diversity of the
microbial phototrophic communities of the ecosystems
where the samples were taken. Indeed. the band richness
was low for our surface soil sample (according to the
sequencing results, Fig. 2), and for two aquatic samples
originating from eutrophic reservoirs experimenting
diatoms or cyanobacteria blooms. In contrast, many
bands were observed for the most diversified soil
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sampled (cyanobacteria-rich sample; Crouzet et al., 2012)
and for the oligo-mesotrophic lake sample (previously
demonstrated to content Chlorophytes, Cryptophytes,
Diatoms and Euglenids; Rasconi et al., 2012).

Taken together, these results highlight the usefulness of
this fingerprint method for discriminating the genetic
variations  between  the  phototrophic
communities of various samples, by providing enough

structure

resolution and by avoiding the amplification of 238
rDNA of heterotrophic bacteria.

4. CONCLUSION

By using a common primer pair targeting plastidial
ribosomal DNA and a common PCR program, we were
able to adapt and design new molecular tools that will be
useful for the future analysis of phototrophic microbial
communities in various situations where autotrophic
macroorganisms are missing. Of course, this set of
methods also presents some limits. First, the shortness of
the fragment and the poor plastidial 23S rDNA sequences
database available lower the precision ol the affiliation of
the sequences. Then, the presence of introns or mutations
in the priming sites of a very limited number of species
(Del Campo et al., 2010) prevents very exhaustive
investigations. Al last, the varying numbers of plastids
per cell and of 23S rDNA copies per plastid (Rawson and
Boerma, 1976; Palmer, 1985) limit the interpretation of
gPCR results in highly diversified systems. However,
these qualitative and quantitative methods will still help
us to overcome the difficulties encountered with the use
of more usual lechniques, such as microscopy, while
investigating the identity and the dynamics of terrestrial
microbial phototrophs. Furthermore, these new methods
also open the door to the restricted study of active
phototrophs by targeting 23S rRNA through RT-gPCR or
RT-PCR-DGGE. More generally, this work opens new
perspectives for a wide range of researches, survey and
commercial applications, for which quantifying and
assessing the diversity of phototrophic microorganisms
while excluding other contaminant organisms is needed.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Sample ID Numbc.r of.' gPCR Mean Ct (= SD) 10° copies 'per gram of
replications fresh soil (£ SD)
S1 4 22.8(+£0.4) 13.2 (+3.2)
S2 4 22.4(+£0.2) 16.8 (+ 2.0)
S3 4 23.0(+£0.2) 113 (+ 1.4)
S4 3 23.6(+0.3) 7.55 (£ 1.3)
S5 4 21.9(+0.3) 20.1 (+ 4.4)
S6 4 222(+0.3) 24.3 (+4.5)
S7 4 22.6(+0.1) 15.2 (+ 1.25)
S8 3 22.2(+0.1) 20.0 (¢ 1.9)

Supplementary data 1 - Plastidial 23S gene copy number quantification in 8 soil DNA extracts by qPCR
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Etude des effets de mélanges d’herbicides employ&s le mais, sur les
communautés microbiennes édaphiques : approche enarocosmes

Résumeé : Ces travaux s’inscrivent dans une problématiquaetle de compréhension des
effets, encore peu connus, des mélanges de pesticidas le sol. Les formulations
d’herbicides S-métolachlore (Dual Gold Safeffgumésotrione (Callisf®) et nicosulfuron
(Milagro®) ont été appliquées en mélanges et a la dose @gigue recommandée. Les
molécules formulées sont plus toxiques que les cot#é actives seules (Microfdxet aucun
effet synergique ou antagoniste des mélanges @aobservé. Cependant, ces mélanges
impactent transitoirement et a court terme les camantés microbiennes du sol de Limagne,
sans modifier les parametres généraux de struetudé&abondance. Toutefois, des effets ont
été mis en évidence sur des communautés sensdiles tjue les phototrophes ou celles
impliquées dans les processus de nitrification aféfetrification. De plus, une comparaison
des effets des mélanges sur les communautés piaties de deux sols souligne I'importante
toxicité du Dual Gold Safenelret remet en cause son utilisation d'un point de vu
écotoxicologique.

Mots clés : écotoxicologie microbienne, mélanges d’herbicideenulations commerciales,
doses agronomiques, microcosmes, structure, abomdactovité

Maize herbicides mixtures effects on soil microbiatommunities:
microcosms studies

Abstract: These experiments are part of the actual problenstunderstanding the poor-
known effects of pesticides mixtures in soil ectsys The herbicidal commercial
formulations of S-metolachlor (Dual Gold Saferf§ur mesotrione (Callisfy and
nicosulfuron (Milagr8) were applied in mixtures at the recommended fiatd. Formulated
compounds are more toxic than active ingredierasealMicrotoX’) and no synergistic or
antagonistic effects were recorded. However, tmesd¢ures impaired rapidly and transitory
the Limagne soil microbial communities, without nifgohg the global parameters of
structure and abundance. Effects were also recootedensitive communities, such as
phototrophic, nitrifying and denitrifying commuras. A comparison of mixtures effects on
phototrophic communities from two soils underlirted high toxicity of Dual Gold Safenéur
and challenged its use from an ecotoxicologicahpof view.

Mots clés : microbial ecotoxicology, herbicides mixtures, coergial formulations,
recommended field rates, microcosms, structure, ddnoe, activity



