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Liste des Abréviations

yGC : Gamma-Glutamyl-Cystéine

ABD-F : 4-Fluoro-7-sulfamoylbenzofurazane
ADN ou DNA : Acide DésoxyriboNucléique
AFNOR : Agence Francaise de NORmalisation
APX : Ascorbate Peroxydase

BET : Bromure d’Ethidium

BSO : Buthionine SulfOximine

CAS : Chemical Abstracts Service

CAT : CATalase

CEC : Capacité d’Echange Cationique

DMF : DiMethylFormamide

DMSO : DiMethylSulfOxyde

DTPA : Acide DiethyléneTriaminePentaacétique
EMS : Ethyl MethaneSulfonate

ENU : N-Ethyl-N-NitrosoUrée

GISFI : Groupement d’Intérét Scientifique sur leglkes Industrielles
GPX : Glutathion Peroxydase

GR : Glutathion Réductase

GSH : Glutathion réduit

GSSG : Glutation oxydeé

HAP : Hydrocarbure Aromatique Polycyclique
HM : Hydrazide Maléique

HPLC : Chromatographie Liquide Haute Performance
IM : Indice Mitotique

ISO : International Standardisation Organism
LMPA : Low Melting Point Agarose

MDA : MaloneDiAldéhyde

MNU : N-Méthyl-N-NitrosoUrée

NaEDTA : Acide EthyléneDiamineTetraacétique
NMPA : Normal Melting Point Agarose

PBS : Phosphate Balanced Salt Solution pH = 7,4
PC : PhytoChélatine

PDMS : PolyDiMéthylSiloxane

pH : potentiel Hydrogene

PM : Poids Moléculaire

ROS : Reactive Oxigen Species ou especes réadiviasxygene
SOD : SuperOxyde Dismutase

SPA : Sous-Produits d’Altération

SSA : Acide 5-SulfoSalicylique

TBA : Acide ThioBarbiturique

TBP : Tri-Butyl-Phosphine

TCB : 1,2,4-TriChloroBenzéne

TFA : Acide TriFluoroacétique

TR : Temps de Rétention

Tris : Tris(hydroxyméthyl)-aminoéthane

Triton : T-octylphénoxypolyéthoxyéthanol

XRF : X-Ray Fluorescence micro-spectroscopy
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Introduction

L’évaluation des risques liés a la pollution dels secessite de disposer d’outils biologiques

permettant d’apprécier I'impact des polluants ssrétres vivants. En effet, si la typologie de

la pollution est globalement bien définie par leslgses physico-chimiques, les questions

récurrentes posees lors des évaluations de riszneement la biodisponibilité des polluants

du sol, leurs interactions possibles, et les effetentiels de la pollution non caractérisée.

La réponse a ces questions implique I'évaluatios eféets de I'ensemble des contaminants

biodisponibles a I'aide d’'une approche biologiqueant compléter les analyses physico-

chimiques. La nécessité de développer de telssoétibtoxicologiques pour les entreprises et

les organismes en charge de problématiques eneinoamtales apparait clairement dans

différents domaines :

I'évaluation des substances chimiques et prépaatiangereuses : citons nhotamment
le reglement européen REACH qui est entré en vigleed1/06/2007 et qui oblige les

fabricants ou importateurs du secteur de l'indasthimique a évaluer, sous 11 ans, la
toxicité et I'écotoxicité des substances mises lsumarché dans des proportions

supérieures a 1 tonne/an (environ 30.000 substances

la gestion durable des sols contaminés : quelle spie leur origine (friches
industrielles, décharges publiques...), les solsaomés présentent presque toujours
la caractéristique d'étre le siége d’une pollutioixte, dominée par la présence de
composés organiques et/ou minéraux. La encorst primordial de disposer d’outils
biologiques qui puissent témoigner de l'efficaali&s moyens de dépollution mis en
ceuvre, tout en explorant les éventuels effets iralides (e.g. formation de composés

toxiques suite aux procédeés de décontamination) ;

la caractérisation du potentiel écotoxique de roasrisolides telles que les matieres

fertilisantes, les boues de station d’épurationdiéchets, etc...



Introduction

Parmi les impacts environnementaux importants actériser, la génotoxicité (toxicité des
contaminants environnementaux vis-a-vis du matég@hétigue des étres vivants) qui
provogue l'altération de I'expression des genedigups dans les fonctions métaboliques des
organismes, peut perturber la dynamique des popuotatavec des conséquences sur le
fonctionnement et la qualité des sols. Il est, garséquent, primordial d’évaluer ces effets

des micropolluants sur les étres vivants a desardrations sublétales.

Dans cette optique, cette thése a pour objet l&ted caractéristiques et des conséquences de
la pollution diffuse des sols, ainsi que l'appral@sement de la compréhension des
mécanismes de détoxication sur un modeéle végétédyvkVicia faba sur lequel nous avons

optimisé deux tests de génotoxicité :

e Le test des micronoyaux permet d’évaluer I'aptitutien polluant a provoquer des
ruptures chromosomiques. Il consiste en une obsenvenicroscopique des noyaux
des cellules apres coloration a l'acéto-orcéine.pt&sence dans le cytoplasme de
petits éléments nucléaires appelés micronoyauxt wak détérioration irréversible de

I’ADN cellulaire.

* Le test des cometes permet de détecter au seifAD&l lles dommages de type
cassures double brin, simple brin ou sites aledlil¢s, ainsi que les sites d’excision-
réparation incompléte et les ponts intercaténalt®BDN (Gichner, 2006). Il consiste
a réaliser une électrophorese en gel d’agaroseqagpl aux noyaux cellulaires d’'un
tissu vivant donné. L'électrophorése permet derggpes brins d’ADN en fonction de
leur taille, Un logiciel dédié permet d’évaluerdeurcentage de dommages de '’ADN

des noyaux étudiés.

L'un des obijectifs primordiaux du présent travail ¢ optimisation et la mise au point du test
Vicia-micronoyaux, afin d’obtenir la normalisation 1IS@ phases liquide et solide. En effet,
la norme francaise NF T90-327 (AFNOR 2004) décré test sur cellules-filles

méristématiques de racines secondairegida fabg mais uniguement en phase liquide. Elle
ne refléte pas complétement la génotoxicité d’'uncar un extrait liquide ne contient que les

substances susceptibles de migrer dans le soltiasé.u
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D’autre part, afin de connaitre les conséquencesng terme de l'exposition a une
concentration génotoxique d’'un polluant sur le eydt vie d'une plante, et ainsi caractériser
la pertinence du test, nous avons étudié le cyelei@ entier de jeunes feves exposées a une
concentration induisant la formation de micronoyanais pas d’inhibition de la croissance
racinaire. Des traits d’histoire de vie ont été&/mupendant toute la durée de vie des plantes et

mis en relation avec les dommages génotoxiquesatéss

Enfin, le test des micronoyaux a été appliqué damsdre de projets conduits en partenariats

avec d’autres laboratoires :

* LeGISFI
Le LIEBE est membre du Groupement d’Intérét Sciiepte sur les Friches Industrielles
(GISFI, [http://lwww.gisfi.fr]) présidé par le Predn-Louis Morel, directeur du Laboratoire
Sols et Environnement, UMR INPL/INRA, Vandceuvre Msncy . Parmi les projets de ce
consortium, le programme MULTIPOLSITE, auquel nausns participé au cours de I'année
2007, a pour but d'étudier le devenir d'un sol pélpar d’anciennes activités de cokerie (site
de Neuves-Maisons, Meurthe-et-Moselle) a forteueea HAP et métaux.

* Le projet Nanoalter
Le LIEBE a été impliqué dans un projet initié paidr Jérobme Labille, Chargé de Recherche
CNRS au Centre Européen de Recherches et d’Enseggnedes Géosciences de
'Environnement (CEREGE) de I'Université Paul Cézan(CNRS UMR 6635, Aix-en-
Provence). Ce projet, appelé « Ecotoxicité des-poaduits d’altération de Nanomatériaux »
ou Nanoalter, eut pour but de prévoir le deveninaeoparticules dans I'environnement, leur
dégradation et la toxicité de leurs sous-produitdtétation sur les écosystemes. Il se
concentre particulierement sur des nanocompositetegant des nanoparticules de dioxyde
de titane TiQ entrant dans la composition de cremes solairesy@niales (T-Lite S-F ®,
BASF, Germany). Ces nanocomposites sont composéescdeur de TiQ de forme rutile
enrobé d'une couche d'Al(OHEt d'une couche de polydiméthylsiloxane (PDMS ssau
appelé diméthicone).
Le CEREGE d’Aix en Provence s’est chargé de fairgirsun processus de vieillissement
acceéléré a ces nanocomposites, puis a fourni aBEIlEs sous-produits d’altérations (SPA)

obtenus. Nous avons ensuite testé la toxicité 8&E8& sur notre modele végévatia faba

3



Introduction

Dans ce dernier projet, le test des micronoyaubé &@mplété par d’autres biomarqueurs afin
d’éclaircir les mécanismes d’action des particudasdiées. Ainsi, nous avons réalisé des
dosages de phytochélatines, qui sont des polynterggutathion jouant un réle actif dans la
tolérance des plantes vis-a-vis de certains métBexplus, certains marqueurs du stress
oxydant ainsi que l'activité du photosystéme |l énd évalués en collaboration avec le Dr.
Jean-Francois Masfaraud (LIEBE, Metz). D’autresstesit été pris en charge par le CEREGE

(micro-spectroscopie a fluorescence X, granulomgturbidimétrie).

Ce travail a donné lieu a trois manuscrits :

» Une premiére publication intitulée « Is there atiehship between early genotoxicity
and life history traits irVicia fabasubmitted to cadmium spiked soils? » et acceptée
dansMutation research-Genetic Toxicology and EnvirontaeRutagenesis.

* Un deuxieme manuscrit intitulé « Improvement Wicia-micronucleus test for
assessment of soil quality: a proposal for inteomail standardization » soumise a
Environmental and Molecular Mutagenesis

* Un troisieme manuscrit intitulé « Environmental gwp of sunscreen nanomaterials:
ecotoxicity and genotoxicity of altered Ti@anocomposites oWicia faba» est en

attente des corrections de certains co-auteurs di&tne soumise.
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1 Intérét et historigue des tests sur plantes en

écotoxicologie

Les plantes sont directement exposées a la pallules sols. Leur réseau racinaire possede
une surface d’échange phénoménale, ce qui les pamticulierement vulnérables aux
polluants. De plus, leur capacité d’évitement ewshitée (développement racinaire
préférentiel) et leurs systemes d’excrétion ne g@# tres performants (Hock and Elstner
2005).

Les analyses physicochimiques seules ne peuveati@m cas suffire a prédire la toxicité

d’'un sol (Chapman et al. 2010; Vasseur et al. 20D8ns une revue déja ancienne, Kapustka
et Reporter (1993) ont rassemblé les argumentplgigient pour I'utilisation des producteurs

primaires terrestres en écotoxicologie. A la baeahaines alimentaires, les plantes utilisent
I'énergie solaire en la transformant en énergiendliie via la photosynthese et permettent a
cette énergie de pénétrer dans les chaines alimenfanis a part les communautés vivant aux
dépens de la chimiosynthése). Outre ce réle impihr@s plantes participent a d’'importantes

fonctions écologiques (habitat pour la faune saeva@e anti-érosion dd a la canopée et au
systeme racinaire, cycles biogéochimiques). Letfonoement et la stabilité des écosystémes
terrestres sont principalement dépendants de leesse spécifique des végétaux et de leur

composition (Hooper and Vitousek 1997).

Comme rappelé par Cotelle (1999), les plantes @ntilisées par de nombreux auteurs pour
évaluer au laboratoire la contamination des sold’aitres matrices solides. Simples, bon
marché et ne présentant aucun probleme éthiquégdessur plantes sont a inclure dans les
batteries d’essais (Domene et al. 2008; Fernandalz 2005; Lors et al. 2010; Pandard et al.
2006).

Les tests les plus utilisés sur plante entiere antests de génotoxicité, de germination et de
croissance, mais il existe également des testsudure cellulaire ou sur pollen. Les cellules
végétales en culture constituent des modeles ggants, mais elles ne peuvent pas refléter ce

qui se passe dans un organisme entier, et notamprentre en compte les cinétiques
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d’absorption, de distribution et d’élimination. Pkus, elles nécessitent des milieux de culture

complexes susceptibles d’interagir avec les predegtés.

En 1979, le programme Gene-Tox est lancé par I'Ufg@of Toxic Substances de I'US
Environmental Protection Agency (US-EPA). Son bsit de déterminer les bioessais et les
modeles a utiliser pour détecter les substanceaganés ou cancérogenes. Parmi les tests sur
plantes évalués, le test des aberrations chromgsesisur cellules-filles méristématiques
racinaires de Vicia faba et celui sur cellules-meres de pollen TGedescantiasemblent

intéressants pour les screenings de substancegéneta(Ma 1982).

En 1984, I'Organisation Mondiale pour la Santé (QM&O en anglais) en collaboration
avec le Programme des Nations Unies pour I'Envieoment (PNUE, UNEP en anglais)
lancent le Programme International sur la Sécudiés Substances Chimiques (IPCS,
[http://www.inchem.org]). Un certain nombre de sesur plantes ont été évalués dans ce
cadre (Sandhu et al. 1994).

En 1994, I'International Program on Plant Bioassagt lancé par Te Hsiu Ma et I'année
suivante est organisé en Chine le « Hands-on Worksin Plant Bioassays for Global
Environment » sous la houlette du PNUE (Ma et @87). Ces travaux ont été publiés par
Mutation Research en 1999. Un autre workshop agnisé en 2004 a la Western lllinois

University afin de promouvoir ces tests au nivedarnational.

La revue de White et Claxton (2004) portant sur2l8iudes de la génotoxicité de sols
contaminés montre que 51% des études se font @geardanismes procaryotes et 49% avec
des organismes eucaryotes, dont les plantes (3WHlgré la pertinence écologique des

plantes dans I'étude des sols, elles sont tréesifiiaees dans les batteries de tests.

La fiabilité de 9 tests de mutagénese sur plantéséaévaluée en comparaison avec les
résultats trouvés dans le cadre du programme GeredE I'Environmental Protection

Agency (U.S.) [http://toxnet.nim.nih.gov] (Ennevet al. 1988). Les tests plantes se sont
révélés tres sensibles avec une tres grande pimpaole faux positifs, ce qui a fait dire a ces
auteurs que les tests plantes manquaient de sjicifiais que leur valeur prédictive négative
était intéressante. Rank et Nielsen (1997) ne paatdu méme avis, affirmant que si une

molécule peut causer des dommages génotoxiques wamscellule végétale, elle est
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potentiellement génotoxique pour d’autres organgsni®ut en retrouvant cette sensibilité
supérieure des cellules végétales par rapport allkles animales, Yi et Meng (2003)
affirment que les tests de génotoxicité sur plapgs/ent au moins servir a la surveillance de
la qualité environnementale. Grant (1994), quatiiadeclare : The results from higher
plant genetic assays could make a significant d¢oation in protecting the public from
agents that can cause mutation and cancer. Therddgas possessed by higher plant genetic
assays, which are inexpensive and easy to handike them ideal for use by scientists in

developing countries.

Wilke et al. (2008) proposent une batterie de Bist@our I'évaluation écotoxicologique des
déchets dangereux ou les tests sur plantes trotougtet leur place. Il en ressort que le test de
production de biomasse sBrassica rapaest pertinent, mais pas le test de germinatiotasur
méme espece (ISO 11269-2). D’autres batteries ste tat été proposees, comprenant par
exemple le test des aberrations chromosomiqueAlbum cepa le test des micronoyaux sur
Tradescantiasp. en plus du test des comeétes et des micronoy@ulignée hépatocytaire
humaine en vue d’'apprécier la génotoxicité desnfigstiants chlorés présents dans I'eau du
robinet (Feretti et al. 2008). Kristen (1997) prep@galement l'utilisation d’une batterie de
tests sur cellules animales et végétales pour éwviduoxicité de produits pharmaceutiques ou
cosmétiques. Pour cet auteur, méme la génotoxioitérait étre évaluée par des tests plantes.

2 Le modele biologique Vicia faba

2.1 La plante

2.1.1 Classification

Décrite par Linné en 1753, la fewdcia faba L. (broad bean en anglais) est une plante
dicotylédone herbacée originaire d’Asie ou du Megaent. Sa culture est trés ancienne et

pratiguée dans le monde entier.
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Sa classification systématique est la suivante :
* RegnePlantae
* Sous-régndracheobionta
» Division Magnoliophyta
» ClasseMagnoliopsida
* Sous-classRosidae
* Ordre deg-abales
* Famille defabaceae
» GenreVicia

» [Especdaba

Il en existe 2 sous-espécqmucijuga et eu-faba Dans la sous-espe@i-fabaqui nous
intéresse, on dénombre 3 variétés différentes 4aihd Bannerot 1992) :
* Vicia faba major la feve maraichere a grosses graines destinéeesa@sommation
humaine ;
* Vicia faba minor la petite féve ou féverole utilisée pour I'aliniiion du bétail ;
* Vicia faba equinala feve a cheval a grains moyens aussi appelezdi@ ou févette
dans certaines régions. Comme son nom lindique efit également destinée a

I'alimentation du bétail.

Nous avons choisi comme modele expérimental la d&guadulce (eau douce en espagnol),
un cultivar deVicia faba majorfacile a se procurer en jardinerie et d'une bosemesibilité
aux polluants (Rahoui et al. 2008).

2.1.2  Aspect et particularités

La Figure 1 représente I'aspect des feuilles, farfruits deVicia faba Il s’agit d’'une plante
robuste, grimpante, qui peut atteindre plus d’'urtrenéSes feuilles, composées de 2 a 7
folioles, sont alternes sur la tige de sectionémrSes fleurs, disposées en raceme (grappe),
sont blanches avec un point noir sur les ailes,omygphes (& symétrie axiale) et
hermaphrodites, a pollinisation entomophile. Saafkon dépend de la photopériode et de la
température (Evans 1959). Ses fruits sont des geussractéristigues de la famille des

Fabacées.
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Comme chez tous les représentants de cette faoolgus sous le nom de I[égumineuses, les
racines de la plante possedent des nodules &ikntédesquelles des cellules géantes servent
d’abri & une bactérie symbiotique, appartenanespkceRhizobium leguminosaruntCette
bactérie est capable de capter le diazote atmdgpkéet de le fixer dans le sol sous forme
d’ions utilisables par les plantes.

Fambangns

Figure 1 : Les différentes parties de la fev¥icia fabal. (Thomé 1885).
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2.1.3  Culture

Cette plante méditerranéenne est peu exigeante sype de sol, a condition que ce dernier

soit bien ensoleillé et pas trop acide. Son pHnagltise situe aux environs de 6,75, mais elle
tolére bien les pH compris entre 5,5 et 8 (donmpé&gsonnelles). Sa température optimale de
pousse se situe aux environs de 20°C.

Il s’agit d’'une plante annuelle. Elle peut se sesmrs des climats tres cléements a I'entrée de
I'hiver, en octobre ou novembre pour donner dessfdes la mi-avril, dés février dans le sud

de la France, mais sous des climats moins favagabfaudra attendre le mois de mars pour

les semis et le mois de juin pour la récolte.

2.1.4  Caryotype et cycle cellulaire

Le caryotype dé&/icia fabaest trés simple. Toutes les variétés de la plsome diploides, et
possédent 6 paires de grands chromosomes, dorites pda chromosomes acrocentriques et
une paire de chromosomes métacentriques mesuramnide long, soit environ le double de
la longueur des premiers (Duc 1997).

Le noyau de ses cellules renferme 26,7 pg d’ADNtdosaucoup d’hétérochromatine
(Bennett 1976), ce qui est tres éleve par rappbeadicoup d’autres plantes. En comparaison,
le poisPisum sativunm’en posséde que 9,8 pg (Grant and Owens 20013y¢le cellulaire
normal de la plante est représenté dans la Figulted@re environ 19,3h au total (Evans and
Scott 1963).

Figure 2: Durée des principales étapes du cycle Ikgaire des cellules méristématiques des racines
primaires de Vicia fabavar. Suttons' Prolific Longpod d'aprés Evans et Satt (1963). M : mitose ; G1, G2 :
intervalles (gaps) ; S : synthése d’ADN (réplicatin). Durée totale du cycle (T) : 19,3h.
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2.2 Intérét en écotoxicologie

Robuste, facile a se procurer et a faire germerfele permet, par la rapidité de sa
germination et de sa croissance, de disposeraodiement de jeunes pousses dont les racines
secondaires seront déja utilisables pour les &stsout d’'une dizaine de jours seulement. De
plus, cette plante, utilisée aussi en agricultpesit pousser sur des sols de différentes natures,

d’ou son intérét dans les expériences de terrain.

La feve est trés sensible a la pollution du solguieen fait un modele végétal tres utilisé en
ecotoxicologie dans un grand nombre d’études. ipl&tité de son caryotype I'a faite élire
pour un grand nombre d'études de mutagénese pastlales aberrations chromosomiques
(De Marco et al. 1995; Kanaya et al. 1994; Sanglari2D04). De plus, la grande quantité
d’ADN contenue dans son noyau (Bennett 1976), lad rees sensible aux molécules
géenotoxiques (Ferrara et al. 2004). Ainsi, ellel'astdes modeéles les plus utilisés dans le test
des micronoyaux (cf. 84.1), pratiqué sur les cefitfilles de ses méristtmes racinaires
(Cotelle 1999; Degrassi and Rizzoni 1982; Duan.et399; Marcato-Romain et al. 2009). Un
autre test de génotoxicité, le test des cometeggatement pratiqué sur différents tissus de la
plante (Cotelle 1999; Koppen and Verschaeve 1986etal. 2007).

Vicia fabaest en outre aussi employée pour étudier les sgsodes marqueurs du stress
oxydant (Radetski et al. 2004) et d’autres défermdgoxiques de la plante comme les
phytochélatines (cf. 85) (Béraud 2007).

En matiere d’évaluation de la génotoxicité des poltués, les plantes les plus utilisées sont
néanmoins celles des genfamdescantiaAllium, Zeaet Arabidopsis.L'utilisation deVicia
fabaest moins fréquente (White and Claxton 2004).

Pour Ferrara et al. (2004Jjcia fabaest un modele plus sensible qeisum sativunpour les
tests de mutagénése effectués sur I'hydrazide quagHM). Souguir et al. (2008) arrivent a
la méme constatation avec le cuivre, et I'expliqumar le fait que les chromosomes de la féeve
sont longs et fins, ce qui par un phénoméne ingMpliaugmenterait leur sensibilité aux
génotoxiques par rapport a ceuxRisum sativumplus courts.

Steinkellner et al. (1998) la trouvent plus seresinl plomb Pb(N€). en milieu liquide que
Allium cepa mais d’'une sensibilité équivalente pour les autnétaux testés (arsenic,Qs,

cadmium CdCl, cuivre CuSQ et zinc ZnC)). lls concluent néanmoins a une sensibilité

beaucoup moins intéressante des cellules mérigtpreat racinaires des deux fabacées
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précitées par rapport aux cellules méiotiques désréscences ddradescantia sp.Ce
résultat est confirmé par Knasmiiller et al. (1988).revancheAllium cepasemble donner
des résultats de sensibilité comparablegicda fabaen matiere de mutagénése pour Yi et
Meng (2003), mais selon Unyayar et al. (20086¢ja fabaest plus sensible giflium sativum
pour le test micronoyaux sur le cadmiu¥ficia fabaest plus sensible quEradescantiaet
Allium cepapour d'autres auteurs (Cotelle et al. 1997; Ceteli al. 1999; Monarca et al.
2003). Enfin, Manier et al. (2009) considerent ¥ima fabaest la plante la plus intéressante
pour le test micronoyaux par exposition directenasal pollué ; de plus, sa chromatine est
plus condensée que celle Téfolium repensce qui donne une meilleure coloration et rend la
lecture plus facile.

Les auteurs sont donc partagés en ce qui concernkoix du modéle biologique, mais la
plupart reconnaissent quéicia faba est une plante tres intéressante dans les étugles d

géenotoxicite.
3 Toxiques étudiés

3.1 L’hydrazide maléique

3.1.1 Structure et dénominations

L’hydrazide maléique (maleic hydrazide en angl&#\S 123-33-1) est le nom le plus
couramment utilisé pour désigner [I'hydrazide cyolig de Il'acide maléique ou
maléohydrazide. Cette molécule dérivée de la pyiaest un isomére de position de
I'uracile. Elle posséde trois formes tautoméresésgntées dans la Figure 3 (Swietlinska and
Zuk 1978).

0
OH _0 Pe
= _N -— s~ _NH — NH /g
HO N HO N~ o) H’“ ~ 3

H

Figure 3: Les trois formes tautomeres de I'hydrazie maléique : forme dihydroxy (gauche), forme
monohydroxy-monocéto (centre) et forme dicéto (dréé). Encadré en rouge : 1,3H-uracile
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Nous avons trouvé une dizaine de dénominationsémspgiques de la molécule
([http://chem.sis.nim.nih.gov/chemidplus]), désighandistinctement I'une ou l'autre de ses
formes tautoméres. Ainsi, le pyridazine-3,6-diokidée la forme dihydroxy, mais on peut
eégalement trouver la 6-hydroxy-2H-pyridazine-3-afieme monohydroxy-monocéto) ou
encore la 1,2-dihydro-3,6-pyridazinedione (formeeth).

Les formes tautoméres sont en équilibre les unes d&s autres, et leur concentration
respective est fonction du solvant et du pH. Erutsmé aqueuse, les formes dicéto et
monohydroxy-monocéto sont dimportance égale, wandue la forme dihydroxy est

guasiment absente (Burton et al. 1993; Hofmanh 4981).

3.1.2  Propriétés physicochimiques

Les principales propriétés de I'hydrazide maléi¢jd®) sont répertoriées dans le rapport de
la Commision Européenne du 2 Decembre 2002, SAN@ED//2002-final (CE, 2002) et sur
le site Toxnet [http://toxnet.nim.nih.gov/]. Il ge€sente sous la forme d’une poudre blanche
formée de cristaux allongés et translucides. Sasenasolaire est de 112,09 g/mol. Il est
soluble dans I'eau jusqu’a une concentration dé& g/b dans I'eau déminéralisée, a pH acide,
mais il faut plusieurs heures pour sa dilutionsSlanbilité est environ 35 fois supérieure a pH
supérieur ou égal a 7. Sa pression de vapeurésstdible : il est donc considéré comme non
volatil. Il s’agit d’un acide faible dont le pKa2®°C est d’environ 5,6.

L'HM semble relativement stable a I'hydrolyse, maipeut étre photosensible. D'apres les
données du site Toxnet [http://toxnet.nim.nih.goef} solution, il est détruit en 48h par les
rayons UV. Sa décomposition donne naissance a debneox COmposés peu toxiques,

comme l'acide formique, I'acide succinique, I'acid@léique ou I'acide fumarique.

3.1.3 Utilisation et spécialités commerciales

Cette molécule est employée depuis 1950 comme deebirégulateur de la croissance
végétale ou antigerminatif. Le Tableau | cite Istdi exhaustive de toutes les spécialités
commerciales contenant I'HM répertoriées sur le dit Ministére frangais de I’Alimentation,
de [I'Agriculture et de la Péche [http://e-phy.aghiure.gouv.fr/mata/6493.htm]. Ces
spécialités se présentent sous la forme de grardifgsersibles dans I'eau, de poudre
mouillable, ou de liquide utilisable tel quel oudduer. Dans les spécialités FINALSAN
ULTIMA et FINALSAN ULTIMA AF, I'hydrazide maléiqueest associé a de l'acide
pélargonique aux concentrations respectives de7 16, et 31,02 g/L. Dans toutes les autres

spécialités, I'hydrazide maléique est la seule tautae active.
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Dans les conditions normales d’utilisation, on pealtuler que les quantités retrouvées dans
les sols des champs ou jardins aprés une utilisatiomale de ces produits varient entre 2 et
4,83 mmol/m2 (Tableau |, colonne de droite). Siconsidére que I'HM péneétre dans le sol

sur 10 cm, que la quantité présente dans les chapips traitement se situera théoriquement

aux alentours de 20 a 48,3 mmol/m

L'HM est présenté par les fabricants comme commagemt systémique (capable de diffuser
dans tous les tissus de la plante) ayant des ptéprantigerminatives dues au blocage de la
division cellulaire au niveau des méristemes. Ranrtre, il est précisé que la molécule
n’inhibe pas I'augmentation du volume des cellufgs;mettant une certaine croissance des
tissus préexistants. Cette derniere propriété guelique les effets antigerminatifs se
manifestent pour des doses (2 a 2,68 mmol/m?2) émaxnferieures a celles nécessaires pour

obtenir un effet régulateur de croissance (4,83 min

L'effet herbicide n’est obtenu que pour 4,42 a 4@dnol/ m2 d’HM associé a une

concentration six fois supérieure d’acide pélargoai

14



Analyse Bibliographique

Tableau | : Liste des spécialités commerciales camant de I'hydrazide maléique autorisées a la venten
France. Dans la derniére colonne, nous avons caléula quantité d’'HM par m2 sur champ traité avec la
spécialité en question aux doses recommandées.

N° NOM COMMERCIAL Conc. HM
) ) Usages Doses
Autoris. (Fabricant) HM mmol/mz
Antigerminatif ail,
FAZOR _ 4 kg/ha 2,14
échalote, oignon
8400425 | TUBERCLEAN J 600 g/kg
_ _ Antigerminatif pommes
(Uniroyal Chemical) 5 kg/ha 2,68
de terre, défanage carottes
Désherbage jardins
FINALSAN ULTIMA ,
2090123 30 g/L publics, allées de parcs €t166 L/ha 4,44
(Neudorff) _
trottoirs
Désherbage jardins
publics, allées de parcs et
FINALSAN ULTIMA AF _
2090124 4,95 g/L | trottoirs 100 mL/m2 4,42
(Neudorff) o
Usage autorisé dans les
jardins
Antigerminatif ail,
. , 4 kg/ha 2,14
GERMISTOP échalote, oignon
2060077 600 g/kg : _
(Top) Antigerminatif pommes
i 5kg/ha 2,68
de terre, défanage carottes
Antigerminatif ail,
3 i 4 kg/ha 2,14
HIMALAYA 60 SG échalote, oignon
2090185 , 600 g/kg : -
(Agriphar) Antigerminatif pommes
5kg/ha 2,68
de terre
Antigerminatif oignons 4 kg/ha 2,14
ITCAN : _
2090183 , 600 g/L | Antigerminatif pommes
(Kreglinger) 5kg/ha 2,68
de terre
Ebourgeonnement
chimique du tabac,
traitement contre 12 L/ha 2,00
PERLOT I'orobanche (plante
2030274 _ _ 186,5 g/L _
(Uniroyal Chemical) parasite) du tabac
Limitation de la
croissance des organes | 29 L/ha 4,83

aériens
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3.1.4 Comportement dans les sols

D’aprés les informations trouvées sur Toxnet [Wiimxnet.nlm.nih.gov/] et celles du rapport

SANCO/10501/2002-final (CE, 2002), 'HM n’est padmranent dans les sols, car trés
rapidement dégradé par les microorganismes. En sffvant le type de sol, la demie-vie de
la molécule atteint rarement 7 jours, et 13 joueximum suffisent pour voir la dégradation

de 90% du produit. Elle est plus stable en anaérabirelativement stable dans un sol stérile.
Ses produits de dégradation permettent I'enrichiss¢ du sol en composés nitrés

(Swietlinska and Zuk 1978).

Dans les sols, I'HM est modérément a trés mobibm &,c peut varier énormément selon la

nature du sol. Il est communément admis que plgsllest argileux, moins la molécule y est
mobile. En champ, 'HM semble ne pas migrer en ol@ssles dix premiers centimétres de
sol. L'HM n’est pas lessivé dans les eaux de rllessent car trés rapidement dégradé.

3.1.5 Absorption, distribution, métabolisme dans la plante

L'HM est facilement absorbé par les feuilles ou lasines des plantes supérieures et
rapidement distribué dans tous les tissus (CouptarttPeel 1971; Domir 1980; Frear and
Swanson 1978; Smith et al. 1959). Cependant, dtrpas fixé de la méme facon dans toutes
les parties de la plante. En effet, dans les raailuepoisPisum sativunet du maiZea mais

peu d’'HM se fixe dans le méristéme et 250 fois mplasmolécules sont retrouvées dans les
cellules basales, les plus anciennes. Toutefoigjuiantité de molécules fixées dans les

cellules en division est suffisante pour provoqueeffet (Noodén 1970).

La biodégradation de I'HM par le tii@&amellia sinensigproduit de nombreuses molécules peu
toxiques (maléimide, acide succinique, acide laefjg mais également une molécule
génotoxique pour les cellules animales et végétdlmgdrazine (Biswas et al. 1967). Ce
métabolite se révele moins actif sur les cellulégétales que le produit de départ (Heindorff
et al. 1984).

Le métabolite principal produit dans le tabac, mier d’AmériqueUlmus americanaet les
cellules en culture du sofalycine maxdu bléTriticum aestivunmet du maiZea maisest le
-D-glucoside d’hydrazide maléique (Domir 1980; Fraad Swanson 1978; Komossa and
Sandermann 1995).
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(Frear and Swanson 1978) constatent que plus ded&PbIM administré par voie foliaire
sur le tabadNicotiana tabacunest rejeté tel quel dans le milieu par les racanedout de 28
jours. Au bout de 7 jours, il reste encore entr&883% d’HM non transformé dans les tissus
de la plante, proportion qui tombe entre 12 et 22bout de 28 jours.

Dans les racines du poRisum sativunet du maisZea mais I'HM fixé dans les racines

semble stable pendant au moins 7 jours (Noodén)1970

3.1.6  Toxicité sur la cellule végétale et mode d’ac  tion

Le mode d’action toxique de I'hydrazide maléiquenbke tres différent de celui des agents
génotoxiques les plus connus, comme le paraqudhylméthanesulfonate, la N-méthyl-N-

nitrosourée ou le chlorure de méthylmercure (Arsgetial. 1986; Patra et al. 2000; Patra et al.
1997; Patra et al. 2005). Il est complexe et mahmis ; de plus, certaines études sont

contradictoires.

Etant un isomére de l'uracile, 'HM est tres vitedgré dans la cellule et concentré dans le
noyau mais ne semble pas se fixer directementADN (Appleton et al. 1981). Chellium
cernuumet Vicia faba on retrouve I'HM marqué au carbone 14 plutét emi@ dans le
nucléole a 72h, d’ou il disparait ensuite progressient. En revanche, il est stable 3 semaines

dans le reste du noyau (Callaghan and Grun 1961).

Il semble s’intégrer a I'’ARN, mais a la place d’'umatre base pyrimidique que l'uracile, la
cytosine (Appleton et al. 1981). Une autre étudesnapprend cependant, sans remettre en
cause l'entrée de I'HM dans le noyau, que la m&adlu produit se fixe plutét sur la paroi
cellulaire (Noodén 1970). Selon la méme étude, eminée dans la cellule et sa fixation

nécessiteraient de I'énergie.

On sait qu'il ralentit considérablement le cycléudaire en inhibant la réplication de 'ADN
(phase S du cycle), expliquant ainsi son actiomgamnhinative (Evans and Scott 1963). En
effet, s’il inhibe efficacement la division cellide, il n"'empéche pas le grossissement des
cellules (Noodén 1969). Son interférence avec [aicktion de 'ADN provoque également
de graves effets génotoxiques dans les celluleétales. Ces effets sont dits S-dépendants,
car ils n’apparaissent que si la cellule subit phase de synthese d’ADN apres exposition.

Une cellule exposée en phase G2 de son cycle ndrerondonc pas de dommages
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chromosomiques immédiatement visibles a la mitoses ces derniers se manifesteront a la

fin du cycle suivant (Evans and Scott 1963).

L’action génotoxique de 'HM mene a l'observatiore ¢hromosomes fragmentés ou
délaissés, de ponts chromosomiques, de cellulesaabes ou de micronoyaux (Rank and
Nielsen 1997). Les aberrations chromosomiques guvoque sont visibles lors de toutes les
phases de la mitose : un « stekinesis », c'esteadde agglomération des chromosomes en fin
de prophase et en métaphase, qui mene ensuitéoaration de ponts chromosomiques a
lanaphase puis a la fragmentation des chromosorbes« stekinesis » peut également
provoquer la délétion d’une chromatide a I'anaphasda non-séparation des chromatides
(Marcano et al. 2004). Ses effets clastogeneseztgames (cf. Figure 4 p 33) induisent a la fin
du cycle mitotique un grand nombre de micronoyaanildment observables au niveau des

racines dé/icia fabaou d’Allium cepa(De Marco et al. 1995; Marcano et al. 2004).

Selon Marcano et al. (2004), les anomalies qu'dvpgue au niveau de la structure du
nucléole seraient caractéristiques d’un inhibiténamscriptionnel de I'ADN, confirmant
I’hypothese déja formulée par Evans et Scott erB1B&mpécherait la réparation de 'ADN
par les ADN polymérases. De plus, il interfereeaiéc la liaison des différents réplicons lors
de la réplication de 'ADN (Angelis et al. 1986).

La génération de radicaux libres et le stress axyslkemblent également jouer un réle dans sa
toxicité (Heindorff et al. 1985; Panda et al. 198&iz Flores et al. 2003). Un mécanisme
d’action indirect était déja soupconné par Heindetfal. (1984). Finalement, son mécanisme
d’action serait médié par deux voies différentes)d passant par la création de dommages a
I’ADN et l'autre non (Patra et al. 2005).

Les dommages génotoxiques qu'il provoque ne sostr@partis au hasard (Angelis et al.
1986) et sont spécifiques de certaiosi ; ainsi les aberrations chromosomiques sont-elles
retrouvées en majorité dans les sections de chimmes correspondant a I’lhétérochromatine.
Chez Vicia faba un « hot spot » a été mis en évidence au niveasegment 4 du seul
chromosome métacentrique que compte la plante @ddinand Rieger 1984). Aucune
spécificité n’a cependant été retrouvée pour laceotration de 'HM dans lefoci connus

pour contenir de I’hétérochromatine chéeia faba(Callaghan and Grun 1961).
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Fait étrange, 'HM ne provoque pas de dommage&BN visible par le test des cometes
(Gichner et al. 2000a; Menke et al. 2001).

En outre, I'HM diminue le taux de lipides et augneela proportion d’acides gras saturés par
rapport aux insaturés dans les tubercules de lanmode terreSolanum tuberosurgMueller
and Mondy 1977) et augmente leur teneur en azaote feome de nitrates (Ponnampalam and
Mondy 1985). Il serait également inhibiteur d’'urrtag nombre d’enzymes de la cellule
végetale, et interfererait avec certaines hormaoesme les auxines (Swietlinska and Zuk
1978).

La plupart des plantes semblent sensibles & sanatastogene (Swietlinska and Zuk 1978),
sauf Arabidopsis thalianaqui semble relativement résistante (Gichner et18094). La

croissance du coton semble également peu affearéle produit (Currier and Crafts 1950).
En regle générale, en terme d’inhibition de croisea’HM est plus efficace sur les jeunes

plantes que sur les anciennes.

La bonne corrélation concentration-effet et la oépictibilité de ses effets clastogenes ont fait
élire la molécule d’hydrazide maléique comme torigie référence pour I'élaboration de la
norme micronoyaux en milieu liquide sur racinesoselaires dé/icia faba(AFNOR 2004).
L’HM est aussi souvent utilisée comme témoin pbgitur les études de génotoxicité de
matrices contaminées (El Hajjouji et al. 2007; M@épeRomain et al. 2009; Souguir et al.
2008).

3.1.7 Facteurs susceptibles de modifier sa toxicité

L’action génotoxique de I'HM dépend du pH et dudyge sol. Elle est augmentée en milieu
acide (Heindorff and Rieger 1984) pour une expmsiten hydroponie, mais cet effet est
moins clair pour une exposition en milieu solidean® ce cas, le pH est un facteur moins
important que la teneur en matiéres organiques etrgile, qui diminuent drastiguement la
toxicité de I'HM. Si l'argile n’agit que comme urhélatant diminuant la biodisponibilité de
I'HM, le mécanisme d’action des acides organiquepkis complexe (De Marco et al. 1995).
En effet, la présence d’acides humiques et fuhsglieninuent le pouvoir mutagéene de I'HM
sans que cette propriété soit due a son adsorptioa la diminution de sa biodisponibilité

(Ferrara et al. 2004; Ferrara et al. 2000). Cettéeption peut étre levée par la buthionine
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sulfoximine (BSO ; inhibiteur de la syntheése dutgilion), ce qui suggere un réle du GSH ou
des phytochélatines (cf. 8 5) (De Marco et al. 2999

Il a été constaté qu’un préconditionnement d’uneréi@vec du CdSOa 4.10° ou 4.10°M
pouvait inhiber trés significativement la formatida micronoyaux dans les racirgllium
cepaexposées 3h a 5.0 d’'HM, et ceci méme lorsque I'exposition a lieuh48preés le
préconditionnement. Il est possible d’inhiber cqitetection par une exposition de 2h au
cycloheximide (inhibiteur de synthése protéique)l M ou a la BSO a I M, mais
uniqguement lorsque I'exposition a ces inhibiteursétaboliques a lieu avant le
préconditionnement au cadmium. Ces résultats ameélesn auteurs a penser que les
phytochélatines jouent un réle protecteur contrgéaotoxicité de I'HM. D’autres protéines
seraient également nécessaires (Panda et al. 199 ™MEme type de conditionnement avec
NiCl, induit la méme protection chéa#cia faba effet également annulé par la BSO (Rieger
et al. 1990), ce qui n'est pas surprenant étanhéaue comme les ions €dles ions Ni*
sont des inducteurs de la synthése des phytoamEdatD’autres études ont montré que les
ions métalliques CU, Hf*, CHHg', PEF* et Zrf*, tous inducteurs de la synthése de
phytochélatines, induisent une réponse adaptatwee la génotoxicité de 'HM chéticia

faba Allium cepaouHordeum vulgardréférences citées par Patra et al. (2000)).

La densité par unité de surface a également uty effiedans le cas de feves plantées trop pres
les unes des autres, on peut constater une dimmdti nombre de micronoyaux dans les
racines primaires deicia fabaexposée a I'HM, sans que ne soit impliqué un aqurejae réle

du GSH ou des PC (De Marco et al. 2005), car legtément a la BSO n’a pas modifié le

résultat.
3.2 Le cadmium

3.21 Généralités

Le cadmium (Cd) est un métal de transition (numedmmique 48) de masse molaire 112,4
g/mol et de densité 8,69 g.¢mll fut découvert en Allemagne début 1818 dansnimerai de
zinc auquel il est souvent associé dans la natoe. nom vient deadmia fossilis qui
désignait anciennement le minerai de zinc (BergelR39).
Les émissions anthropiques de ce métal seraienvid 29.190 tonnes/an (Sanita di Toppi
and Gabbrielli 1999).
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A I'état oxydé, Iion cadmium Cd associé & un anion (souvent chlorure ou nitratehé un
sel hautement soluble dans I'eau.

Le cadmium n’est pas un métal essentiel a la Wiest toxique pour les écosystéemes.

3.2.2 Comportement dans les sols et biodisponibilit &

Dans les sols, les ions €dse trouvent souvent en grande partie voire trgsriteirement
sous forme mobile ou aisément mobilisable. Il patvee lier a l'argile et aux acides
humiques chargés négativement, ou former des caemplavec les oxydes de fer ou de
manganéese (Bardikova and Makovnikova 2003; Nowack et al. 2010urLigiodisponibilité,
donc leur toxicité diminue lorsque la CEC du sogmente (Babich and Stotzky 1977;
Figueroa et al. 2008). lls sont donc plus toxigpesr les organismes vivants dans un sol
sableux que dans un sol argileux (Lock and Jan266d). Leur biodisponibilité augmente
également lorsque le pH diminue (Liang et al. 2085)orsque la force ionique du milieu
augmente. En particulier, les ions’Cat Mcf* entrent en compétition avec les ions’Qubur

les mémes sites de liaison et augmentent leurdratbre (Hansen and Maya 1997). Les ions
phosphate P quant & eux ralentissent I'absorption du cadmitarfg et al. 2008). Sa
toxicité est également diminuée par le siliciumssgn’on puisse en expliquer le mécanisme
exact, et qui ne passe pas compléetement par uoeti@a de sa biodisponibilité (Liang et al.
2005). De maniéere générale, plus le sol est richeutriments (N, P, S) et en oligo-€léments
(Zn, Ca, Mn, Mg, Si), moins le cadmium sera toxiquaur les plantes. Ceci est d0 a la
diminution de sa biodisponibilité, mais aussi &dacurrence avec les autres cations divalents
pour les transporteurs, et également tout simplemame meilleure résistance des plantes

lorsqu’elles ne subissent pas de carence (Sarvedr 2010).

Un dernier facteur est susceptible de modifieridaisponibilité du cadmium dans les sols : le

temps. En effet, Hamon et al. (1998) constatentdgseliaisons peu réversibles se forment au
fil du temps entre une petite fraction de ces Enes constituants du sol, ce qui rend le métal
de moins en moins biodisponible au fil des ans.ddarsol concerné par cette étude, entre 1
et 1,5% du cadmium apporté reste fixé au moinsigus dizaines d’années dans les dix

premiers centimeétres de la couche de sol, sanseéBiwés par les pluies.

3.2.3  Absorption et distribution dans la plante

On retrouve généralement la plus forte concentrat® cadmium dans les racines (Page et al.

2006; Weigel and Jager 1980), et c’est la que tasndages génotoxiques sont logiquement
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les plus séveres (Gichner et al. 2004). Cette curateon diminue dans la plante au fur et a
mesure que I'on considére des parties plus élogydéda racine. Les fruits peuvent donc étre
guasiment épargnés par la contamination (Wu 084; Wu and Zhang 2002).

Certaines études évoquent un stockage du cadmiuta paroi cellulaire des racines (Sela et
al. 1988; Vazquez et al. 2009), mais il sembleyjai chez le haricd®haseolus vulgarisia
majorité du cadmium se retrouve dans le cytosd wr des peptides. Trés peu d’ions restent
a I'état libre (Weigel and Jager 1980). Le cadmiamble traverser la membrane plasmique
en empruntant les canaux calciques (Perfus-Barbetcll. 2002). Sa similarité avec le
calcium ou le zinc lui permet de se fixer a leuagel et d’inhiber les fonctions métaboliques

correspondantes. Il peut ainsi se fixer sur la odintine.

Le cadmium est I'un des inducteurs les plus effisade la synthése de phytochélatines,
molécules capables de chélater la plupart des métaunétalloides et de les stocker dans la
vacuole (cf. 8 5), qui permettent de diminuer sacité. Le glutathion joue également un role
dans sa détoxification (Zhu et al. 1999). Il esalément pris en charge par des protéines
chaperon ou HSP, dites de choc thermique (Pras#).19

Liu et al. (2003b) trouvent une corrélation pogtantre la concentration de cadmium et celle
de cuivre, zinc et fer, mettant en évidence unesigya entre I'absorption de ces différents

meétaux.

Il a été montré que le calcium, et dans une moinggsure le zinc et le sélénium, ont une
action protectrice sur les effets du cadmium vigsade I'orgeHordeum vulgargZhang and
Xiao 1998).

3.2.4  Effets sur la cellule végétale

La sensibilité des plantes aux effets du cadmiuttres variable d’'une espece a l'autre, et
méme d’un cultivar a I'autre au sein d’'une mémeeesp(Liu et al. 2003b; Wu and Zhang
2002). Il est possible de sélectionner des cubivhr plantes (e.@ryza sativa accumulant
peu de métaux dans leurs parties comestibles (&l 2006).

Le cadmium diminue la croissance des racines es dae moindre mesure, des feuilles. Les
racines exposeées a cet élément peuvent étre adaspmoircir et devenir cassantes, tandis que

les feuilles peuvent porter des signes de néctbdamninue également I'indice mitotique des
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méristémes racinaires, montrant un effet cytotoxigBéraud et al. 2007; Unyayar et al.
2006).

Le cadmium diminue le taux de taux de chlorophgieVicia faba mais en fonction de sa
concentration, il peut augmenter ou diminuer led6ité de la photosynthése et donc
permettre de compenser la diminution du taux derobhylle (Karavaev et al. 2001). Il
provoque également la fermeture des stomates epemarbation du métabolisme hydrique
des plantes (Perfus-Barbeoch et al. 2002; Posauenret al. 1989).

Ces effets seraient en partie diis & une interférdas ions Cd avec |'absorption de certains

nutriments, comme le zinc (Aravind and Prasad 2608t et al. 2002). Cette interférence a
pour conséquence la diminution du métabolisme ghalate et une modification du protéome
(Gianazza et al. 2007).

3.2.5 Effets génotoxiques

Borboa et De La Torre (1996) observent l'apparitid® ponts et d'adhérences
chromosomiques lors de I'ana-télophase de celmigstématiques sur des racinesddlaim
cepaexposées durant 20h & une concentration d&®3Mfe Cd(NQ),.
Un phénomene semblable est observé au niveau degémes des racines Bé&sum sativum
(Fusconi et al. 2006). Un traitement de 48h a desentrations situées entre 0,25 et 1uM de
CdCkL provoque des altérations chromosomiques obsewvahlecours de la mitose sous
différentes formes :

» chromosomes en métaphase «agglomérés» ;

* ponts chromosomiques a I'anaphase et a la télophase

» fragmentation des chromosomes a la métaphase selivan

Ces altérations peuvent donner lieu a la formatienmicronoyaux (Béraud et al. 2007;
Cordova Rosa et al. 2003; De Marco et al. 1988; dyay et al. 2006). Comme pour
'hydrazide maléique, ces micronoyaux sont dus exdiusion hors du noyau de
chromosomes, chromatides ou fragments de chromasengendrés par l'action clastogene
et aneugéne de la substance (cf. 84.1) (De Marab. 4988). Cependant, les micronoyaux

induits par le cadmium sont plus petits et souliéatau noyau principal (Liu et al. 2003a).
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La génotoxicité du cadmium est aussi mise en écel@ar le test des cometes ¥igia faba

en milieu liquide (Koppen and Verschaeve 1996;dtial. 2007) et en milieu solide (Gichner
et al. 2008; Lin et al. 2005).

Pour tenter d’élucider le mécanisme par lequel ée&ahtause des dommages génotoxiques,
on peut avancer deux hypothéses :

* une interaction directe avec I'ADN : Hossain et H2§02) ont en effet démontré que
le cadmium pouvait se fixer sur les bases G, A@¢ TADN ;

e un mécanisme indirect : contrairement au fer ecainure, ce métal ne semble pas
catalyser les réactions de Fenton ou d’Haber-Wgbsdin 1988). Il agit donc en
diminuant les niveaux des enzymes et de divers oségantioxydants, provoquant
ainsi une augmentation de®} intracellulaire (Misra et al. 1998), entrainantdiress
oxydant et des dégats a I'ADN (Ercal et al. 208 )cela s’ajoute I'inhibition des
enzymes de réparation de 'ADN (Hartwig 1998).

Parmi ces deux mécanismes d’action, Gichner e2804) ont prouvé que les dommages
causés a I'ADN visibles par le test des comeétegerdtanajoritairement causés de facon
indirecte. En effet, en exposant des racinesNieotiana tabacumpendant 2h a des

concentrations comprises entre 0,2 et 1,6 mM deniad, ces auteurs ont trouvé une
augmentation concentration-dépendante des dommggeetoxiques. En revanche, en
exposant aux mémes concentrations les noyaux deesa¢émoins dépourvus de leur
cytoplasme, ils ne constatent quasiment aucun dgmma génotoxicité du cadmium serait
donc principalement meédiée par un mécanisme indiregpliquant des réactions

cytoplasmiques, donc sans doute due en grande parstress oxydant.

Cette théorie est étayée par plusieurs étudesadtlet de Zhang et al. (2009) qui montrent
que dans les feuilles décia fabaet Phaseolus aureusxposées aux ions €dil existe une
production d’anions superoxyde ;O et de peroxyde dhydrogéne ,®. Plusieurs
antiradicalaires se sont montrés efficaces pourgmié les nécroses foliaires engendrées par
le métal. ChezVicia faba le niveau de stress oxydant est également coaeé& les
dommages génotoxiques des feuilles (Lin et al. 20D@ns les racines d&@nus sylvestrisle
cadmium accélére la lignification et crée une aadation de HO, due a la diminution des
activités des enzymes de détoxification (Schitzeediet al. 2001). CheZArabidopsis

thaliana le peroxyde d’hydrogene est le principal agespoasable du stress oxydant et donc
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des dommages causés par le cadmium. Son accumudgticégalement due a la défaillance

des enzymes et des systemes de détoxication egltu{€ho and Seo 2005).

Chez Pisum sativumle cadmium est responsable de I'augmentationtdisss oxydant, de
troubles du métabolisme hydrique, de diminutiorladehlorophylle totale, de diminution des
macronutriments (Ca, Mg, P, N, K) surtout dans flslles, d’une désorganisation de la
structure foliaire et d’une fermeture des stomé&8zsdalio et al. 2001). La luzendddicago
sativd exposée au cadmium augmente également son arsatiakydant (ascorbate
peroxydase, glutathion reductase, taux de glutathil® PCs et ascorbate) tandis que ses
parties aériennes subissent une augmentation perdydation lipidique et une diminution
du taux de chlorophylle totale (Sobrino-Plata eR&D9).

L’exposition au cadmium diminue la concentration glotathion réduit surtout dans les
cellules racinaires. Cette diminution est expligpéele role de détoxification du GSH vis-a-
vis des métaux et des radicaux libres qu'ils preeli et par le fait qu’il est consommé pour
la synthése des phytochélatines (cf. 85). Il exégfalement une diminution du taux d’acide
ascorbique cellulaire et une modification des catregions de certains acides aminés (Wu et
al. 2004). Les enzymes du stress oxydant voient ktivité augmentée a faible
concentration, puis diminuée aux plus fortes (CeadBosa et al. 2003; &kosi et al. 2009),

et la peroxydation lipidigue due aux radicaux Ifmroduits par le métal est indiquée par

augmentation du taux de malonedialdéhyde (Swal.2008; Unyayar et al. 2006).
3.3 Le cuivre

3.31 Généralités

De numéro atomique 29 et de masse molaire 63,51 glencuivre est un métal de transition

connu depuis I'antiquité. Son nom vient de I'lle @aypre ou les Grecs et les Romains

exploitaient ses gisements (Berzelius 1839).

L’ion le plus stable en solution est I'ion cuivrignC*, qui associé & un anion forme un sel

hautement soluble dans l'eau. Contrairement aureudv I'état solide de couleur rouge

orangée, I'ion cuivrique est bleu en solution acpeeu

Le cuivre est un métal essentiel & la vie, maisroertoute substance, il devient toxique a trop

forte dose. Un sol contenant moins de 1 & 2 mgéguivre extractible & 'EDTA (NF X31-

120, novembre 1992), soit 16 a 31 umol/kg, estidéns comme pauvre en cuivre. Les
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plantes qui y poussent risquent des carences. Uikdgetoxicité varie en fonction des sols et
des auteurs entre 50 et 120 mg/kg de cuivre eititach I'EDTA, soit 0,8 a 1,9 mmol/kg
(Baize et al. 2006).

3.3.2 La bouillie bordelaise

Mélange de chaux éteinte (Ca(QHgt de sulfate de cuivre (Cug@Qla bouillie bordelaise

(burgundy mixture ou Bordeaux mixture en anglaispregtemps été présentée comme une
panacée en agriculture biologique. En effet, lesreuest toxique pour les champignons, et
empéche donc le développement des maladies crypiqges des plantes dont la plus

connue est le mildiou. Elle est I'un des raresipielgs autorisés en agriculture biologique.

Elle contient entre 10 et 20 g/L de sulfate de ®jigoit en admettant que le produit de base
est la poudre pentahydratée (poudre bleue a digsoinstantanée), 40 a 80 mmol/L.

En agriculture biologique, un maximum de 6 kg de/reupar hectare et par an est autorisé
(CE 2008), [http://agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/LexI$erv-1.pdf], p37) soit 94,5 mol s'il
s'agit de cuivre pur, ce qui correspond & un épgaaaix alentours de 9,5 mmofrari’.

Année apres année, le cuivre s’accumule dans lBgmbgiques ou non, les vignobles sont
particulierement touchés. Dans deux études postantes vignobles francais du sud de la
France (département de I'Hérault), les concentnatien cuivre se situent entre 20 et 251
mg/kg (Brun et al. 2001; Brun et al. 1998), soirei®,3 et 40 mmol/kg.

3.3.3 Comportement dans les sols et biodisponibilit é

Dans les sols, la fraction mobile ou aisément nedble du cuivre est souvent trés faible,
bien inférieure a celle du cadmium (Battova and Makovnikova 2003; Nowack et al.
2010). Comme pour le cadmium, sa biodisponibiligpehd étroitement des propriétés
physicochimiques (pH), de la granulométrie et dedmposition desdits sols. Un pH acide
favorise sa mobilité et sa biodisponibilité (Sawtéal. 1997; Temminghoff et al. 1997). De
plus, I'absorption est d’autant plus importante gu€EC du sol diminue (Brun et al. 2001).
La biodisponibilité des ions Glest limitée par sa fixation sur les acides humsge sa

complexation avec les oxydes de fer et de manggBzsartikova and Makovnikova 2003;

Nowack et al. 2010). La présence de calcium damsdés freinerait également I'absorption

des ions cuivre par les végétaux (Alva et al. 1993)
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Parmi tous ces parametres, la toxicité du cuivseawis du blé cultivé en plein champ serait

surtout corrélée au pH et au contenu en carboreniyge du sol (Warne et al. 2008).

La mobilité du cuivre dans les sols peut paradonatd étre favorisée par sa fixation sur la
matiere organique lorsque cette derniere est smusef dissoute ou mobile (McCarthy and

Zachara 1989; Temminghoff et al. 1997). Les argilast également des phases fixatrices de
métaux (Besnard et al. 2001), mais elles peuvarsi giermettre leur dissémination de par
leur petite taille qui leur permet d'étre aisémdransportées par le vent. Ceci est

particulierement vrai dans le cas du cuivre (Maetidl. 2008).

3.3.4  Absorption et distribution dans la plante

Le cuivre reste fixé en majorité dans la racineplastes (Brun et al. 2001; Sela et al. 1988),
stocké surtout sur les parois cellulaires (Selaletl988). Le fait que certaines cellules
racinaires soient tres affectées et d’autres p@selasupposer quéea maispossede un
mécanisme de défense basé sur le « sacrifice ertlnes cellules qui accumulent le métal
afin de préserver les autres (Ouzounidou et al519%hezPhaseolus vulgaride cuivre est
fixé majoritairement dans les feuilles aux concatiins bénéfiques alors qu’il est stocké dans
la racine aux concentrations toxiques (Cook e1@97). Chez cette espece, il est transloqué

vers I'étage foliaire inférieur dés 48h d’expogiti@Cuypers et al. 2000).

Aux concentrations bénéfiques pour la plante, lesreuposséde plusieurs familles de
transporteurs (Markossian and Kurganov 2003; Samcehal. 2003).

Aux concentrations toxiques, d’autres mécanismaseatent en place. Comme le cadmium,
le cuivre est un inducteur de la synthese de phglatines, mais dans une moindre mesure
(Hall 2002; Zenk 1996). Les PC peuvent le chélatde stocker dans la vacuole afin de le
détoxifier (cf. 85). Chez la tomatkycopersicon esculentymil induit la synthése de
nicotianamine, un acide aminé supposé prendre amgele transport et/ou la détoxication du
meétal. La nicotianamine serait la molécule pernmétia translocation du cuivre des racines

jusqu’aux feuilles par le xyleme (Pich and Sch@24).

3.3.5 Effets toxiques sur la cellule végétale

Exposées a une concentration excessive de cuigee,plantes sensibles subissent un
ralentissement de leur croissance et un stressatikggi influe sur les activités des enzymes

de détoxification des radicaux libres et augmeat@droxydation lipidique (Cuypers et al.
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2000; Landberg and Greger 2002). Il existe égalémere augmentation des agents
antioxydants comme le GSH et I'ascorbate dansdisles (Gupta et al. 1999; Upadhyay and
Panda 2009; Wang et al. 2004).

On sait en effet que le cuivre catalyse la réacthaber-Weiss (Haber and Weiss 1934)
dans les cellules, libérant des especes réactesésxygene :

Cu

Oz.— + H,O; - O+ OH + OoH

Ce stress oxydant induit une chlorose et une néaes feuilles (Dizkiewicz et al. 2004). Le
meétabolisme hydrique est également perturbé, &tube de protéines est diminué (Jouili and
El Ferjani 2003). Il perturbe le métabolisme ligige et la structure membranaire (Ouariti et
al. 1997). Le cuivre peut augmenter ou diminudale de chlorophylle foliaire et modifie la
fluorescence chlorophyllienne et I'activité du pteytstéme 1l (Cook et al. 1997; Patsikka et
al. 2002). L'excés de cuivre a également un effgbtoxique, qui se manifeste par une

diminution de 'indice mitotique des cellules mé&imatiques racinaires (Yildiz et al. 2009).

Comme le cadmium, le cuivre peut étre génotoxigee, causer des aberrations
chromosomiques visibles au cours de la mitose,p@ tfe ponts chromosomiques ou de
meétaphases « collantes » conduisant a une fragtimentges chromosomes (effet clastogene).
Il désorganise également le fuseau mitotique, promat des délétions chromosomiques
(effet aneugene) (Souguir et al. 2008; Yildiz et28l09). Ces deux derniers effets provoquent
a la fin de la mitose la formation de micronoyalra fréquence de micronoyaux est
augmentée dans les racinesMilga fabaet Pisum sativuna partir de 2,5 mM de CuQ@our
une exposition de 42h en milieu liquide. Par cgntfaprés Steinkellner et al. (1998), le
sulfate de cuivre n’induit pas de micronoyaux dasscellules filles méristématiques dieia
faba et Allium cepaapres une exposition de 2h en milieu liquide sudiune période de
récupération de 36h, pour des concentrations gllagt'a 125 mM.

Le cuivre cause également des dommages génotoxiigibes par le test des cométes dans
les méristémes racinairesAdlium cepa(Yildiz et al. 2009).

Les effets génotoxiques sont vraisemblablementésayar les radicaux libres et agents

oxydants libérés par I'action du métal. Cette hizgpst est étayée par le fait que I'induction de
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micronoyaux dans les racines deia fabaest inhibée par un extrait de betterave rouge aux

propriétés antioxydantes (Posmyk et al. 2008).
3.4 Les nanoparticules

3.4.1 Deéfinition et propriétés physico-chimiques

La définition la plus communément admise est laante : est appelée nanoparticule toute
particule dont au moins une dimension est infédear 100 nm (Kahru et al. 2008;
Masciangioli and Zhang 2003; Navarro et al. 2008glle que soit sa nature ou sa structure.
Cependant, le SCENIHRen 2007, donne la définition suivantea discrete entity that has
three dimensions of the order of 100 nm or kegsgndis que Nowack et Bucheli (2007) les
définissent comme ®ubstances that are less than 100 nm in size inentlban one
dimension».

La petite taille des nanoparticules leur confere gtepriétés difféerentes de celles que possede
habituellement le méme matériau plus grossieremiemgé (Chiang et al. 2006; Daniel and
Astruc 2003; Wang and Ro 2006). En effet, pluspgadicules sont petites, plus le rapport
surface/volume est élevé (i.e. augmentation deulfase d’échange disponible pour une
méme masse de matériau), et plus le matériauadtfr@Auffan et al. 2008; Haruta 1997).

Les propriétés des nanoparticules sont tres diseeserecherchées par les industriels de

nombreux secteurs : plastiques, peintures, compoéattroniques, cosmétiques...

3.4.2  Ecotoxicologie

Le devenir de tous ces nanomatériaux une foisgeés dans I'environnement et leurs effets
vis-a-vis des étres vivants et des écosystemes esmudre mal connus. Sur ce point, la
bibliographie est rare, souvent imprécise, voireti@ictoire (Auffan et al. 2009; Baun et al.
2008a). Prévoir les propriétés des nanoparticule®®ec leur écotoxicité est souvent difficile
car leur étude se situe a linterface entre la [gwes la chimie et la biologie. Leur
comportement en phase aqueuse et donc leur biouligité dépend d’'un grand nombre de
facteurs, comme le pH, la force ionique et les péxgs inhérentes aux particules elles-
mémes, comme leur taille, leur nature ou leur ohakg surface (Labille and Brant 2010) ;
dans une matrice complexe naturelle, prévoir leawedir est donc trées hasardeux. Selon

(Auffan et al. 2009), les mécanismes de toxicité danoparticules métalliques sont de trois

! Scientific Committee on Emerging and Newly IdeatifHealth Risk
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ordres : la dissolution pure et simple du métas, peopriétés catalytigues du métal et ses
propriétés oxydoréductrices qui peuvent généreradpeces réactives de l'oxygene et un
stress oxydant. La présence de nanoparticules grewutre favoriser I'absorption d’autres
polluants par les organismes vivants (Blaise e2@08; Sun et al. 2007; Yang and Watts
2005). Les plus petites particules sont considécéasme les plus nocives, car leur réactivité
est supérieure (Hund-Rinke and Simon 2006; Obetetdes al. 2005; Yang and Watts 2005).

Chez les plantes, les nanoparticules peuvent mEnpar les racines, mais aussi par les
stomates des feuilles. On peut ainsi observer baguxtion des stomates et une modification
des échanges gazeux (Silva et al. 2006). Dans dedaan passage par les racines, la
biodisponibilité des nanoparticules est trés diffié prévoir, car elle est modifiée par les
interactions avec les composeés du sol. Le passadpe mhroi cellulaire est conditionné par la
taille de la nanoparticule, qui doit forcément énférieure au diamétre des pores, sauf en cas
de Iésions. Le passage de la membrane cellulaire@me pose débat. Elle peut étre traversée
par endocytose (Ovka et al. 2005), en utilisant des protéines desprart membranaire ou
en empruntant des canaux ioniques (Navarro et0@B)2 Une absorption et une distribution
systémique de nanoparticules de 7@ 2,8 nm de diametre a été récemment montrée chez
Arabidopsis ThalianaUne internalisation dans les cellules et une eontration dans les

vacuoles a également été mise en évidence (Kutepa2010).

Dans la littérature, les dégats cellulaires caysédes nanoparticules dans les cellules sont
généralement attribués a la catalyse de réactidmsydb-réduction avec les molécules
organiques (Zhang 2003) et a la production d’espégactives de I'oxygéene (Navarro et al.
2008).

De maniére plus globale, les nanoparticules peuywamnturber la photosynthése et les
échanges gazeux (Silva et al. 2006), inhiber I'gé&tion racinaire (Lin and Xing 2007; Yang
and Watts 2005) et plus rarement la germinationgidames (Lin and Xing 2007). Ces deux
effets se produisent néanmoins pour des concaisaéilevées de nanoparticules (100 a 2000
mg/L de ZnO ou AlO3). A concentrations inférieures (4 nM de nano-Aun\ de nano-Ag

ou 330 nM de nano-E@,), les effets sur la germination et I'élongatiorinaire chez le
concombre ou la laitue sont faibles et vont pldgxts le sens d’'une augmentation (Barrena et

al. 2009). Néanmoins, d'aprés Stampoulis et al.0920 les tests de germination et
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d’élongation racinaires ne seraient pas adapt&vallation de la toxicité des nanoparticules

sur les plantes, par manque de sensibilité etgtedeactibilité.

La présence de nanoparticules dans I'environneipeut s’avérer bénéfique pour certains
étres vivants, en régulant la concentration deimetits présents (Lutz-Meindl and Ltz

2006) ou en réduisant la biodisponibilité d’autpedluants (Baun et al. 2008b). La toxicité

des nanoparticules est donc difficile a cernemététre relativisée par rapport a celle d’autres
polluants mieux connus (Brar et al. 2010). Ainsi,rémplacement des nanoparticules par
d’autres composeés doit étre bien réfléchi, careilpeut jamais étre exclu que le produit de
substitution soit plus dangereux pour les écosyasseque les nanoparticules (Labille et al.
2010).

3.4.3 Les nanoparticules de dioxyde de titane TiO

Le dioxyde de titane posséde deux formes cristdlidifférentes, aux propriétés également
dissemblables : la forme rutile et la forme anathes nanoparticules de dioxyde de titane de
forme rutile sont surtout utilisées dans les cresmaires pour leurs propriétés de filtre anti-
UV, tandis que les nanoparticules d’anatase somtl@mes dans les ciments et dans les
revétements de verres autonettoyants pour leugiptés photocatalytiques (AFSSET 2010;
Aitken et al. 2006). Les mémes propriétés sontesgaht exploitées pour le traitement et la
désinfection des eaux (Brunet et al. 2009). Urlesation en aérosol a également été proposée
afin de lutter contre les bactéries pathogénesptés dans I'air (Wang et al. 2010).

En matiere d’écotoxicologie, les nanoparticuleslibxyde de titane peuvent avoir des effets
soit positifs soit négatifs sur les plantes. Epesivent d’abord exercer un effet physique : en
bouchant les pores racinaires, les particules pawperturber le métabolisme de I'eau et ainsi
diminuer la croissance des plantes (Asli and Neum2009). Mais leur plus grand potentiel
toxique vient de la plus intéressante de leurs nEFtEs aux yeux des industriels qui les
utilisent : leur pouvoir photocatalytique, qui eaitfde puissantes productrices d’especes
réactives de I'oxygene (Kus et al. 2006; Zhao eR@07). La génotoxicité de nanoparticules
de TiG, sous lumiere (UVl/visible) a d’ailleurs été mise @ridence sur cellules animales
(Nakagawa et al. 1997). Paradoxalement, ce poupbtocatalytique est soupconné
d’augmenter l'efficacité de la photosynthése (Gaale2006; Gao et al. 2008; Zheng et al.
2007a; Zheng et al. 2007b), de renforcer la résigtales plantes au stress oxydatif (Hong et

al. 2005b; Zheng et al. 2008) et également d’aceél@ssimilation de I'azote en augmentant
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I'efficacité de la nitrate reductase (Yang et aD0@ Yang et al. 2007). Ainsi, les
nanoparticules de dioxyde de titane peuvent augmémipoids sec des plantes ainsi que leur
résistance aux stress. La synthése de chlorophylle taux de germination de certaines
graines peuvent également étre augmentés par desiles (Zheng et al. 2005). Cha#dium
cepaexposee aux hanoparticules de Ji@ucune inhibition de croissance racinaire et aecu
génotoxicité (test des micronoyaux) n'a été décefmule une modification de l'activité
mitotique des cellules méristématiques racinaireétéamise en évidence (Kkamk et al.
2011). Testées suirseudokirchneriella subcapitatées nanoparticules de Ti@’ont pas eu
d’effet & des concentrations 100 mg/L (Blaise et al. 2008). Néanmoins, une Iéib
concentration de nanoparticules de dioxyde de ditatans I'environnement, méme

agglomérées, pourrait perturber les communauté®hbiennes (Battin et al. 2009).

4 Tests de génotoxicité

4.1 Le test des micronoyaux

L’observation des micronoyaux en tant qu’indicateler génotoxicité est apparue dans les
années 1940, mais c’est dans les années 1970 dest eeété développé sur un grand nombre
d’'organismes (Godet et al. 1993).

Un micronoyau est défini dans le « Glossary of Geseand Cytogenetics » de Rieger et al.
(1968) comme « un petit noyau surnumeraire sepanéoglau principal de la cellule, formé
pendant la télophase mitotiqgue ou méiotique et ttodsde chromosomes entiers ou de
fragments acentriques d’ADN résultant de modifmadi structurales, spontanées ou

expérimentales des chromosomes ».

4.1.1  Principe

Suite a l'action de substances clastogenes et/@mugaémes, des micronoyaux peuvent
apparaitre dans le cytoplasme des cellules végétialgure 4). L’'observation microscopique
des cellules-filles méristématiques (F1, Figuredgjnaires apres coloration a I'acéto-orcéine
permet le dénombrement de ces micronoyaux. Lequénéce d’apparition est un marqueur

tres fiable de la présence d’agents génotoxiques dia sol ou en milieu liquide.
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Cellule avec micronoyau
résultant de la clastogénese
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Figure 4 : Les deux mécanismes possibles de fornmi d'un micronoyau par un agent génotoxique
(Fenech 1997)
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Figure 5 : Coupe longitudinale de I'apex d’'une ragie d’Allium cepamontrant la partie méristématique
(M), les cellules filles (F1) et la cape de protdon de I'apex (CAP). D’'aprés Ma et al. (1995).

Pendant la lecture, on dénombre systématiquemenbiebre de cellules en mitose qui,
exprimé en pourcentage, représente l'indice mibetid-a diminution de cet indice mitotique

trahit un effet cytotoxique de la matrice ou demalécule testée. Les micronoyaux étant
justement formés au cours de la mitose, leur norsbra fatalement diminué si l'indice

mitotique est trop bas (Degrassi and Rizzoni 1982ps la norme en phase liquide (AFNOR
2004), il est spécifié qu’un indice mitotique erssieus de 2% (normale ch¥icia faba: 8 a

12% selon les auteurs) doit invalider les résulfatsénombrement des micronoyaux.

Afin d’'observer ces micronoyauy, il est nécessgirél se soit écoulé au moins 30h entre le
début de la contamination et I'observation micrgégoe, car les micronoyaux n’apparaissant
gu'a la suite d'une mitose, il faut garantir au n®ile temps requis pour permettre le
déroulement entier du cycle cellulaire. Dans le oasle temps de contamination serait
inférieur, il faudra prévoir une période de récapién permettant aux cellules d’achever un
cycle avant I'observation (Ma et al., 1995). Chéezia fabg le cycle dure un peu moins de
20h (Figure 2, p10), mais il peut étre retardéyra irradiation en G2 par exemple. L'HM a
aussi pour effet d’allonger la phase S du cyclaulzie deVicia fabade 7,5h a 20h, ce qui
donne un cycle d’une durée de plus de 32h (EvathiSaatt 1963).
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4.1.2  Applications

Le test des micronoyaux sur plantes supérieuregagitulierVicia faba Tradescantia spet
Allium cepaest tres utilisé par de nombreux auteurs pourirsglisité, sa fiabilité et sa
reproductibilité, et pour des applications diversiess le domaine de I'évaluation de la
génotoxicite :

» de percolats de décharges municipales (Sang &Q04Pou de lixiviats de cendres

d’incinération d’ordures ménageres (Radetski e2804) ;
e d’eaux de lacs ou rivieres (Duan et al. 1999; Mital. 1999) ;
* de sédiments (Minissi et al. 1998; Minissi and Lod#07).

Il est également utilisé pour :

» ['évaluation de la qualité de 'air (Carreras et 2006) ;

e |'étude de linfluence des caractéristiques d’'uh |ar la toxicité d’'un polluant (De
Marco et al., 1995) ;

» lefficacité d’'un protocole de bioremédiation (Abhdwigid et al. 2007) ;

« lestimation des dommages causés par une irradiaio’*’Cs (Minouflet et al.,
2005) ;

e |'étude du mécanisme d’'adaptation et de détoxinatle la plante vis-a-vis d’un
toxique (Patra et al., 2005)...

Une édition spéciale du journal Mutation Researclét@ consacrée au statut du test
micronoyaux et a son utilisation dans les battatetests destinés aux screenings précoces de

molécules d’intérét (Kirsch-Volders 1997).

Ce test est plus efficace et plus sensible quists d’anomalies mitotiques d’apres Ferrara et
al. (2004), car le décompte s’effectue sur deslsslen interphase qui représentent environ
90% des cellules d'un étalement racinaire danofe #1 des racines secondairesVisa
faba alors que les cellules en mitoses dépassent eatdes 12%.

En revanche, sufllium cepa Rank et Nielsen (1997) lui préferent le test dbsrrations
chromosomiques sur cellules en ana-télophase @septe I'avantage de différencier les
effets clastogenes des effets sur le fuseau miwtipe méme, Chakraborty et al. (2009)

constatent l'apparition d’aberrations chromosomg&gwt de cellules binucléées dans les
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racines dAllium cepaexposées a une matrice solide contenant différagtaux alors que le
nombre de micronoyaux induits reste non signifcati

Abdel Migid et al. (2007) tranchent entre les déests en attribuant la préférence au modele
Vicia pour la génotoxicité visible en interphase (micyaux et déformations nucléaires), et
au modéleAllium pour la cytotoxicité (indice mitotique) et les atadéions chromosomiques
visibles sur les cellules en division. Ainsi, ighgent une complémentarité intéressante entre

les deux tests.

4.1.3 Devenir d’'une cellule micronucléée

La plupart des auteurs s’accordent a dire quertadbon de micronoyaux est un mécanisme
guasi-irréversible et que la plupart du temps,dbute en question meurt (Elhajouji et al.
1997; Fernandes et al. 2007).

Nous avons trouvé néanmoins deux cas ou le phéreasméversible :

e Si un toxique a causé une polyploidisation accelEnet que le micronoyau a pour
fonction de rétablir le nombre normal de chromoseree expulsant le matériel en
trop (Fernandes et al. 2007) ;

* Si le micronoyau, di a un effet aneugene et complas® chromosome ou d’'une
chromatide entiere, continue son cycle indépendarhrda noyau mais reste, par
hasard, synchrone avec lui. On pourrait alors tsdisrs de la mitose suivante a une
récupération du chromosome ou de la chromatideupardpar la machinerie de
réplication de la cellule et a sa réintégration. frababilité de réintégration du
matériel génétique d’un micronoyau serait alorsedéiante de la probabilité que le
cycle du micronoyau soit synchrone avec celui dyanoprincipal. Montrée sur
cellules méristématiques décia faba et sur lignée cellulaire de hamster chinois
(Rizzoni et al. 1989), ainsi que sur lymphocytemhbins (Gustavino et al. 1994), cette

théorie est toutefois critiquée (Fernandes etG072

Dans certains cas, la cellule continue son cycldidsion, tandis que le micronoyau peut se
séparer d’elle et former une mini-cellule indépertdgFernandes et al. 2007). La formation
de cette mini-cellule pourrait augmenter les chande survie de la cellule principale en
éliminant le micronoyau de son cytoplasme (Elhajetjal. 1997), surtout s'il contient du

matériel génétique en surplus comme évoqué dapeetaier point. En tout état de cause, il
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semble impossible de prévoir la survie ou la detiva d’'une cellule portant un micronoyau

(Fernandes et al. 2007).

Si la cellule survit, la majorité des micronoyauxibissent une hypercondensation
chromatinienne (pycnose) et disparaissent (ScaitErans 1964). Plus rarement, certains
micronoyaux peuvent synthétiser de 'ADN et de IRt méme se répliquer (Das 1962;
Scott and Evans 1964). Selon Das (1962), 16% denayaux obtenus par irradiation chez

Vicia fabasont capables de synthétiser de 'ADN.

414 Protocoles

Le protocole du test micronoyaux sur racines se@ioesl deVicia fabaest décrit en phase
liquide par la norme AFNOR NF T90-32Z004). Cette norme est donc parfaitement adaptée
a I'évaluation de tous types de matrices liquitesis concernant le domaine de I'évaluation
des sols, elle impose une étape de lixiviation aimeaextraction liquide. De fait, la grande
majorité des auteurs étudiant la toxicité des swigaillent sur lixiviats ou autres extraits
liquides (Jun-hui and Hang 2009; Song et al. 200Bite and Claxton 2004).

Peu d’auteurs réalisent une exposition directe plesites dans les sols a tester en vue du test
des micronoyaux, et leurs protocoles sont treggaifoici quelques exemples de protocoles
d’exposition deVicia fabaen phase solide :

* Béraud (2007) expose les jeunes fewdsf@ba majoy durant 5 jours dans le sol a
tester, aprés une étape de prégermination (appadg la racine primaire) de 4 jours
dans I'eau déminéralisée. Le test des micronoyatalers effectué sur les racines
secondaires apparues durant I'exposition ;

» De Marco et al. (2005) laisse germer les fekxesfgba minoy durant 4 jours dans un
sol sableux avant de les transférer dans le sahooné. L’exposition dure 2 jours et
la racine primaire est utilisée pour les tests ;

 Knasmiller et al. (1998) travaillent également Surfaba minor Ces dernieres
germent durant 3 jours dans de I'eau du robines pant exposées 72h dans le sol a
tester. Il n'est pas précisé clairement si le ¢ssteffectué sur les racines primaires ou

secondaires.

Ces différents protocoles montrent de grandes diépaau niveau du temps d’exposition et

des conditions de prégermination. De plus, la pramee et/ou la variété des graines utilisées
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différent, ainsi que les parties de la plante séiis (racines primaires ou secondaires). Cette
grande hétérogénéité des protocoles en fonctioradiesirs interdit la comparaison de leurs

résultats.

4.1.5  Statistiques

Selon les auteurs, un grand panel de tests gaestidifférents a été utilise :
* |oi de Poisson (Amphlett and Delow 1984; Kanayale1994) ;
* loi Binomiale (Hayashi et al. 1994) ;
* loi normale, ANOVA suivi d'un test de Dunnett (Gtak999; Yi and Meng 2003) ou
de Tukey (El Hajjou;ji et al. 2007) ;
* loi normale, test de Student (Minissi et al. 1998)
* loi normale, test de Student apres transformatioaresin (Knasmdller et al. 1998) ;

» Kruskal-Wallis suivi du test U de Mann-Whitney (Manet al. 2009).

4.2 Le test des cometes

Voir le site Comet Assay Interest Group, [http:Hedassay.com]

42.1 Généralités

Simple, peu colteux et d'une trés grande sengbild test des comeétes aussi appelé en
anglais « single cell gel electrophoresis » ou S@&HIn outil incontournable pour I'étude de
la génotoxicité a I'échelle cellulaire d’'une ou gikurs substances sur n'importe quel tissu
vivant constitué de cellules eucaryotes. En effeyr effectuer ce test, il suffit de pouvoir
disposer de noyaux : il est donc virtuellement fidede I'appliquer a tout tissu, animal ou
végetal, dont on peut extraire les noyaux ou isl@srcellules. Cotelle et Férard (1999) et
Dhawan et al. (2009) donnent une bonne illustratierla variété des especes, animales ou

végétales, sur lesquelles le test des comeétesedfétéué avec succes.
Le test des cometes requiert peu de matériel hopleget peut s’effectuer sur cellules

mitotiques ou non. Il est hautement sensible et g@u spécifique, et permet de visualiser les

Iésions génotoxiques a I'échelle de chaque cellule.
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Types de lésions génotoxiques mises en éviden  ce par le test des
cometes

4.2.2.1 En conditions neutres

Le test des cometes en conditions neutres permeatéticter sélectivement les cassures

doubles brins (Kozak et al. 2009), car la moléctlWeN n’est pas dénaturée.

4.2.2.2 En conditions alcalines

Le test des cometes en conditions alcalines esicbap plus sensible et permet de détecter

un large panel de lésions génotoxiques :

les cassures simple et double brins, car la maét@DN est dénaturée ;

les sites de réparation par excision-resyntheseeftat, si cette derniere est mal
exécutee, elle peut causer des ruptures simplé®ramner et al. 1999) ;

les sites alcali-labiles, qui se forment lorsqu’'urese se détache du désoxyribose,
donnant naissance a des sites apuriques ou apiguregd En milieu alcalin (pH>13),
ces « points faibles » se rompent et créent desusss simple brin (Friedberg et al.
1995) ;

l'alkylation de I'ADN par des agents alkylants tedgie I'éthyl methanesulfonate
(EMS) ou la N-methyl-N-nitrosourée (MNU). L’alkylah des bases de 'ADN peut
donner lieu a réparation par excision-resyntheses fes bases alkylées peuvent aussi
devenir par glycosilation des sites apuriniques apyrimidiques alcali-labiles
(Gichner et al. 1999) ;

les ponts chromosomiques ou les liaisons entre dbéaxnes d’ADN ou entre une
chaine et des protéines, qui peuvent étre détpetiéinhibition de la migration de
'ADN ;

I'apoptose cellulaire, dont la structure caractiyige aprés migration se compose d’'un
vestige de noyau matérialisé par un fin anneaw®i par une queue tres fournie
(Figure 11 p 62) ;

les cellules nécrosées, qui ne laissent qu’un pale ou moins diffus sur la lame
(Figure 30 a, b, p 100).

De plus, une hybridation in situ avec une sondeqoee (fluorescence in situ hybridization

ou FISH) effectuée avant la réalisation du testaesetes permet de savoir quels domaines
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chromosomiques sont Iésés et apporte de trés psésieanformations quant au mécanisme

d’action génotoxique d’'une molécule (Menke et 80@a; Menke et al. 2000b).
4.2.3 Les difféerentes étapes du protocole

4.2.3.1 Isolement des noyaux

La premiére étape consiste a isoler les noyauxlaegks du tissu a étudier. Ces noyaux, une
fois isolés de la matrice cellulaire, sont tregyiliess et facilement dégradés par les rayons
lumineux et la chaleur : toutes les étapes quiesdidoivent donc se dérouler en lumiéere
rouge et a une température d’environ + 4°C (Sirigtl. €1988).

Les noyaux des cellules animales sont faciles ripar lyse de la membrane plasmique.
Mais les cellules végétales qui nous intéressantt p@tégees par une paroi de cellulose trés
résistante : le seul moyen d’en extraire les noygsixde le faire mécaniquement en découpant
le tissu végétal a I'aide d’'un scalpel ou d’'une dade rasoir. Ce découpage doit se faire dans
un tampon isotonique maintenu a basse températurdepla glace. Les noyaux ainsi isolés
sont ensuite inclus dans un gel d’agarose sur ame lde microscope et recouverts d’'une
seconde couche d’'agarose (Cotelle 1999). Facudtatette derniére couche comble les trous
éventuels de la premiére couche et joue aussilardedprotection des noyaux en augmentant

I'épaisseur d’agarose (Tice et al. 2000).

4.2.3.2 Lyse

La solution de lyse permet de détruire les memisrgl@smique et nucléaire des cellules.
Cette propriété lui est conférée par des détergknigiton X-100 et le N-lauroyl sarcosinate
de sodium. De plus, la dénaturation de la molédiA®N est initiée par le NaCl tandis qu’un
pH alcalin de 10,5 est maintenu par du Tris etadsoude, facilitant la libération des histones.
Le NaEDTA sodique protége 'ADN en chélatant les ions?fMge qui inhibe I'action des

DNases dont cet ion métallique est le cofacteutd@oand Féerard 1999).

4.2.3.3 Dénaturation

Apres la lyse, les lames sont immergées dans laticol d’électrophorése aprés un bref
rincage dans 100 mL de la méme solution afin d@léntoute trace de détergent ou de sels
(Tice et al. 2000). Le pH de ce mélange est supeidel3 et induit la dénaturation des
molécules d’ADN et sa libération des histones stalgtres protéines, ainsi que la rupture des
sites alcali-labiles qui seront donc pris en congjates |I'évaluation des dégats a 'ADN (Rojas

et al. 1999)
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4.2.3.4 Electrophorese

Les noyaux sont placés dans un champ électriquembkécule d’ADN, naturellement
chargée négativement, migre donc vers le péleifosit anode. Si la molécule d’ADN est
intacte, elle se déplacera peu, car elle est tnmorabrante pour migrer dans I'agarose. Par
contre, si elle a subi des dommages qui se traduise des coupures des brins, les fragments
d’ADN issus de ces coupures pourront se déplaages tagel, d’autant plus loin qu’ils sont
plus petits (Cotelle and Férard 1999). L’ADN intaet présentera donc apres coloration sous
une forme bien ronde et compacte, appelée la €tla dométe, tandis que la queue, trés
allongée et d’'une texture plus diffuse, sera ctuesti de '’ADN dégradé.

4.2.3.5 Neutralisation

Le colorant fluorescent utilisé pour la lecture teames est un intercalant, c’est-a-dire qu'il
s’integre entre les deux brins de I’ADN. Or, 'ADbhui vient de migrer est sous forme
dénaturée, un état qui ne permet pas la fixationadlorant. Pour pouvoir lire les lames, il est
donc nécessaire de provoguer un réappariementriless ba solution de neutralisation, un
tampon Tris de pH 7,5, permet un réappariement bignaléatoire et ponctuel, mais qui
autorise tout de méme la fixation de certaines oudés de colorant. Le résultat sera une
image de cométe non pas constituée de filaments, aed’assemblage de millions de petits

spots fluorescents (Devaux 2006).

4.2.3.6 Fixation

Pour empécher la rapide dégradation des cométes @vkecture, on peut fixer les lames a
I’éthanol, qui les desséche (Tice et al. 2000)eet@t de les conserver intactes théoriquement
pendant trés longtemps. Certains auteurs (Mantiai. 2006; Restivo et al. 2002) désignent

méme les lames fixées par ce procédé comme « dir@npermanents ».

4.2.3.7 Coloration

Le colorant fluorescent utilisé est le bromure lidium, ou BET. Il s’agit d'un puissant
intercalant de I’ADN qui, sous un filtre d’excitati adéquat, renvoie une lumiere orangée.
Mais ses propriétés d’intercalant lui conferent sausne grande toxicité : mutagéne,

canceérogene, cette molécule doit étre manipulée lageplus grandes précautions.
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A cause de la dangerosité intrinséque du BET, deai®ont été menés afin de le remplacer.
L'un de ses meilleurs succédanés est le gel SYBR&2n |, qui tout en possédant de bonnes
propriétés de fixation de I'ADN (Cosa et al. 20089mble peu mutagene (Singer et al. 1999).

4.2.4  Les différents protocoles de la bibliographie

Le protocole du test des cometes sur tissus végétast pas normalisé, et chaque auteur

adapte le sien a son modele et a la sensibilii€spuihaite obtenir.

On peut trouver un certain nombre de publicatiagtaitlant un protocole de test des cométes
sur les racines d¥icia faba(Cotelle and Férard 1999; Koppen and Angelis 198&pen
and Verschaeve 1996; Lin et al. 2007; Menke 2G00Db).

Le Tableau Il résume des exemples de protocolaigpés par différents auteurs sur des

organes de plantes, en particulier les racinesest féuilles, exposés a divers agents

génotoxiques.
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Tableau Il : Résumé des protocoles du test des cotag pratiqué par différents auteurs sur les plantes

18h a lobscurité

Gichner & Stawreva & . .
Mihifeldova, 2002 | Gichner, 2002 Chakraborty et al., 2009 Gichneret al., 2008 Restiveet al., 2002
e 10 plantes Nicotiana . Solanum tuberosurp Nicotiana tabacum + Impatien
Plante(s) utilisée(s) . Allium cepa )
adventices* tabacum var.korela balsamina
. . Cult . . . .
Organe(s) utilisé(s) Feuilles u urles Racines Feuilles et racined Feuilles
cellulaires
Bas de la feuille '
] H202 15mM H202 100mM 20 min
plongé dans EMS
Agent(s) génotoxique(s| Particules solides des fumées de centrales a chajbo cdCh Ozone : conditions
utilisé(s) 2a10mM 2h (riches en métaux, surtout Zn, Pb, Cu, Ni) atmosphériques intérieures e

extérieures

Grattage de 400n]

le

(3 couches)

nucléaire + 50uL dg

" nucléaire + 45uL}

40uL de suspension nucléaire + 40uL de LMPA 1

o

de cellules, . .
. . Feuilles ou racines
Partie des feuilles] transfert dans . .
non en contact avq 500uL de tampo découpees dans
le contaminant ds Sbrenseﬁ] 250uL de Tris 400mM Feuilles découpées et plongéeq
Isolement des noyaux , . e Racines découpées dans 400uL de Tris 400mM pHi 7,5 fois directement dans 1 goutte
découpée dans modifié LMPA 0.5% dans PBS
200uL de Tris | +100mg de sablg. H75 '
400mM pH 7,5 Agitation PR
filtration maille
53um
Préparation des lames NMPA 1% NMPA 1% NMPA 1% NMPA 1% NMPA 1%
. 45uL de
S0uL de suspensid suspension 50uL de suspensio

nucléaire + 50uL d

h
1 goutte de LMPA 0,5% dans PBS

ire

o : .
LMPA 1% dans de LMPA 1% dans PBS LMPA 1% dans PBS contenant la suspension nuclé
PBS
dans PBS
100pL LMPA 0,5%| 90uL LMPA 0,59 80uL LMPA 0,5% 100pL IV 0,5% LMPA
NaCl 2,5M NaCl 2,5M
Na:EDTA 100mM Na:EDTA 10mM
Tris 10mM Tris-HCI 10mM
Lyse Non Sarco.smate de inutile Non Triton X-100 1%
sodium 1%
Triton X-100 1% DMSO 10%
DMSO 10% pH10
Toute la nuit 7 jours
Dénaturation 5, 15 ou 30 min 20 min 15 min 10 min 15 min
Na2EDTA 1mM Na&EDTA 1mM Na&EDTA 1mM Na&EDTA 1mM Na&EDTA 1mM
NaOH 300mM NaOH 300mM NaOH 300mM NaOH 300mM NaOH 300mM
Hectrophorése pH>13 pH >13,5 pH>13 pH >13 pH>=13
26V, 300mA, 0’753\gg$AZGV' 0,7 Vicm, 20V, 300mA 0,75Vicm, 26V, 300npA 0,66V/c280mA
150u 30min 30 min 20 min 15 min 10 min
Tris 700mM Tris 400mM pH 7,5 Tris 400mM pH 7 Tris-HCI 0,4M
L . pH7,5 3rincages
Neutralisation Rincage (?) . . e
3rincages 3rincages Séchage a lair libre H75
29 5 min eau froide PR,
Fixation Non Non Séchage a l'air Non Ethanol 95%
s 80uL BET Rincage eau 5 min 100pL BET 20pg/rl
Rewlation BET 20ug/mL 80 pL BET 20pg/mL 5 min 5 min 100uL BET 10ug/mL

*Gichner et Mihlfeldova, 2002:
Arabidopsis thaliana
Convolvulus arvensis

Bellis perennis

Urtica dioica
Lamium album
Chenopodium rubrum
Plantago media

Poa annua
Taraxacum officinale

Agropyron repens

Tampon de Sérensen
50 mM sodium phosphate

0,1 mM EDTA

pH 6,8



Pincheiraet al., 2003 Sriussadaporret al., 2003 Poliet al., 2003 Liuet al., 2004 Manciniet al., 2006
_ . ankgo biloba . . . Nicotiana tabacum
Plante(s) utilisée(s) Allium cepa Epipremnum aureum Impatiens balsamina Glycine max L
: transgénique
Vinca rosea
S R . . . Extrémités des sme. . .
Organe(s) utilisé(s) Méristéemes des racines Feuilles Feuiles racines La 7 ™feuille & 70 jours
TCB 50, 100, 200,
. 300u0/g Feuille plonge en entier da
o EMS 2mM. 1.5h Fenarimol145mM 1 orobenzéne ef  He0» 20, 50, BomM
Agent(s) génotoxique(s) N .
utilisé(s) Proximité d’une route hexachlorobenzéng
Rayonsy 3,7Gy/min, 1Gy 1lh 100, 500, 1000ug/d Vide (-80mBar) 1 min
48h puis 2, 3, 4h
dans l'obscurité
Découpe de l'extrémité de jeunes . . P
: Feuilles coupées et | Homogénéisation au
racines, passage dans 4 gouftes, . . . o . i 3
. Récoupe des feuilles dans jplongees dans 1 gouttemixer « interiorly-cuy  Feuilles découpées dan
| & successives de 45uL de tampp de S5 diksie LMPA 0,5% dans PHES blender » 200Ul d q
Isolement des noyaux de Sérensen 80mM pH 6,8 tampon de H06regnsen modi : . pL de ta(r;??nH%B
: ' A 570 . drensen modifié \
On ne retient que la % goutte P a3rec (XHF-1) 1 min P
Filtration 30um
Préparation des lames NMPA Lames prétraitées Agarose NMPA 0,7% NMPA 1% dBBS
La 4émegoutte de 45uLde |75 pLde suspension nuclédire
suspension nucléa;re al%nviv 3%“'—(:?;2?730”5:0” 50uL de suspension
(3 couches) + 30uL de LMPA 0,5% __dans LMPA LMPA 05% dans PBS{ ' 2T b | nuciéaire + 504 de LMPA
+45uL de LMPA 1% puis 30 min a +4 Cdans (0 1% dans PBS
lobscurité PBS
10 min a 0°C
85uL LMPA 0,5% non LMPA Non 100uL LMPA 0,5%
NaCl 2,5M NaCl 2,5M NaCl 2,5M
EDTA 100mM Tris 10mM NaEDTA 10mM
Tris base 10mM EDTA 100mM Tris-HCI 10mM
Lyse Inutile Triton X-100 1% Non pH 10 Triton X-100 1%
+4°C toute la nuit DMSO 10% DMSO 10%
Triton X-100 1% pH 10
8h & +4°C 16h
Dénaturation Tampon alcalin pH 13,5 20 min 15 min 30 min 10 min
pH neutre NaOH 10N N&EDTA 1mM NaOH 0,3M NaEDTA 1mM
0,65Vicm, 230mA EDTA 200mM NaOH 300mM EDTA 5mM NaOH &ua
Electrophorese 10°C 1V/icm, 300mA pH:13 pH 13 pH>13
20 min 20 min 0,66V/icm, 230mA 18mV, 200mA 0,66 V/ICIZOBA
10min 25 min 20min
Neutralisation Protocole non précisé Tris .base 0.4M, pH.7,5 Tris-HCI0,4M Tris 0.4M, pt37 Tris-HCl 400mM pH 7,5
2 ringages de 5 min pH 75 2 lavages
- Ethanol 10 min
Fixat Non Non Non Ethanol 95%
pation Séchage a 37°C ’
RéElation BET 4ug/mL BET 20pg/mL 70uL BET 2ug/mL 15uL BET 5ug/npL  80pL BET 10pg/mL
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5 Les phytochélatines

5.1 Généralités

Les phytochélatines, ou métallothionéines de cladHde (anciennement appelées
phytoalexines) sont des polymeéres du glutathiorésées par I'immense majorité des plantes
supérieures ainsi que par certaines algues, m®tislorophylliens et levures (Mendoza-
Cozatl and Moreno-Sanchez 2006) en réponse a essstmétallique. Leur dosage peut ainsi
servir de marqueur d’exposition a un métal lourdsttle reflet de la réaction de la plante vis-
a-vis de ce toxique. Une review trés compléte ssrpeptides a été publiée trés récemment
par Pal et Rai (2010).

La formule générale d'une phytochélatine egtGJutamine-Cystéing}Glycine avec n
pouvant varier de 2 a 11 (Grill et al. 1985). Lenmsmbreux résidus cystéine porteurs de
fonctions thiols leur donne une forte affinité pdes cations métalliques, qu’elles chélatent
tres efficacement. Elles sont considérées commmétallothionéines des plantes (Grill et al.
1987).

Chez certaines fabacées, commginus albuson retrouve des homo-phytochélatines, de
réle semblable mais de structuneGlutamine-Cystéingjp-Alanine (n = 2-7) (Grill et al.
1986). Bien qu’appartenant a cette famille, notoelateVicia fabane synthétise pas d’homo-

phytochélatines (Matamoros et al. 1999).

5.2 Biosynthese

Les PC sont synthétisées par une enzyme conséitappelée phytochélatine synthase. Cette
v-glutamylcysteine dipeptidyl transpeptidase (EC.21%5) catalyse la formation des PC par
polymérisation du GSH (Grill et al. 1989; Vatamadnit al. 1999), mais uniquement si elle
est induite par la présence de I'un des métaux étallnides cités plus bas. L’'enzyme étant
constitutive, les PC apparaissent donc dans lesipres minutes d’exposition a un des agents
inducteurs (Clemens 2001). Ch¥icia fabg les phytochélatines apparaissent de maniere
significative dans les racines & partir d’une esiion de 48h & une concentration de’NI0

de CdC} en milieu liquide (Béraud et al. 2007). La synthéi® PC semble stoppée lorsque
tous les agents inducteurs ont été chélatés, waatti’'enzyme (Grill et al. 1989).
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La synthése des PC est induite par les ions:AsOuU*, Cd*, G&*, Ni**, zr?*, H, P,
Au*, Ag', As™t, Sé*, sB”, Bi®*, Sift, Té", WP* chezRauvolfia serpentingGrill et al. 1987).
L’élément Al, par contre, ne provoque pas la sysehde PC (Grill et al. 1987). Ch&ubia
tinctorum les ions G, In*" et Pd* sont également des inducteurs (Maitani et al. 1996
mémes auteurs classent les éléments dans l'ordvansuselon leur pouvoir décroissant
d’induction de la synthése de PC : Cd > Pb > Zng>A1g > As > Cu.

Schat et al. (2002) ajoutent I'élément Co a laelist proposent un classement différent des
inducteurs de PC: As/Cd/Cu > Zn > Ni/Co. Dans demble, la majorité des auteurs

reconnaissent le cadmium comme étant le plus mtigsducteur de la PC synthase.

Méme si l'activation de la PC synthase peut étrdiéepar la fixation directe de I'inducteur
métallique sur I'enzyme, cette fixation n’est paspuérequis obligatoire a la synthese de PC
(Vatamaniuk et al. 2000). En revanche, il est ipelissable que la fonction thiol du GSH soit
substituée, généralement par un cation métallifoeeffet, I'enzyme utilise deux cosubstrats,
le glutathion réduit et le glutation oxydé ou S-ithé. L’équation de la réaction catalysée
par la PC synthase Afabidopsis thaliangAtPCS1) serait donc la suivante : AtPCS1 se fixe
d’abord sur une molécule de GSH réduit en éliminamtrésidu glycine (Equation 1). Ce
complexe réagit avec un dimere GSSG lié par ummratiétallique (X) pour donner la PC2
liée au cation métallique, avec libération de I\ane et d’une molécule de GSH réduit

(Equation 2).
AtPCS1 +y-Glu-Cys-Gly - AtPCS1y-Glu-Cys + Gly (Eq. 1)

AtPCS1y-Glu-Cys + X-{-Glu-Cys-Gly)
- AtPCS1 + X-{-Glu-Cys)-Gly + y-Glu-Cys-Gly (Eqg. 2)

Les mémes auteurs (Vatamaniuk et al. 2000) ontréppa preuve que I'enzyme pouvait
fonctionner sans aucun inducteur métallique subfolurnissait comme substrat du glutathion

S-substitué, par exemple du S-méthylglutathionw&thylglutathion.

La synthese de PC induit logiqguement la diminutiontaux de glutathion cellulaire (De Vos
et al. 1992; Tukendorf and Rauser 1990) et pourpemser, la cellule augmente sa synthése
(Mendoza-Cdézatl and Moreno-Sanchez 2006). Méme’esizyme est constitutive, une
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induction de sa biosynthése dans les feuilleBdssica junceaa été constatée apres une
exposition de longue durée au cadmium (Heiss &0&I3). La synthése de PC est inhibée par
la buthionine sulfoximine (BSO), un inhibiteur da \-glutamylcysteine synthetase (EC
6.3.2.2), qui freine la syntheése du précurseurfese GSH (Grill et al. 1987).

5.3 Roles

Comme exposé dans la Figure 6, les phytochélatoas capables de chélater les métaux,
permettant leur inactivation et leur stockage ddes compartiments ou ils ne pourront pas
interférer avec le métabolisme (Clemens 2001). @ingsie le cuivre se fixe sur les fonctions
thiols des PC sous forme cuivreuse® GMehra and Winge 1988; Reese et al. 1988). La
stabilité de ces complexes dépend de la longuela cleaine (Gusmao et al. 2010; Mehra and
Winge 1988). Des ions sulfure”euvent s'ajouter & ces complexes pour les ssabili
(Cobbett 2000b; Reese et al. 1988).

Vacuole

Cd+Org.ac.

S%
“LMW” \
rPC + Cd +—» “HMW”

/A
<——PC + Cd

SH “H\M/W”
ol

Cytosol S A 2H*
Cd2+—¥

IPC synthase

Figure 6 : Mécanismes de chélation et de stockaga dadmium dans la vacuole, d’'aprés Sanita di Toppt

Gabbirielli (1999). PC : phytochélatines ; GSH : gltathion réduit ; org. ac. : acides organiques ; LMW:

complexe a bas poids moléculaire (Cd+PC2 ou Cd+PCG3MMW : complexe a poids moléculaire
moyen (Cd+PC a degré de polymérisation supérieur 8) ; HMW : complexe a haut poids moléculaire
(MMW lié & S?) ; § : sulfure acido-labile.

Fait inattendu, les phytochélatines pourraient dirar la génotoxicité de certaines molécules

comme I'hydrazide maléique (voir 83.1.7).
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Néanmoins, si le role des PC dans la chélatioa gtise en charge des métaux est reconnu,
leur importance réelle dans leur détoxication egétee a débats (Pal and Rai 2010). II
semblerait qu’elles soient tres utiles a la détatkdnn du cadmium, mais beaucoup moins en
ce qui concerne le cuivre (Clemens 2001). De Vaa.€11992) avancent méme l'idée que la
synthese de PC pourrait étre un facteur agravaoilaité du cuivre, a cause de la déplétion
en GSH qu’elle provoque.

Selon Vazquez et al. (Vazquez et al. 2006; 20@9y, 16le dans la détoxification du cadmium
est peu clair. Le mécanisme de détoxification lespfficace chetupinus albusserait la
fixation des ions métalliques sur la paroi cellidaides racines. Les homo-PC
n'interviendraient que lorsque cette premiere Bagriest franchie et que le métal a pénétré
dans le cytoplasme. Leur efficacité serait iniéméea celle du GSH.

Si une déficience en PC peut mener une souckablidopsis thaliana une hypersensibilité
au cadmium (Howden et al. 1995), une autre souchdifide pour surexprimer la PC
synthase a paradoxalement également montré uneskewgilité au cadmium, qui selon les
auteurs peut étre expliquée par la consommatio@ 8 cellulaire mais aussi par la toxicité

d’un taux trop élevé de PC pour la plante (Led.2G03).

La production de PC étant un mécanisme de défems&titutif, ces dernieres ne sont pas
impliquées dans les mécanismes de tolérance acausmétaux. Ainsi, une souche Sikene
cucubalusayant acquis une résistance au cuivre ne synghgiasiment pas de PC lorsqu’elle
est exposée a ce métal, alors que cette synthesesesnportante chez la souche sensible (De
Vos et al. 1992). Chez la plante hyperaccumulatdee zinc et de cadmiunThlaspi
caerulescensla résistance a de fortes concentrations de @&aux n'est pas due aux PC
(Ebbs et al. 2002).

Un niveau basal de PC2 existant chez les plante€xigosées aux métaux laisse a penser que

les PC jouent également un réle dans le transpestmétaux essentiels (Cobbett 2000a;
Cobbett 2000b; Schat et al. 2002).
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1 Test des micronoyaux

1.1 Test des micronoyaux en milieu liquide

Le protocole du test des micronoyaux a été norem@iBNOR (NF T90-327) en 2004, suite
aux travaux réalisés au LIEBE par Sylvie Cotellett€ norme décrit le test uniquement en

milieu liquide.

Un test préliminaire sera d’abord effectué dansclsditions de la norme avec les mémes
concentrations d’HM pour vérifier la validité detreprotocole.

1.1.1  Prégermination

Les principales étapes sont décrites dans la Figutes graines sont achetées en jardinerie
(Vilmorin® puis Fabre®) sous le nom de « feve d’Adulce a trés longue cosse ». Elles sont
préalablement mises a tremper 24h dans de I'eaindéatisée, puis les graines sont sorties
de I'eau, débarrassées du tégument brun qui lesienét mises a germer durant 3 jours entre
deux couches de coton hydrophile humide. Ce systéshearrosé tous les jours a l'eau
déminéralisée. Au bout de trois jours, les graigpesnées sont récupérées. A ce stade, elles

présentent une racine primaire longue de quelgemtineétres.

Apres avoir coupé les 5 premiers millimétres deqadearacine primaire afin de favoriser
I'apparition des racines secondaires qui nous estant, il faut placer les jeunes pousses en
milieu hydroponique, la graine reposant sur unkegpermettant aux racines de tremper dans
un milieu nutritif, le milieu de Hoagland (cf. Cogation des solutions, Annexe 2). Ce milieu
est changé tous les jours. Les feves sont maingezru@hytotron sous lumiére artificielle et a
une température d’environ 25°C. Au bout de 5 joles,racines secondaires ont atteint une

longueur de 2 a 3 cm, idéale pour la réalisatiantdsts.

Dans ce protocole, les racines plongent dans lieumilutritif transparent a travers une grille
(Figure 7 étape 3) : elles sont donc exposéeslamere. Les réactions de la plante a ces
conditions peu physiologiques pourraient étre didine d’'une baisse de sensibilité des
racines aux toxigues (Ojima et al., 2009).
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Le premier essai que nous avons réalisé dans e ail I'optimisation du test fut la
comparaison avec de jeunes feves dont les racimesté cachées de la lumiéere durant la
phase d’apparition des racines secondaires. Adeepdle la grille, une plaque de polystyréne
opague a été percée pour s’ajuster a la taillgdeses, et le récipient de culture a été entouré
d’'un film opaque. Un tel dispositif garantissaitgausse des racines a I'abri de la lumiere
tandis que les feuilles y restaient exposées. Bndies micronoyaux a ensuite été réalisé avec

I'HM en comparaison avec des plantes dont les escisecondaires avaient poussé a la

lumiére.
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1. Graines d&/icia faba
Elles sont préalablement trempées
24h dans I'eau déminéralisée, puis
débarrassées de leur tégument
avant d’étre mises a germer 3 jours
dans du coton humide.

2. Une graine deVicia
faba apres germination
dans le coton. Les 5
premiers millimetres de la
racine  primaire  sont
éliminés afin d'accélérer
'apparition des racines
secondaires.

4. Une jeune pousse de 3. Les graines deVicia faba continuent leur

Vicia faba présentant des croissance 5 jours dans le milieu de Hoagland. Ce
racines secondaires d’une milieu est changé tous les jours.

longueur idéale pour les
tests de contamination en
milieu liquide.

Figure 7 : Obtention des jeunes pousses técia faba
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1.1.2  Exposition

L’exposition des plantes aux toxiques est toujoa@edisée selon la norme AFNOR NF T90-
327.

Lorsqu’il s’agit d’'une substance particuliere atéeqex : HM), les concentrations voulues
sont obtenues par dilutions en cascade d’'une eohatiere dans du milieu de Hoagland.
Quant aux matrices complexes échantillonnées stariain, elles peuvent étre testées pures
ou diluées dans de I'eau bidistillée. Le témoinatiégest toujours constitué de milieu de
Hoagland.

Les jeunes pousses décia faba obtenues selon le protocole décrit préecédemment so
exposées par les racines dans un bécher conte@@nmP de solution pour 3 féves. La
contamination se déroule toujours en phytotron &/-24C et a I'obscurité pour éviter la
dégradation de certaines molécules photosensiblesposition dure 48h, et le milieu est
changé au bout de 24h. En parallele, on déternystérmatiquement I'élongation racinaire de
trois racines en calculant la différence entre lengueur avant et aprés contamination.

Les racines subissent plusieurs rincages a l'eamirggalisée afin d’éliminer le toxique
résiduel avant d’étre utilisées pour le test dagomioyaux et le test des cometes.

1.1.3  Test des micronoyaux

Apres 48h d’exposition, les racines secondaires gatevées, rincées a I'eau déminéralisée
et fixées une nuit durant a +4°C dans une solutienCarnoy (75% éthanol : 25% acide
acétique, v : v), puis elles peuvent étre soit eorées a +4°C dans I'éthanol a 70°, soit
directement hydrolysées apres un rincage de 1Qdams I'eau déminéralisée. L’hydrolyse se
fait dans I'acide chlorhydrique 1M a 60°C pendanni®. Elle a pour effet de ramollir les

tissus afin de permettre I'étalement de I'extrémm@éinaire sur la lame de microscope. La

lecture s’effectue apres coloration a I'acéto-areéi%.

1.1.4  Application a des percolats de sols de cokeri e (GISFI)

Le sol pollué aux HAP et métaux lourds prélevélsigite de I'ancienne cokerie de Neuves-
Maisons a été transféré sur le site de I'ancierokere d’Homécourt (Meurthe-et Moselle).

Le sol est d’abord criblé a 80 mm et tamisé a 4 mm.
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Ce sol a été divisé en 24 parcelles de 6 m2. Lgg@dieres ont été remplies et traitées selon
5 modalités :
* le sol est laissé nu et régulierement désherbé etlament (4 parcelles, dites TN) ;
* le sol est laissé a la recolonisation vegétale tspae (4 parcelles, dites VS) ;
* une plante hyperaccumulatrice de métaux, le tabowadaminaire Thlaspi
caerulescensest semée (4 parcelles, dites TC) ;
* une plante fixatrice d’azote (ordre des FabalesyzerneVledicago sativaest semée,
mais sans mycorhize (4 parcelles, dites MS) ;
* Medicago sativeest semeée avec mycorhizéséomus intraracideg4 parcelles, dites
MSm).
Les 4 derniéres parcelles, dites TD, sont rempliesméme sol de départ criblé et tamisé de la
méme facon, mais ayant subi un traitement de thééswhbtion (unité mobile de désorption
thermique Deep Green) visant en particulier a déttas HAP présents.
Les 24 parcelles sont réparties de maniére aléatoir
Un dispositif a été prévu sous chaque parcelle pécolter 'eau de pluie ayant percolé a
travers toute la hauteur de la colonne de sol.iAles percolats sont récupérés a chaque fois
que leur volume est assez abondant pour le peanettr
A chaque prélevement de percolats, on mesure lpéexture, la hauteur d’eau, le pH, la
conductivité, 'oxygéne dissous et la concentragarHAP totaux a I'aide d’'une sonde.
Les percolats sont conserveés en bouteille opaqubeanbre froide, a +5°C environ.
Le test des micronoyaux est conduit selon le padoen milieu liquide détaillé ci-dessus.
Une plante est exposée a 100 mL de chaque percelédmoin négatif employé est le milieu
de Hoagland. Etant donné que chaque type de traitem été appligué a quatre parcelles,
nous disposons de quatre réplicats par traitenhégibngation de trois racines par individu
nous donne donc n=3x4 racines. Pour les micronowuX{M, deux lames sont lues par
individu, ce qui nous donne n = 2x4. Environ 8.@@0ules sont donc examinées pour chaque

traitement.

1.2 Test des micronoyaux en milieu solide

Nous avons dans un premier temps appliqué le pletade Béraud (2007) a des sols de
cokerie dans le cadre du programme GISFI pour oétmplles études sur les percolats
correspondants (chapitre précédent).

En vue de la normalisation ISO du test Vicia-miargaux, nous avons dans un deuxieme

temps optimisé ce test en phase solide.

51



Matériel et Méthodes

1.2.1 Application a des sols de cokerie (GISFI)

Deux fois par an, des échantillons de sol de chpquoeelle sont prélevés et envoyés dans les
différents laboratoires partenaires pour réalissranalyses et les tests.

Les sols sont tamisés sur place a 4 mm.

Le test micronoyaux est conduit selon le protogoky » décrit au 8§ 1.2.2.1.1. Deux feves
sont plantées dans 200g de sol pour chaque parGall@e retiendra que la plus développée
pour les tests. Le sol LUFA 2.2 (Speyer, AllemagihepH 5,4 (caractéristiques : Annexe 4)
est utilisé comme témoin négatif. Comme pour lesgats, nous disposons donc de trois
réplicats pour chaque traitement, n = 3x4 pouriightion racinaire et n = 2x4 pour les

micronoyaux et I'IM.

1.2.2  Optimisation du protocole en milieu solide

Il nexiste pas encore de norme internationaleilligtd le protocole a suivre pour réaliser le
test des micronoyaux en milieu solide. C’est poarquous avons optimisé le protocole en
vue de le proposer a I'lISO au niveau de trois étémessentiels :

* la durée d’exposition ;

» l'origine des graines utilisées ;

* le nombre de graines par pot.

Le sol standard LUFA 2.2 de pH 5,4 est utilisé cammatrice et le sera pour tous les tests
d’optimisation. Le taux d’humidité du sol restedia 85 % de sa capacité de rétention,
maintenu chaque jour par pesée. Il nous faut stgrple la capacité de rétention calculée par
nos soins (30 mL/100g) est tres différente de deléquée dans les caractéristiques du sol
(46,5 mL/100g). Toutes les expériences se déerowdanphytotron a 24+/-1°C en lumiere

artificielle avec une photopériode jour/nuit égal&6h/8h. La fixation des racines ainsi que la

lecture des lames s’effectue selon la norme (8)L.1.

1.2.2.1 Durée d’exposition

Afin de choisir entre les deux protocoles suivdatpiel est le plus avantageux, nous avons
d’abord exposé de jeunes feves a deux toxiqueséfdeence pour le test micronoyaux,
I'hydrazide maléique et le sulfate de cuivre, soivde protocole « 48h » ci-dessous,
sélectionné arbitrairement. Apres avoir testé plus concentrations, nous avons déterminé

pour chacun des deux toxiques celle qui induit darsol utilisé le « pic de micronoyaux »,
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c'est-a-dire celle qui provoque la formation d'wwmbre maximal de micronoyaux. En outre,
deux autres concentrations sont retenues pouunbates deux molécules :

* une concentration inférieure a la concentratiomigaht le pic ;

* une concentration supérieure a la concentrationisadt le pic ou l'indice mitotique
se trouve réduit en dessous de 2%, provoquant aissebartificielle de la fréquence
de micronoyaux.

Les deux protocoles décrits ci-dessous seront amsiparés avec nos deux molécules de

référence aux trois concentrations précédemmenite®¢Figure 8a,b).

1.2.2.1.1 Protocole « 5 jours »

Ce protocole est inspiré de celui employé par BEidans le cadre de sa thése soutenue au
LIEBE en 2007. Les graines dficia fabasont réhydratées et mises a germer 3 jours dans du
coton humide comme décrit au 81.1.1, mais lorsquedine primaire s’est développeée, les
jeunes pousses sont repiquées directement darai@ercontaminée humidifiee a 85% de sa
capacité de rétention. Comme pour les contamingtiem milieu liquide, les 5 premiers
millimétres de la racine primaire sont retirés. kasines secondaires se développeront donc
entierement dans la matrice solide.

Quatre feves par pot sont plantées dans 200g deCkahue pot est ensuite pesé afin que
I’évaporation puisse étre exactement compensédepeau osmosee toutes les 24h.

Au bout de 5 jours de culture en phytotron a 24+ 1 en lumiére artificielle avec
photopériode jour/nuit de 16h/8h, les trois féless plus développées sont extraites du sol
avec précaution et les racines secondaires sottyges a I'eau déminéralisée avant d’étre
utilisées pour les tests. La mesure de |'élongatiacinaire en milieu solide est plus
compliquée qu’en milieu liquide car lorsque lese®gsont repiquées dans le sol contaming,
elles ne comportent que leur racine primaire. Ainade la contamination, on ne peut donc
pas mesurer I'élongation racinaire, mais uniquemanibngueur des racines secondaires.
Apres guelques essais, nous avons jugeé pertinenohalisir comme indicateurs la longueur

des trois plus longues racines et le nombre taabdines secondaires.

1.2.2.1.2 Protocole « 48 heures »

Au contraire de Béraud (2007), De Marco et al. B)0O@issent les graines décia faba
germer durant 4 jours dans un sol non contaminétaleles repiquer dans un sol contenant
de I'hydrazide maléique. L’exposition est de 2 gpubur la base de cet article, nous avons

tenté de laisser les racines secondaires se d@egldprant 4 jours en hydroponie dans du
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milieu de Hoagland avant de repiquer trois plastulans 200g de sol contaminé pour une
exposition de 48h. La culture se fait dans les ngpuwnditions que précédemment (taux
d’humidité du sol, température, lumiére). L'indieat de croissance retenu est le méme qu’en
milieu liquide, a savoir I'élongation racinaire tteis racines par plante. En milieu solide, on
prendra néanmoins la précaution de mesurer quatiees avant exposition, au cas ou l'une

d’entre elles serait abimée lors du repiquage.

1.2.2.2 Origine des graines utilisées

Il a été prouvé quicia faba pouvait devenir tolérante a une pollution métakicpar le
cadmium au fil des générations lorsqu’elle étaltiv@e sur sol contaminé par ce métal (Duan
et al. 2000). Cette tolérance acquise peut poserpdeblémes de sensibilité du test des
micronoyaux s'il est effectué sur des féves comialas ayant été obtenues par culture
conventionnelle dans des conditions non maitris€2est pourquoi nous avons voulu
comparer la sensibilité de nos féves habituellescagles individus de méme variété
(Aguadulce) et du méme fournisseur (Fabre, Metgisnssues de I'agriculture biologique
(labellisées AB) selon le protocole 48h (Figure. 8&s toxiques de référence restent 'HM et

CuSQ aux trois concentrations fixées préecédemment.

1.2.2.3 Nombre de graines par pot

De Marco et al. (2005) ayant établi que le nomienicronoyaux trouvés dans les racines de
Vicia fabaexposée a I'HM était tres diminué lorsque lesrggaiétaient plantées trop pres les
unes des autres, nous avons cherché a savoifast bpe trois individus partagent le méme

pot pouvait influer sur le résultat du test desromioyaux. Pour ce faire, nous avons exposeé
selon le protocole 48h, d’'une part trois feves damsméme pot rempli de 390g de sol, et
d’autre part trois féves en pots individuels dedldé sol chacun (Figure 8d). La quantité de
sol a été augmentée a 390g au lieu des 200g hishétiire que toutes les plantes disposent de
la méme quantité de sol chacune, sachant que 18@deeminimum de volume dans lequel

on pouvait faire pousser une féve dans des conditaxceptables. Ce test n'a été réalisé

gu’avec I'HM aux trois concentrations préfixées.
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CuSGOy HM

48 heures
d’exposition

Cing jours
d’exposition

AGRICULTURE
BIOLOGIQUE

48 heures
d’exposition

HM

48 heures
d’exposition

Figure 8 : lllustrations schématiques des différerst protocoles testés pour l'optimisation du test des
micronoyaux. Chacun des protocoles (b), (c) et (dnt été comparés au protocole (a).
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2 Test des cometes

Le test des cometes a été optimisé en prenantyaserle protocole de Cotelle, 1999.

Ce test se réalise sur les racines secondairgsci@efaba: moins rigides et plus nombreuses
que les racines primaires, elles sont faciles eides a obtenir; de plus, elles sont
relativement épaisses, ce qui facilite I'extractides noyaux. La racine est également le
premier organe a entrer en contact avec le toxigest donc logiqguement dans ce tissu que
les phénomenes toxiques seront les plus rapidies glus prononcés. En effet, Gichner en
2004 intoxique des plants de tabac par la racime da CdCJ durant 24 ou 72h et ne trouve

de génotoxicité que dans les racines et pas darisuéles.

Le protocole détaillé ci-dessous est celui qui @ éttenu aprés une longue phase
d’optimisation. Les graphiques de la partie Réssiltee sont donc pas forcément issus de ce
protocole exact. Les différences seront énoncées da légende de chaque figure.
L’obtention des plantes utilisées pour les testslésrite au §1.1.1. La contamination se fait

en milieu liquide comme indiqué au § 1.1.2.
2.1 Préparation des lames

2.1.1 Premiére couche d’agarose

Afin d’empécher le décollement de la couche d’agarque I'on déposera sur les lames au
cours du test, il est nécessaire de revétir pratant ces dernieres d’'une premiére couche
d’agarose. Pour ce faire, 0,5% d’agarose a bag geifusion est dissous dans du PBS a une
température de 70°C. Puis une gouttelette de 7Q@ukLette solution est étalée sur chaque
lame a l'aide d’'un cbne de micropipette. Les laragsi traitées sont laissées a sécher au
moins une nuit a plat, dans une boite a I'abriadpdussiere, puis sont conservées dans leur
boite originelle. On attendra au moins 3 a 4 jawuant de les utiliser, pour s’assurer qu’elles

soient complétement seches.

2.1.2  Obtention des noyaux et inclusion en gel d'ag  arose

Toutes les opérations suivantes doivent s’effectlagrs une piéce aveugle ou apres parfait

bY

calfeutrage des ouvertures, porte fermée, éclaggelumiere rouge (attention a la

56



Matériel et Méthodes

claustrophobie...). On veillera également a travadler de la glace afin de maintenir les

noyaux a une température d’environ +4°C.

Deux solutions de LMPA dans du PBS, l'une a 0,5%l'astre a 1%, sont placées
préalablement dans un bain-Marie a 70°C. Une fagalose fondu, il est maintenu dans un

bain-Marie a +35°C. Une température supérieure rpguendommager I'’ADN, mais en

dessous de +30°C, I'agarose commence a se salidifie

Les principales étapes de la fabrication des |susesillustrées dans la Figure 9.

Dix racines secondaires de 1 cm chacune sont saléechaque plante en prenant soin
d’éliminer les 5 premiers millimetres de I'extréenile chaque racine ; en effet, I'extrémité
méristématique des racines contient un fort tauxalgux mitotiques qui se prétent mal au
test. Ces morceaux de racines sont rincés briéviedags du PBS. Sur de la glace, elles sont
découpées en trés petites tranches a 'aide daipedoou d’'une lame de rasoir dans une boite
de Petri contenant 200 pL de tampon PBS +HNGA 5mM. Le tampon contenant les
noyaux est ensuite récupéré. 100uL de cette suspenscléaire sont alors mélangés a
100uL de LMPA 1% a une température de 35°C. 100t alors déposés sur deux lames
différentes préalablement recouvertes d’'une prentieuche d’agarose séché comme indiqué
précédemment. Chaque lame est laissée sur la §lacel0 min, temps nécessaire a la
solidification de I'agarose (deuxieme couche). amelle est retirée avec précaution et on
ajoute 90uL de LMPA 0,5% dans du PBS a 35°C. Ld¢ @mi recouvert d'une seconde
lamelle (troisieme couche). La lame est laissédasglace 5 a 10 min. La lamelle est retirée.

On découpe 1cm de racine Les racines secondaires sont Le tampon contenant |g

S

secondaire en prenant soin  ensuite découpées dans du noyaux est récupére

d’écarter les 5 premiers tampon PBS, dans une boite inclus en gel d’agarose s

millimetres. de Petri, en lumiére rouge et une lame de microscope.
sur de la glace.

Figure 9 : Principales étapes de préparation desaes en vue du test des cométes
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2.2 Le test des cometes

Le test en conditions alcalines tel que nous lés@as ici a été mis au point par Singh et al.
(1988).

Toutes les étapes suivantes se déroulent égalemdmmmiere rouge ; de plus, il faut veiller a
maintenir tous les tampons a basse températureCj+g&r un séjour au réfrigérateur avant
qgue les lames n'y soient immergées. La compositiea différents tampons utilisés est
détaillée dans I'annexe 2. Leur volume dépend dubwe de lames a traiter. Selon les cuves
utilisées, il faut compter 100 mL pour 10 lames. Higure 10 montre I'aspect des noyaux

apres coloration et fixation a la fin de chaquéeétarincipale du test.

2.2.1 Lyse

Aussit6t la troisieme couche d’agarose solidifiés, lames privées de lamelle sont plongées
durant au moins 20 min dans la solution de lysalpbdement refroidie pendant environ 1h

au réfrigérateur (au-dela, la solution risque dsddigifier).

Cette étape est facultative. Il est alors recomrdatal remplacer la solution de lyse par du
PBS pour plonger les lames au fur et a mesureulddbrication et éviter leur desséchement.

2.2.2 Dénaturation

Une fois retirées de la solution de lyse, les las@® brievement rincées dans la solution
d’électrophorese. Elles sont ensuite rangées @arisve d’électrophorése remplie de la méme

solution ou on laissera d’abord ’ADN se dénatulgrant 15 min, cuve éteinte.

2.2.3  Electrophorese

Au bout de ces 15 min, la cuve est mise sous ter&si®00 mA pendant 30 min. Le rapport
entre la tension et l'intensité dépend du voluméadepon. Pour 1,2 L de tampon, I'intensité
est fixée a 15 V. Il est recommandé de poser |l& cuw la glace, afin d’éviter que le tampon

ne chauffe pendant la migration.

2.2.4 Neutralisation

Les lames sont retirées de la cuve et leur pHasené a 7,5 par deux ringages successifs

dans la solution de neutralisation.
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2.2.5 Fixation

Les lames sont fixées par un passage de 5 minegrant dans I'éthanol a 95°. Un temps plus
long peut altérer la qualité des cometes. Les lapss/ent ainsi se conserver au moins
plusieurs semaines.
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Foltéte, 2010

LYSE
-Foltéte, 2010 a {
Aspect d'un noyau deVicia Aspect de deux noyaux décia
faba n’ayant pas subi le test des faba apres la lyse. On voit une
cometes : il est trés condensé et trés nette décondensation due a
bien délimité (grossissement la perte de la membrane
x 400). nucléaire et au début de
dénaturation de 'ADN
(grossissement x 400).
DENATURATION
Foltéte, 2010
ELECTROPHORESE
Foltéte, 2010
Une comete obtenue sificia Aspect d’'un noyau deVicia
fabaapres 2h8de contamination faba aprés dénaturation et
a CdCh 10°M en milieu neutralisation. Contrairement a
liquide. La téte contient I’AI?N I'image précédente, celle-ci est
intact, et la queue est formee de constituée de minuscules spots
I'ADN degradé (grossissement accolés dis a la dénaturation et
x 400). au réappariement aléatoire

(grossissement x 400).

Figure 10 : Les différentes étapes du test des cotes.
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2.3 Observation des noyaux

Le traitement au bromure d’éthidium (BET) permetrdadre I’ADN fluorescent. Pour la
lecture, nous avons utilisé un microscope a flumese équipé d’'une lampe au mercure
complétée d’'un miroir dichroigue DM 570 (filtre d@tation: BP 510-550 nm ; filtre
barriéere : BA 590 nm). Ce microscope est égalemelid a une caméra CCD qui permet
'analyse des images par le logiciel Komet 3.1 @io Imaging Ltd, Liverpool, UK). En
janvier 2008, notre laboratoire a fait I'acquisitid’'un nouveau logiciel d’analyse d’'image :
Comet Assay IV (Perceptive Instruments), relié aigroscope par une nouvelle caméra
(monochrome CCD IEEE1394 Fire Wire). Ce logicidysprapide et plus pratique, montre
également une sensibilité et une précision bierérsegres a ce que permettait I'ancien

équipement.

Sur chaque lame, 50 noyaux sont analyses :

A partir de I'image d’'une comete, le logiciel débéne la limite entre la téte et la queue
(Figure 10) et calcule une trentaine de mesuress Ma quatre parametres le plus souvent
pris en compte par les auteurs dans la bibliogeapbint :

» le pourcentage d’ADN dans la queue ou tail DNArefléte le taux d’ADN dégradé
par rapport a ’ADN total ;

* la longueur de la queue ou tail length en um : Ef@ésente en réalité la taille des
plus petits fragments d’ADN dégradé. Plus ces @esngont petits, plus la queue sera
longue ;

* le moment de queue ou tail extent moment en pumestde produit des deux
parameétres précédents ;

* Le moment d’'Olive ou Olive tail moment (OTM, unitagbitraires) : c’est le produit

du tail DNA avec la distance entre les centresrdeitg de la téte et de la queue.

Nous avons choisi de nous intéresser uniquemepbarcentage d’ADN dans la queue (Tall
DNA), car nous le considérons comme le parametpue fiable : il représente exactement
ce gue nous désirons connaitre, c’'est a dire be deudégradation de ’ADN. De plus, sa
mesure par le logiciel semble moins sujette a ocoptise que le tail length.

Par ailleurs, le tail moment, parametre pris enmenpar la tres grande majorité des auteurs,
a tendance a étre de plus en plus délaissé au drofiail DNA. Ce dernier semble plus

pertinent que le tail moment, car le tail lengthagiqué (Mgller 2006).
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Récemment les auteurs préferent choisir au moing garamétres, dont le tail DNA fait
souvent partie. Le moment d’Olive a également sleptes (Liu et al. 2009). Chakraborty et
al. (2009) utilisent le tail DNA, le tail length & moment d’Olive. Parmi les trois, le tail
DNA s’est montré beaucoup plus sensible que legswut

L’inconvénient du moment d’Olive réside dans ld €ai’il est mesuré en unités arbitraires, ce
qui pose un probléme pour la comparaison interktboe des résultats (Kumaravel and Jha
2006).

Les « ghost cells » (Figure 11), encore appeléesdgehogs » ou cellules-hérisson, sont les
restes d’'une cellule apoptotique. Elles se présérseus la forme d’'un anneau vide suivi
d’'une queue trés longue et épaisse (Mancini e2@06).

Dans la lecture d’'une lame, ces cellules apoptesqie doivent pas étre prises en compte.

Foltéte, 2010

Figure 11 : Ghost cell ou hedgehog. On voit bien kestige de noyau sous forme d'anneau et une grosse
guantité d'ADN dégradé dans la queue (grossissemex#400).

En annexe 3 sont présentés certains trucs et agitites pour les étudiants qui prendront ma
suite.
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3 Dosage des phytochélatines par HPLC

3.1 Extraction des thiols

Nous suivons le protocole utilisé par Béraud (200vgthode de Tang et al. (2000) modifiée
par Courbot et al. (2004).

Les feuilles et racines prélevées sont d’abordéesca I'eau déminéralisée, puis séchées et
pesées en poids frais. Elles sont alors introddidées des micro-tubes de 2 mL et congelées a
-80°C.

Une fois décongelés, les tissus sont broyés auenadns 1 mL (racines) ou 2 mL (feuilles)
d’'une solution d’extraction composée d’acide swdfaylique (SSA) a 5% et dacide
diéthylene triamine pentaacétigue (DTPA) a 5 mM. flas grand volume possible de
solution d’extraction est ensuite récupéré, plagasdun autre micro-tube et centrifugé a
10 000 g pendant 10 min. Le surnageant est aspirdlisé pour le dosage. Il peut étre stocké

a -80°C avant analyse.

3.2 Réduction des thiols

Un volume de 100 pL de I'échantillon a doser estang® a 270 pL de tampon borate (acide
borique 0,2M + DTPA 4mM, pH = 9) auxquels on ajo2@ pL de NaOH 2M pour
compenser l'acidité de la solution d’extraction SSAPA et ajuster le pH a 9.

On ajoute ensuite 50 pL de tributyl-phosphine (TB#luée au 1/20éme dans du
diméthylformamide (DMF). La TBP est un réducteur germet de faire passer tous les thiols
a I'état réduit, car le marqueur ne se fixe qudesifonctions thiols libres. Avant de fermer le
tube, on remplace l'air par du diazote, gaz ingue évite la réoxydation. Les tubes sont

portés a +50°C pendant 5 min.

3.3 Dérivation

On ajoute dans les micro-tubes 30 pL de 7-fluoigbenzoxadiazole-4-sulfosamide (ABD-
F) qui se fixe sur les fonctions thiols libres. Breeune fois, I'air est remplacé par du diazote.
Les tubes sont laissés a +50°C pendant 20 min.

Ensuite, ils sont retirés et immédiatement placésis la glace afin de stopper la réaction, qui
est définitivement bloquée par I'ajout de 70uL @lacchlorhydrique a 1M. Le pH doit alors
étre égal a 2.
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3.4 Dosage HPLC

Le contenu des micro-tubes est transféré dansutes tpour injecteur automatique HPLC
(234 autoinjector, Gilson). lls sont maintenus 8G-{usqu’au dosage.

20 pL dechantillons sont injectés dans la colof@&8) préalablement équilibrée (au moins
2h a 0,4 mL/min, 10% acétonitrile, 0,1%TFA) et maimue a +40°C. La phase mobile est
constituée d'un gradient eau/acétonitrile (pomplsdai 322) allant de 0 a 50% d’acétonitrile
et acidifié par de I'acide trifluoroacétique (TFA)0,1%. Le débit est de 0,4 mL/min.

La détection est assuré par un détecteur spedarofiatrique (Jasco FP 920) avec

Aexcitatior=385NM efgmissio=215nmM. Le gain est de 100 et la largeur de fegadeéa 40 nm.

Des courbes d'étalonnage sont réalisées a l'aidegademes de glutathion-glutamyl-
cystéine et cystéine commerciaux dans du SSA-DTIA. standards PC2, PC3, PC4 et PC5
(Anaspec) sont egalement utilisés dilués dans du+[3HPA pour le dosage de chaque PC.

Les quantités de GSH et de PC seront expriméeotspar gramme de poids frais.

4 Le programme Nanoalter

4.1 Vieillissement accéléré des nanocomposites

Le protocole d’altération des nanocomposites a agumeé par le CEREGE d’Aix-en

Provence. Il est décrit par Labille et al. (2010).

Cent milligrammes de nanomatériaux sont introddigsis 250 mL d'eau ultrapure. Le
container utilisé est un bécher de 1 L a large duke pour un maximum d'interface air /
eau, permettant un maximum d'exposition aux UVniéange est laissé sous agitation par
barreau aimanté et sous lampe blanche pendant 48 il est laissé libre. L'évaporation de
I'eau est compensée par des apports réguliers aapure. La vitesse d'agitation est de 690
tpm. La lampe utilisée est une lampe a iodure rigi@al 400 W Philips Master HPI-T Plus.
Elle est installée dans un systeme cool tube axgacation de l'air chaud, a 50 cm de la
surface du milieu d'altération.

A la fin de I'étape de vieillissement artificieg uspension obtenue est décantée durant 48h.
3 phases se forment alors : une phase hydrophzbsuiiface, une phase déposée au fond du
récipient et composée des particules de 1 a 5 pnmee phase en suspension stable. Cette

derniere est séparée des deux autres et consttusidpension mere de sous-produits
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d’altération (SPA) utilisée pour les tests. Sa emiation en SPA est déterminée par la pesée

de 'extrait sec.

4.2 Exposition

Ne connaissant pas la toxicité des SPA, nous gwas&a précaution de travailler sous boite a
gants pour toutes les étapes de contamination gtéikevements des tissus végétaux.

Les concentrations voulues en SPA (5, 25 et 50 jrepht obtenues par dilutions en cascade
d’une solution-mére dans une matrice composée a®6&u Eviafi et 50% d’eau milli-Q.

Le témoin négatif correspond a la matrice utilipé@r la dilution des nanoparticules alors

que le témoin positif micronoyaux est constituéydiazide maléique a la concentration de
10°M dilué dans la méme matrice. Pour les marqueurst@ss oxydant et les contenus en
thiols, le métal de référence choisi est GAEC0,1 mM.

Le pH de chaque solution de contamination et dwiémégatif est ajusté avec HN@fin

d’obtenir un pH de 6,5. Dans les témoins posit#gqH est laissé libre.

Les jeunes feves sont retirées de leur milieu dessance et leur partie racinaire est rincée
une premiére fois a I'eau déminéralisée puis damadtrice de dilution. La longueur de 3 de
leurs racines secondaires est alors mesurée. belie pacinaire est ensuite immergée dans un
pot de verre (sodocalcique Wheaton B06ontenant 100 mL de solution de contamination.
La contamination dure 48h sans changement de miikei se fait en 4 réplicats et se déroule
dans une boite a gants. Une protection opaqudagesiepautour des pots, de telle sorte que les
racines et le toxique se trouvent a I'obscuritérpgauiter la dégradation de certaines molécules
photosensibles, tandis que les feuilles sont exgséla lumiere (Figure 12). L'ampoule
utilisée (Envirolit€), de puissance 125 Watts, est une ampoule flueméscle couleur bleue
(6400°K) deélivrant 12 000 Lumens. Son spectre ssi@lé a 100% par les plantes. Les jarres
de contamination sont réparties de maniére al@tizins la boite a gants afin de compenser
I'éventuelle hétérogénéité de I'énergie lumineuseue. L’ampoule reste allumée sans
photopériode durant les 48h que dure la contanainatia température, mesurée le jour de la
contamination et le lendemain, est d’environ 191+7€.

La suspension est agitée 3 fois dans les 48h flax @el'aide d’'une micropipette de 5 mL.
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Figure 12 : dispositif d'exposition des plantes auranoparticules

4.3 Reécupération du matériel biologique et tests

Au bout de 48h, la fluorescence chlorophyllienne &muilles de chaque individu (dans la
mesure ou les feuilles sont assez développées|pqermettre) est mesurée a l'aide d’'un
analyseur portable de fluorescence (Handy PEA, &tank Instrumenty. Cet appareil
fournit le rapport Fv/Fm (Fv = Fm-Fo; Fm = fluocesce chlorophyllienne en lumiére
saturante ; Fo = fluorescence chlorophyllienn®lasturité). Ce rapport est proportionnel au
rendement quantique maximum de la photochimie auqgsiysteme II.

Les feves sont ensuite retirées de leur milieu alammination. Le pH de ce dernier est
mesuré.

Les racines subissent 2 ringages a I'eau démiséméfin d’éliminer le toxique résiduel avant
d’étre prélevées. L’élongation racinaire est systigpement déterminée sur 3 racines de 4
individus par concentration en calculant la différe entre la longueur des racines avant et
aprés contamination.

Les 2 premiers cm des racines secondaires sonésplaamédiatement dans la solution de
Carnoy en vue de leur fixation pour la lecture ohsonoyaux.

le reste des racines ainsi que les feuilles squartié dans des cryotubes puis congelés a
-80°C en vue du dosage des enzymes du stress datddes phytochélatines, ainsi que dans
des microtubes en vue du séchage et du dosage d&suxm (conservation :
-20°C).

Toutes les parties vertes sont pesées pour enmdgézrila masse fraiche.
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Le test des micronoyaux (8§ 1.1.3) est réalisé swacthes par individu, et 4 individus par
concentration. Huit lames sont donc lues pour champncentration. Pour chaque lame, on
détermine le nombre de mitoses et de micronoyaésents pour 1000 cellules.

La lecture est réalisée en aveugle strict.

Pour la mesure du stress oxydant, les activitéeyneatzques de la superoxyde dismutase
(SOD, EC 1.15.1.1), de la catalase (CAT, EC 1.8}, tle la guaiacol peroxydase (GPX, EC
1.11.1.7), de l'ascorbate peroxydase (APX, EC 1.11) et de la glutathion reductase (GR,
EC 1.6.4.2) sont mesurées selon Dazy et al. (2008).

La peroxydation lipidique est évaluée par le tedtaaide thiobarbiturique (Aravind and
Prasad 2003). Brievement, 940 de TBA dilué a 0,5% dans I'acide thiobarbiturigu&0%
(w/v) est ajouté a 100L d’extrait de plante. Le mélange est incubé a 9pé@dant 30 min,
puis la réaction est stoppée en transférant lesstabr la glace. L’absorbance non spécifique a
600 nm est soustraite de I'absorbance & 532 nmm et=u155 mM'.cm* est utilisé pour le

calcul du taux de malonedialdéhyde (MDA).

Le dosage du glutathion total et des phytochélatest effectué dans les feuilles et les racines

suivant le protocole décrit au § 3.

Les concentrations de Ti et Al sont mesurées paP-MS dans les racines apres

minéralisation dans HF-HCIO

Une analyse au microscope a fluorescence a raydXfK) est réalisée sur les racines fixées
dans la solution de Carnoy et conservées a +4°€ ldghanol a 70%.Cette analyse réveéle la
répartition du titane dans les racines. L’aluminjupour sa part, se trouvait a des

concentrations trop faibles pour étre cartographiécette méthode.
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5 Tests a long terme

L'objectif de ces tests est d’étudier les effeterig terme des polluants lorsqu’ils agissent a
une concentration génotoxique, sans effet sur deanpetres classiques de toxicité. Pour ce
faire, on détermine dans un premier temps la cdratgon qui, dans un sol donné, induit un
nombre significatif de micronoyaux (8 1.1.3) sankilber I'élongation racinaire selon le
protocole « 48h » (8§ 1.2.2.1.2).

Une premiere expérience est conduite avec &diahs le sol LUFA 3A (Speyer, Allemagne,
caractéristiques en annexe 4). Une autre expérimaépendante est menée plus tard avec
I'HM et CuSQ, dans le sol LUFA 2.2.

Trois kilogrammes de sol sont contaminés avec |&cnte choisie, en solution dans I'eau
osmosee. Le taux d’humidité est fixé a 85% de [sacie de rétention du sol utilisé. Dix
graines seches de feve, de dimension et d’aspegtarables, sont plantées dans chaque pot,
a environ 2 cm de profondeur. On prend soin deleser & la verticale, 'embryon de racine
orienté vers le bas afin de lui éviter de se «eepl pour pousser dans le bon sens. Durant la
période de germination, le taux d’humidité est @usus les jours par pesée, en ajoutant de
I'eau osmoseée. Le temps d’émergence et le tauwedeigation sont notés.

Aprés émergence, les plantes sont arrosées unepdnisemaine ou plus selon le taux
d’évaporation ambiant. Au bout d’'un mois enviro®01mL de milieu de Hoagland sont

ajoutés toutes les semaines car le sol employgeestutritif et risque I'épuisement.

L’expérience avec Cdgkst conduite en phytotron les deux premiers n@o&3°C sous deux
tubes au néon GRO-LUX 36W/120cm (Sylvania) avec phmopériode jour/nuit de 16h/8h.
Ensuite, la luminosité étant insuffisante, les @aist transportés dans une serre ou les plantes
bénéficient de la lumiere et de la photopériodenadies (avril, mai, juin 2008).

En revanche, I'expérience avec HM et CySSt menée dans le sol LUFA 2.2 et se déroule
intégralement dans le phytotron, mais sous une dabgaucoup plus adaptée a la croissance
des végétaux. De puissance 125 Watts, cette amflaotescente (Envirolifd de couleur
bleue (6400°K) délivre 12.000 Lumens et possedgpaatre assimilé a 100 % par les plantes.
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Chaque semaine, la croissance des plantes estcejgrén dénombrant le nombre de
bourgeons latéraux apparus sur la tige. Le bourggmoal n'est pas compté, et en cas
d’apparition de tiges secondaires, fréquent chéte aspece, on additionne le nombre de
bourgeons latéraux de toutes les tiges. Les négrobloroses, déformations ou desséchement
de feuilles sont notées également. La vitessealaitile pousse (en nombre de bourgeons
apparus par jour) est calculée pour chaque indigittee son jour d’émergence et le jour 25.
La vitesse de pousse est également appréciée grasson linéaire sur toutes les mesures
effectuées. La production de fleurs ou de fruitsn@gautieusement suivie tous les deux a trois

jours.

6 Exploitation statistique des données

L’exploitation statistique est réalisée a l'aide khgiciel Statistica (StatSoft, Inc., USA),

versions 6.1 et 7.0.

Pour les variables quantitatives, le test de Shapiilk est d’abord systématiquement réalisé
sur chacun des groupes de variables a comparer entrafin de vérifier si la répartition des
données peut étre approchée par une loi normalear{ition gaussienne). S’il n’est
significatif dans aucun des groupes a comparer (p0%), on admet que la répartition des
variables de chacun de ces groupes peut étre dq@@@ar une loi gaussienne, ce qui autorise
I'utilisation des tests paramétriques basés stie bait

L’homogénéité intergroupe des variances (homostiédas est ensuite testée par le test de
Levene. S’il n’est pas significatif (p > 0,01), @onsidére que les variances de tous les
groupes ne sont pas différentes entre elles, cauarise le calcul d’'une variance commune a
tous les groupes.

Si notre jeu de données répond a ces deux casditiaes, on pourra employer le test du t de
Student pour les comparaisons 2 a 2, et une andlysariance a un facteur, ou ANOVA,
pour les comparaisons multiples. La probabilité tpuges les variables puissent étre décrites
par une méme loi normale est représentée parp<%,05, le test est dit significatif car cette
probabilité est trop faible pour étre réaliste. lggsupes comparés sont donc considérés
statistiqguement significativement différents.

Dans le cas d'une ANOVA non significative, tous ngroupes peuvent étre considérés

comme équivalents. Par contre, une ANOVA signifiea(p<0,05) nous apprend seulement
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gu'il existe des différences non négligeables eldsegroupes. Pour en savoir plus, il faut

faire un tespost-hoc Nous utiliserons le test HSD de Tukey pour olsteane comparaison 2

a 2 de tous les groupes, et le test t de Dunnattg@mmparer uniguement chaque groupe traité
au groupe témoin. La encore, les différences setonsidérées comme significatives si

p<0,05.

Si notre jeu de variables ne répond pas aux pnéigete normalité et d’homoscédasticité, il
est possible de réaliser un changement de vamaldinéaire (log(x), racine(x), 1/x). S’il est
impossible de satisfaire a ces pré-requis, onsat#i des tests non paramétriques : Kruskal-
Wallis pour les comparaisons de plusieurs variabld du test U de Mann-Whithey comme

test post-hoc, en prenant toujours un risque daigreordreo = 5%.
Pour les variables qualitatives, on utilise un st Khi-deux §?) en s’assurant que les

effectifs de chaque catégorie sont au moins égauxians chaque groupe. Les groupes sont

considérés comme différents si p < 0,05.
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Résultats et Discussion

1 Test des micronoyaux

1.1 Formation, aspect et devenir des micronoyaux

1.1.1  Action de I'hydrazide maléique

L’hydrazide maléique est un clastogene, ce qui isgmu’il provoque des cassures
chromosomiques. Les fragments de chromosomes @sétasdnt visibles durant I'anaphase
(Figure 13a, b). Ces ana-télophases atypiquesdgonites dans les racines Bisum sativum
Vicia faba et Allium cepaexposées a I'HM (Ferrara et al. 2004; Marcano |et2@04).
Marcano et al. (2004) décrivent également cAdium cepaun effet aneugene di a la
désorganisation du fuseau mitotique, excluant uormbsome entier durant I'ana-télophase.
Nous avons également pu observer ce phénoménedHiga).
Ces fragments ou chromosomes exclus sont évacuéester du matériel génétique. A
I'interphase suivante, I'une des cellules fillegg@ntera un micronoyau dans son cytoplasme
(Figure 13d, e), voire, beaucoup plus rarementsiplus micronoyaux (Figure 13f). Dans
certains cas, la cellule peut continuer son cycenger de nouveau en mitose ; le micronoyau
peut également poursuivre son propre cycle indépantent du noyau principal, soit en
phase synchronisée (Figure 13g, h, i), soit engdasalée (Figure 13}, k, 1). Dans le premier
cas, lorsque le micronoyau et le noyau principait ssynchrones, une réintégration du
micronoyau est en théorie possible (Rizzoni e1@89). On peut alors imaginer que plusieurs
micronoyaux présents dans le cytoplasme de la ncéthde peuvent découler :

» d'une grande quantité d’ADN perdu suite a l'actaws toxiques sur différenksci et

qui pourrait se répartir dans plusieurs micronoyal fin d’'une méme division ;
» de pertes successives d’'une partie du matérieltigéeéau cours de deux cycles de
division distincts ;

* de la mitose d’un micronoyau (Das 1962).

Il est important de signaler que les cellules axdmicronoyaux ont été observées a 5 jours

d’exposition (Figure 13f), ce qui va dans le seaseés deux dernieres hypotheses.
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Figure 13 : Effets de I'hydrazide maléique sur lesellules-filles méristématiques des racines secondss de
Vicia faba, visibles au microscope optique X1000. [a], [b] Effet clastogene : cassures des chromosomes
(fleches) visible durant l'anaphase (48h d’exposiin, milieu solide) . [c]: Fléche: morceaux de
chromosome évacués dans le cytoplasme (10uM d’HM8H, milieu liquide). [d] (10pumol/kg d’'HM, 48h,
milieu solide), [e](10umol/kg d’HM, 5j, milieu solde) : Cellule fille interphasique avec micronoyaulf] :
Cellule fille interphasique présentant deux microngaux (20 pumol/kg d’HM, 5j, milieu solide). [g]
(5umol/kg d’HM, 48h, milieu solide), [h] (20umol/kgd’HM, 5j, milieu solide) : noyau et micronoyau enfin

de prophase. [i] (20pumol/kg d’'HM, 5j, milieu solidg : noyau principal et micronoyau en métaphase.
[i1(48h, milieu solide), [K] (20umol/kg d’HM, 5j, milieu solide), [I] (10umol/kg d’'HM, 5j, milieu solide) :
noyau respectivement en début, milieu et fin de pphase, micronoyau en interphase.
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1.1.2  Action du cuivre

Le cuivre provoque des ponts chromosomiques visileanaphase (Figure 14a,b) (Souguir
et al. 2008). La présence de ces ponts provoqueuptere des chromosomes lors de leur
séparation en fin d’'anaphase. Le cuivre est donagent clastogéne (Figure 14a). Il peut
également montrer des propriétés aneugenes, clist-&e montrer capable de désorganiser
le fuseau mitotique, avec a la clef I'exclusionrd’au plusieurs chromosome(s) a la fin de
I'anaphase (Figure 14c) (Souguir et al. 2008). imésronoyaux qu’il provoque sont souvent
atypiques, semblables a des bourgeonnements (Figitdeou a des étirements du noyau
(Figure 14e), ou restent liés au noyau principaufe 14f). Décrits cheallium cepaexposé

a d’autres toxiques (Fernandes et al. 2007; Lena¢ @008; Leme and Marin-Morales 2009)
ou a dautres meétaux (Liu et al. 1992; Liu et a@94), ils sont appelés « bourgeons
nucléaires » ou « déformations nucléaires ». Alddigid et al. (2007) les décrit sukllium
cepaet Vicia fabaexposés a une matrice multicontaminée, les a#niba I'effet du cuivre.
Avec ce métal, nous avons observé tres peu deisovraicronoyaux, compléetement séparés

du noyau principal.

Figure 14 : Effets du sulfate de cuivre sur les deles-filles méristématiques des racines secondasrele
Vicia faba, visibles au microscope optique X1000. [a], [b]Cassures chromosomiques (fleches simples) et
présence de « ponts » chromosomiques (doubles flesh a I'anaphase (2mmol/kg de CuSQ48h, milieu
solide). [c] : Exclusion d’un chromosome entier erfin d’anaphase (2mmol/kg de CuSQ@ 48h, milieu
solide). [d] (Bmmol/kg de CuSQ, 48h, milieu solide), [e] (élutriat d’'un sédimentcontenant 2g/kg de
CuSQ;, 48h, milieu liquide), [f] (8Bmmol/kg de CuSQ, 48h, milieu solide) : micronoyaux dits « atypique »,
désignés par certains auteurs comme « bourgeons té@ires » ou « déformations nucléaires ».
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1.2 Micronoyaux en milieu liquide

1.2.1 Effets de I'hydrazide maléique

Un test micronoyaux a été réalisé dans les comditadecrites par la norme NF T90-327 en
utilisant 'une des molécules de référence empley&rir sa validation, I'hydrazide maléique.
L’hydrazide maléique est un antigerminatif, ce gignifie qu'il est capable d’inhiber la
formation de racines et de bourgeons. En revanlclst beaucoup moins actif sur les racines
déja formées et inhibe peu leur élongation. Auxceotrations testées, en effet, aucune
diminution de I'élongation racinaire n’a été obgsr\(Figure 15). En revanche, la Figure 16
montre une élévation trés significative du nombeenaicronoyaux a partir d'1 uM d’HM.
Comme observé dans les résultats publiés dangaenain pic a été atteint a 10 uM, et dés
20 uM, le nombre de micronoyaux diminue. A cetteasmtration, I'indice mitotique se
situait aux alentours de 2%, seuil en dessous dugueorme indique que le nombre de
micronoyaux n’est plus un indicateur fiable. Enegfiorsque I'indice mitotique diminue de
maniére trop drastique, signe de cytotoxicité méegule nombre de micronoyaux est
artificiellement diminué du fait de la diminutio ddombre de mitoses, au cours desquelles se
forment les micronoyaux.

Il est intéressant de constater que cette chutedhbre de mitoses n’a absolument pas affecté
I'élongation racinaire correspondante. En effeglldngement des racines en cas de
diminution de la division cellulaire se fait pamllongement des cellules elles-mémes. i
n'existe donc étrangement aucune corrélation eflilongation racinaire et lindice
mitotiqgue, mais dans nos conditions expérimentalesst difficile de comparer ces deux

indicateurs car ils ne sont pas forcément meswréles mémes racines de chaque individu.

Nous devons préciser que nos témoins négatifs cdemaune fréquence de micronoyaux

(3%0) supérieure a celle normalement provoquée gmphénoménes de mutation spontanée
(<1%0). Nous l'attribuons & un manque d’expérieneeletture lors des premiers essais, la
discrimination entre micronoyaux et taches ou irepes (e.g. cristaux d’orcéine) nécessitant

un certain entrainement.

D’apres le site [http://www.pesticideinfo.org], l&DEC de I'HM observée sur le ri@ryza
sativa en milieu liquide au bout de 10 jours (croissarategss oxydatif, concentration en

phénols) se situe entre 1 et 2 uM d’HM, alors gaesnobservons un effet génotoxique trés
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significatif pour 1 pM. Notre test et/ou notre mtedbiologique est donc plus sensible que

ceux décrits sur le riz.

Conclusions :

* Nous retrouvons les propriétés de I'HM vantées pailes fabricants de produits
phytosanitaires : inhibition de la formation de radnes mais peu d'effet sur les
racines préexistantes et diminution drastique de lalivision cellulaire au niveau des
méristemes (cf. Analyse Bibliographique, § 3.1.3).

* Nous avons vérifié que nous obtenons des résultatsmparables a ceux de la norme
en terme de pic de génotoxicité et de significatié : ce protocole pourra donc servir
de base pour optimiser le test en phase solide emevde sa normalisation ISO.

« En accord avec les résultats figurant dans la normenous avons trouvé une
diminution du nombre de micronoyaux pour les indice mitotiques inférieurs a 2%,
ce qui confirme le bien-fondé de ce critere de valité.

« L’élongation racinaire semble étre un biomarqueur Baucoup moins sensible que le

nombre de micronoyaux ou que I'indice mitotique.
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Figure 15: Elongation racinaire mesurée sur les mines secondaires deVicia faba apres 48h de
contamination dans différentes concentrations d’hythzide maléique (moyenne +/- écart-type, 3 féves,m
9 racines). Aucune différence statistiquement sigfitative par rapport au témoin (ANOVA, p<0.05).
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Figure 16 : Fréquence de micronoyaux pour 1 000 deles et indice mitotique (%) retrouvés dans les
cellules-filles méristématiques des racines seconds de Vicia faba aprés 48h de contamination dans
différentes concentrations d’hydrazide maléique (mgenne +/- écart-type, 3 féves, n = 6 racines). Krkal-
Wallis suivi du test U de Mann-Whitney : *p<0,05 ;**p<0,01, significativité statistique par rapport au

témoin.
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1.2.2  Applications : programme GISFI

Le test micronoyaux a été appligué aux percolats st#s de Neuves-Maisons (parcelles

d’Homécourt) prélevés durant I'année 2007.

En date des 21/05/2007 et 11/09/2007, il était toqpdu de précipitations et I'eau avait été

retenue par la végétation. Les seules parcellesous avons pu récupérer des percolats
étaient donc logiqguement celles comportant le mdmplantes, c’est a dire les parcelles de
terre nue (TN), et celles plantées aVédaspi caerulescend C), car cette espece ayant mal

poussé, les parcelles concernées étaient assieslabtle la terre nue. Le 11/09/2007, nous
avons également pu obtenir des percolats a paesr phrcelles laissées a la végétation

spontanée (VS), mais aucune autre parcelle neanfaugni de percolat a ces dates.

Tout d’abord, il faut signaler une observation @essans explication : aprés hydrolyse, la
pointe des racines ayant été exposees aux perondaisait une étrange coloration bleu-vert,

alors gu’habituellement les racines sont blanckatre

La fréquence des micronoyaux et l'indice mitotiquoair les deux dates susmentionnées sont
représentés dans la Figure 17. En date du 21/05réguence des micronoyaux est
significativement augmentée par rapport au témour fres deux types de parcelles étudiées.
En revanche, le 11/09, méme si on constate égatamenaugmentation de cette fréquence,
I'écart-type est trop important pour pouvoir dégagee quelconque significativité. Nous ne
disposons que de la concentration en HAP totaux [gsuprélévements du 11/09. L’indice
mitotique est tres augmenté pour les parcelles T& @ate la plus précoce alors gu'il se
trouve réduit quatre mois plus tard pour les péaselC et VS. Sur la Figure 18, on peut voir
qgue les plantes exposées aux percolats montrentélamgation racinaire supérieure au
témoin, constitué de milieu de Hoagland. Cetteédiice est significative pour toutes les
parcelles le 21/05 mais elle n’est plus qu’'une kigere tendance le 11/09. En effet, méme si
les percolats renferment un cocktail de polluantses concentrations non négligeables, ils
sont aussi plus riches en matiére organique etigiments que le milieu de Hoagland utilisé

comme témoin négatif.
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Figure 17 : Fréquence de micronoyaux pour 1 000 deles et indice mitotique (%) retrouvés dans les
cellules-filles méristématiques des racines seconds de Vicia faba aprés 48h de contamination dans
différents percolats issus de parcelles de sol deetwes-Maisons plantées de différentes végétations :
T=témoin (milieu de Hoagland), TN=terre nue, TCThlaspi caerulescensVS=végétation spontanée
(moyenne +/- écart-type, 4 feves, n = 8 racines).riskal-Wallis suivi du test U de Mann-Whitney : *
p<0,05 ; **p<0,01, significativité par rapport au tmoain.
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Figure 18 : Elongation des racines secondaires décia faba aprés 48h de contamination dans différents
percolats issus de parcelles de sol de Neuves-Maisoplantées de différentes végétations : T=témoin
(milieu de Hoagland), TN=terre nue, TCT hlaspi caerulescensVS=végétation spontanée (moyenne +/-
ecart-type). 21/05 : 8 féves, 24 racines, transfoation en log ; 11/09 : 4 feves, 12 racines. a, bignificatifs
entre eux, ANOVA suivie du test HSD de Tukey, p<0®
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D’aprés les analyses du sol des parcelles (voiexarl), on peut déduire que les percolats
sont peu riches en métaux, car les concentratiomséaux dans les sols restent relativement
stables entre avril 2007 et avril 2008. Par congsg,concentrations des percolats en HAP
totaux ont tendance a augmenter avec le tempsniesnents et oligo-éléments, surtout le
Ca, K et Mg, augmentent beaucoup dans les solsrta da 7/04/2008, ce qui fait que
vraisemblablement les percolats deviennent égalephes nutritifs. En effet, les percolats du
6/12/07 et du 7/04/08, sur lesquels nous avonsuemgnt réalisé des tests de croissance
racinaire (non montré), induisent une élongatiocingire tres augmentée par rapport aux
deux premieres dates. Seuls les percolats issusotle$D montrent une croissance racinaire

diminuée.

Cette étude est complétée par celle conduite susdés par exposition directe exposeée ci-

dessous. Les conclusions seront communes.

1.3 Micronoyaux en milieu solide

1.3.1 Sol de Neuves-Maisons (Parcelles d’Homeécourt)

Les premiéres applications du test des micronogeawmilieu solide ont été pratiquées sur les
prélevements du sol des parcelles d’Homécourt effscdurant I'année 2007. En avril 2008,
seule I'élongation racinaire a été mesurée maidélompte des micronoyaux n'a pas été
réalise.

Pour les prélevements de 2007, une inhibition déoteggueur maximale des racines est
observée sur la Figure 19 pour presque toutes deselpes. Par contre, le 7/04/2008, la
croissance racinaire se trouve étre équivalenteeiégerement supérieure au témoin pour
toutes les parcelles, sauf celle ayant subi utetreent de thermodésorbtion (TD), mais cette
derniére constitue un cas particulier dont nouantepns. A la vue de cette cinétique, il est
clair que la qualité du sol vis-a-vis des plantxita s’améliorer avec le temps dans toutes les
parcelles. La Figure 20 montre qu’aucune inducsigmificative de micronoyaux n’a eu lieu
dans les parcelles testées. Par contre, I'indicetiopue est significativement voire tres
significativement diminué en date du 11/09 poutdeues parcelles, alors gu'’il n'est diminué
gue pour les parcelles TN en date du 23/04 sidxaeiut les parcelles TD. La cytotoxicité des

sols a donc augmenté entre ces deux dates.
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Figure 19 : Longueur maximale des racines secondais deVicia fabaaprés 5 jours de contamination dans
des sols issus de parcelles de sol de Neuves-Masspltantées de différentes végétations : T=témoinals

LUFA 2.2), TN=terre nue, TC=Thlaspi caerulescensVS=végétation spontanée, M3¥edicago sativa

MSm=Medicago sativamycorhizée, TD=traitement de thermodésorption (mgenne +/- ecart-type). 4
féves, 12 racines. a, b : significatifs entre eu ANOVA suivie du test HSD de Tukey, p<0.05. 07/04 :
changement de variable, 1/
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Figure 20 : Fréquence de micronoyaux pour 1 000 deles et indice mitotique (%) retrouvés dans les
cellules-filles méristématiques des racines secoridss de Vicia faba aprés 5 jours de contamination dans
des sols issus de parcelles de sol de Neuves-Massplantées de différentes végétations : T=témoinq(s
LUFA 2.2), TN=terre nue, TC=Thlaspi caerulescensVS=végétation spontanée, MSv#tedicago sativa
MSm=Medicago sativanycorhizée, TD=traitement de thermodésorption (mgenne +/- ecart-type, 4 feves,
n = 8 racines). Kruskal-Wallis suivi du test U de Minn-Whitney : * p<0,05 ; **p<0,01, significativité par
rapport au témoin.
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Les analyses physico-chimiques des sols (annexendntrent que les propriétés des
différentes parcelles sont assez proches, sauf lgowiol TD. Ce dernier a un contenu
relativement faible en HAP, Ca, Mg, Fe, Mn. Le pst plus élevé, et la concentration en
métaux lourds (Zn, Pb) est souvent supérieurela det autres parcelles sauf pour le mercure
qui, de par son caractere volatil, a sans doutélgténé en grande partie par le traitement de
thermodésorbtion. Par contre, les concentrationscamone organique et en matiére
organique sont équivalentes aux autres parcellékrigation racinaire pour les parcelles TD
est toujours inférieure au témoin et égalementus pouvent a celle retrouvée pour les autres
parcelles, que ce soit en milieu liquide ou solidendice mitotique est également toujours
diminué, ce qui n'est pas forcément évident caicmanitotique et élongation racinaire ne
sont que tres rarement corrélés. La thermodésarptiest donc pas le traitement idéal ; il
peut méme augmenter la toxicité des polluants mestésurtout métaux) vis-a-vis des
organismes du sol en les rendant plus biodispanilBonnard et al. 2010). Aprés un
processus de bioremédiation qui avait permis diéémplus de 98% des HAP, Song et al.
(2006) voient la frequence de micronoyaux chéza fabapasser de 3 a plus de 75 pour

1000 cellules, et en attribuent la raison a dedyite de dégradation de ces HAP.

L’évolution de la composition des sols dans les@éas sur nos trois dates peut expliquer les
différences d’élongation racinaire retrouvées darfdgure 19. Cette composition a peu varié
entre le 23/04 et le 11/09/2007 ; seuls les HAPplas légers ont connu une diminution de
leur concentration. L’élongation racinaire resteeffiet comparable entre les deux dates, mais
I'indice mitotique est diminué par rapport au témdans toutes les parcelles pour le 11/09
(Figure 20), ainsi que pour les parcelles TC etdd8s les percolats de la méme date (Figure
17). Ceci pourrait étre di a 'augmentation detkat® bactérienne durant les mois d’éte, qui
a pu effectuer une biotransformation des HAP, éeslant ainsi plus mobiles. Au mois d’avril
de 'année d'apres (7/04/2008), le sol a été ensohCa, Mg, K et Mn, ce qui explique que
I'élongation racinaire soit bien supérieure a cealle 2007 (Figure 19) tandis que la

concentration en HAP a encore diminué.
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Conclusions

* Aucun des 16 HAP n’a eu d’effet sur la croissancéjndice mitotique ou I'induction
de micronoyaux dans les racines d¥¢icia faba

* En date du 11/09, la diminution de l'indice mitotique peut étre le signe de la présence
d’'un composé non dosé, vraisemblablement issu dedécomposition des HAP.

* L’impact positif des substances nutritives contenue dans les sols ou les percolats
contrebalance largement l'inhibition de croissancequi pourrait étre causée par la
présence de substances toxiques.

* Le sol met beaucoup plus de temps a retrouver sarfdité lorsqu’il a subi un

traitement de thermodésorption que lorsqu'il est lassé a son cycle naturel.

1.3.2  Optimisation du protocole en milieu solide : Elaboration de la

norme

1.3.2.1 Effet de la lumiere durant la phase de pré-germiitat

Avant exposition, une étape de pré-germinationtese liquide (milieu de Hoagland, annexe
2) est nécessaire pour initier la croissance deimaa secondaires. Afin de savoir s'il est
possible que des racines secondaires ayant poogsduwsniére puissent avoir été stressées
(Ojima et al. 2009) et avoir de ce fait développeé défenses susceptibles de diminuer leur
sensibilité aux toxiques, nous avons comparé lailsdite de plantules poussées sous lumiere
avec celle d’autres plantules dont les racine®sedeveloppées a I'obscurité.

La Figure 21 montre que I'hydrazide maléique praxtp méme fréquence de micronoyaux
pour les deux groupes de plantules. Tous deux ntme augmentation trés significative
du nombre de micronoyaux des 1 uM d’HM et une neitt@nution de l'indice mitotique a
partir de 10 uM. La seule différence significatigge I'on peut observer entre les deux
groupes concerne la concentration de 1 uM d’HMJesuplantules dont les racines ont été

exposées a la lumiére se révelent les plus seasible
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Figure 21 : Fréquence de micronoyaux pour 1 000 deles et indice mitotique (%) retrouvés dans les
cellules-filles méristématiques des racines seconds de Vicia faba aprés 48h de contamination dans
différentes concentrations d’hydrazide maléique (mgenne +/- écart-type, 3 féves, n = 6 racines). Krkal-
Wallis suivi du test U de Mann-Whitney : * p<0,05 ;**p<0,01, significativité par rapport au témoin. & :
Significatif entre les modalités « lumiere » et «lscurité » pour une concentration donnée, test U de
Mann-Whitney, p<0,05.

Conclusions :

 En ce qui concerne I'hydrazide maléique, le fait ge les plantes aient été ou non
exposeées a la lumiere durant leur pousse ne semiglas influer sur la significativité
statistique des résultats par rapport au témoin.

* Pour la normalisation, nous conseillerons malgré ut de conserver les racines a
I'obscurité dans la mesure du possible, d’autant pis que nous avons remarqué une

meilleure pousse des racines secondaires dans casditions.
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1.3.2.2 Temps d’exposition et origine des graines

Apres avoir testé le protocole « 5 jours » surdascelles de sol de Neuves-Maisons, nous
avons décidé de tenter d’améliorer sa sensibititéaepraticité. Nous avons donc voulu le
comparer avec le protocole «48h ». La sensibdiéé deux méthodes vis-a-vis de deux
toxiques de référence, 'HM et Cug@st comparée dans la publication suivante, ginsile
type d’agriculture dont sont issues les graines fdees employées pour les tests
(« biologique » ou « conventionnelle »). En effatsensibilité des plantes peut différer selon
leur provenance (Duan et al. 2000).
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Improvement of Vicia-micronucleus test for assessment of soil qualitya

proposal for international standardization

Manuscrit soumis &nvironmental and Molecular Mutagenesis

Anne-Sophie Foltéte, Adrien Dhyévre, Jean-FranEérard, Sylvie Cotelle

Laboratoire dednteractionsEcotoxicologie, Biodiversité, EcosystemegLIEBE), Université Paul Verlaine-
Metz, CNRS UMR 7146, Campus Bridoux, Avenue du Ga&lrigelestraint, 57070 Metz, FRANCE

Abstract

The Vicia fabaroot tip micronucleus test is one of the most eaygdl plant genotoxicity
assays, and has been used on various types ofnuoatad materials. This test has been
standardized by AFNOR, the French member orgaoizatf ISO. However, this test is
usually performed with a water extraction step &oil genotoxicity assessment would be
more relevant when performed directly in the sddelf. In order to harmonize these
protocols, an ISO standard for thefabamicronucleus test in both liquid phase (expostire o
plants to different liquid matrix, including soil ater extracts) and solid phase (direct
exposure of plants to the soil) would be very ulselin this context, we compared two
exposure durations (48h and 5 days) forthéabamicronucleus test with two different well-
known genotoxicants, maleic hydrazide and copp&hste. We concluded that these two
durations induced equivalent sensitivity: the mmrdeus frequency was significantly
increased with 5 umol maleic hydrazide per kg dany @&d with 2 mmol copper sulphate per
kg dry soil with both exposure durations. Howewexposing roots to soil to be tested during
48h is more practical. Moreover, organically andnantionally cultured seeds were
employed to determine whether the seed provenanilteemnced the test sensitivity. Organic
seeds were less sensitive to copper, possibly becanpper-based treatments are permitted,
and often applied, in this type of agriculture. fidfere, in the absence of completely non-
treated seeds, the use of conventional commereealssis more suitable and gives reliable

results.

Keywords: genotoxicity, organic cultur¥cia faba solid phase exposure, copper, maleic

hydrazide
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Introduction

The Vicia fabamicronucleus test is a well-known and widely ugetotoxicity test. It has
been employed in a wide range of applications ohdlgy water testing (Degrassi and Rizzoni
1982; Duan et al. 1999; Miao et al. 1999; Monartcal e2003; Zhong et al. 2001), evaluation
of leachate or other water extracts (Cotelle etl8P9; Radetski et al. 2004; Sang and Li
2004; Wang 1999), chemical toxicity studies infeniilly prepared solutions (Cordova Rosa
et al. 2003; Yi and Meng 2003) and even demonstydhe deleterious action of radioactivity
on DNA (Minouflet et al. 2005). Théllium/Vicia micronucleus assay was standardized
under the IPPB/UNEP program through a collaborasitely of international laboratories
(Ma et al., 1995) but surprisingly, no ISO standdedcribes th&. fabamicronucleus test in
spite of its widespread use for environmental noymg. There is only a French standard
which describes this test, but this is specificédly the liquid phase (AFNOR NF T90-327,
2004), and even for soil quality assessment, \thefaba micronucleus test is currently
conducted in the liquid phase, with leachates demeaxtracts. However, higher plant toxicity
tests are of greater ecological relevance in sality assessment when performed in the solid
phase. Due to the lack of an ISO standard, theaigvors who perform the micronucleus test
on the solid phase apply a variety of protocols lagnice their results are not comparable.
With a view to ISO standardization of tiecia fabamicronucleus test for application to both
solid and liquid phases, we tested two differentl-lugown genotoxicants: a heavy metal,
copper (Steinkellner et al. 1998) and a commeuigerminative and herbicidal molecule,
maleic hydrazide (Marcano et al. 2004) using twiedent protocols of solid phase exposure.
Also, since the seed origin (in terms of the adtical practice applied) can modify the
sensitivity of the laboratory model (Duan et alO@}) we tested seeds from conventional and

organic cultures.
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Material and methods
Two different parameters were tested: the expoduration and the seed origin. All of the

experiments were performed on the basis of theanumleus test described by Ma et al.
(1995) modified by Cotelle et al. (1999).

1. Soil spiking

The standard soil LUFA 2.2 (Speyer, Germany; segateristics in table IlI) was used for
the exposure experiments. Maleic hydrazide (MH) eopper sulfate (pentahydrated) were
diluted in deionised water and appropriate volumvese mixed into the standard soil sample
to obtain the following concentrations: 5, 20 artd 8Bnol MH/kg dry soil and 2, 8 and 30
mmol Cu/kg dry soil. Deionised water was added! @59 of the water holding capacity was

reached.

Table Ill: Basic characteristics of the LUFA 2.2 sdl.

Physico-chemical characteristics

Organic Carbon (%) 2.16 +/- 0.40

pH (0.01M CaCl) 5.4 +/-0.1

Cation Exchange Capacity (meg/100g) 10 +/-1

Particle Sizes According to USDA (%)

Clay (< 0.002 mm) 6.4 +/- 0.9

Silt (0.002 - 0.05 mm) 12.2 +/- 0.6

Sand (0.05 — 2.0 mm) 81.4+/-1.2
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2. Plant culture

Organic and conventionndlicia faba(broad bean) seeds (Aguadulce variety, Fabre cEjan
were stored at 4°C under dry conditions until seeds were soaked overnight in distilled
water and then allowed to germinate between twastaned, vertically positionned pieces of
cotton for three days at room temperature. The gmynooted seedlings obtained were used
for the tests.

Every test described below took place in a phytotad 23°C under a light specifically
designed for plant growth (125 W, Envirofite6400°K, 16:8h light:dark photoperiod).

3. Exposure duration

3.1. 48-h protocol

After removing the primary root tips (approx. 5 maf)the seeds to promote secondary root
growth, the seedlings were transferred to aeratealgldnd solution and left for 4 days with
daily renewal of the solution. After this periodcendary roots had appeared and 3 young
plants were placed in 200 g of test soil for 4@kionised water was added every day to
maintain the soil moisture content at 85% of théewholding capacity.

Three secondary roots were measured at the begianith at the end of the exposure and the

difference gave the root elongation measurement.

3.2. 5-day protocol

After removing the primary root tips to promote thevelopment of secondary roots, four of
the primary-root seedlings were directly place®@® g samples of the test soils for 5 days.
Deionized water was added every day to maintainstiemoisture content at 85% of the
water holding capacity.

At the end of the experiment, only the three largéantlets were retained for the tests. The 3
longest secondary roots of each plantlet were nmedga assess the root growth.

4. Seed origin
To assess whether the seed origin can affect gomnse of the plants, broad beans from
organic and conventional cultures (Aguadulce vgrieabre, France) were tested under the

conditions of the 48h protocol with copper and ntaltg/drazide.
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5. Micronucleus test

At the end of the exposure period, the roots warefally extracted from the soil. They were
then cleaned with deionised water and the last dmoof the secondary roots (around ten
roots per seed, randomly chosen) were sampledieed dvernight at 4°C in Carnoy solution
(25 % acetic acid : 75 % ethanol, v:v). These tgus were stored on a long-term basis in
70 % ethanol at 4°C for future observations.

After fixing, the secondary root tips were rinsed £0 min in deionised water and hydrolyzed
in IN HCI at 60°C for 6 min. It is important to rewe the root cap and the first mm
corresponding to the meristematic region and @metnly the second mm which is made up
of the daughter cells (Ma et al. 1995). The stajrohthe DNA was carried out by crushing
the root tips after addition of a drop of 1% acetoein. Micronuclei and cells in division
were scored from 1,000 cells per root tip under0@ X magnification. Two slides were
prepared for each of the three replicates. A twit&,000 cells in interphase from six separate
slides per experimental group were observed unliedfbld conditions. The percentage of
mitotic cells, called the mitotic index (MI), waslculated at the same time. Only the roots
with an MI greater than 2% were taken into accdanscoring micronuclei in cells (AFNOR,
2004).

6. Statistical analysis

Data were analyzed using StatSoft Statistica 7iiiceSsome of our data presented a non-
normal distribution and/or were not homoscedastie used Kruskal-Wallis multiple

comparison test followed by the Mann-Whitney U {gst 0.05).
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Results

1. Aspect of the micronuclei

Fig. 22a shows that the micronuclei induced by MEravwell separated from the main

nucleus. In contrast, in the presence of coppelinabe case of other heavy metals, the
majority of micronuclei had irregular shapes, withd-shaped excrescences on the main
nucleus (Figs. 22b & 22c). These irregularly-shapecronuclei were never observed in the

negative controls.

Figure 22: Aspect of micronuclei (arrows) obtainedn secondary root meristematic daughter cells o¥icia
faba after 5 days exposure to: (a) 20 umol MH / kg dngoil; (b) 8 mmol CuSQ / kg dry soil; (c) 8 mmol
CuSQ, / kg dry sail, irregularly shaped micronucleus. Opical microscope, X 400 magnification.

2. Comparison between 48-h and 5-day protocols

In the presence of MH, 48-h elongation of pre-&xistsecondary roots was not significantly
inhibited (Fig. 23a), while root length was sigoéntly reduced in a concentration-dependent
manner in the 5-day protocol (Fig. 23b). The numideroots observed after 5 days was not
significantly modified by MH, except for the highesoncentration (80 pmol/kg) which
completely prevented the sprouting of any secondaoys (Fig. 23b). In contrast, copper
caused a significant growth inhibition at the twghtest concentrations whatever the protocol
employed (Fig. 24). For the 5-day protocol (FigbR4he Kruskal-Wallis test did not indicate
any significant difference in the number of rodtswever, this number was considerably

reduced for 30 mmol/kg Cu.
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Figure 23: Root elongation (48-h protocol) and maxnal root length (5-day protocol) of secondary rootef
Vicia faba after 48 h (a) or 5 days (b) of exposure to maleicydrazide (mean +/- SD). N = 3 roots x 3
individuals. The curve is the number (mean and SDf secondary roots which appeared on the primary
root (N = 3). * statistically significant difference from corresponding controls (Mann-Whitney U test,
p<0.05).
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Figure 24: Root elongation (48-h protocol) and maxnal root length (5-day protocol) of secondary rootef
Vicia faba after 48 h (a) or 5 days (b) of exposure to coppesulphate (mean +/- SD). N = 3 roots x 3
individuals. The curve is the number (mean and SDf secondary roots which appeared on the primary
root (N = 3). * statistically significant difference from corresponding control (Mann-Whitney U test,
p<0.05).
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Micronuclei were significantly induced for 5 and @éhol/kg MH for both exposure durations

(Fig. 25a). Nevertheless, for 5 pumol/kg the numtsiemicronuclei observed after 48 h of

exposure was nearly twice that after 5 days.

After copper exposure, the number of micronucles wsa&nificantly increased at 2 and 8

mmol/kg for both protocols. Using a concentratidrBammol/kg, after 5 days this number

was around half that obtained after 48 h of exp®$kig. 25b).

For both toxicants, the highest concentration @@..umol/kg for MH and 30 mmol/kg for

copper) induced considerable cytotoxicity (Ml < 2&#)d the micronucleus frequency was

consequently reduced but these data are therebvrghown in the figure.
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Figure 25: Micronuclei (mcn) in the secondary rootsof Vicia faba after 48 h or 5 days of exposure to
maleic hydrazide (a) or copper sulphate (b) (mean/+SD). N = 2 slides x 3 individuals. * statistica}
significant difference from corresponding controls(Mann-Whitney U test, p<0.05).
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3. Comparison of sensitivity of plants from organand conventional culture

In the controls, the organic beans seemed to ghoghtly faster than the conventional ones
(Fig. 26). After exposure (48 h) to MH, the orgabeans showed an increased sensitivity
since their root growth was significantly inhibitsthrting at concentrations of 20 pmol/kg
MH while the conventional bean growth was signffitta reduced at 80 pmol/kg (Fig. 26a).
The observed difference in the statistics is duéhéofact that the control group of organic
beans grew faster than that of the conventionahddsdevertheless, the copper exposure did
not reveal any difference in the sensitivity of thve different bean types (Fig. 26b).

The micronucleus frequency after exposure to MHraitldiffer for the two bean types (Fig.
27a). In contrast, differences were observed fer glenotoxicity of copper for the two
different types of beans (organic and conventiorialconventional beans, micronuclei were
significantly increased for 2 and 8 mmol/kg Cu, hhe organic beans showed a significant
genotoxicity only for the highest Cu concentratiging. 27b). Thus, for this parameter, the

organic beans showed lower sensitivity than thezeotional beans.
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Figure 26: Root elongation of secondary roots iWicia faba after 48 h of exposure to maleic hydrazide (a)
or copper sulphate (b) (mean +/- SD). N = 3 roots Xindividuals. * statistically significant difference from
corresponding controls (Mann-Whitney U test, p<0.0h

93



Résultats et Discussion

45 - a 16 - b
40 T : ional"
| m"Conventional" beans 14 1 m"Comentional” beans
35 4 m"Organic" beans m "Organic” beans
30 A
0 52
8 3
o 25 o
o o
C S
=20 - -
c c
(8} o
€ 15 - S
10 A
5 -
0 _
0 5 20 0 2 8
MH (umol/kg dry soil) CuSO,4 (mmol/kg dry soil)

Figure 27: Micronuclei (mcn) in the secondary rootsof Vicia faba after 48 h or 5 days of exposure to
maleic hydrazide (a) or copper sulphate (b) (mean/+SD). N = 2 slides x 3 individuals. * statistica}
significant difference from corresponding controls(Mann-Whitney U test, p<0.05).

Discussion

MH is a well-known clastogenic and cytotoxic cheahiMarcano et al. 2004). Although its
mechanism of action is still not completely undeost (Gichner 2003; Patra et al. 1997), this
molecule induces numerous large micronuclei thatvary easily observable, thus it is often
used as a positive control in micronucleus testar@sito-Romain et al. 2009; Souguir et al.
2008). In contrast to MH, Cu induced irregularlyapbd micronuclei. These structures were
similar to those known as “nuclear buds”, foundlhum cepaby other authors (Fernandes et
al. 2007; Leme et al. 2008; Leme and Marin-Mor&@89). These nuclear buds, attributed to
the action of Cu ions (Abdel Migid et al. 2007), ynbe the result of a polyploidization
process (Fernandes et al. 2007). Irregularly shapetei and micronuclei linked to the main
nucleus have been previously observedliium cepaafter exposure to Bband CF* (Liu et

al. 1992; Liu et al. 1994).

MH inhibits cell division but not cell extensionh@refore, this antigerminative chemical does

not prevent elongation of previously existing ro@oodén 1969). Thus, the root length
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decreased only in the case of the 5-day protocaledd, in the case of the 48 h protocol
secondary roots were pre-existing while in the $4a@tocol, they had to sprout in the spiked
soil. Cu is a well-known growth inhibitor (Upadhyapd Panda 2009; Wang et al. 2004) and,
as expected, it prevented root elongation in batiogols. In the 5-day protocol, the most
sensitive and pertinent growth indicator for bodtiygants was the maximal root length rather
than the number of roots. This indicator can thes recommended for the standard.
Micronucleus frequency was for both toxicants aersensitive biomarker than root length or
elongation. This is in agreement with numerous @gtlfiCordova Rosa et al. 2003; da Rosa
Corréa et al. 2006; Dorn et al. 1998) which dispthy better relevance of the genotoxic
biomarkers compared with the classical endpointsirge of their predictive potential in risk
assessments for soil at sublethal concentrations.

Micronuclei were induced by both toxicants and athbtested protocols, but they tended to
be more numerous in the 48-h protocol. A time-depen decrease in the micronucleus
frequency has previously been observedVin faba secondary roots exposed to soils
contaminated with MH or heavy metals (Marcato-Ramgtial. 2009). To explain this result,
it should be noted that the plant defence systemlbeaome more efficient over time: in the
case of Cu, the activity of oxidative stress enzynmcreases (Wang et al. 2004) and
phytochelatins are synthesized to chelate Cu iHia#l 002; Zenk 1996). The MH clastogen
mechanism is partially unknown, but some studieficate that antioxidant enzymes or
molecules can prevent, at least partially, its dibyi (Patra et al. 1997; Ruiz Flores et al.
2003). Hence, similarly to Cu, a longer exposumeetimay have activated a more efficient
defence arsenal in the plant. Also, passive defeneehanisms can be reinforced, for
example root excretions or suberin synthesis.

Another explanation for the time-dependent decreaisenicronucleus frequency is the
metabolization of the instable molecule of MH bye thoil bacteria, and a loss of the
bioavailability of the Cu ions in soil due to chihdg by organic constituents (Warne et al.
2008).

Surprisingly, the plants from the organic cultuid dot show greater sensitivity than those
from the conventional culture. In fact, the orgaficcultured plants showed a lower
sensitivity to Cu. This may be due to the routineBed “burgundy mix”, a copper-based
treatment against a great number of plant disethegss authorized in organic cultures. In
fact, organic does not mean “non treated”, and esgige generations of plants regularly

exposed to copper may lead to organic plants wiaigh more tolerant to Cu or other

95



Résultats et Discussion

chemicals yia cross-tolerance) than their chemically-treatedntenparts. However, MH

sensitivity was equivalent for both seed origins.

Conclusion

The Vicia fabamicronucleus test showed a comparable sensitigityoth tested chemicals
for both exposure durations, although it was ndtet the micronuclei number decreased
over time. Thus, both exposure protocols are agple; but since a 48-h exposure is more
rapid and practical, it is recommended for the ddadization of this test.

Organically-cultured seeds did not appear to aifgr advantages over conventional seeds.
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1.3.2.3 Influence de la concurrence entre les plantes

Etant donné qu’il a été montré que la feve est meensible a 'HM lorsque les plantes sont
placées trop prés les unes des autres (De Marab 2005), nous avons cherché a savoir si
planter les trois féves dans trois pots séparésgioaugmenter la sensibilité du test des
micronoyaux. La Figure 28 nous montre que mémeasiime nous l'avons déja précisé au
81.2.1, 'HM a peu d’influence sur I'élongation naaire, celle-ci se trouve significativement
diminuée pour 5 pmol/kg et trés significativemeatip80 pmol/kg dans le cas ou les féves
sont placées seules dans chaque pot. Etrangensttst, diminution n’est pas significative
pour la concentration de 20 umol/kg. En revanabisgue les trois feves sont réunies dans le
méme pot, I'élongation racinaire n’est significativent diminuée que pour 80 pmol/kg
d’'HM. Ces différences statistiques sont en partiesda I'écart-type moins important dans le
cas ou les féves sont isolées, car la concurremite gois jeunes plantes occupant le méme
pot a tendance a induire la domination d’un indivedir les deux autres, d’ou de plus grands
écarts de croissance entre les individus.

Méme si on peut en déduire qu’il serait préférabdxposer les plantes dans des pots séparés,
ne serait-ce que pour obtenir des statistiques iésises en diminuant les écarts-types, la
différence entre nos deux conditions d’expositidasn pas clairement tranchée pour la
concentration de 20 pmol/kg. De plus, la conceiainade 5 pmol/kg est la seule pour laquelle
on peut voir une différence significative entre desix modalités. Qui plus est, ni la fréquence
de micronoyaux, ni l'indice mitotique ne semblefffieetés par les modalités d’exposition
(Figure 29).

Conclusions

» L’exposition en pots séparés pourrait éventuellemeénaugmenter la sensibilité de
I’élongation racinaire, surtout en améliorant sa r@étabilité.

« Le nombre de plantes par pot n'affecte en aucun calindice mitotique ou la
fréquence de micronoyaux.

* Dans la mesure du possible, une exposition en pasparés serait conseillée mais pas
obligatoire, son intérét tout relatif étant a mettre en balance avec les problémes
pratigues que pourrait poser la multiplication par trois du nombre de pots

nécessaires.
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Figure 28 : Elongation racinaire mesurée sur les mines secondaires deVicia faba apres 48h de
contamination dans différentes concentrations d’hythzide maléique en milieu solide (moyenne +/- écart
type, 3 feves, n = 9 racines). ANOVA suivie du testde Dunnett : significatif par rapport au témoin : *
p<0,05; **p<0,01. &: Significatif entre les modaités « 1 féve/pot» et « 3 féves/pot» pour une
concentration donnée, test t de Student, p<0,05.
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Figure 29 : Fréquence de micronoyaux pour 1 000 deles et indice mitotique (%) retrouvés dans les
cellules-filles méristématiques des racines seconds de Vicia faba aprés 48h de contamination dans
différentes concentrations d’hydrazide maléique emilieu solide (moyenne +/- écart-type, 3 feves, n&
racines). Kruskal-Wallis suivi du test U de Mann-Whtney : * p<0,05; **p<0,01. Aucune différence
significative entre les modalités « 1 feve/pot » et3 feves/pot », test U de Mann-Whitney, p<0,05.
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2 Test des cometes

2.1 Ajustement du protocole

2.1.1 Premiére couche d’agarose

Aucune différence n’a été mise en évidence engdalmes recouvertes de 70uL d’agarose a
point de fusion normal (environ 90°C) a 0,8% daad'ehu ultrapure et celles recouvertes de
70uL d’agarose a bas point de fusion (environ 7@&0)5% dans du PBS. Nous adopterons
cette seconde méthode pour des raisons pratigets, solution étant la méme que celle

utilisée pour la troisieme couche.

2.1.2 Nombre de racines a utiliser

Il s’agit d’obtenir un nombre suffisant de noyawouptrouver sans peine 50 noyaux a lire sur
chaque lame, mais sans que ces derniers ne sapraerrés. Une dizaine de racines d’'1l cm
de long est idéale.

2.1.3  Tampon a utiliser pour la découpe des racines

Dans la bibliographie, certains auteurs utilisertaimpon Tris a 400 mM pH 7,5 (Gichner and
Muhlfeldova 2002), d’autres un tampon de Séren$sdncheira et al. 2003). Nous n’avons
testé que le tampon PBS utilisé par Cotelle danthése (Cotelle 1999). Par contre, nous

avons augmenté la concentration deENATA de 1 mM a 5 mM pour mieux protéger ’ADN.

2.1.4  Scalpel ou lame de rasoir ?

Nous avons préféré les lames de rasoir a usageeauaig scalpel réutilisable qui perdait de
son tranchant. En cassant une lame de rasoir endd#s le sens de la longueur (une simple

torsion suffit), nous pouvions utiliser les deuxésdalternativement.

2.1.5 Temps de séjour des noyaux dans le PBS

Les noyaux sont tres fragiles. Plus ils séjourrdants le tampon, plus ils risquent de se
dégrader. Réduire le plus possible le temps éaniti® la découpe des racines et le coulage
de la lame est donc crucial. Nous nous sommes 3ixfin maximum, mais certains

expérimentateurs s’autorisent a peine 30 secondes.
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2.1.6 Filtration ?

Apres avoir filtré systématiguement a 50 um lepensions nucléaires dans le PBS avant de
les mélanger a I'agarose, nous avons fini par sogprcette étape qui augmente le temps de
séjour des noyaux dans le PBS sans étre réellamientEn effet, méme sans filtration, on

retrouve peu de débris sur les lames, et la lecteigen trouve pas génée.

2.1.7 Lyse

Destinée au départ a détruire la membrane plasndgsieellules animales, cette étape nous a
semblé facultative, puisque dans le cas des celiidgétales, nous travaillons sur des noyaux
isolés et non sur des cellules entieres (Cotel@1€otelle and Férard 1999). Les premiers
essais sans lyse ont donné des résultats ininteippes, avec des cellules apoptotiques
(Figure 11, p 62) ou nécrosées (Figure 30a, byeyeixceptionnellement, des noyaux ayant

conserveé leur membrane nucléaire (Figure 30c).

Foltéte, 2010 ~ Foltéte, 2010 Foltéte, 2010
Figure 30 : (a), (b) : type de structures parfois etrouvées a la place des cométes méme dans les té@sio
négatifs, souvent avec les protocoles sans lyse.:(noyau ayant subi le test des cométes sans lysequi
semble avoir conservé sa membrane nucléaire (grossement x 400).

Il s’est alors avéré que 20 min de lyse permetfaibtenir de trés bons témoins négatifs (tail
DNA ~5%), mais uniquement si la solution de lysecnatenait ni DMSO ni Triton X-100.
Ce résultat est en accord avec Mancini et al. (RO constatent que cette étape permet
d’améliorer la qualité de I'observation microscapq Singh et al. (1988), pour leur part,
n’'ont constaté aucun effet de la présence ou tediace de lyse sur le tail moment de noyaux

deNicotiana tabacuntraités a I'EMS.
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La Figure 31 illustre les résultats obtenus powrxderotocoles de test des cometes différents,
avec ou sans lyse, et pour des lames issues aesamkposées a Cd(b a 100 uM) durant
24h. Afin de minimiser les disparités dues auxédéhces interindividuelles, les noyaux sont
tous issus du méme individu pour chaque traitemarst.deux couples de lames « a » et « b »
ont subi exactement le méme protocole de test. Bquiotocole sans lyse, nous avons réussi
a obtenir des lames lisibles en diminuant le phssible le temps de séjour des noyaux dans
le tampon PBS (8§ 2.1.5). La lyse rend les résuttasshomogenes d’'une lame a l'autre, mais
diminue drastiguement la sensibilité du test elifférence entre les témoins négatif et positif.
Par contre, I'absence de lyse dans le protocolmeted’ obtenir une plus grande différence
entre le témoin et les individus traités au cadmawnau peroxyde d’hydrogéne, mais il existe
de grandes disparités d’'une lame a l'autre : est,edf 50 UM de Cdglon voit nettement que
la lame « a » affiche un tail DNA inférieur a 10&ndis que la lame « b » atteint les 35%. Les

témoins négatifs sont également de moins bonnéégale ceux ayant subi une lyse.
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Figure 31 : Tail DNA (moyenne +/-écart-type) obtenwavec le test des cométes sur racines secondaires d
Vicia faba aprés 24h d'exposition au dichlorure de cadmium emnilieu liquide (milieu de Hoagland).
Protocole : Une méme suspension nucléaire issue d&iseule plante par concentration a été répartie éne

4 lames. Deux ont subi une lyse > 30 min (lames & I8, deux n'ont pas été lysées (lames a et b).
Electrophorése dans 1,5 L de tampon, a 20V, 500 mA+ (témoin positif) : lames immergées dans une
solution d’'H,0, a 100 pM pendant 20 min.
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Nous avons ensuite fait varier le temps de lyseéectionnant un temps plus court (20 min)
et plus long (60 min). La Figure 32 permet d’obserque le temps de lyse n’influence

quasiment pas le tail DNA.

La seule explication que nous pourrions trouveetéecdifférence de résultat entre protocole
incluant ou non une étape de lyse serait le mauvagage des lames entre la lyse et
I'électrophorese. En effet, la solution de lyse te@nt des substances, dont NaCl, capables
d’empécher la migration de 'ADN dans le champ &lgque. Le protocole « habituel » préne

un bref et unique rincage dans une partie de latisal d’électrophorése. Nous avons tenté de

rincer les lames dans deux bains de PBS, maischamnger les résultats.
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Figure 32 : Tail DNA (moyenne +/-écart-type) obteniavec le test des cométes sur racines secondaires d
Vicia faba aprés 24h d’'exposition au dichlorure de cadmium emnilieu liquide (milieu de Hoagland).
Protocole : 3 individus par concentration 3 racinegar individu mélangées ensemble, puis cette solati
nucléaire déposée sur 2 lames (a et b). Electropteme dans 1,5 L de tampon, a 20V, 500 mA. T+ (témoin
positif) : lames immergées dans une solution d’#D, a 50 mM pendant 50 min.
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2.1.8  Electrophorese

La tension et l'intensité sont interdépendants.n@rpeut fixer que I'un des deux parameétres,
l'autre variant selon le volume et la résistivité thmpon. Ainsi, avec 1 L de tampon, le
générateur étant réglé a 20 V, l'intensité était3@® mA, alors qu’avec 1,5 L de tampon,

I'intensité était de 500 mA.

Nous avons travaillé avec deux cuves différenteseln’acceptant que 10 lames avec 1 L de

tampon et l'autre 24 lames avec au moins 1,2 ladgbn.

Dans cette derniére qui pouvait contenir 24 lamesis nous sommes posé la question de
I’'homogénéité de la migration selon la place qulatae occupe dans la cuve. Selon nos tests,

cette place n’a pas d’influence sur le tail DNA.

L’allongement du temps d’électrophorése de 15 angq dans le cas d’'un protocole avec
lyse, a permis d’accentuer les difféerences ensebtmcentrations de toxique, mais a eu pour
effet de diminuer la qualité des témoins négatifs.

2.19 Fixation

Cing minutes de fixation dans I'éthanol pur permebtenir des lames encore parfaitement

lisibles au bout de plusieurs mois.

2.1.10 Reépétabilite, reproductibilité

Les écarts-types sont toujours tres larges dantede des cometes, et tous les auteurs
rencontrent ce probleme. De plus, nous avons sowasstatée une différence trés marquée
entre deux lames ou on avait coulé la méme solwmimtéaire, surtout lorsque le protocole ne
comporte pas d’étape de lyse (Figure 31).

Nous avons aussi remarqué une grande disparita@ildDNA entre les cométes d’'une méme
lame selon leur position sur celle-ci : sur lesdsode la lame, les noyaux sont plus dégradés
et le tail DNA est souvent bien supérieur a ceks domeétes se trouvant au centre de la lame.
La répétabilité est donc un point faible du tes demetes. De plus, la reproductibilité laisse
également a désirer, étant donné que deux testésmdams les mémes conditions aprées
expositions aux mémes concentrations de toxiquegmewdonner des résultats radicalement

différents (résultats non montres).
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2.1.11 Conservation

Toutes nos tentatives de conservation des raciaes Ithzote liquide ont donné des témoins
négatifs trés dégradés par rapport a ceux réaigascines fraiches. L'immersion des racines
dans le sucrose a 10, 20 ou 30% pendant 15 ou B@waint congélation n'a pas donné de
résultat probant. Par contre, il semble que lesetarmontenant les noyaux coulés dans
'agarose peuvent étre conservées a +4°C a l'otbécdians le PBS pendant au moins 48h.
Leur tail DNA s’est en effet révélé comparable duicérouvé sur des lames fraichement

préparees.

2.1.12 Cometes apres exposition en milieu solide

Le test des cometes en milieu solide a pu étresééabmme en milieu liquide, en obtenant
chez les témoins négatifs un tail DNA comparableeli des témoins négatifs cultivés en

milieu liquide.

2.1.13 Témoins positifs

Les meilleurs témoins positifs sont obtenus par é@msion des lames contenant une
suspension nucléaire issue de racines non traigesune solution d’¥, a 50 mM pendant
50 min, & +4°C et a I'obscurité (cf. Figure 32).

Mgller (2006) conseillent I'utilisation des rayoXspour la calibration de I'essai des cometes,
mais ceci présuppose certains équipements dontneodsposons pas.

2.2 Synthese sur I'essai des cometes

Au cours de notre tentative d’optimisation, nousre/rencontré de nombreux problémes.

Le premier et le plus sérieux d’entre eux concdesetémoins négatifs. En effet, dans la
bibliographie, les auteurs obtiennent généralendesttémoins négatifs avec moins de 5%
d’ADN dans la queue (Mancini et al. en 2006 suiles: de Nicotiana tabacum 2,98 +/-
1,59%).

Pour notre part, si nous avons trés vite obtenutélemins négatifs de qualité correcte,
affichant des tail DNA aux environs de 5% de maniees répétable et reproductible grace a
I'étape de lyse, il s’est avéré que cette étapemrgait » également les différences entre les
témoins négatifs et positifs, et que notre tedfait @as sensible.

En supprimant I'étape de lyse, nous avons augmediéalement la sensibilité du test, mais
au détriment des témoins négatifs, qui affichaigmtail DNA souvent compris entre 20 et

40%. Afin de tenter de diminuer cette valeur, nausns exploré un grand nombre de pistes.

104



Résultats et Discussion

Malheureusement, le test des cométes comprenambrdbreuses étapes qui peuvent toutes
potentiellement causer une altération des noydwestitreés difficile d’isoler la source d’'un

probleme.

Il nous semble par expérience que le test des eansétr cellules végétales est plus difficile a
optimiser que celui sur cellules animales. En effes derniéres n’étant pas protégées par une
paroi, la suspension cellulaire est directementuse dans l'agarose et plongée dans la
solution de lyse pour détruire les membranes. @stmju’a partir de ce moment que les
noyaux deviennent vulnérables a la lumiére et temapérature. Sur cellules végétales, en
revanche, I'étape la plus délicate, et probablemesgonsable des problemes sus-cités, est la

découpe des tissus et I'isolement des noyaux egtréant fragiles dans le tampon.

En ce qui concerne les problemes de répétabilitdeeteproductibilité, ils sont souvent
inhérents au test des cometes et lui sont reprquduéses détracteurs. Sa grande variabilité
inter-laboratoire, inter-individuelle ou méme inpérimentations a été décrite dans la revue
de Dhawan et al. (2009). Ces auteurs recommandentharmonisation des protocoles et
appellent a leur normalisation.

Des propositions en ce sens ont été émises pahidad. (1999) et Olive et Banath (2006).

La pertinence écologique du test est parfois nisdaeite. En effet, on sait que presque 80%
des dommages génotoxiques visibles par le testalastes causés par les rayons X dans les
racines deVicia fabasont réparés en moins de 2h (Koppen and AngeB8)19ceux dds a
une irradiation aux rayons gamma disparaissentérdans les feuilles déicotiana tabacum
(Gichner et al. 2000Db).

De méme, Gichner et al. (2007) trouvent une légérmtoxicité avec le test des cometes mais
pas de mutations dans les feuillesNleotiana tabacunexposé a un sol pollué aux PCBs, et

expliquent ce résultat par le blocage de la mitose.

Enfin, citons le cas tres particulier de I'hydrazithaléique, un agent qui de fagon encore
inexpliquée ne provoque aucun dommage visible @aedt des cometes alors qu’il possede
des propriétés hautement clastogenes, aneugemagagenes pour les cellules végétales (cf.

analyse bibliographique, § 3.1.6).
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En revanche, la pertinence écologique du test pteatlson sens en ce qui concerne les
agents alkylants. En effet, les Iésions provoga@ess exposition a 'EMS ou a 'ENU restent
encore détectables par le test des cometes dafesiibss deNicotiana tabacunpendant plus

de 4 semaines apres exposition sans que cesialérabient dues a la persistence du produit
dans les tissus. Méme les feuilles néoformées meEse des dommages génotoxiques
(Gichner et al. 2000b). Les lésions détectéesetast des comeétes ne sont donc pas toujours
transitoires. Nous ajouterons que méme dans lededgsions simples brins vite réparées
comme le sont celles causées par les irradiationtg réparation implique un risque d’erreur
et de mutation génétique.

De plus, la corrélation entre la fréquence de nanatsomatiques et le tail moment retrouvés
dans les feuilles deNicotiana tabacum exposée a des agents alkylants (éthyl
methanesulfonate, méthyl methanesulfonate, N-@thyitrosourée et N-méthyl-N-

nitrosourée) est trés significative (Gichner etl8099).

S’il n'est pas parfait, et aucun test ne l'est, tést des cometes sur plantes ou autres
organismes est donc pertinent et peut réevélersgue génotoxique a étudier plus en détail.

Il a donc tout a fait sa place dans une batterigedis de criblage pour apprécier les risques
génotoxiques de matrices polluées (Dhawan et 800

Malgré les nombreux problémes que nous avons rémsoen optimisant le test des cometes,
nous restons convaincus qu'il s'agit d’'un test wéke voire irremplagable dans I'évaluation
de la génotoxicité des matrices polluées, entréesoges autres applications possibles. Sa

pertinence écologique ne nous semble pas a mattyaestion.
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3 Dosage des thiols par HPLC

Le Tableau IV donne un ordre d’idée du temps denté&n (TR) moyen des différents thiols
qui nous intéressent. Ce temps peut varier d’'udeux minutes en fonction surtout de la
concentration en acétonitrile de la phase mobile.

On remarque que le GSH est retenu moins longteraps k& colonne que MGC, alors que
cette derniere est une molécule de poids moléeu(RiM) plus faible et donc sans doute d’un
encombrement stérique inférieur. Ceci est sanseddata une affinité supérieure du GSH
avec l'acétonitrile. Mise a part cette exceptiautés les autres molécules affichent des TR
d’autant plus grands que leur PM est élevé.

La force du signal fluorescent est trés variableléghend d’'un grand nombre de facteurs
inhérents au type de matériel utilisé. On remapes la Figure 33 qu’elle varie également
beaucoup selon la nature de la molécule. On poup@irtant s’attendre a une certaine
homogénéité du signal en ce qui concerne les mele@iun seul groupement thiol (Cys,
YGC, GSH), puisque le marqueur fluorescent utiligése fixe normalement que sur ces
groupements. Au lieu de cela, il semble que plusiddéecule a un PM élevé, plus elle émet
une forte fluorescence.

L’ampleur du signal fluorescent des phytochélatingst pas toujours proportionnelle au
nombre de groupements thiols. En effet, ceci meat que pour les PC2 et 3. La PC4 se
caractérise par une fluorescence moins puissaetéadRC3, et la PC5 fluoresce moins que le
GSH. Nous pouvons supposer que I'encombremengsgpeut causer un affaiblissement du

signal fluorescent.

Tableau IV : Temps de rétention (TR) moyen des diffrents thiols dosés par HPLC.

Molécule Cys | GSH| yGC | PC2 | PC3| PC4] PCs§

TR (min) 16 22 24 34 38 42 44

107



Résultats et Discussion

450000 1 o PC2

o PC3 _
400000 y = 12944x
APC4 R? = 0.9963
900000 - o Cystéine y = 4119.7x 350000 1 © PC5
R? = 0.9991 y = 10062x
800000 | ® GSH 300000 - R? = 0.9988
A gamma-GC
700000 | 9 y =3392.4x 4 50000
2 _ o 7
500000 - R? = 0.9984 2
2] o = 6275x
8 200000 - y
| (]
g 500000 z ®R? = 0.9983
S 400000 - _ 150000 -
£ 200000 ’>)F/lz —1359552)3(* SR
b -y 100000 - R? = 0.9892
200000 -
s 50000 -
100000 -
0 — T T 1 O T T 1
0 100 200 300 0 10 20 30 40
[SLY pM

Figure 33 : Courbes d'étalonnage des différents thls dosés par HPLC.

La Figure 34 montre des exemples de tracés obtpausiosage HPLC dans des racines
secondaires d¥icia fabatémoins et exposées au dichlorure de cadmiumleSaicé témoin

(haut de la figure) sont visibles les pics corresfamt au GSH et a la PC2 et un pic avec un
TR de 27 min que nous n’avons pas pu identifier. I8uracé obtenu aprés induction par le
cadmium apparaissent en plus ceux correspondarP?@@»et 4. Un artefact di au solvant est
retrouvé sur tous les tracés aux alentours de 9Ania fin de chaque analyse, 'augmentation
de la concentration en acétonitrile dans la phas@lenprovoque une augmentation du niveau

basal, qui revient a la normale lorsque la conedion d’acétonitrile retombe a 10%.
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Figure 34 : Tracé obtenu par dosage HPLC des thioldans les racines secondaires décia faba. Haut : Témoin, 50% Evian, 50% eau mQ. Bas : expd#on 48h a
0,1mM CdClI, en milieu liquide, dilué dans la méme matrice. Pope A : eau + 0,1% TFA ; Pompe B : 50% eau, 50% aceénitrile, 0,1% TFA.
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Dans le cadre du programme Nanoalter (cf. pubbioati-dessous), nous avons détecté
une concentration en glutathion total de 110 +/n@®l/g de poids frais (moyenne +/-
écart-type) dans les racines secondaires de fe@g@ssale 10 jours. Ce résultat est en
concordance avec celui publié par Matamoros €1889), qui trouvent 96 +/- 1 nmol/g
de poids frais (moyenne +/- erreur standard) desisdcines de feves agées de 30 a 35
jours. Dans les feuilles, ces auteurs trouvent-8827 nmol/g de poids frais (moyenne
+/- erreur standard). Pour notre part, le dosagegldtathion total dans les jeunes
pousses de 10 jours (jeunes feuilles et bourgedms)e 761 +/- 201 nmol/g de poids
frais (moyenne +/- écart-type). Ce résultat, prodhedouble de celui trouvé dans la
littérature, peut s’expliquer par le fait que lesijes pousses sont logiqguement plus
riches en antioxydants que les feuilles plus agées.

Les individus contaminés 48h a 0,1 mM de Gdfichent une induction trés nette de
PC2, 3 et 4 dans les racines (cf. publication ssdas) et une induction non
significative dans les jeunes pousses (non mont&y. résultats de ce dosage sont
difficilement comparables a ceux de la littératia. effet, le taux de PC y est souvent
exprimé en équivalent glutathion (Béraud et al. 720 les conditions expérimentales

different.

Conclusion

* Les concentrations de glutathion trouvées dans lessus de nos témoins
négatifs sont en accord avec les résultats publidans la littérature.

* Notre témoin positif CdCl, provoque une induction trés marquée de trois PC
dans les racines au bout de 48h d’exposition.

* Le dosage des thiols dans les feuilles et racines Mdicia faba est correctement

optimisé.

4 Nanoalter

L’étude que nous avons menée dans le cadre dut pMajeoalter a fait I'objet d’'un

manuscrit (voir ci-aprés) en attente des correstimcertains co-auteurs.
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Abstract

Toxicity and genotoxicity of Altered Ti©Nanocomposites (ATN) used in sunscreen
have to our knowledge never been evaluated on plaaterial. Mineral sunscreen
nanocomposites, based on a Ji©Oore, coated with aluminium hydroxide and
dimethicone films, were submitted to an artificd@eing process. The resulting Altered
TiO, Nanocomposites (ATN) were then tested in liquichgghon a plant model, the
broad bearVicia fabg which was exposed for 48 h to 3 nominal concéotra: 5, 25
and 50 mg ATN/L at pH 6.5. Plant growth, photosysté maximum quantum yield
(Fv/Fm ratio), genotoxicity (micronucleus test) apldytochelatins levels showed no
change compared to controls. Oxidative stress hioenst remained unchanged in
shoots while in roots, glutathione reductase agtidiecreased at 50 mg ATN/L and
ascorbate peroxidase activity decreased for 5 &h@ ATN/L. Nevertheless, despite
the weak response of biological endpoints, higlafdd Al concentrations in roots were
revealed by ICP-MS, each being proportional to met&centration in the exposure
suspension. This was confirmed by X-ray fluoreseenucro-spectroscopy, which

revealed ATN internalization in superficial roagues.

Keywords: higher plant, rutile, nanoparticles, @t®n, titanium dioxide, oxidative

stress, risk assessment
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Introduction

With the fastly growing number of commercial prottuencorporating or made of
manufactured nanoparticles (MNPSs), the dispersiadPs in the environment is not
science fiction but already occurring. Indeed finseasurements from Kaegi et al.
(2008) represent the first direct evidence of #lease of synthetic nanoparticles from
MNPs applications into the environment. They showedleaching of titanium dioxide
(TiO2) nanoparticles from house facades treated witht gaintaining nano-TiQunder
the influence of atmospheric conditions. Fi@anoparticles are also more and more
included in sunscreen creams for their good U\éffifiroperties (AFSSET 2010). Like
other cosmetic products, sunscreen componentskatg to end up in surface waters,
wastewaters and waste disposals.

The photocatalytic properties of Tianoparticles are really problematic once these
particles released into the environment. Indeedy tare powerful reactive oxygen
species (ROS) producers when exposed to UV (Regn2@08). In plants, bare TiO
nanoparticles can show either positive or negatifects (Brar et al. 2010; Ma et al.
2010). Seeger et al. (2009) do not notice warniggssin acute exposure of willow
trees to TiQ nanoparticles, while Asli and Neumann (2009) dadhe to a clogging of
these particles iZea maisisolated roots, leading to an impairment of wdlew. In
Allium cepa 15 nm sized Ti® nanoparticles induce neither root growth change no
genotoxicity, but enhance or inhibit the mitotictigity of root meristems in a
concentration- and exposure duration-dependant emaifdlancnik et al. 2011).
Surprisingly, many authors describe positive effeof TiO, nanoparticles towards
higher plants. Thus, these nanoparticles could reséhaeed germination and plant
growth (Zheng et al. 2005), increase plant rescgaowards oxidative stress (Zheng et
al. 2008), enhance photosynthesis efficiency (Zheingl. 2007a; Zheng et al. 2007b)
and nitrate reductase efficiency, leading to anekecation of nitrogen assimilation
(Yang et al. 2006; Yang et al. 2007). The thretetatositive effects seem to be related
to nano-TiQ photocatalytic properties.

In sunscreens, nano-Ti(particles are surface modified to inhibit ROS gatien
(Reijnders 2006; Wakefield et al. 2004) and prevexic effects, but the stability of the
protective layers and the effects of such alteteccgires on ecosystems remain largely

unknown.
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Auffan et al. (2010) and Labille et al. (2010) haaificially mimicked the natural
expected alteration of T-Lite SF (BASF), a nanocosii@ entering in sunscreen
formula. T-Lite are based on a nano-FTiCore coated with aluminium hydroxide
Al(OH)3 and polydimethylsiloxane (PDMS) films. In the cowity of these studies, we
investigated the biological effects of their Altdr&itanium Nanocomposites (ATN) on
a plant model, the broad be#¥icia faba.This model was chosen for its well-known
sensitivity to pollutants. Indeed it has been ubgdnumerous authors to assess the
ecotoxicity, and particularly the genotoxicity aftstances, radiations, or liquid or solid
polluted matrix (Cotelle et al. 1999; Manier et2009; Minouflet et al. 2005; Radetski
et al. 2004; Unyayar et al. 2006).

After exposingVicia fabato ATN suspensions, ecotoxicological and genoturigical
endpoints were assessed. Titanium and aluminiuncerdrations were determined in
roots, and titanium internalization was studied Kyray fluorescence micro-

spectroscopy.

Materials and methods

1. Nanocomposites artificial ageing

Mineral sunscreen nanocomposites, based on aclif@ (10 nm x 50 nm), coated with
aluminium hydroxide and polydimethylsiloxane layesgre submitted to an alteration
process detailed by Labille et al. (2010). BrieflQ0 mg nanocomposite powder
(provided by the manufacturer) were introduced %® 2nL ultrapure water and kept
agitated (690 rpm) under a white light (400 W Risili Master HPI-T Plus) to mimic

solar spectrum during 48 h. The pH was free, tHeme was constant. After alteration,
the resulting mixture was rested for 48 h and tingematant of stable altered TiO

nanocomposites (ATN) was used for the tests.
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2. ATN dilution and size characterization

ATN suspension (120 mg/L) was diluted in a watex i(i0% Eviaff french mineral
water : 50% ultrapure water, v:v) to the followiegncentrations: 5, 25 and 50 mg
ATN/L. Evian® is a weakly mineralized water. The predominantsiame C& and
HCQO;'. The 50% dilution provided a mix with low ioniaehgth (4.8 mM) minimizing
ATN aggregation, but sufficiently mineralized to seme an acceptable plant
physiological state. At the beginning of the expennt, the pH was adjusted to 6.5 with
HNOs;. The medium was not buffered because of the rApiN aggregation in every
tested buffer.

Laser diffraction was used to measure ATN sizeidigtion in the mixture of ultrapure
and mineral waters (50:50, v:v) at 25 mg/L durihg first 5 hours. The apparatus used
was a Malvern Mastersizer S (Malvern InstrumentsaivMérn, UK) displaying a
measuring range from 50 nm to 900 um. Two sepaat@cle groups were specifically
studied: particles below 700 nm, considered adestadloidal suspension, and particles
over 10 um, considered as aggregates undergoirysefling.

Turbidity measurements were used to determine itné tonditions for colloidal
stability of the ATN dispersion as a function oéithconcentration. The suspension was
diluted from 5 to 50 mg/L in the mixture of ultrapuand mineral waters (50:50, v:v),
and left 24 h in the dark to allow settling of peles. The supernatant turbidity was then
measured using a Hach 2100 AN turbidimeter.

3. Plant germination and treatment

Commercial dry seeds odficia faba (var. Aguadulce, Fabf¢ were used for the
experiments. Seeds were soaked in deionized wateR4 h, allowed to germinate
between two layers of wet cotton at 22°C for 3 dayfser removing the primary root
tips, the seedlings were suspended in aerated dlwdiglsolution at 22°C for 4 days to
promote the development of secondary roots.

Each Vicia fabaplantlet was placed in an individual pot (Whe&tagtass) containing
100 mL of the diluted suspension. During expospiant roots and ATN suspension
were protected from light while leaves were placeder plant growth lights (125W,
Envirolite®, 6400°K). Four individuals were used per concéiuma randomly disposed
to balance a potential unequal light distributiBposure lasted 48h without renewing
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exposure medium. The pots were briefly agitatednZ¢ a day to resuspend the
particles. Experiments were conducted in a glove Bb20°C +/- 1.

The dilution medium was used as a negative conialeic hydrazide 10 uM (MH;
CAS No. 123-33-1) was used as a positive controlgienotoxicity. CdGl 0.1 mM
(CAS No 10108-64-2) was used as a positive corfoolroot elongation and as a
reference metal for thiol levels in tissues anddative stress biomarkers (Béraud et al.
2007; Lin et al. 2007).

4. Plant harvesting

After 48 h exposure, secondary roots were carefuliyed twice with ultrapure water
and elongation of three secondary roots per plaas wssessed by the difference
between their length before and after exposure.

For micronucleus test, root tips were excised awmhfovernight in Carnoy solution (25
% glacial acetic acid : 75 % ethanol, v:v) at +4&& then stored in 70 % ethanol at
+4°C.

Photosystem |l maximum quantum yield was assessddaves through Fv/Fm ratio
using a portable Handy PEA (Handy-Plant Efficie®aalyser, Hansatech Instruments,
Norfolk, UK). Fv/Fm ratio is commonly used as andigator of overall plant
physiological status.

Fresh weight of shoots was determined. Shoots aoi$ were divided into 2 groups:
the first group was frozen in liquid nitrogen anbred at -80°C for glutathione,
phytochelatins and oxidative stress biomarker nreasents, the second group was

frozen at -20°C for Ti and Al determinations.

5. Metal analyses

Al and Ti concentrations in roots were determinédter drying at 105°C and
mineralization in HF-HCI@ metal concentrations in tissues were measuretCBy
MS.
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6. Element location in plants

In order to localize the metal (Ti) in the planssties, X-Ray Fluorescence micro-
spectroscopy-XRF) analysis was performed on secondary rootoseg to 50 mg
ATN/L, fixed in Carnoy solution and kept at +4°C #0% ethanol. To distinguish
between Ti trapped in the mucilage from Ti includedhe root tissues, the remaining
mucilage was removed from certain roots followihg protocol of Brams (1969) after
slight adaptation. Roots conserved in 70% ethargdewinsed 10 min in ultrapure
water, and then immersed in 1M NE (pH 4.15) for 10 min. After that, they were
rinsed 2x10 min in ultrapure water before beinglpatk in 70% ethanol.

Resulting “with mucilage” and “without mucilage” ots were then embedded in resin
and cross sections were obtained with a diamond saw.u-XRF measurements were
carried out at the lab-scale on a microscope (¥€THoriba Jobin Yvon) equipped
with an X-ray guide tube producing a finely focudexhm with a 1(um spot size (Rh

X-ray tube, accelerating voltage of 30 kV, currehl mA).

7. Biochemical analyses

Activities of superoxide dismutase (SOD, EC 1.1B,1catalase (CAT, EC 1.11.1.6),
guaiacol peroxidase (GPX, EC 1.11.1.7), ascorbatexdase (APX, EC 1.11.1.11) and
glutathione reductase (GR, EC 1.6.4.2) were medsageording to Dazy et al. (2008).
Lipid peroxidation was evaluated by the thiobanb@tiassay of Aravind and Prasad
(2003). Briefly, 900uL of a 0.5% TBA in 20% TCA (w/v) solution were adb® 100
uL of plant extract. The mixture was incubated &t®%or 30 min and the reaction was
stopped by transferring tubes on ice. The non-fipeabsorbance at 600 nm was
subtracted from the 532 nm absorbance ard 155 mM‘.cm* was used for the
calculation of malondialdehyde (MDA) level.

Phytochelatins (PC) 2, 3, 4, 5 and glutathione exatstin plant extracts were measured
by HPLC according to the derivatization method oot et al. (2004). PC standards
were commercially provided (Anaspec, San Jose, U3Aptein contents were

determined according to Bradford (1976) using bexaarum albumin as a standard.
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8. Micronucleus frequency

The excised root tips were hydrolyzed in 1 N HC6@tC for 6 min, squashed between
a slide and its coverslip and stained with 1% aoetein solution. Micronucleus

frequencies were scored from 1,000 cells per rgotunder a 400x microscope
magnification. Two slides were prepared for eacthef4 replicates and a total of 8,000
mitotic cells from 8 separate slides per experimemfroup were observed under

blindfold conditions.

9. Statistical analyses

Before comparisons were run, care was taken tokcli@c normality of variable
distributions (Shapiro-Wilk test) and homogeneifyvariances (Levene test). A One-
way ANOVA was performed between ATN exposed samplad negative controls,
followed by Dunnett’s t-test, risk level 5 %.

Student t-test was performed between negative @srand MH or CdGltreated plants.
Root metal concentrations showed no homoscedgstitiat is why a logarithmic
transformation was performed before testing. Dagaewanalysed using Statistica 7.0
software (StatSoft).

Results and Discussion

1. ATN physico-chemical properties

Al and Ti concentrations in 100 mg/L ATN mother geission were respectively 3.44
and 52.29 ppm (+/-5%), as determined by ICP-AE&ra#icid digestion. These
concentrations correspond to 1.09 mmol/L +/- 0.66%i and 0.127 +/- 0.006 mmol/L
of Al.

Physico-chemical properties of ATN were detailedUaypille et al. (2010) and Auffan
et al. (2010). These authors display that the waignanocomposites are not completely
degraded: the PDMS outer coating is significantlierad and desorbed, leaving
aluminium hydroxide at the surface of the Ti@anoparticles constituting the ATN.
Moreover, no dissolved aluminium is detectabledtutson. Labille et al. (2010) show
that the ATN are constituted of aggregates chanaet by a size larger than 100 nm
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and an isoelectric point around 7.3 typical for@); surface coating. These properties
confer to the residues a weakly positive surfacargdh at environmental pH and a
tendency to aggregate in most common surface waters

Our results were in accordance with their obseowati during the first 5 hours after
dilution (25 mg ATN/L), ATN tended to form aggregatlarger than 10 pm in size. The
volume fraction of particles over 10 um increasemmf 17 to 88%, while the volume

fraction of particles below 700 nm decreased frahtd 3% (figure 35). We can also
see that the relative turbidity of the suspensioanthtically decreased when ATN
concentration increased (Table V). ATN size anditity measurements showed
therefore that ATN suspensions aggregated verydiggpiand the higher ATN

concentration was, the more rapidly aggregationsaatimentation occurred.

100 -

Volume percentage

Time (Hours)

Figure 35 : Time evolution of particles size in the5 first hours after dilution of ATN mother
suspension to 25 mg ATN/L in the mixture of ultrapue and mineral waters (50:50, v:v). White
triangles: particles below 700 nm; Black squares: grticles over 10 um.

Table V: Supernatant relative turbidity according to ATN concentration after 24 h settling
following dilution of ATN mother suspension to 25 ng ATN/L in the mixture of ultrapure and
mineral waters (50:50, v:v).

ATN Relative
(mg/L) turbidity
5 35.39
25 16.47
50 3.73
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This tendency of ATN to self aggregation is cefffague to a pH close to the isoelectric
point of the ATN, favouring screening of the intarcle electrostatic repulsions.
Concerning ionic strength, Labille et al. (2010)dfia critical coagulation concentration
for ATN suspension of 20 mM NaCl or 8 mM MgCNevertheless, according to these
authors, a slow coagulation is initiated by 5 mMONar 2 mM MgC}, corresponding
to ionic strengths of 5 and 6 mM, respectivelycémparison, our exposure matrix bore
an ionic strength of 4.8 mM. Hence, to our senmeicistrength played a minor role in
ATN aggregation.

Besides, the kinetics of this aggregation mechangsmlso determined by the ATN
concentration, which controls their collision fremqey, favouring faster aggregation and
sedimentation at higher concentration. This effisctevidenced by the supernatant
turbidities reported in Table V as a function oé tATN concentration. The turbidity
after 24h settling indeed decreases when the [gariember increases. This implies
different potential exposure routes and/or bioasibdgties of the ATN according to
their concentration. However turbidity measuremegasge direct evidence of colloids
remaining in suspension.

Another factor is that root exudates could alsoehexerted an action on ATN physico-
chemical properties, probably accelerating ATN aggtion.

2. Ti and Al contents in tissues

Titanium and aluminium concentrations in plant soare represented in figure 36.
Titanium concentrations were highly significantlyfferent from controls whatever
ATN concentration. Aluminium concentrations wergrsiicantly different only for 25
and 50 mg ATN /L. A strong positive linear corr@at exists between Ti (r = 0.9661, p
< 0.001) or Al (r = 0.6707, p = 0.004) concentration the ATN suspension and their
respective concentrations in plant roots. Figure 3Wws that whatever ATN
concentration, every individual contained a Ti/Atio smaller than the one existing in
the exposure suspension. This implies that Al wdsrmalised in a relatively larger
extent than Ti into plant roots. This may be dudht® higher dissolution constant of
Al(OH)3 coating compared to Tigxore in the ATN, which favoured more soluble and

bioavailable Al species.
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Figure 36: Ti or Al concentrations in V. faba secondary roots after 48h exposure with respect to

their

concentrations in exposure suspensions.

*  Gitatically significantly different from

corresponding controls after logarithmic transformation, Dunnett’s t-test, p<0.05.
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Figure 37: relationship between Ti and Al inVicia faba secondary roots after 48h exposure to
different ATN concentrations. Dotted line: Ti/Al ratio in exposure suspension.
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Figure 38a shows the spatial distribution of Tinglan entire root exposed to 50 mg
ATN/L. Since the X-ray beam penetrates throughghmple, Ti retention at the root
surface (probably in the mucilage) or Ti includead the root tissues cannot be
discriminated. Nevertheless, the chemical imagescros sections show high Ti
concentrations, particularly in root periphery (fig 38b.) Moreover Ti seems to have
been internalized in the peripheral tissues, atleathe 100 outermost micrometers of
the root tissues (figure 38c). But it is difficultpm these chemical images, to precisely
identify the interface between the mucilage andrtwe tissues: an additional treatment
was performed on the roots in order to totally reenthe mucilage. u-XRF mapping of
this treated root (cross section) revealed the i@ngapresence of Ti (figure 38d). From
these results, partial Ti penetration in root tessaan be validated.

We just showed througit-XRF analysis performed on roots exposed to 50 /A
that high titanium concentrations existed in roetipheral tissues. Yet, ATN particles,
principally under the form of aggregates over 10, prare not likely to penetrate into
the roots. In fact, nanoparticles with a diameteater than 6 or 7 nm have few chances
to pass through the cell wall pores (Andrew et1&97; Asli and Neumann 2009;
Baron-Epel et al. 1988; Carpita et al. 1979; Presanud Boyer 2005)Vicia fabaroot
cell wall pores have an average diameter of 104dMtmat can reach 20 nm (Hylmo
1955; Hylm6 1958). Such coating could result frdra &dsorption of the ATN onto the
external tissues of the root and/or their trapdggmucilage. This phenomenon could
reasonably be expected considering the opposifacgucharges of ATN (+) (Labille et
al. 2010) and cell walls (-) at pH = 6.5, enabliglgctrostatic attractions. Such root
“clogging” was already supposed by Asli and Neum@&©009) on maize primary roots
exposed to 30 nm TiOnanoparticles colloidal suspension. This coatiogla explain
the huge titanium concentrations we observed.ifabaroots (Figure 36). It also could
increase the smallest ATN particles intake by egtbsis via root hair (Oveka et al.
2005).

Note. Major elements (P, S, Ca and K) were alseatetl by u-XRF and images of their
spatial distribution were obtained. Aluminium mappwas not possible because of the

low p—XRF sensitivity for light element detection
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Figure 38: u-XRF analyses of roots after 48H expose to 50 mg ATN/L. (&) S, P, Ca and Ti
distribution in entire root (total counting time of 15x 600 s, 512 p% 1 px = 8 um). (b) S, P, Ca and
combined image distribution in two cross sectiongdtal counting time of 15x 600 s, 256 pX 1 px =
4 um) and S/Ti combined image. (c) Integration cures (following the yellow line) of titanium (dark
blue), sulphur (light blue), phosphorus (green) anctalcium (red). (d) P, Ca and Ti distribution in
cross section of the treated root (mucilage removgdtotal counting time of 20x600s, 512 p% 1
px=10um). S was not detected.
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2. Biological effects of ATN on the plants

Both rutile and anatase nano-Li@G-6 nm diameter) can promote growth in spinach
(Gao et al. 2008; Ma et al. 2010; Yang et al. 2Q0&ng et al. 2005). Nevertheless, in
our study using nano-rutile, root elongation wascet@anged by ATN (figure 39a), and
shoot biomass showed a slight tendency to decfeastb and 50 mg/L ATN (figure
39b). Besides, nano-anatase with 4-6 nm diametee lmeen proven to increase
photosystem Il efficiency in spinach after sprayorgthe leaves (Su et al. 2007; Zheng
et al. 2007a). In that case, nanoparticles werevsho have been internalized in the
chloroplast and bound to photosystem Il (Zhend.2@07b). Once again, in our work,
Fv/Fm ratio did not change under ATN exposure (&g8Oc).

Shoot MDA levels and antioxidant enzyme activitiwere not modified following
exposure to ATN comparatively to control group.Qd-exposed plants similar results
were obtained (table VI). Thiol concentrations hoats were neither modified by ATN
nor by Cd (data not shown). In roots, lipid pera@tidn, MDA levels significantly
increased in Cd-exposed individuals but not in A@ibosed individuals (table VII).
CAT, SOD and GPX enzymes responded similarly to MByels (table VII). On the
contrary, GR enzyme and total proteins decrease@drexposed roots. In ATN-
exposed plants, GR activity decreased significaatlyb0 mg ATN/L (ANOVA p =
0.0037). Nevertheless, APX activity significantlgadeased (ANOVA p = 0.0433) only
for 5 and 25 mg ATN/L. In other studies, anatasd amile nano-TiQ enhanced
superoxide dismutase, catalase and peroxidase itiastiv and decreased
malonedialdehyde in chloroplasts exposed to UV (Heh al. 2005a; Zheng et al.
2008). To the contrary, our study showed that inosfy none of oxidative stress
biomarker was affected by ATN. Even when exposedCth anti-oxidative stress
biomarkers in shoots remained unchanged, suggestimgited transfer from the root
tissue. In roots exposed to ATN, none of these bitiers was either increased, but
roots remained hidden from light during exposureé, da our knowledge, no element in

the literature deal with a similar case.
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Figure 39: (a): Secondary root elongation (meait SD) in V. faba exposed for 48h to ATN (3x4
individuals). (b): Shoot fresh weight (4 individuak, mean* SD). (c): Fv/Fm ratio in leaves (4
individuals, mean + SD). Differences are not statistically significan{fANOVA, p < 0.05) except for
positive control Cd. (* Student t-test, p<0.05).
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Table VI: Malonedialdehyde and oxidative stress ernynes activities in shoot tissues dficia faba plantlets after 48h exposure to ATN (mean +/- SDSOD
units are U/g fw, where 1 U stands for the activitythat inhibits nitro blue tetrazolium photoreduction by 50% compared with tubes lacking enzyme extract
No statistically significant difference from contrds, ANOVA, p<0.05. Cadmium treated plants not stastically significantly different from controls, Student
t-test, p<0.05

Control 5 mgiL 25 myg/L 50 mg/L CdClz

MDA x 10 (malig fw) 493 +/-202 469 +/-084 586 +/-2.07 465 +/-129 5RY +/-1.21

CAT  x 10 {mol/min/g fw) .40 +/- 348 249 +/-1.37 474 +/-548 435 +/- 282 748 +/-466

S0D0 {Uig fw) 2700 +/- 7487 1617 +/-232 2080 +/-9.33 1739 +/-14.16 2986 +/-13.72

GR  x 107 mal/min/g fw) 360 +/-1.09 261 +/-038 293 + /- 057 309 +/-053 276 +/-0T1

GPX % 10 (mal/min/g fw) 0915 + /- 0176 0884 +/- 0157 0928 +/- 0205 0848 +/- 0120 1.024) +/-/0.310

APX % 10 (maol/min/g fw) 3900 +/-1.97 272 +/7-045 346 +/-0896 423 +/-000 3.59 +/-0486
Proteins |{molig fw) 1.89 +/-0.78 274 +/-043 200 +/-1.16 257 +/-0.458 183 +/-0.78

Table VII: Malonedialdehyde and oxidative stress emyme activities in root tissues olW/icia faba plantlets after 48h exposure to ATN (mean +/- SDSOD
units are U/g fw, where 1 U stands for the activityithat inhibits nitro blue tetrazolium photoreduction by 50% compared with tubes lacking enzyme extract
*: statistically significantly different from controls, ANOVA followed by Dunnett's t-test, p<0.05. #Cadmium treated plants statistically significantly
different from controls, Student t-test, p<0.05

Control 5 mg/L 25 mgflL 50 mg/L CdCl;

MDA % 107 (mol/g fw) 226 +/-027 241 +/-182 339 +/-1.32 285 +/-051 A0 +/-1566 #

CAT % 107 {mol/min/g ) 366 +/-094 3+ /- 043 344 +/-095 37T +7-049 581 +/-107 #

s00D [{Ulg fw) 13.83| +/-|257 1284 +/-273 15.47| +/-|6.74 1344 +/- 258 3438 +/-1391 #

GR % 107 {maol/min/g fw) 1177 +/-/0.131 1167 +/-/0.131 0846 +/- 0476 0243 +/- 0424 0674 +/-0303 #

GPX % 10° {mol/min/g f) 1717 +/-|0.125 1745 +/-|0.227 16581 +/-/0.561 1.787 +/-0.229 30683 +/-0415 #

APX % 10F {mal/min/g fw) £.388 +/-0868 3711+ /05617 3689 +/- 0315 4062 +/-1294 7741 +/-3.704
Proteins  (mol/g fu) 0729 +/-0166 0606 +/-0225 0539 +/-0265 0547 +/-/0.200 03400 +/-0120 #
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Total GSH in roots was not affected in ATN-treaedividuals (figure 40). GSH/GSSG ratio
remained constant (data not shown). PC2, PC3 antl f§@thesis was stimulated in Cd-

treated roots but not in ATN-treated ones.
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Figure 40: Thiol concentrations (GSH and PCs, meaa SD) in roots ofV. faba exposed 48h to ATN (4
individuals). Differences between ATN treated and antrol individuals are not statistically significant,
ANOVA, p<0.05. Cd: reference metal. * Statisticallysignificant from controls (Student t-test, p<0.05)

Not surprisingly, positive control (MH) induced &-fold increase of micronucleus frequency
and a decrease of mitotic index (8.6 and 5.5% gatiee and positive controls respectively).
Exposure ofVicia fabaroots to ATN did not lead to any genotoxicity (&ig 41). Cell
division, assessed by mitotic index, was not meditoo.

In the literature, photogenotoxicity of nano-ti@as proven (Nakagawa et al. 1997), but in
Allium cepa no genotoxicity was found after exposure to nai@,. Only the mitotic index

was modified in root meristems (Klémk et al. 2011).
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Figure 41: Micronucleus frequency and mitotic index(meant SD) in V. fabaroots exposed 48h to ATN (2
x 4 individuals). Differences between ATN treated rad control individuals are not statistically significant,
ANOVA, p<0.05. MH: positive control. * statistically significantly different from controls (Student t-test,
p<0.05).

Comparing effects in plants of bare Bi@anoparticles with the effects of altered nano-
composites observed in this study leads us to stidigat no or very few bare nanoparticles
were released from ATN during our experiment. Tanswarize, no biomarker was
significantly modified by ATN in shoots, and onlgwW ones in roots. Moreover, neither
genotoxicity nor phytochelatin synthesis was seenrdots. Despite a high quantity of
aluminium and titanium oxides in roots, the qudmsence of neither effects nor defence
reaction noticed in plants would be in accordanté the hypothesis according to which the
metals internalized in the roots were still unddai@ogically inert form. Nevertheless, since
Ti/Al ratio was always lower in tissues than in egpre suspension (Figure 37), we can think
that ATN structures presented by Auffan et al. (A0dnd Labille et al. (2010) were not under
unchanged form in tissues, since aluminium seemédye been partly solubilized.

Ti and Al metals remained in the root periphersdiies (cortical parenchyma, figure 38c). We

can suppose that metals found in root tissues septea very small proportion of ATN, but

128



Résultats et Discussion

our results did not indicate whether ATN particlesre effectively internalized in root cells.
Perhaps they only stayed in intercellular matrike ®mall part of ATN internalized in root
tissues plus the high quantity of ATN agglomeratadthe root surface could have exerted a
mechanic action, for example by blocking cell cartimas or cell wall pores (Asli and
Neumann 2009; Ma et al. 2010), which could exptamslight decrease of shoot biomass for
25 and 50 mg/L ATN and the decrease of GR and AftXiies in roots.

Conclusion

To our knowledge, this work is the first publishetlidy related to the effects of altered
commercial sunscreen nanocomposites in plants.|Metecentrations were detected in the
roots exposed to ATN, and titanium internalizatisas even observed in the root tissues.
However no biological effect was observed as oppdseesults from the literature obtained

on bare nano-Ti@ Therefore, for Ti@ nanoparticles risk assessment, this study shoksgd t

apparently, no bare nanoparticle was released focommercial nanocomposite, which

indicate that the behaviour of the nanoparticlesstiongly affected by their surface

modifications. Our results were obtained for expeswoncentrations fortunately far above the
expected concentrations of such materials in wadt® or surface waters. Moreover, it is
noteworthy to specify that in waters with pH upgiean 7.3, ATN will hold a negative charge

(Labille et al. 2010), leading electronic repulsiees with cells and possibly reducing the
clogging phenomenon. Other phenomena like orgamittenadsorption could also lead to the
creation of negatively charged particles playirrgla in the clogging.

Therefore, sunscreen nanocomposites seem not todeteterious effects on our plant model
in 48h, but the observed important clogging ontrbots and above all, titanium inclusion in
root tissues are worrying phenomena. A deep impneve¢ of knowledge about long-term

effects of such manufactured nanocomposites towaidg organisms is seriously needed.
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5 Pertinence du test des micronoyaux : devenir a lo  ng

terme des plantes

Il est communément admis que les micronoyaux sestlésions graves et irréversibles du
génome cellulaire, sauf dans certains rares cadsogerviraient a éliminer le matériel
génétique en trop suite a une polyploidisation deotelle, ou éventuellement dans le cas
rarissime ou le matériel génétigue du micronoyauriait étre réintégré dans le noyau
cellulaire.

Or, nous avons montré (8 1.2.1, 1.3.2.2, 1.3.28323tqu’'une augmentation significative du
nombre de micronoyaux n’était pas toujours accom@agl’'une diminution de I'’élongation
racinaire. La plante peut donc en théorie connaiteecroissance quasi-normale alors que son

génome subit de graves dommages.

Nous n’'avons pas trouvé d’étude portant sur le wievdune racine entiere exposée a un
agent provoquant la formation de micronoyaux, meais toute logique, lorsque des
micronoyaux sont observés dans les cellules-files méristemes, cela signifie que les
cellules méristématiques elles-mémes sont égaleaffaatées, puisque lors de la division de
ces cellules, 'une des cellules-filles garde lesppétés des cellules embryonnaires et
continue a se diviser tandis que l'autre se difféi® (Hock and Elstner 2005). Nous avons
également constaté qu’une cellule portant un mayan peut continuer a se diviser. Nous
avons donc de bonnes raisons de penser que lesalygaroausés au génome des méristemes

persistent longtemps méme en I'absence de nouveédess.

Pourtant, il a été constaté que la fréquence deomigaux diminue sensiblement lorsque la
durée d’exposition augmente (Marcato-Romain e2@09). SurAllium cepa le nombre de
micronoyaux aprés 3h d’exposition a I'HM (5 mM) extt un maximum apres 30h de
récupération mais diminue ensuite sensiblement, #3@t 48h de récupération (Panda et al.
1997).

Nous pouvons donc légitimement nous demander splarde dont les cellules ont subi des
atteintes génotoxiques résultant en I'apparitionmmileronoyaux peut connaitre par la suite un

cycle de vie normal, sachant que ces micronoyambknt disparaitre au bout de quelques
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jours. Les dommages génotoxiques réflétés par véguénce anormalement élevée de
micronoyaux au cours d’'un test sur un sol donnéawgént-ils d’'une mortalité, morbidité ou
perturbation du cycle de vie (croissance, florajsioactification...) d’'une plante poussant

naturellement sur le sol en question ?

Afin de connaitre la réelle valeur prédictive d't@st micronoyaux conduit en milieu solide
d’apres le protocole 48h, nous avons exposé des f@\rois agents génotoxiques différents

depuis leur germination et pendant tout leur cyeeie.

La premiere expérience a long terme portant surlf@6t décrite dans la publication
présentée dans le paragraphe suivant. Nous avoaen&nt réalisé le méme type

d’expérimentation avec I'HM et CuS{décrite au 8§ 5.2.

5.1 Cadmium

Le premier toxique testé pour connaitre les efidtsng terme de I'induction de micronoyaux
dans les cellules en division est le cadmium.

Apres avoir sélectionné avec le protocole « 5 jounsie concentration de cadmium induisant
un maximum de micronoyaux sans affecter la crossamacinaire, nous avons semé dix
graines deVicia fabadans un sol contenant cette concentration de eadpet nous avons
suivi les différentes phases du cycle de vie «mehtu des plantes : taux de germination,

temps d’émergence, croissance, aspect, floraisactjfication, sénescence, durée de vie.
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Is there a relationship between early genotoxicityand life history

traits in Vicia faba submitted to cadmium spiked soils?
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Metz, France

Abstract

The Vicia fabamicronucleus test is usually performed to asses®tgxic potential of pure
substances, effluents or soil water extracts. #l$® a relevant early biological tool to detect
mutagenic substances in crude soils. Neverthelkesphysiological meaning of such DNA
damage for the plant in the long term remains telbeidated. To know more about it, two
experiments were carried out with the plant modela faba.In a preliminary short-term
experiment, seeds were exposed for 5 days to ssgibiéd with different concentrations of
CdCk in order to identify the concentration inducing thighest number of micronuclei
without affecting plant growth. Thereafter, a Iolegm experiment was performed in the soil
spiked with such a concentration (i.e. 510 pmol G@€r kg dry soil), in whiclv. fabaseeds
were directly sowed and allowed to grow during tiays. As a result, Cd-spiked soil did not
affect seed emergence time nor plant growth ratetife first two months. First signs of
toxicity appeared after the ?@ay of exposure. Interestingly, exposed plantsipeed the
first flower earlier and had a longer flowering iper than control ones. Nevertheless, total
flower production was less abundant in exposedtpldnan in control plants. Moreover, fruits
appeared in control plants whereas no fruit waméal in exposed plants. At last, exposed
plants showed a reduced life time.

Our results suggest that micronucleus assay caa peedictive biomarker of long-term
deleterious effects in plants.

Keywords higher plant; micronucleus; chronic exposurefg soil toxicity assessment;

predictive biomarker; plant assay

133



Résultats et Discussion

Introduction

Soil ecotoxicity assessment is currently an impurtzhallenge in our society. Indeed, solid
matrix management (industrial wastelands, incimerdiottom ashes...) requires precise
ecotoxicity determination. To get an idea of thistexicity, physico-chemical analyses are
not sufficient, and biological assays are necesgarmgvoid over- or underestimation of the
risk (Vasseur et al. 2008). Classical higher plEmdpoints like germination and growth have
received considerable attention and have frequéeiiyn used for soil ecotoxicity tests. In his
review, Wang (1991) considers that higher plantstéparticularly root elongation) show
good validity, sensitivity and reproducibility aradte therefore useful for contaminated soll
assessment. However, micronucleus frequency ardhtix@ stress biomarkers can be much
more sensitive than classical endpoints, partibuiarthe case of metallic intoxications, but
not only (Cordova Rosa et al. 2003; da Rosa Caté@d 2006; Dorn et al. 1998). Moreover,
Vicia fabamicronucleus test has proven to be a relevanbgicél tool to detect genotoxic
substances in soils (Cotelle et al. 1999; DegrasdiRizzoni 1982; Ma et al. 1997; Ma et al.
1995).

In the cases where micronucleus induction is memsisve than classical endpoints and
allows to detect effects at sublethal concentrati@ genotoxic concentration range fatally
exists that induces micronuclei without any sigrafit change in the aspect of the plant or in
classical endpoints (i.e. germination rate or timegt elongation). Thus the plant would
theoretically develop “normally” in appearance.

Since micronuclei are most often considered awversble DNA damage, which in most
cases lead to cell death (Fernandes et al. 200¥ wendered whether some physiological
impairments and subsequent life history trait modtfons could be expected in plants
exposed to genotoxicants.

To answer this question, we studied different emttpoand life history traits iicia faba
following long term exposure to cadmium. Cadmiurdeed causes oxidative stress and thus
provokes DNA damages like chromosomal aberraticmster chromatide exchanges and
micronuclei (Borboa and De La Torre 1996; Fuscarale2006; Gémez-Arroyo et al. 2001,
Sllési et al. 2009; Unyayar et al. 2006; Zhang et 809. Seed germination rate and
emergence time were determined, and life histoaytstrlike growth, flowering and fruit
production were monitored throughout plant life.
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Materials and methods

1. Short term micronucleus test (5 days)

Standard soil LUFA 3A (Speyer, Germany; see charestics in table VIII) was used for
cadmium exposure experiments. A solution of 26 matinsium dichloride CdGl was
prepared in deionised water and different volumesevwnixed into standard soil to obtain the
following concentrations: 450, 510, 625 pmol Cdéd Cd per kg dry soil. Deionised water
was used to complete to 85% of water holding capaci

The micronucleus test was performed essentialldessribed by Cotelle et al. (1999) and
AFNOR NF T90-327 (2004) with modifications to allavsolid phase exposuréicia faba
seeds (Aguadulce variety, commercially providedjenstored at 4°C in dry conditions until
use. Seeds were soaked overnight in distilled weater then allowed to germinate between
two moistened, vertically positionned cotton pieéas 3 days at room temperature. After
removing the primary root tips to promote the depetent of secondary roots, 4 of the
obtained primary-rooted seedlings were placed @ ¢®f control or cadmium-spiked soil.
Deionised water was added every day to maintainstiie moisture at 85% of its water
holding capacity. After 5 days, only the 3 largalsintlets were analysed. The length of every
secondary root was measured (apart those meadagaghan 5 mm). Secondary root tips
were rinsed in distilled water, fixed overnigh4&C in Carnoy solution (25 % acetic acid : 75
% ethanol, v:v) and finally stored in 70 % ethaabl4 °C until further processing. The
excised root tips were rinsed 10 min in distilledtar, hydrolyzed in 1N HCI at 60°C for 6
min, squashed between a slide and its coverslip stathed with 1% aceto-orcein.
Micronuclei and mitotic cells were scored from X0Cells per root tip under a X 400
magnification. Two slides were prepared for eachthaf 3 replicates and a total of 6,000
mitotic cells from 6 separate slides per experiralegitoup were observed. Mitotic index (M)

Is expressed as the number of dividing cells fdr dbserved cells.
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Table VIII: General characteristics of the LUFA soil (mean +/- SD).

Physico-chemical characteristics

Organic Carbon (%) 2.2+/-0.1

pH (0.01 M CaCh) 7.1+-0.3

Cation Exchange Capacity (meqg/100g) 19 +/-5

Particle Sizes According to USDA (%)

Clay (< 0.002 mm) 17.6 +/- 1.5

Silt (0.002 - 0.05 mm) 39.1+/-24

Sand (0.05 — 2.0 mm) 47.3 +/-3.3

2. Long term experiment (151 days)

A water solution of CdGlwas mixed to three kg of LUFA 3A solil to obtairsiagle nominal
concentration of 510 umol CdQber kg dry soil. Deionised water was added toiol#a %
soil water holding capacity. For control, equal store was obtained with deionised water.
Ten V. fabaseeds were directly sowed into a pot containirkg 3piked or control soil, and
placed in a phytotron at 23°C, 50 cm below neoresuBRO-LUX 36W/120cm, Sylvania,
under 16h/8h light/dark photoperiod. The sowing d@ayresponded to the day 0. During
emergence phase, the pots were weighed every dhyaanised water was added to keep
constant the soil moisture.

Different life-history traits were measured in thints: time for emergence, growth rate,
flowering period extent, number of flowers and mfits per individual, and survival time. The
emergence day of each seed was noted when the ydamitpet appeared on the soil surface.
After emergence, deionised water was added onlg an@week by weighing the pots to keep
the soil humidity rate to 85%. However, after a fesmeks of growth, an equal volume of
water was added in exposed and in control pots.grbeth of each plant (9 per pot) was
assessed every week through the number of lateidd bn the stem. Apical bud was not
taken into account. In case of multiple-stemmedtpléhe number of buds was the total

number of buds on all stems.
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After one month of exposure, 100 mL of Hoaglandisoh (Hoagland and Arnon 1950) was
added in each pot every week besides deionised weasepply the soil in mineral ions.

On day 64, after two months of growth in controlemhditions, the three smallest individuals
were removed in each pot, to allow a better grooftthe remaining ones. Indeed, the limited
volume of the soil employed (3kg) did not permig@d development of nine individuals.
The pots were then transferred in a greenhousetsRigew there during the months of April,
May and June 2008 and thus could receive naturaubtfor flowering, such as photoperiod
or light spectrum. The growth of the 6 remainingrit was assessed every week until they
died.

Flower and fruit production of each plant were dofeto 3 times a week. Visible signs of
ecotoxicity (chlorosis, necrosis, leaf abscissieye checked throughout the experiment. At
the end of the experiment cadmium concentrationg \wetermined on 100 g of soil sampled
in the top and in the bottom of the pots (soilsevacid digested according to AFNOR NF X
31-147 (1996) before determination by Inductivebu@led Plasma-Mass Spectroscopy).

3. Statistical analysis

Before multiple comparisons were run (ANOVA and Dett’'s t-test), care was taken to
check for normality of variable distributions (SirapWilk test) and homogeneity of variance
(Levene test). Multiple mean comparisons were asseby ANOVA and Dunnett’s t-test,
risk level 1 or 5 %. For micronucleus frequency amidbtic index, which presented a non-
normal distribution, Kruskal-Wallis test followeg IMann-Whitney U test was used.

Plant growth speed was obtained by linear regressicthe linear portions of growth curves.
For the comparison between control and Cd exposmgpg a Student t-test was performed on
the regression coefficients (growth speeds, nurabbuds appeared per day).

For flower frequency comparisons, data were pottedbtain numbers of flowers at least
equal to 5 in each category, and Chi-square testusad.

All the data were analysed using StatSoft Sta#stif.

137



Résultats et Discussion

Results

1. Short term micronucleus test (5 days)

After 5 days exposure to CdCho significant difference was seen in secondaoy number

or length (fig. 42). For 625 pumol/kg CdClve observed that the standard deviation of both
endpoints (total root length and number of secondawts) was very high even if the mean is
equivalent to control. For this concentration, iatelividual disparities were indeed very
marked.

Despite no significant difference was seen in rooimber or length, mitotic index
significantly decreased in the highest cadmium eatration (fig. 43). As expected, Cd
exposure resulted in genotoxic effects which weeagistically significant at 450 and 510
pumol/kg, but the number of micronuclei was not eliéint from control for the highest

concentration.
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Figure 42: Total cumulated length of all secondaryroots and number of secondary roots irnVicia faba
after 5 days of exposure to cadmium dichloride (mea+/- SD; n = 3). No statistically significant diféerence
(ANOVA, p<0.05).
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Figure 43: Micronuclei (mcn) and mitotic index (MI) in the secondary roots oWicia faba after 5 days of
exposure to cadmium dichloride (mean +/- SD; n = 6)
** Statistically significant from control (Mann-Whi tney U test,p<0.01) .
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2. Long term experiment (151 days)

Nine seeds out of 10 germinated in control anddrs@iked soils, and emergence times were
equivalent (means +/- SDs were respectively 7.5®#/3 days and 7.67 +/- 0.5 days). Plant
growth was linear on each period, during the fins¢ in the phytotron and during the second
one in the greenhouse: determination coefficiens waper than 0.80 (p < 0.05) in each

individual. Regression coefficients were not difietr in the two groups during the first period

of growth in the phytotron. Nevertheless, afterirthnsfer to the greenhouse on day 64,
control plants grew significantly faster than exgbnes (fig. 44). Until day 106, neither

important leaf deformation nor necrosis nor chl@egas visible in any plant.
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Figure 44: Total number of lateral buds in Vicia faba exposed or not to CdG (mean +/- SD). No
statistically significant difference in number of huds (Student t-test for each time, p<0.05). « growth
speed of control ind., in phytotron; B: growth speed of exposed ind., in phytotron; g: growth speed of
control ind., in greenhouse; E: growth speed of exposed ind., in greenhouse. * @wth speed statistically
significant from control (Student t-test, p<0.05).
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Flowering period was different between control aexposed groups. Exposed plants
produced the first flower earlier and had a lorft@wrering period than control ones (fig. 45).
Total flower production was less abundant in exdogemup (54 flowers) than in control

group (97 flowers). The number of flowers produtsdone plant on the whole flowering

period was more heterogeneous in exposed plantsithaontrol ones: in exposed plants
almost all of the flowers were produced by a singtévidual, whereas in control plants, all
individuals produced approximately the same numifeflowers (fig. 46). Some of the

flowers in exposed group died before opening, anpimeenon never observed in control
plants. Then, it is noteworthy that ten fruits agmeel on control plants, but no fruit was
formed on exposed plants.
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Figure 45: Total number of flowers in control or cadmium exposedVicia faba plants (n = 6 individuals).
The difference in distribution of flower production is statistically significant between the two group (Chi-
square after data pooling to obtain a number of flavers at least equal to 5 in each categorp<0.01).
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Figure 46: Total number of flowers produced by indvidual plant (plant number 1 to 6) throughout their
whole life duration.

Finally, every plant survived at least 106 daysnc8i the 108 day, exposed plants
successively died and only one exposed plant sedvafter day 116, while all the plants

survived in control group (fig. 47).
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Figure 47: Survival time of control plants (C) andcadmium exposed plants (E), long-term experiment (&
6 individuals).
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At the end of the experiment, cadmium concentratiorthe soil had slightly decreased
compared with the beginning of the experiment aad femained relatively homogeneous
between the top (480 umol/kg) and the bottom (4&lkg) of the pot.

Discussion

The aim of this study was to elucidate the ecolaigrelevancy of micronucleus test at an
early life stage to predict life cycle impairmentschanges in plants.

In the 5 days experiment, micronucleus frequencye@sed with cadmium concentration,
reached a maximum beyond which fewer micronucleirewéormed. This classical
concentration-effect curve is due to the decreéseitotic index (cytotoxicity). Indeed, when
mitosis is inhibited, micronuclei cannot appeardiessi and Rizzoni 1982). A high cadmium
concentration (510 pmol/kg) was necessary to rélaishmaximal genotoxicity without any
neither cytotoxicity nor growth inhibition. This oentration corresponds to rare extremely
polluted dump soils (Majer et al. 2002; White arldxton 2004). Despite these genotoxic and
even cytotoxic effects, no significant differencasaseen in root length or number. The lack
of correlation between mitotic index (cytotoxicitghd root length can be explained by an
enhanced cell elongation (Fusconi et al. 2006).

During the first 2 months of the long term expenmemergence rate or time, growth rate,
plant appearance, lateral bud number were noedltewnsecutively to cadmium exposure.
However,Vicia fabais not known as a metal tolerant plant. To thetreoy, its sensitivity to
pollutants justifies its use in ecotoxicity tesBo(dova Rosa et al. 2003; Unyayar et al. 2006)
and the Aguadulce cultivar seems to be one of tlstmadmium sensitive broad bean
varieties (Rahoui et al. 2008).

Plant growth was affected by cadmium only afterd&¥s of exposure. This phenomenon
seems not to be due to the particular greenhousditans, because a preliminary experiment
entirely conducted in the greenhouse showed nerdifice in the growth rates between
control and CdGl exposed individuals in their first month of lif&s Cd ions seemed
relatively homogeneously distributed in the testeils, we can exclude cadmium avoidance
by the roots as a resistance mechanism. Other hp@sdefence mechanisms may be,
according to the review of Sanita di Toppi and Gadlb (1999): (1) immobilization of
cadmium by the root cell wall; (2) cadmium exclusidy plasma membranes; (3)
compartmentalization, e.g. vacuolar accumulatiorcadmium; (4) biosynthesis of thiolate

molecules like phytochelatins (Béraud et al. 20@Hle to sequestrate and to neutralize
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numerous heavy metals (Mendoza-Cozatl and Moremottea 2006; Pal and Rai 2010; Zenk
1996); (5) Ethylene-mediated defence mechanismisr@fid982). Interestingly, this hormone
is involved in flowering and may possibly be resgibte for the early flowering of stressed
plants (Hock and Elstner 2005; Sanyal and BandE3€8) while control plant flowering was
regulated by natural photoperiod and light spect{@uarbesier and Coupland 2006). Early
flowering seemed therefore to be a response tesstiehas been shown that stressed plants
growing in acidified soils or submitted to a lackrutrient were reported to exhibit intense
flowering (Garbey et al. 2004; Mony et al. 2007).

Besides this stress-mediated modification of tbevéiring period, in exposed group a single
plant produced a great amount of flowers while ofilants produced few flowers. The same
trend was visible in plant growth speeds: in exdgsants, the individual which produced the
most numerous flowers was also the individual wigoew the fastest (data not shown) and
was among the ones that died first. Therefore, ¢hisanced flowering was not due to an
energetic allocation to the detriment of growindisl rather suggests the selection of a
unique, probably more tolerant individual for regwotion. At last, none of the flowers
produced by Cd exposed plants was able to achraitddrmation, on the contrary of flowers
from control plants.

In spite of a limited number of individuals (6 inttiuals were allowed to come into bloom),
this study lead to observe contrasted responsesbptcontrol and cadmium treated plants. It
is hypothesized that, by earlier flowering and stle process, stressed plants intended to
adopt a strategy, consisting in accelerating thircycle and flowering, which was finally
not successful since no fruit could be obtainedigetlieing.

Conclusion

Micronucleus test has been shown in our study asady bioassay that allows detecting soil
genotoxicity whereas no classical short term enupgermination, root elongation, plant

growth) showed any variation. Moreover, early geraity is important to be detected since
it can be a predictive biomarker of long term daieus effects in plants, which can appear
after a 2 months exposure (in our case) without lzampinger. Indeed, after exposure to a
spiked soil with a genotoxic concentration of Cg®™icia fabaplants showed a reduced life

time, an extended flowering period and infertilafers.

Our study suggests a relationship between earlyromiclei formation inVicia faba

secondary roots and life history traits alteratmnatively significant at a population level.
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Nevertheless, the predictive power of early geniattyxon life history traits alteration and the

mechanisms underlying this relationship remaingelicidated.
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5.2 Cuivre et Hydrazide maléique

521 Choix des concentrations a utiliser

En partant du méme postulat que la publicationgmi&e au 85.1, nous avons cherché a
connaitre le devenir a long terme de plantes exgsodépuis la semence des graines a des
concentrations de sulfate de cuivre et d’HM indoisan nombre significatif de micronoyaux
sans bloquer I'élongation racinaire. On sait quarge CuSQ, cette concentration est de 2
mmol/kg dans nos conditions expérimentales (Fig@ra, b). Pour 'HM, la concentration de

5 umol/kg est celle qui convient le mieux a noseces, mais nous choisirons également la
concentration de 20 pmol/kg qui, tout en inhibaeu d’élongation racinaire, posséde
également la propriété d’'inhiber drastiguementite mitotique (Figure 48 c, d).

5.2.2  Pertinence écologique des concentrations choi  sies

5.2.2.1 Hydrazide maléique

En partant du postulat que I'hydrazide maléiqueseerépand que sur les dix premiers
centimétres de la couche de sol, on peut calculel’§pandange en champ des produits cités
dans I'analyse bibliographique au § 3.1.3 laissei20 & 48,3 mmol/frd’HM dans le sol.
Sachant que notre sol d’étude LUFA 2.2 possededansité d’environ 1197 g/L, on arrive a
une estimation de 16,7 a 40,3 umol/kg d’HM. Lescemtrations choisies pour nos tests long

terme sont donc comparables ou inférieures auxantinations attendues apres épandage.

5.2.2.2 Sulfate de cuivre

La concentration de cuivre dans les sols de viggwdue a I'épandage régulier de bouillie
bordelaise est située entre 0,3 et 40 mmol/kgafelyse bibliographique, § 3.3.2).

En comparaison, notre concentration de 2 mmol/kglesot faible, méme s’il faut garder a
I'esprit que le sol LUFA 2.2 étant sableux et aci@eir caractéristiques annexe 4), la
biodisponibilité du cuivre y est sans doute impateg(cf analyse bibliographique, § 3.3.3).

Le seuil de toxicité du cuivre se situant entre €8L,9 mmol/kg de cuivre extractible a
'EDTA (cf analyse bibliographique, 83.3.1), notrencentration de 2 mmol/kg de sol total se
situe sans doute dans les plus basses concensra&iiques du meétal, méme si nous n’avons

pas mesuré la proportion de cuivre extractibl&E®TA dans notre sol.
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Figure 48 : Elongation racinaire (moyenne +/- ecartype, 3 feves, n = 9 racines) des racines secomdaide
Vicia faba aprés 48h de contamination en milieu solide dansudsol LUFA 2.2 dopé au sulfate de cuivre (a)
ou a I'HM (c). ANOVA suivie du test t de Dunnett : significatif par rapport au témoin : **p<0,01 Pour
CuSQ, : changement de variable : racine (x). (b), (d) tndice mitotique (%) et fréquence de micronoyaux
pour 1 000 cellules retrouvés dans les celluleskfi§ méristématiques des mémes racines, respectiverne
(moyenne +/- écart-type, 3 féves, n = 6 racines).riskal-Wallis suivi du test U de Mann-Whitney :
**p<0,01. Cercles de couleur : concentrations retares pour les tests a long terme.
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5.2.3 Impact a long terme sur les plantes

5.2.3.1 Germination

Les 10 graines plantées dans chaque pot ont tget@sé en 5 a 10 jours, quelque soit le
polluant présent dans le sol. Ainsi, les testsafenghation sont strictement négatifs malgré le
fait que I'HM soit justement une molécule aux préf@s antigerminatives. Le temps moyen
de germination des graines est également équivalemn¢ les groupes (6,8 a 7,9 jours de
moyenne). Ces résultats sont peu surprenants qurasdit que le critere de germination est

peu sensible par rapport a d’autres critéeres d’'éfie Rosa Corréa et al. 2006).

5.2.3.2 Aspect des plantes

La Figure 49 montre I'aspect des plantes obtenudsoat de 25 jours. Les individus témoins
sont bien développés (Figure 49a) avec des feuiksgs et régulieres (Figure 49b). En
revanche, ceux poussant dans le sol traité a 20/kgnd’HM présentent des feuilles
irreguliéres, épaissies, avec une surface ruguenisees et vaguement lobées ou au contraire
tres allongées, avec des bords parfois repliésu(€ig9c). De plus, beaucoup montrent une
tige atrophiée, avec des entrenoeuds exagérémaris ¢aon montre). L'explication de ces
malformations pourrait trouver son origine dans unébition de la multiplication cellulaire,
qui empécherait surtout le développement normaladéige, mais aussi dans les effets
génotoxiques de I'HM qui pourrait provoquer unegfrénce d’apoptoses trés élevée,
provoquant des malformations des feuilles. Le @iime provoque aucune malformation
visible a I'ceil nu chez 9 individus sur 10. Le dxie présente un retard de croissance avec
des feuilles trés irréguliéres, boursouflées eligep (Figure 49d). Dans ce cas, les effets du
cuivre sont probablement accentués par la conagreavec les autres individus qui

accaparent la plupart des nutriments.
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Foltéte, 2010

Foltéte, 2010 = Foltéte, 2010

Figure 49 : Aspect des feuilles d&/icia faba 25 jours aprés semence. (a), (b) : Témoain. () 02mol/kg
d’'HM. (d) : L'une des 10 plantes exposées au sulfatde cuivre, les 9 autres ayant une taille et un pect
semblables au témoin.

5.2.3.3 Vitesse de croissance

La vitesse initiale de pousse calculée sur lesr@miers jours apres émergence (Figure 50)
révéle une différence entre les groupes. En effedans le pot témoin ainsi que dans ceux
traités au cuivre ou a 5 pmol/kg d’HM, tous lesiwidls ont une vitesse initiale de 0,4 a 0,5
nouveaux bourgeons latéraux par jour, dans le qaiteta 20 pumol/kg, deux groupes de
vitesse distincts se différencient clairement. L waffichant entre 0,1 et 0,3 nouveaux
bourgeons latéraux par jour, est logiqguement céngidcomme constitué d’individus a la
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croissance ralentie par I'action du toxique. Leosgkcgroupe, de vitesse initiale comprise
entre 0,5 et 0,6, connait une croissance plutédreeyre a la majorité des individus témoins.
Ce phénomene inattendu peut étre expliqué par éeion adaptative de stress, qui vise a
accélérer le développement de la plante afin d’arger ses chances de finir son cycle de vie
avant de mourir suite a l'action du toxique. Lediwwdus contaminés a 20 pmol/kg d’'HM

présentent donc une répartition en fonction de leiesse initiale de croissance

significativement différente de celle du témoinslgantes les plus vulnérables connaissent

un retard de croissance tandis que les plus ragstaugmentent leur vitesse de croissance
pour tenter de donner des fruits au plus vite.
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Figure 50 : Répartition des 10 individus exposés 2 mmol/kg de sulfate de cuivre (Cu), 5 umol/kg d’'HM
(HM5) ou 20 pmol/kg d’'HM (HM20) en fonction de leur vitesse initiale de croissance sur les 25 premiers

jours suivant leur émergence (Vi). ** Répartition sgnificativement différente du témoin (Chi-deux,
p<0,01).
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La présence de ces deux types d'individus a vitesseroissance tres différente dans le
groupe traité a la plus haute concentration d’'HMligxie que la vitesse moyenne de
croissance observée entre le dixiéme et [@%0ur ne soit pas différente entre les quatre
groupes (Figure 51). Le nombre moyen de bourgeatésaux reste malgré tout inférieur a
celui des trois autres groupes, mais il n'est sttgtiement différent du témoin que pour la

premiere date de suivi, le jour 11.
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Figure 51 : Vitesse de croissance (moyenne +/- ecayrpe) de 10 individus exposés a 2 mmol/kg de saté

de cuivre (Cu), 5 pmol/kg d’'HM (HM5) ou 20 pumol/kgHM (HM20). Pour HM20, le dernier point (jour

46) n'a pas été pris en compte dans le calcul devdesse car les trois plus petites plantes étaiemtortes, ce

qui augmentait artificiellement la moyenne du nombe de bourgeons. Les vitesses de croissance ne sont
pas différentes entre elles (ANOVA). ** Nombre de burgeons significativement différents du témoin pou

un jour donné, Mann-Whitney, p<0,01.

5.2.3.4 Sénescence ou récupération

A partir du jour 39, les trois plantes les plustoies du groupe traité a 20 umol/kg meurent.
Il est intéressant de remarquer qu’a partir deocte ggalement, les nouvelles feuilles qui
apparaissent sur les trois individus les plus aégyeds du méme groupe ont un aspect normal,
similaire a celui des feuilles témoin, alors quetés les feuilles de tous les individus de ce

groupe présentaient jusque-la des déformationdasigs a celles présentées dans la Figure
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49c. En effet, 'HM est tres peu persistant dans $ols, trés vite dégradé par les
microorganismes. Dans un sol sableux, sa demistedenviron 2,2 jours et 90% de sa
concentration de départ disparait dans les 7,3 jéamalyse bibliographique, § 3.1.4). Par
contre, il est beaucoup plus rémanent dans lesstissrants. Frear et Swanson (1978)
montrent en effet qu’entre 12 et 22% de la conediotr initiale d’'HM est retrouvée intacte
dans les tissus déicotiana tabacunau bout de 28 jours. Dans notre étude, I'explicate la
disparition des symptéomes visibles de I'intoxicateu bout de 39 jours pourrait s’expliquer
par le développement d’'une résistance efficace Gh@tante, mais plus vraisemblablement

par la dégradation pure et simple de la molécligdrazide maléique par la plante.

A partir du jour 46, les individus traités a 5 prkgl d'HM montrent une proportion de
feuilles mortes statistiquement supérieure au tenfbigure 52). C'est le seul symptéme
d’intoxication que présente ce groupe. Parmi lelévidus traités a 2 mmol/kg de sulfate de
cuivre, un seul individu présente des symptémegakication (Figure 49c).

En raison de l'insuffisance de la puissance d’éatps a maintenir les plantes plus longtemps
dans de bonnes conditions et de I'épuisement duneak avons été contraints d’interrompre
I'expérience aprés 46 jours. Nous n'avons donc ewakusement pas été en mesure d’étudier

la floraison et la fructification de nos plantes.
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Figure 52 : Evolution de la proportion de feuillesencore vivantes (moyenne +/- écart-type) de 10 inlilus
exposés a 2 mmol/kg de sulfate de cuivre (Cu), 5 pitkg d’'HM (HM5) ou 20 pmol/kg d’'HM (HMZ20).

Pour HM20, le dernier point (jour 46) n'a pas été pis en compte car les trois plus petites plantes aent
mortes, ce qui augmentait artificiellement la propetion de feuilles vivantes. **significativement diférent
du témoin, test U de Mann-Whitney, p<0,01

5.2.3.5 Conclusion

La concentration de cuivre que nous avons reteauelp test a long terme correspond a celle
qgue I'on peut trouver dans un sol de vignoble peataminé, et se situe apparemment au
niveau du seuil de toxicité pour les plantes. Sairntétal, peu d'effets toxiques ont été
constates, si ce n'est I'atrophie d’un individu 8 dix exposés. Si cette derniere est liee a
I'effet du cuivre, les tests de croissance montdantméme sensibilité que le test des
micronoyaux. Si elle n'est due qu’'a la concurremegre les individus, on ne peut pas
conclure sur la valeur prédictive du test des mmioy@ux car aucun autre signe significatif de

perturbation du cycle de vie des individus n’aceastate.

En ce qui concerne I'hydrazide maléique (HM), leaaentrations utilisées pour le test a long
terme correspondent également a ce qu’on poun&iriquement s’attendre a obtenir dans un
sol de champ aprés épandage du produit aux coatiens recommandées par le fabricant.
L’HM ne persistant que tres peu de temps dansdisses ne posant donc aucun probleme de
rémanence, |'objectif de cette expérience n’étast ge prouver sa toxicité a long terme, mais

bien de travailler avec une molécule modéle a defeidimitée a quelques jours dans le sol.
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Ces caractéristiques nous ont permis de vérifigolevoir prédictif du test des micronoyaux
en sachant que la molécule disparaitrait rapidemergol (environ une semaine) et que les
effets constatés a long terme ne pouvaient étreqdisla persistance du produit dans les
tissus ou de ses effets dans les cellules. Ongoasidérer qu’au bout de 39 jours, le produit a
été quasiment totalement éliminé des tissus. Dmeslltraité a 20 umol/kg d’'HM, seuls trois
individus semblent résister et parvenir a formers deeuilles d’aspect normal.
Malheureusement, le sort des quatre autres individste inconnu, mais il semble probable
que les lésions persistent et provoquent de graysfonctionnements méme lorsque le
produit a disparu. Cette hypothése est confirmédegaomportement des plantes poussant
dans le sol contenant 5 umol/kg d’HM, dont le delsenent des feuilles ne survient qu’au
bout de 46 jours. De plus, Smith et al. (1959) ég&lement contaté que 'HM garde son
efficacité tres longtemps, jusqu’a plus d’'un anuPees auteurs, il était difficile de savoir si
cette propriété était due a la stabilité de la mdkedans les tissus de la plante ou a des effets
irréversibles causés par son action, et qui peyversister aprés sa dégradation. Au vu de la
demie-vie de 'HM dans les tissus végeétaux, nousvpos aujourd’hui avancer qu’il est
hautement improbale qu’il puisse y persister pehghars d’un an en concentration suffisante

pour provoquer des effets visibles.
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Conclusions

Aucun des trois traitements testés n'a eu d’influece sur le temps ou le taux de
germination des graines.

Les traitements de CuSQ a 2 mmol/kg ou d’'HM a 5 umol/kg, responsables d’'um
augmentation de la fréquence des micronoyaux et die diminution de I'IlM dans les
cellules-filles méristématiques des racines secondss deVicia faba, induisent peu de
symptémes sur les plantes durant leurs 46 premiejsurs de vie.

La concentration d’HM qui induit la plus forte fréq uence de micronoyaux sans
réduire I'IM en dessous de 2%, qui se trouve étre @ umol/kg dans nos conditions
expérimentales, provoque quant a elle 100% de feléb malformées et un sévére
retard de croissance chez sept individus, dont trei sont morts aprés environ 40
jours. Trois individus sur dix ont réagi positivement a l'intoxication en augmentant
leur vitesse de croissance initiale et sont parveawau bout de 39 jours a former des
feuilles saines en apparence.

La valeur prédictive du test des micronoyaux pour ne perturbation future du cycle
de vie de la plante est pertinente pour les deux woentrations d’HM, mais il est

difficile de conclure pour le cas du cuivre.
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1 Relations entre fréquence de micronoyaux, indice

mitotique et élongation racinaire

1.1 Corrélation

Nous n'avons pas obtenu de corrélation claire eimdéce mitotique (IM) et élongation
racinaire. Ceci est d0 a l'allongement des celles n’est pas forcément inhibé par le
blocage des mitoses au niveau du méristéme, malsrégnt au fait que les trois racines dont
nous mesurons l'allongement ne sont pas forcénesninEémes que celles qui servent ensuite
au décompte des micronoyaux. Pourtant, certainsueitfont le rapprochement entre ces
deux parametres. Par exemple, Rank et Nielsen Jl&@8tatent cheallium cepaque s'ils
choisissent pour concentration maximale d’étudéegebrmettant d’inhiber la pousse des
racines de 50 %, I'indice mitotique ne descendnaaja en dessous de 50% du témoin, théorie
gu'ils ont vérifiée avec tous les toxiques étudmnt 'HM. Notre étude va a I'encontre de
cette observation, étant donné que pour une élimmgatcinaire supérieure a 90% du témoin
(pour 20 uM d’HM), l'indice mitotique atteint moinge 28% du témoin. Cette observation
n'est donc pas fiable dans le casieia fabaou des racines préexistantes sont utilisées pour
les tests. En milieu solide, cette théorie n'egfiquement pas vérifiée pour 'HM avec le
protocole 48h puisque ce dernier prone I'expositierracines préexistantes, mais elle ne I'est
pas non plus pour le protocole 5j ou les racingzaggssent directement dans la matrice
testée. Pour le cuivre, en revanche, la théoriev@stiée en milieu solide quel que soit le

protocole.

De Marco et al. (2005) trouvent une tres forte @atron positive entre la longueur de la
racine primaire d&/icia fabaet le nombre de micronoyaux retrouvés dans lesstaéres de
ces mémes racines. L'explication logique peut ea @tie plus I'organisme croit et plus ses
cellules se multiplient, augmentant mathématiquer@eprobabilité de survenue d’une lésion
de I'ADN. Nous n’avons pour notre part constaté usgc corrélation entre ces deux
grandeurs, ceci étant en partie di au fait queale@ses employées pour les mesures ne sont

pas les mémes.

On sait que lorsque I'IM diminue en-dessous d’uriaie seuil, la fréequence de micronoyaux

a tendance a diminuer également. De plus, commle@yagpau paragraphe précédent, un plus
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grand nombre de mitoses signifie également un gend risque de formation de
micronoyaux. Pourtant, aucune corrélation claieeété établie entre ces deux parametres. La
seule explication que nous ayons pu trouver redaas le fait que cette régression ne pouvant
se faire que pour une concentration de toxique @nmous disposons pour chaque
expérience de 6 données issues de 3 individusretiié Pour disposer d’'un plus grand
nombre de valeurs il nous faut mélanger plusiexy®eences différentes conduites a la
méme concentration de toxique. Les variations imdériduelles ou inter-expérimentations

sont sans doute en partie responsables de la mo#latmn.

Nous n’avons donc trouvé aucune corrélation erdgmetfois parametres que nous avons
I'habitude de mesurer au cours d'un test des mayaunx, a savoir I'élongation racinaire,
I'IM et bien sdr la frequence de micronoyaux. ksisdonc indépendants les uns des autres et

non redondants, et donc complémentaires.

1.2 Sensibilité

En regle générale, au cours de tous les tests que avons conduits, le méme ordre se
dégage entre nos différents biomarqueurs en matesensibilité décroissante : mcn > IM >
croissance > germination. |l faut néanmoins signgles sur les sols ou percolats de friche
industrielle (Neuves-Maisons), I'élongation racheapeut étre plus sensible que I'IM. De

plus, certaines substances peuvent inhiber lasaoce végétale sans étre génotoxiques.

Cet ordre est cohérent avec les résultats de lpagludes auteurs, méme si des avis
discordants existent. Par exemple, de maniére engpte, Chakraborty et al. (2009) trouvent
surAllium cepaexposé en milieu solide a un cocktail de métawmnsdme matrice complexe :
fréequence de cellules binucléées > test des cometdserrations chromosomiques = IM =
élongation racinaire > mcn. Seth et al. (2008) \emt : aberrations chromosomiques = test
des cometes > IM = mcn ch@flium cepaexposée au cadmium. Chenus sylvestrigxposé

au cadmium, Schitzendibel et al. (2001) trouvesibiigation racinaire autant voire plus
sensible que les enzymes du stress oxydatif, &atgion réduit et la mort cellulaire, alors
gu'il est plutét généralement admis que les marggieunacroscopiques » sont affectés a des
concentrations supérieures a celles impliquanpdeametres « microscopiques ».

Ces disparités justifient I'utilisation du plus gchnombre de tests possible, aucun n’ayant

vraiment prouvé une quelconque suprématie de fagnsensuelle.
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2 Ajustement du protocole du test des micronoyaux

2.1 Praticité

Ce test est simple a réaliser, quoique chronophéhge nécessite pas non plus d’appareillage

sophistiqué (un microscope suffit).

2.2 Spécificité

L’intérét du test des micronoyaux réside dans ilediae I'occurrence naturelle de ce type de
dommages est trés faible et donc que les témoigatife affichent normalement un taux de
micronoyaux compris entre 0 et 1%o. L’apparitionnmderonoyaux, mémes rares, est toujours

le signe d’une génotoxicité. La spécificité du &estdonc excellente.

2.3 Reépétabilite, reproductibilité

L’écart-type a la moyenne de la frequence de mmyaunx est souvent tres important, parfois
supérieur a 50% de la moyenne. Ces disparités cmmpensées par les trés importantes
différences constatées entre les individus expesdgs témoins, et entre les différentes
concentrations de toxique. Ainsi, si la répétabién elle-méme est faible, elle est la plupart
du temps suffisante pour dégager une haute sigtiifite statistique entre les différents

groupes testés.

Le nombre de micronoyaux dénombrés peut varierdmgud’'un opérateur a I'autre, mais

I'aspect final de la courbe concentration-réponstet@ujours le méme. La concentration du
« pic génotoxique » n’'a jamais été opérateur-dégeted Le test des micronoyaux possede
donc une reproductibilité correcte. De plus, let ®mmble peu affecté par les différents
protocoles testés, la présence de lumiére ou nodape la phase de prégermination ou le

nombre d’individus par pot.

2.4 Sensibilité

L’origine des graines employées pour le test estudeiller : des plantes cultivées sur
plusieurs générations dans un sol pollué au cuyarel’épandage de bouillie bordelaise se
montreront forcément moins sensibles a ce métah ta de méme pour le cadmium (Duan et
al. 2000).
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L’autre parameétre important qui peut faire variex sensibilité semble étre le temps
d’exposition. En effet, dans la littérature, onutre les valeurs suivantes de LOEC
micronoyaux pour une exposition de différents mesléde plantes supérieures exposées a

CdCb en solution :

« Aprés deux heures d'exposition et 36h de récumérati faut au moins 5.18M de
CdCk pour obtenir des micronoyaux chéiria faba(Steinkellner et al. 1998).

* Apres 12h d’exposition et 24h de récupération, GeadRosa et al. (2003) trouvent un
nombre significatif de micronoyaux dans les racisesondaires d€icia fabaa partir
de 2.10°M de CdC}.

» Sur le méme modeéNicia, De Marco et al. (1988) trouvent des micronoyayasir
de 4.10°M pour une exposition de 24h suivie de 24h de réatjon.

e CdCk induit la formation de micronoyaux dans les rasipeimaires deVicia faba
aprés 30h d’exposition & partir de 7,55MD(Manier et al. 2009).

» Aprés 48h d’exposition a Cd(Nf, Unyayar et al. (2006) obtiennent un nombre
significatif de micronoyaux pour 10 pM poidlium sativummais dés 16M pour

Vicia faba Aucune concentration inférieure n’a été test@ecpa auteurs.

La tendance est donc a 'augmentation de la sditsidu test lorsque le temps d’exposition

augmente. Cette constatation est confirmée paainsrauteurs :

e Allium sativumexposé durant 24 et 72h montre des micronoyauxaréir pdes
concentrations de ¥0et 10’ M de CdC} respectivement (Liu et al. 2003a).

« Pour Béraud et al. (2007) les premiers signes detggicité se manifestent & il
pour une exposition de 30h mais dés 7,8.pour 39h. A 48h d’exposition, les
nombres de micronoyaux retrouvés sont bien supérigce qu'ils étaient pour les

deux temps les plus courts.

Quant a nous, nous avons montré qu’'apres 5 joaspdsition en milieu solide, le nombre de
micronoyaux est inférieur & ce qu’il est a 48h. Nésultats sont confirmés par Marcato-
Romain et al. (2009). Pour rendre notre test |s gkensible possible, il faut donc trouver le

juste temps d’exposition, qui parait se situer @extours de 72h.
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2.5 Le protocole « 5 jours » : avantages et inconvé  nients

251

2.5.2

Avantages

Pour la mesure de la croissance racinaire, on séspbune sensibilité souvent
supérieure a celle du protocole 48h. En effet,acees molécules (antigerminatifs)
inhibent I'apparition des racines secondaires passleur allongement ;

On plante directement la racine primaire dans @& sester, sans craindre d’abimer les

racines secondaires.

Inconvénients

Il existe toujours un risque que I'une des plamiesse développe pas : il faut donc
utiliser quatre jeune pousses pour s’assurer @igedu moins survivront ;

il faut 5 jours pour que les racines se dévelopdennaniére suffisante ;

la mesure de la croissance racinaire est plus ¢qu#a qu'avec le protocole 48h car
lorsque les feves sont repiquées dans le sol camdarelles ne comportent que leur
racine primaire. A la fin de la contamination, anpeut donc pas mesurer I'élongation
racinaire, ce qui pose la question du choix deide toxicité : comment choisir les
3 racines que I'on va mesurer ? Doit-on choisiutfes paramétres complémentaires
(nombre de racines apparues, biomasse...) ?

Une durée d’exposition de 5 jours nécessitant uvsage quotidien oblige forcément
'opérateur a venir travailler pendant les weekser@ette contrainte sera forcément

rejetée par une commission de normalisation.
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2.6 Le protocole « 48h » : avantages et inconvénien ts

2.6.1

2.6.2

Avantages

L’exposition dure 48h, comme en milieu liquide, gei |égitimise une éventuelle
comparaison entre les deux modes de contamination ;

On peut mesurer les racines secondaires avantrés dexposition, ce qui ne pose
plus le probleme du choix du critéere de toxicitéous conservons le méme critere
pour les milieux solide et liquide ;

Les racines sont déja bien développées lors dquage, ce qui permet aux plantes de
survivre a coup sdr, a tout le moins en ce qui eoTEnotre expeérience ;

Il n’est pas nécessaire qu’un opérateur soit ptésemeek-end.

Inconvénients

Il est plus difficile de repiquer de jeunes plardagant déja des racines secondaires de
1 a 3 cm que des embryons comportant uniquemenaiciae primaire. On prend le
risque d’abimer l'une des racines mesurées, c’estquoi il est préférable d'en
mesurer au moins 4 en prévision des pertes.

La sensibilité de I'élongation racinaire est inéénie a celle obtenue pour le test 5

jours, en particulier pour I'HM.

2.7 Proposition d’'un protocole

Nous

pourrions proposer de placer dans le sol tertdss jeunes pousses comportant

uniquement leur racine primaire durant 3 jours. rPaccélérer la vitesse de pousse, la

température ou le taux d’humidité pourraient étrgnaentés. Ainsi, sans qu'il soit nécessaire

de venir le week-end, on peut espérer augmentsenaibilité du test des micronoyaux,

puisque d’apres les constatations effectuées d@aparhgraphe précédent, la durée optimale

d’exposition serait de 72h. On garderait égalenesensibilité de la mesure de la croissance

racinaire caractéristique du protocole 5 jours.

Concernant le choix du paramétre reflétant le miaworoissance racinaire, nous proposons le

critere « longueur des trois plus longues racines »
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3 Tests a long terme

Notre travail montre de fagon trés intéressantelgueertinence des différents biomarqueurs
gue nous utilisons (germination, croissance, miayanx) pour détecter une pollution dans
un sol dépend de la nature de la pollution et desaentration. Nous avons vu dans le cas du
cadmium étudié au 85.1 qu'un biomarqueur « micrpgge » comme le test des
micronoyaux était nécessaire pour mettre en évalemcrisque de perturbation du cycle de
vie des plantes. Ce test a long terme portait ser aoncentration trés élevée de cadmium.
Malgré tout, aucun signe externe de toxicité n@ ddtecté sur les deux premiers mois de
croissance, alors que le stress se manifeste endaitfacon dramatique surtout pour la
reproduction des individus. Les tests plantes mjass de germination et de croissance sur
guelques jours ne sont donc pas toujours asseibksngour détecter précocément les risques
d’une pollution. Dans ce cas, le test des microngyaune bonne valeur prédictive.

Il en est de méme pour 'HM a 5 pumol/kg. En effies plantes qui y sont exposées ne
présentent aucun dommage « macroscopique » dans prhesiiéres semaines mais
commencent a montrer des signes de sénescenceutdéd6 jours. Par contre, pour la
concentration de 20 pmol/kg, un simple test dessamce aurait pu aisément suffire a détecter

la pollution, mais pas un test de germination.

Dans le cas du cuivre, a I'exception d’'un seulvidli, aucun marqueur « macroscopique »
n'a été modifié sur toute la durée de I'expérieriae.pouvoir prédictif du test dans ce cas

reste a approfondir.

A la lumiére de ces constatations, nous pouvonslganque le test des micronoyaux, en plus
d’étre un outil simple et efficace pour la déteration de la génotoxicité des matrices
polluées, pourrait étre un réel indicateur d’'unquis potentiel d'altération et/ou de

modification du cycle de vie des plantes poussanus sol pollué.
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4 Application a la gestion des sols contaminés

Nous avons vu que les tests de génotoxicité needbien aucun cas étre conduits seuls mais
au contraire étre accompagregéminimade tests plantes classiques. Seule la compléniténtar
de ces tests permet une vue d’ensemble des effieis ohatrice sur I'organisme. Dans l'idéal,
en fonction de l'information qui nous intéresses tests plantes doivent étre couplés a des

tests sur d’autres organismes.

La décision d’'intervenir sur un sol pour le dépetldoit étre marement réfléchie. En effet, le
travail sur le sol contaminé de Neuves-Maisons reappris que dans certains cas, il n'est
pas conseillé d’intervenir pour dépolluer un sal;, celui-ci perd sa structure et beaucoup de
ses nutriments et peut devenir plus toxique quétait au départ (Bonnard et al. 2010). II
peut étre préférable au contraire de le laissevs@pafin qu’il s’enrichisse naturellement en
nutriments et matieres organiques, ce qui peutr gair effet de diminuer progressivement
sa toxicité. Dans un sol naturel, méme fortemetiu@pla biodisponibilité des substances
toxiques peut en effet étre tres limitée. Un plarr@médiation est alors inutile, voire contre-
productif car il perturberait fatalement I'équildrdu sol, ce qui pourrait avoir pour

conséquence d’augmenter la mobilité des pollugisyman et al. 2010).

La faiblesse des tests effectués sur les sols \denfait qu'ils exigent des étapes de
préparation qui modifient I'équilibre des sols eupent mener a une surévaluation du risque
(Chapman et al. 2010). Avant toute remédiatiorgsii donc nécessaire de vérifier que la
biodisponibilité n’est pas augmentée par désorgéinis de la structure du sol (van Herwijnen
et al. 2007). De plusyicia fabaentre autres est capable de diminuer le pH duaoet sa
rhisosphere afin d’augmenter I'absorption des marits (Yan et al. 1992). Ce faisant, les
plantes peuvent augmenter la biodisponibilité detaox du sol (Nowack et al. 2010).

L’ensemble de ces éléments montre qu’il serait@stgant de développer des tastsitu.
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5 Le programme Nanoalter

L’étude des sous-produits d’altération (SPA) deatamposites contenant des nanoparticules
de TiO, nous a appris que méme s'ils présentent une fmeension a constituer des
agrégats de grande taille, les SPA sont interreatis@s les racines des plantes. Méme si cette
étude a été menée a des concentrations sans desiteupérieures a celles attendues dans
I'environnement, I'internalisation de ces structudans les tissus vivants a de quoi inquiéter.
Pourtant, la grande quantité de SPA retrouvée @dareine n’a eu quasiment aucun effet sur
la physiologie de la plante, ce qui prouve quentesériaux s’y touvaient sous une forme peu
réactive, du moins apres 48h d’exposition. Il resteesaire de mener des investigations pour
prévoir le devenir de ce genre de structures aueréghéance, et leur effet a plus long terme
sur les organismes vivants. Par ailleurs, si noogsnsommes focalisés sur I'étude des
nanocomposites uniquement, il serait égalementessant d’évaluer |'écotoxicité de la

totalité des composants des crémes solaires.

6 Conclusion et perspectives

Notre travail illustre la pertinence du test dexnamoyaux pour diverses applications en
milieux liquide comme solide : évaluation de la gi@xicité de matrices polluées (GISFI),
appréciation des risques inhérents a la dégradaomanocomposites manufacturés dans
I'environnement (Nanoalter).

Comme nous l'avons déja souligné, ce test jouihe’bonne reproductibilité, mais méme si
ses résultats semblent peu affectés par des wasathineures de protocole, I'harmonisation
de ce dernier par une normalisation ISO permettrag meilleure comparabilité entre les
résultats des différents laboratoires. A cet égam expériences ont permis d’initier le
processus de normalisation du test qui est d'drégja en cours, méme s'il nécessite encore

certains ajustements.

De plus, nous avons ouvert une voie non encoreoedg| celle de la signification a long
terme pour la plante des dommages génotoxiqueslegspar le test des micronoyaux. Les
premiers résultats laissent a supposer une petimmbdu cycle de vie de la plante qui se
manifeste tardivement et peut affecter sa croigsason aspect, sa floraison ou sa

fructification. Néanmoins, il est difficile de savasi les anomalies constatées sont réellement
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dues aux Iésions génotoxiques ou si elles sordeséquences d’un mécanisme indépendant
inhérent a la molécule testée. En tout état deegayse ces lésions génotoxiques soient
directement responsables de I'altération du cyelerid, ou que la présence de micronoyaux
ne soit qu'un dommage collatéral d'un autre méeaaisesponsable de la perturbation de ce

cycle, la présence de ces indicateurs est forcélmé@moin d’une grave perturbation.

Afin de connaitre le véritable impact de la prégede micronoyaux dans les cellules de la
plante, il faudrait créer des lésions génotoxigdass les racines de jeunes pousses a l'aide
d’'un agent non rémanent, par exemple par le biaisedirradiation (Minouflet et al. 2005),
puis vérifier la formation de micronoyaux sur uogpe d’'individus tandis que I'autre groupe
serait repiqué dans un sol non pollué. En surveilla croissance et le cycle de vie de ces
individus, on pourrait ainsi connaitre le véritaldepact a long terme de la présence de

|ésions génotoxiques dans les racines d’une jelamep

En ce qui concerne le test des cométes, il mémjaement sa place dans Il'arsenal
d’évaluation des matrices complexes ou de screaméngouvelles molécules, mais il exige

une bonne prise en main et une relative expéripaaeétre fiable.
Pour compléter notre arsenal de tests de génatéxitiserait également possible d’avoir

recours a la cytométrie de flux. Cette technique piénte permet la détection et la

guantification exacte des dommages chromosomiddestéiro et al. 2010).
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ANNEXE 1
Dosages des sols de Neuves-Maisons (GISFI)

Percolats du 11/09/2007

Hauteur Oxygéne
Parcelle d'eau Temp. pH Conductivité| dissous AP tot
(cm) (°C) (mg/L) (Hg/L)

1TC 12(15,6 7,7 3,53 1,61 160
2MS 0

3VS 18(15,8 8,02 3,41 1,31 223
4VS 13(15,9 7,66 3,14 0,58 188
5MSm 0

6MSm 0

7TD 0

8MS 0

9TC 15(16,3 7,95 3,44 1,44 168
10TN 19(16,2 7,94 3,30 1,39 176
11VS 19(16,2 7,87 3,42 1,19 201
12TD 0

13TD 0

14MSm 0

15VS 17(16,3 7,71 3,29 1,22 196
16TD 0

17TN 21116,8 7,94 3,15 1,69 166
18TN 22116,7 7,84 3,25 1,54 166
19TN 25|16,8 7,68 3,10 1,27 167
20TC 2016,5 7,91 3,38 1,42 164
21MSm 1

22MS 0

23MS 0

24TC 18(16,6 7,36 3,33 0,16 128




Percolats du 14/12/2007

Hauteur Oxygene
Parcelle d'eau Temp. pH Conductivité| dissous AP tot
(cm) (°O) (mg/L) (Mg/L)
1TC >60 7,4 7,62 3,61 0,18 183
2MS >60 7,6 7,78 3,00 0,08 288
3VS >60 7,3 7,94 3,21 0,18 249
4VS >60 6,9 7,97 3,17 0,11 244
5MSm >60 7,7 7,76 3,07 0,16 264
6MSm [ >60 7,7 7,85 3,07 0,08 288
7TD
8MS >60 7,05 7,86 3,23 0,13 270
9TC >60 8,6 7,82 3,62 0,16 180
10TN >60 8,2 7,78 3,59 0,21 188
11VvS  |>60 7,9 7,95 3,15 0,10 226
12TD
13TD
14MSm | >60 8,05 7,84 3,07 0,13 273
15VS  [>60 8,1 7,91 3,10 0,19 230
16TD
17TN >60 8,2 7,85 3,41 0,19 182
18TN >60 8,0 7,80 3,47 0,18 179
19TN |>60 8,1 7,82 3,38 0,07 188
20TC |>60 7,8 7,86 3,53 0,17 175
21MSm | >60 8,4 7,83 2,85 0,06 276
22MS | >60 8,0 7,79 3,10 0,12 267
23MS >60 8,2 7,89 2,94 0,12 277
24TC  |>60 7,9 7,83 3,48 0,15 176




Percolats du 7/04/2008

Hauteur

Oxygéne

Parcelle d'eau Temp. pH Conductivité| dissous AP tot
(cm) (°C) (mg/L) (Mg/L)
1TC 16 6.8 8.3 260 0.04 197
2MS 15 6.8 8.32 276 326
3VS 22 6.7 8.29 270 243
4VS 19 6.5 8.21 275 238
5MSm 15 6.4 8.26 269 281
6MSm 13 6.3 8.24 282 294
77D 13 6.5 8.22 244 130
8MS 15 6.4 8.16 284 288
9TC 18 6.8 8.1 261 200
10TN 18 7 7.94 267 202
11VS 21 6.7 7.93 267 216
12TD 12 6.7 8.06 243 129
13TD 13 6.8 8.06 244 113
14MSm 15 6.9 7.95 277 276
15VS 21 7.2 7.98 270 213
16TD 1
17TN 16 6.8 7.97 268 197
18TN 18 7 7.86 261 195
19TN 17 6.9 7.98 261 202
20TC 16 6.9 7.93 259 197
21MSm 1
22MS 14 6.8 8 274 301
23MS 15 7 7.91 281 293
24TC 17 6.8 7.85 259 197




Analyses de sols

Les tableaux suivants présentent les caractéregtiqtiles dosages des nutriments, métaux ou
HAP sur les parcelles de Neuves-Maisons. Nous avaloslé pour chacune des trois dates la
moyenne et I'écart-type de chaque lot de 4 paxalj@nt subi le méme traitement.

Hydrocarbures Aromatiques
Polycycliques Codes
Matiére Seche MS
Naphthaléne HAP 1
Acenaphtyléne HAP 2
Acénaphténe HAP 3
Fluoréne HAP 4
Phénanthréne HAP 5
Anthracéne HAP 6
Fluoranthéne HAP 7
Pyrene HAP 8
Benzo[a]anthracéne HAP 9
Chrysene HAP 10
Indeno[1.2.3-cd]pyrene HAP 11
Benzo[b]fluoranthene HAP 12
Benzo[k]fluoranthéne HAP 13
Benzo[a]pyrene HAP 14
Dibenzo[a.h]Janthracéne HAP 15
Benzo[g.h.i]perylene HAP 16
16 HAP US-EPA (mg/kg MS) | HAP-tot

Le dosage des 16 HAPs a été effectué selon lequietsuivant :

Lyophilisation (24 heures)

Tamisage a 2 mm

Broyage a 500 um de la fraction <a 2 mm

Extraction ASE 200 au dichlorométhane (130°C penh8aninutes)

Injection sur un couplage GC-MS apres calibratiomj@ut de standards internes
Les résultats présentés correspondent a la moygkndeux réplicats



Parameétres agronomiques (g/kg sauf C/N et pH, sans  unité)

23/04/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle Azote tot Azote tot C/N CI/N Corg Corg mat org mat org pH pH CaCo3 CaCo3 P205 P205
TC 2,622500 0,216083 23,32500 0,89954 61,12500 4,828647 105,6500 8,39583 7,087500 0,130480 11,82000 1,61584 0,053000 0,005477
MS 2,557500 0,193111 24,77500 2,35991 63,32500 8,023455 109,6250 13,93661 6,815000 0,420674 11,65250 7,09519 0,060250 0,012121
VS 2,660000 0,105830 24,12500 1,78396 64,27500 6,116303 111,1500 10,73732 7,007500 0,114127 11,85750 3,18421 0,056750 0,006702
MSm 2,662500 0,242539 23,82500 1,65605 63,20000 2,070427 109,5000 3,41565 6,950000 0,223159 12,64000 4,62353 0,057250 0,009465
D 1,047250 0,082160 55,52500 4,33311 57,92500 2,673793 100,2500 4,57347 7,665000 0,017321 38,35000 2,31301 0,083750 0,011325
™ 2,600000 0,089069 23,72500 0,64485 61,67500 2,338625 106,7500 4,27200 7,140000 0,076158 12,93000 3,39798 0,056250 0,006397

Eléments échangeables a I'acétate d'ammonium (g/kg) Eléments extractibles a I'EDTA (mg/kg)

23/04/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle Ca Ca Mg Mg K K Cu-dispo Cu-dispo Fe Fe Mn Mn Zn dispo Zn-dispo
TC 37,92500 1,956826 0,232750 0,017689 0,354250 0,017970 13,45000 0,994987 99,5250 5,49265 88,9500 6,13324 185,0000 14,21267
MS 34,97500 2,634862 0,190000 0,027833 0,340750 0,029602 10,95000 0,655744 95,3000 8,01748 184,7500 50,80272 196,5000 16,90168
VS 36,42500 0,784750 0,222000 0,013292 0,352750 0,031479 12,05000 0,732575 94,9000 4,03072 160,7500 20,62967 188,5000 11,15049
MSm 36,02500 2,099802 0,178250 0,016358 0,315000 0,030930 10,59500 0,614356 90,3250 3,83525 184,0000 22,77425 184,5000 21,12660
™D 24,25000 1,707825 0,101000 0,002160 0,305750 0,008302 11,22500 0,618466 27,7250 1,18145 89,4750 1,31498 207,2500 9,21502
™ 37,35000 1,001665 0,281000 0,064327 0,365000 0,025140 13,52500 0,499166 102,4500 2,73435 91,6750 13,04208 191,7500 13,22561

Métaux totaux (mg/kg)

23/04/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle B B Cr Cr Co Co Cu-tot Cu-tot Ni Ni Zn-tot Zn-tot Cd Cd
TC 4,815000 0,214243 761,750 151,3701 24,92500 1,424488 137,0000 6,37704 96,2750 4,83210 2150,000 197,1463 2,945000 0,106615
MS 4,482500 0,588296 996,000 406,3832 21,45000 5,587188 130,5000 19,95829 81,5750 20,96209 1820,000 375,5884 2,532500 0,749283
VS 4,862500 0,222767 1188,250 875,9103 20,82500 6,623884 137,2500 21,40677 81,2000 24,83479 1773,250 640,4547 2,500000 0,760701
MSm 4,600000 0,451737 771,500 158,7587 24,05000 1,008299 137,7500 13,14978 91,6500 2,89079 1955,000 185,9211 2,905000 0,079373
™D 2,212500 0,045735 468,500 52,1888 26,87500 0,801561 110,2500 5,79511 100,4750 1,25266 2685,000 134,7838 2,307500 0,275484
TN 5,195000 0,349237 753,500 193,7516 24,82500 0,386221 136,5000 11,56143 96,2000 1,67332 2117,500 122,8481 2,915000 0,098826

Métaux totaux (mg/kg)

23/04/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle Mb Mb Pb Pb Th Th Hg Hg As As mat séche % mat séche %
TC 11,42500 1,203813 653,7500 94,0261 0,820750 0,133540 4,780000 0,346410 61,90000 5,95819 86,85000 0,404145
MS 11,47500 0,403113 478,5000 115,1593 0,751750 0,051136 4,965000 1,307173 53,02500 11,54913 92,07500 0,704154
VS 11,32500 0,287228 450,5000 184,6158 0,677750 0,192360 3,940000 1,410674 50,87500 18,32655 89,65000 0,506623
MSm 11,05000 0,525991 518,5000 67,2978 0,796250 0,026005 6,217500 1,644068 60,17500 1,94487 91,92500 0,330404
TD 13,17500 1,687947 763,2500 36,1236 0,879000 0,020216 1,685000 0,064550 66,17500 1,71731 93,57500 0,377492
™ 11,47500 0,287228 556,2500 46,7003 0,762750 0,077839 4,465000 0,476760 60,90000 0,49666 87,25000 0,881287




HAP (mg/kg matiére séche)

23/04/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle HAP 1 HAP 1 HAP2 HAP2 HAP3 HAP3 HAP4 HAP4 HAPS HAPS HAP6 HAP6 HAP7 HAP7
TC 35,72500 6,08516 52,17500 3,58643 51,22500 6,56423 43,72500 6,04614 128,6750 15,09666 220,5500 17,2328 238,5250 18,41582
MS 49,97500 7,54735 58,15000 7,13886 68,80000 12,75539 63,75000 16,41574 173,5250 36,61224 286,4750 46,0349 284,4250 49,33433
VS 43,92500 9,13359 53,97500 5,37052 65,05000 12,76205 60,05000 15,75003 156,3250 30,87948 279,8750 109,0798 261,2750 29,41591
MSm 47,87500 15,48513 55,07500 5,60082 60,57500 5,72152 52,92500 4,22877 160,3250 18,74680 271,2750 35,6658 281,5250 32,41485
™D 2,77500 0,82614 2,22500 0,09574 0,95000 0,23805 1,77500 0,20616 7,4500 2,45017 9,1500 2,4090 11,5000 3,61663
™ 35,62500 1,47054 50,62500 2,09185 44,45000 4,12513 39,32500 4,94596 120,5500 9,96042 208,6000 28,5196 226,2000 13,39577

HAP (mg/kg matiére séche)

23/04/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle HAP8 HAP8 HAP9 HAP9 HAP10 HAP10 HAP11 HAP11 HAP12 HAP12 HAP13 HAP13 HAP14 HAP14
TC 175,5500 11,44800 148,8750 8,81906 99,8500 7,43079 122,7750 6,76283 99,0500 4,78922 35,87500 1,46145 125,5250 5,43223
MS 206,0000 34,36267 173,1000 23,21996 114,8000 16,13320 132,6250 7,61025 108,5250 10,38793 39,27500 4,25314 141,3250 12,29942
VS 189,3250 16,73387 162,4500 14,88276 102,9250 12,59560 130,1500 10,90825 105,4250 7,60016 37,60000 2,37346 132,3500 10,32327
MSm 206,0750 24,16476 175,4500 20,77507 114,3500 11,97623 135,1000 13,52504 110,6750 7,84108 40,37500 2,77173 144,1250 12,08094
D 7,4750 2,53689 7,2250 1,78582 4,6000 1,56844 7,5250 1,16154 6,4250 1,50859 2,47500 0,45735 6,2500 0,83467
™ 169,2750 10,12830 144,8000 11,07941 96,8750 4,02275 121,8000 2,83666 95,2250 8,20950 35,40000 1,16619 124,2250 7,18581

HAP (mg/kg matiére seche)

23/04/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle HAP15 HAP15 HAP16 HAP16 HAP-tot HAP-tot
TC 18,40000 0,948683 50,05000 1,88591 1646,625 114,6599
MS 18,97500 0,899537 53,87500 3,10953 1973,600 263,8447
VS 19,35000 1,292285 52,20000 3,89615 1852,225 283,1826
MSm 19,37500 1,203813 54,52500 3,44129 1929,600 206,0508
D 2,35000 0,057735 3,27500 0,68496 83,450 20,0580
™ 17,95000 0,785281 50,57500 1,32508 1581,525 83,1602



Parameétres agronomiques (g/kg sauf C/N et pH, sans  unité)

11/09/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle Azote tot Azote tot C/N CI/N Corg Corg mat org mat org pH pH CaCo3 CaCo3 P205 P205
TC 2,635000 0,089629 24,55000 0,90370 64,52500 0,932291 111,5000 1,73205 7,242500 0,171537 12,91250 2,84733 0,056000 0,008756
MS 2,952500 0,142215 23,60000 1,55563 69,60000 4,815254 120,2500 8,26136 7,132500 0,330290 15,37750 5,23011 0,064000 0,011860
VS 2,602500 0,071822 25,15000 0,91104 65,50000 3,207283 113,5000 5,68624 7,292500 0,089954 14,27500 1,95000 0,057000 0,006683
MSm 2,870000 0,074386 22,90000 1,00000 65,77500 3,623419 113,7500 6,18466 7,177500 0,075000 12,58750 3,50485 0,059000 0,009764
TD 1,065000 0,053229 59,92500 1,56285 63,87500 4,097459 110,5000 7,00000 7,687500 0,009574 40,32500 1,71148 0,073250 0,004500
™ 2,517500 0,077190 23,80000 1,01653 59,97500 4,232710 103,6250 7,36405 7,297500 0,143614 14,42500 2,23514 0,059500 0,007724

Eléments échangeables a I'acétate d'ammonium (g/kg) Eléments extractibles a I'EDTA (mg/kg)

11/09/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle Ca Ca Mg Mg K K Cu-dispo Cu-dispo Fe Fe Mn Mn Zn dispo Zn-dispo
TC 39,20000 3,356586 0,246250 0,026588 0,365750 0,028687 14,20000 1,197219 102,4750 2,42951 72,0250 8,03051 178,2500 12,84199
MS 37,15000 3,567913 0,227750 0,013696 0,412250 0,072958 13,32500 1,719254 101,1750 14,16719 107,0000 7,11805 179,2500 12,81601
VS 39,60000 3,712142 0,302500 0,067816 0,360000 0,032619 13,30000 0,668331 101,7500 2,21736 87,7750 5,24746 170,5000 12,39624
MSm 37,80000 4,017462 0,195500 0,010472 0,344000 0,036724 11,92500 0,921502 96,7250 7,13927 116,1750 21,13739 157,5000 16,25833
D 18,40000 4,400758 0,095275 0,006206 0,378750 0,026171 17,02500 9,728780 26,9250 0,09574 73,6000 0,47610 186,2500 13,09898
™ 30,04500 19,332255 0,319000 0,026420 0,350000 0,075829 13,05000 0,810350 102,0750 3,98110 72,1250 5,22199 172,2500 6,99405

Métaux totaux (mg/kg)

11/09/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle B B Cr Cr Co Co Cu-tot Cu-tot Ni Ni Zn-tot Zn-tot Cd Cd
TC 5,617500 0,425000 736,000 59,3577 27,15000 0,619139 142,7500 9,10586 105,2500 2,62996 2385,000 137,7195 3,042500 0,122848
MS 5,235000 0,989630 751,500 138,9160 27,30000 1,344123 145,2500 11,70114 106,0000 4,54606 2495,000 351,6153 3,062500 0,152179
VS 5,705000 0,712297 742,500 74,5185 26,32500 0,655108 161,5000 32,18178 102,3000 2,11975 2387,500 214,0677 3,117500 0,079320
MSm 5,310000 0,173781 760,750 56,5236 27,62500 0,478714 152,2500 10,71992 106,5000 1,91485 2387,500 162,5577 3,127500 0,147958
D 2,510000 0,080416 437,000 75,0200 29,87500 0,956992 124,5000 6,13732 113,7500 3,09570 2985,000 76,8115 2,562500 0,079320
™ 5,910000 0,251529 740,000 88,2043 26,72500 0,754431 145,2500 3,86221 103,5000 2,08167 2335,000 197,3998 3,047500 0,102429

Métaux totaux (mg/kg)

11/09/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle Mb Mb Pb Pb Th Th Hg Hg As As mat séche % mat séche %
TC 11,60000 0,711805 618,0000 24,5900 0,768500 0,144643 4,512500 0,751193 78,20000 16,85883 84,77500 0,150000
MS 12,05000 0,695222 661,5000 73,9256 0,741000 0,077722 5,192500 0,650045 62,32500 31,41702 87,57500 0,694622
VS 12,85000 2,551470 617,2500 40,3020 0,719500 0,047050 4,570000 0,269444 45,00000 7,56527 84,62500 0,585235
MSm 11,77500 0,221736 630,2500 42,8981 0,718500 0,016523 5,350000 0,965436 54,72500 21,84512 88,02500 0,758837
TD 12,92500 0,478714 882,0000 33,5361 0,804500 0,061679 1,900000 0,219848 84,45000 15,89014 91,62500 0,906918
™ 12,52500 1,526161 610,7500 39,4493 0,718500 0,034886 5,512500 1,249517 77,00000 13,75670 84,67500 0,556028




HAP (mg/kg matiére séche)

11/09/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle HAP 1 HAP 1 HAP2 HAP2 HAP3 HAP3 HAP4 HAP4 HAPS HAPS HAP6 HAP6 HAP7 HAP7
TC 26,72000 2,33979 40,24250 1,47190 37,73750 8,51790 32,50250 8,39225 108,6600 26,99230 204,8100 37,4972 189,1925 30,66823
MS 35,92000 2,81831 44,35250 2,76200 46,54000 7,34414 42,22000 7,73298 133,9325 18,42347 246,2525 26,8387 221,9300 14,20372
VS 40,05500 16,06144 41,25000 4,07867 46,69500 7,32803 43,44250 12,32376 131,0425 31,63867 228,7750 44,0271 213,7200 33,00603
MSm 39,52750 13,03783 46,58250 4,34891 51,08500 7,95328 51,65000 9,36674 150,5100 24,70641 260,0350 30,9514 240,5025 30,50024
TD 2,46000 2,28558 1,65000 0,66262 3,83000 5,95361 3,72000 5,45334 9,4750 6,24695 12,6625 5,6275 10,4900 3,84011
™ 25,69750 0,67702 39,80000 1,47244 35,97750 2,79081 32,42750 2,82355 106,6775 9,31494 216,9850 38,6761 183,8875 12,46792

HAP (mg/kg matiére séche)

11/09/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle HAP8 HAP8 HAP9 HAP9 HAP10 HAP10 HAP11 HAP11 HAP12 HAP12 HAP13 HAP13 HAP14 HAP14
TC 162,4975 23,46315 132,0050 17,41400 96,8725 13,60662 105,1000 7,04176 113,5375 9,85502 50,24500 4,73279 133,5375 12,35326
MS 185,7675 10,05197 151,2825 6,38479 112,3850 5,14156 112,9000 3,74952 126,7550 3,33861 56,45500 1,54155 152,3400 4,81544
VS 180,3350 25,73602 144,9000 21,71485 106,0725 14,93224 107,6275 11,16298 121,1625 14,05124 53,91500 5,32679 145,5250 16,60622
MSm 201,3000 23,60134 163,7100 18,82643 119,2975 12,53557 118,1225 8,94708 125,0875 27,25465 59,86250 5,66562 160,1600 15,20591
TD 9,0675 3,24813 7,2650 2,00952 6,1700 1,52606 5,8450 1,08654 7,0850 1,50582 3,25500 0,61060 5,4650 1,56321
™ 158,6150 13,17211 129,1600 9,78587 93,8850 6,53417 102,3250 4,96789 111,4975 5,60971 49,24500 2,71969 131,0700 7,11900

HAP (mg/kg matiere séche)

11/09/2007 moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle HAP15 HAP15 HAP16 HAP16 HAP-tot HAP-tot
TC 25,49250 1,609376 69,28500 4,56261 1447,963 326,7994
MS 27,53750 0,820381 75,02500 2,60033 1771,598 103,1356
VS 26,78500 2,348226 71,32000 6,51090 1702,623 263,1169
MSm 28,82500 2,150806 77,51250 5,34693 1893,773 231,4682
TD 2,50750 0,191725 4,19250 0,77869 90,525 44,9077
™ 25,15500 0,998883 67,92000 3,00214 1246,963 265,8651



Parameétres agronomiques (g/kg sauf C/N et pH, sans  unité)

07/04/2008 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle Azote tot Azote tot C/N CI/N Corg Corg mat org mat org pH pH CaCo3 CaCo3 P205 P205
TC 2,627500 0,331801 25,00000 0,60553 65,72500 8,290306 113,5000 14,38749 7,832500 0,147281 14,42500 1,11467 0,073750 0,005315
MS 2,592500 0,236696 25,57500 1,24466 66,22500 5,908962 114,5000 10,34408 7,722500 0,040311 15,62500 4,20506 0,077500 0,008062
VS 2,430000 0,144453 25,90000 0,88318 62,87500 3,125567 109,0000 5,35413 7,695000 0,110303 15,95000 2,73435 0,070500 0,007047
MSm 2,570000 0,126491 23,42500 1,49750 60,10000 3,665151 103,9750 6,36678 7,527500 0,078049 13,60000 3,71484 0,065500 0,009747
TD 1,088750 0,073979 57,02500 3,00153 62,05000 5,654791 107,3000 9,99800 8,387500 0,199729 45,77500 1,08128 0,085500 0,007724
™ 2,405000 0,214554 25,67500 0,74106 61,65000 4,461315 106,7000 7,65681 7,632500 0,130224 15,27500 3,60867 0,072250 0,009912

Eléments échangeables a I'acétate d'ammonium (g/kg) Eléments extractibles a I'EDTA (mg/kg)

07/04/2008 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle Ca Ca Mg Mg K K Cu-dispo Cu-dispo Fe Fe Mn Mn Zn dispo Zn-dispo
TC 77,75000 78,168045 0,161250 0,012093 0,343750 0,033669 13,30000 0,948683 95,5000 12,43570 100,5500 10,52663 165,2500 14,63728
MS 74,40000 69,740137 0,380250 0,420048 0,567000 0,356233 12,55000 0,525991 92,6750 6,42774 105,3750 9,26800 169,7500 21,37561
VS 41,67500 3,210789 1,483500 1,353299 0,503250 0,278534 12,92500 0,525198 95,6250 3,09448 108,0500 7,47507 173,5000 14,43376
MSm 87,42500 95,060555 0,485500 0,643265 0,515000 0,254845 12,85000 1,907005 95,9500 6,97687 122,1000 18,18168 162,5000 19,90812
D 116,25000 4,991660 0,086725 0,006039 0,364750 0,020419 11,75000 1,642153 31,7750 4,05494 84,1500 4,37074 191,5000 14,10674
™ 81,77500 82,839861 0,758250 0,653309 0,497750 0,300208 14,02500 0,377492 99,2750 2,73907 100,9000 5,28268 179,7500 15,28343

Métaux totaux (mg/kg)

07/04/2008 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle B B Cr Cr Co Co Cu-tot Cu-tot Ni Ni Zn-tot Zn-tot Cd Cd
TC 3,932500 0,141038 670,500 149,5382 26,87500 2,780138 138,0000 8,52447 100,4500 7,62867 2192,500 338,8584 2,817500 0,161323
MS 3,570000 0,155563 684,750 141,7965 25,70000 1,991649 133,2500 11,70114 95,6250 6,16462 2237,500 185,5398 2,652500 0,151959
VS 5,190000 0,782219 731,500 65,6684 23,90000 1,388044 135,5000 12,12436 90,7500 5,10065 2035,000 122,3383 2,642500 0,144539
MSm 4,277500 0,215774 777,500 104,9365 24,40000 0,840635 135,5000 5,91608 92,8750 2,59663 1947,500 223,6627 2,650000 0,067330
D 1,615000 0,128970 422,250 92,5360 27,50000 2,264214 114,7500 9,21502 101,3000 6,94454 2700,000 284,6050 2,100000 0,293258
™ 4,262500 0,322942 719,750 142,3596 25,20000 1,070825 136,2500 3,50000 98,0000 8,62825 2100,000 140,9492 2,717500 0,062915

Métaux totaux (mg/kg)

07/04/2008 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle Mb Mb Pb Pb Th Th Hg Hg As As mat séche % mat séche %
TC 11,05000 0,772442 634,5000 255,7636 0,670000 0,061903 5,062500 0,470133 60,75000 6,70199 82,72500 0,262996
MS 11,20000 0,547723 520,0000 49,2950 0,659250 0,067500 5,252500 1,387477 56,50000 2,64575 82,27500 0,411299
VS 10,72500 0,537742 481,7500 20,8866 0,630500 0,042162 6,315000 2,348567 60,25000 8,99537 82,40000 1,073934
MSm 10,72500 0,780491 446,7500 48,8083 0,630750 0,038793 5,845000 2,273052 59,50000 6,45497 82,15000 0,700000
TD 11,52500 0,639661 674,5000 70,9295 0,722750 0,038108 1,655000 0,230145 74,50000 5,44671 83,25000 0,129099
™ 10,70000 0,668331 532,0000 69,2243 0,669000 0,045891 5,132500 1,576925 60,75000 6,13052 82,55000 0,465475




HAP (mg/kg matiére séche)

07/04/2008 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle HAP 1 HAP 1 HAP2 HAP2 HAP3 HAP3 HAP4 HAP4 HAPS HAPS HAP6 HAP6 HAP7 HAP7
TC 29,84000 2,95460 38,25000 2,81398 39,73750 2,45370 34,06750 4,18363 111,6900 6,90073 38,6550 7,9924 197,9425 9,10034
MS 31,43000 1,48959 36,99000 3,15979 48,69000 5,06271 58,33250 36,74522 124,4875 13,21823 50,5650 8,6275 206,3650 15,73902
VS 35,01250 5,11635 39,54000 5,40800 54,17500 7,48626 47,88500 8,51757 148,7075 14,84859 49,9325 8,5062 239,2550 10,33070
MSm 31,34000 3,37527 37,48500 4,20516 49,68500 7,48654 41,84750 7,90579 124,8800 17,01196 49,7200 5,3161 208,0200 22,49986
™D 1,84000 0,16833 1,12000 0,05477 0,65250 0,12553 1,05250 0,10243 6,4975 0,54353 1,7650 0,3529 9,1050 0,92961
™ 30,40500 3,09068 40,04250 2,35984 40,88000 3,77913 53,68750 38,27539 116,3750 17,84993 46,4525 5,0650 202,6875 21,56813

HAP (mg/kg matiére séche)

07/04/2008 moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle HAP8 HAP8 HAP9 HAP9 HAP10 HAP10 HAP11 HAP11 HAP12 HAP12 HAP13 HAP13 HAP14 HAP14
TC 146,4975 6,11760 103,1975 0,92110 94,2975 3,18340 98,0925 2,08286 153,9200 5,65288 56,72000 2,34471 94,4275 7,58430
MS 150,5450 8,84049 108,6525 6,92400 96,5725 8,02264 97,9250 7,55899 154,9150 10,32481 57,30500 4,04503 105,6900 4,70354
VS 168,7550 11,06545 119,6150 5,76167 108,4400 6,23108 102,0800 2,70708 163,8800 4,11004 61,32000 1,92750 108,5750 6,96470
MSm 149,6850 18,26328 107,6550 11,26507 96,8550 11,24358 94,8600 10,47438 153,3525 13,87985 57,12500 5,87157 101,5950 6,85584
™D 6,2850 0,92147 4,6725 0,52475 5,0175 0,45639 4,7575 0,20759 8,0425 0,58031 2,87250 0,15586 2,4075 0,57500
™ 145,3100 14,79104 106,6150 7,57604 95,3025 9,44016 96,9925 6,90303 153,8250 14,63047 57,23250 5,62751 101,3325 4,12721

HAP (mg/kg matiére seche)

07/04/2008 moyenne SD moyenne SD moyenne SD

parcelle HAP15 HAP15 HAP16 HAP16 HAP-tot HAP-tot
TC 27,69000 0,358608 80,39250 2,15614 1345,418 28,0464
MS 27,42500 0,966144 78,95250 5,41321 1434,843 72,7781
VS 28,35500 0,476200 80,12750 1,07819 1555,655 80,1794
MSm 26,90750 2,058080 76,76500 6,64880 1407,778 142,2650
D 2,42500 0,119024 3,94000 0,20067 62,453 4,1919
™ 27,19500 1,084328 78,67250 6,22911 1393,008 133,3981



ANNEXE 2
Composition des solutions

a. Milieu de Hoagland
- KNO3 : 505mg/L (5mM)
- Ca(NGy)2,4H,0 : 1,18g/L (5mM)
- MgSQ,,7H,0 : 1,232g/L (5mM)
- KH2PO, : 136mg/L (1mM)
- Tartrate de Fer : 5mg/L (9uM)
- Cette solution est ensuite oxygénée pendant 24h.

b. Tampon PBS (Phosphate Buffered Saline)
- NaCl : 8g/L (136,9mM)

KCI : 200 mg/L (2,7mM)

NaHPO, anhydre : 1150 mg/L (8,1mM)

KH,PO, anhydre : 200 mg/L (1,5mM)

AjusterlepH a 7,4

c. Solution de lyse (cométes)

- NaCl : 146,1g/L (2,5M)

- NaoEDTA : 37,2g/L (100 mM)

- Tris : 1,2g/L (10 mM)

- Ajuster le pH a 10,5

- N-lauroylsarcosine sodique : 10g/L (1%)
Cette solution ne doit pas étre laissée plus d’basse température car la N-lauroylsarcosine
sodique se solidifie.
Rq : ajuster le pH avant I'ajout de la sarcosine, a=te derniére ne se dissout qu’en milieu
alcalin.
Rq 2: Pour rincer la vaisselle ayant contenu de laasane, utiliser de I'eau additionnée de
NaOH ou KOH, pour la méme raison...

d. Tampon d’électrophorése (cometes)
- NaOH : 12g/L (300mM)
- N&EDTA : 1,86g/L (5mM)
A préparer extemporanément : penser a mettre ungeibe d'eau déminéralisée au
réfrigérateur la veille du test.

e. Tampon de neutralisation (cométes)
- Tris : 48,5g/L (400 mM)
- AjusterlepHa 7,5




ANNEXE 3
Trucs et astuces pour le test des cometes

Afin d’éviter que des personnes n'ouvrent la pgeadant les manipulations des noyaux
sensibles a la lumiere, penser a accrocher surta pn panneau interdisant I'entrée.

Marquer les lames en les gravant a I'aide d’'unostypointe de diamant », prévu pour la
découpe du verre ou du carrelage. Les inscript@ngeutre peuvent s’effacer et polluer
les solutions de trempage. Porter des lunette®déritd pendant I'opération : risque de
projection d’éclats de verre.

En lumiére rouge, toutes les inscriptions de caulewge sont difficilement lisibles :
penser a marquer les flacons en noir ou bleu.

Attention a la lumiere du réfrigérateur qui s’allermutomatiquement lorsqu’on l'ouvre...
Penser éventuellement a bloquer l'interrupteurasitipn éteinte (bande adhésive).

Utiliser de préférence des cuves opaques avec mmevgour le trempage des lames, et
tailler un carton qui s’ajuste par-dessus la cuvenigration, ceci pour pouvoir sortir de la
piece pendant les temps d’attente.

Pour le coulage de la deuxieme couche d’agarosdgeant les noyaux), il est préférable
d’étaler le dépdbt a la pipette en un trait suredatlongueur de la lame. Si on dépose la
solution sous forme de goutte au milieu de la lades bulles se formeront aux deux
extrémités et la répartition des noyaux ne serdnpamgene.

En lumiére rouge, il est difficile de faire la difence entre le recto et le verso des lames,
et entre I'extrémité a saisir et celle & ne pashieu: rester attentif...

Pour savoir quand retirer les lamelles en étanigs@r'agarose est solidifié, il suffit de
vérifier la formation de buée sur la lamelle : sild buée se forme, I'agarose est froid,
donc solidifié...



ANNEXE 4
Caracteristiques des sols LUFA utilisés

Type de sol LUFA 2.2 3A

Carbone organique (%) 2.16 +/- 0.40 2.2+/-0.1

pH (0,01M CaClb) 5.4 +/- 0.1 7.1+-0.3

CEC (mval/100g) 10 +/- 1 19 +/- 5

Taille des particules selon USDA (%)

Clay (< 0.002 mm) 6.4 +/- 0.9 17.6 +/-1.5

Silt (0.002 - 0.05 mm) 12.2 +/- 0.6 39.1+-24

Sand (0.05 - 2.0 mm) 81.4 +/-1.2 47.3 +/- 3.3







Résumé

Dans le cadre de l'optimisation de tests sur pkmteur la bioévaluation de matrices
polluées, les objectifs de cette thése ont d’abé&té de mettre au point deux tests de
génotoxicité sur les racines secondaires d’unetglamodele, la fev¥/icia faba Le premier
d’entre eux, le test des micronoyaux, a engendsédiltats prometteurs qui ont donné lieu a
I'initiation d’'un processus de normalisation intationale par I'lSO. Le deuxieme test, I'essai
des comeétes, a apporté des résultats moins eneamtagen termes de faisabilité et de
précision.

Pour aller plus loin dans la compréhension des émuences de la formation de
micronoyaux sur le cycle de vie de la plante, naw@ns étudié les traits d’histoire de vie de
feves se développant depuis leur germination darsolicontenant une quantité suffisante de
génotoxique (cadmium, cuivre et hydrazide maléique)r induire des micronoyaux, mais ne
provoguant pas de retard de croissance a couret@t@m). A la lumiére des résultats obtenus,
NoOuUs pouvons supposer un lien entre la présencmid®noyaux a court terme et une
perturbation ou une modification retardée du cyeevie de la plante a plus long terme.

Le test des micronoyaux a en outre été mis en agin parmi dautres tests et
biomarqueurs pour évaluer I'écotoxicité de matricestaminées, liquides ou solides. Dans le
cadre du Groupement d’Intérét Scientifique pouHeshes Industrielles (GISFI), nous avons
évalué la génotoxicité de sols pollués par d’aneesnactivités de cokerie. Par ailleurs, nous
avons également participé au projet « EcotoxiciEs dsous-produits d’altération de
Nanomatériaux » (Nanoalter), dans le cadre dugoes$ mvons évalué les dangers potentiels
posés par la dégradation dans [I'environnement deoammnposites entrant dans la
composition de cremes solaires et comprenant despaaticules de dioxyde de titane. Enfin,
les mécanismes de tolérance des plantes aux texigoe été étudiés par le dosage des
phytochélatines et des enzymes du stress oxydant.

Abstract

In the context of optimizing plant tests for po#dtsoil bioassessment, the objectives of
this thesis were firstly the development of two gfemicity tests on the secondary roots of a
plant model, the broad beaficia faba The first test was the micronucleus assay ane gav
promising results that lead to an international I1St@ndardizing process. The second test
named comet assay brought less encouraging rémdsise of problems with feasibility and
precision.

To improve our knowledge about the consequencesi@bnuclei formation on plant life
cycle, we studied life-history traits of beans depeng from germination in a soil containing
a sufficient quantity of genotoxic substance (cadmi copper and maleic hydrazide) to
induce micronuclei without provoking short-term @8growth retardation. The obtained
results evoked a link between micronuclei preseaitas 48h and plant life cycle changes or
impairments.

Besides, the micronucleus assay was applied amtieg assays or biomarkers to evaluate
ecotoxicity of liquid or solid contaminated matriks part of the French Scientific Interest
Group on Industrial Wasteland (GISFI), we evaludtesl genotoxicity of soils polluted by a
former coke-factory. Furthermore, we took parthe project “Ecotoxicity of nanomaterial
alteration byproducts”, also called Nanoalter. @Qoal was to assess the potential hazards
attached to the environmental degradation of tanidioxide-containing sunscreen
nanocomposites. Then, the tolerance mechanism&ofsptowards chemicals were studied
by phytochelatins and oxidative stress enzymes uneasnts.
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