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Depuis des décennies, les sols sous vignes subidsdiorts enrichissements en cuivre
avec l'apport non maitrisé de Bouillie Bordelaiseup lutter contre le mildiou. Bien
gu'encore mal compris, le cuivre a des effets néfasa forte concentration, pour le
fonctionnement biogéochimique des sols.

Pour mieux comprendre le devenir et I'impact dwiidans les sols, nhous avons mené
une étude pluridisciplinaire pour établir les relas biogéochimiques qualitatives et
quantitatives controlant la rétention, I'impacti@imobilité du cuivre dans un sol sous vigne
de Clessé (Bourgogne) soumis a différents modegedtion d’intrants organiques. Par une
approche combinant géochimie, physique des saitsagbbiologie, nous avons montré que le
mode de gestion des intrants organiques (Contpaile, compost de conifére, fétuque et
trefle) a I'échelle de la parcelle modifie les miégés bio-physico-chimique du sol a I'échelle
des micro-agrégats, et notamment la distribution GDT et du cuivre ainsi que sa
biodisponibilité pour les bactéries et les plantéamendement du sol avec du compost de
conifére induit des variations les plus importardesses statuts organique et biologique (en
comparaison avec le sol non amendé), raisons gsquélles nous I'avons choisi pour une
étude en mésocosmes contaminés au Cu (240 thg.kgincubés durant 2 ans en laboratoire.
Tout au long de cette période, nous avons suivbligion de la spéciation solide et liquide
du cuivre & micro-échelle (via une technique detibanement granulométrique du sol), la
distribution et la dégradation de la MO, lI'impact cuivre dans les microhabitats microbiens
du sol, ainsi que la mobilité du cuivre. Ces travaaus ont ainsi permis de montrer des effets
contrastés de 'amendement organique du sol gievenir du cuivre, avec d’'une part un effet
protecteur pour le sol en termes d’'impact et, dapart, un effet néfaste en termes de risque
environnemental liée a la forte augmentation demizbilité du cuivre (qui reste faible
toutefois) par la MO soluble apportée par le corhpesconifére. Ces effets sont clairement
sous le contréle initial de la spéciation chimigiuecuivre, qui évolue dans les premiers mois
suivant la contamination, induisant un impact ti@m® sur les communautés bactériennes du
sol, puis a plus long terme, sous le contrdle darlacture spatiale du sol et de la dégradation
de la MO enrichie en cuivre, via le contrdle du psnde contact cuivre/bactéries. Ces
différents aspects ont pu étre correctement simpdésune modélisation simplifiée avec le
logiciel PhreeqC combinant des processus géochamiquhydrodynamiques.

Cette étude a permis de montrer que la gestionnttesmts organiques des sols de culture
a I'échelle de la parcelle doit étre menée de mmam&sonnée en considérant les bénéfices
mais aussi les retombés néfastes, notamment eada@@risques pour les ressources en eau.

Mots clés: Sols viticoles, amendements organiques, micrégags, cuivre, speciation,
biodisponibilité,  distribution  micro-échelle, imgac communautés bactériennes,
microhabitats, mobilité du cuivre, modélisation plée hydrogéochimique.
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Abstract

Vineyard soils become increasingly contaminated witpper due to Bordeaux mixture
applications to vines to control the fung®eronosporacausing the “Mildew disease”.
Despite being poorly understood, high copper commagans have irreversible harmful effects
on soil biocenosis and soil functioning.

To better understand these effects, we conducteulltidisciplinary study in order to
establish the biogeochemical relations governing thtention, speciation, impact and
mobility of copper in a vineyard soil located ae€s$é (Burgundy, France) that has undergone
several organic management practices for over 2@0sy& hrough a combined geochemical,
hydrological and microbial approach, we have shawat the type of surface organic
management of the soil (control, straw and corsfanpost amendments, fescue and clover
vegetalization) strongly modifies the biogeochermpraperties of the soil at the microscale
(aggregates), and especially the TOC and Cu cangenivell as its bioavailability to bacteria
and plants. The soil treatment with conifer compeas the one that induced the strongest
changes in soil properties. This is the reason wkyused it in comparison with a non
amended control soil to conduct a soil mesocosrdysta evaluate the effect of a copper
contamination (240 mg.Kgy during a 2 years incubation period. All alongstiperiod, we
characterized the solid and liquid speciation gfpmr and its ageing and distribution at the
micro-aggregate scale (through a soil physical tivaation technique), as well as the
distribution and degradation of OM. We also estdtdd the impact of copper to bacterial
communities in each bacterial microhabitat of tle soils over the 2 years of incubation, and
the mobility of copper through soil leaching expegnts. Our results permitted to show that
the compost amendment of the soil induced contlastiects on copper fate. We observed
beneficial effects on Cu toxicity (OM protectivefesdt) but detrimental effects on water
quality due to the increase of Cu mobility (althbug remains low) caused by copper
facilitated transport, once chelated by mobile Bl@uorganic compounds released by the
compost. On the short term, these effects arelgleantrolled by copper speciation, that
induce a strong and fast ageing of the contaminaf@u becomes poorly exchangeable),
resulting in an important but transitory impactcofpper on soil bacterial communities. After
the ageing of copper, copper effects become dortiynaontrolled by copper/bacteria contact
kinetics that is driven by both the soil spatiausture and the degradation of Cu-enriched
OM. All our results were correctly fitted using a&reeqC simplified modelling based on the
coupling of soil hydrodynamics and biogeochemistry.

This study clearly demonstrates that the field escahnagement of the organic status of
vineyard soils should be chosen and conducted rtyeu®y carefully weighing up the
beneficial and detrimental effects of copper repeapplications.

Keywords: Vineyard soils, organic amendments, micro-aggesgatopper, speciation,
bioavailability, microscale distribution, impactadierial communities, microhabitats, Cu
mobility, biogeochemistry modelling
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De nos jours, les ressources en eau et en solpdi@nate sont au coeur des préoccupations,
et notamment les sols agricoles, qui représenteniguande partie de la surface de la France.
Les sols constituent un des principaux compartidi#ccumulation des métaux, et aussi un
de leurs points d’entrée dans la chaine alimentaiggude du devenir et de I'impact des
polluants métalliques constitue un champ d’investan tres large et pluridisciplinaire, qui
englobe les sols et leurs constituants mais aassidgétaux et les microorganismes qui s’y
développent.

Les sols viticoles sont particulierement sensibles pollutions métalliques, et notamment
au cuivre qui est le seul métal encore massivemtdigé de nos jours en tant que fongicide
dans les pays industrialisés. De par son histlzsirErance est connue pour la grande diversité
de ses vins (depuis les années 1800) en relatiea lavdiversité de son vignoble (Figure
Intro-1). Comme pour d’autres types de culture slgls sous vigne présentent des problemes
spécifiques de pollution liés aux apports d’engetisle traitement de maladies spécifiques
telles que lamildiou, qui fait des ravages depuis le début di"26iecle. Afin de lutter contre
cette maladie, les viticulteurs utilisent classigeat la bouillie bordelaise : un mélange de
sulfate de cuivre et de chaux (CuS©OCa(OH)). Son utilisation pour lutter contre le mildiou
a conduit a une importante accumulation de cuivagasdles sols viticoles pouvant aller
jusqu’a 1500 mg.Kg, alors que le fond géochimique en cuivre des estsplutdt dans la
gamme de 5 & 30 mg CukgBesnard et al. 2001; Chaignon 2001). Ces nivedex
contamination a caractére diffus affectent largeneualité des sols, au point par exemple
de rendre impossible l'installation de nouveauxtslale vigne dans les horizons de surface
contaminés. En raison de I'importante dégradatienlad qualité biogéochimique des sols
pollués et du risque de contamination des eaux wace ou souterraines, il s'avére
nécessaire de développer des connaissances afiélieer la prédiction des risques associés
a ces pollutions et, plus généralement, de prédivelution de la qualité des sols viticoles
contaminés au cuivre.
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Figure Intro-1 Carte de la répartition des zones viticoles francaises. (www.cartesfrance.fr/geographie/cartes-france-
agricoles/carte-france-vin.html).

La qualité des sols dépend d'un ensemble de parmesnehimiques et biologiques
interdépendants. La toxicité, la spéciation, la ititébet la biodisponibilité du cuivre, la
diversité et les fonctions microbiennes, ainsi tggematieres organiques sont des grandeurs
intrinsequement corrélées. Décrire I'impact du mmivdans le sol implique donc
nécessairement l'observation simultanée de cesdguas. L'impact du cuivre dépend
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sensiblement de sa spéciation a I'état solidegetdé, et du pouvoir de solubilisation des
atomes de cuivre complexés, précipités, ou inceégpdans les constituants du sol. Ce pouvoir
de solubilisation affecte la fraction libre et ddsiodisponible du cuivre (définie comme celle
pénétrant a I'intérieur des cellules vivantes). Wris dans le sol, le cuivre ajouté affecte les
communautés microbiennes et fongiques du sol (KaBahdias & Pendias 2001; Lejon et al.
2007, 2008; Ranjard et al. 2008) qui intervienrgants la structuration/décomposition de la
matiere organique solide et dissoute, aux échefi@soscopique (structure moléculaire,
nature des groupes fonctionnels organiques) etaseapique (teneur en MO, réactivité et
solubilité des matiéres organiques, distributior@sglométriques des matieres particulaires et
colloidales).

Une des caractéristiqgues des sols sous cultuta pstte progressive de leur fertilité, liée
a laugmentation de la production du sol (C, N,..Pour y remedier, ces sols sont
généralement enrichis en matiére organique (MO)dear amendements organiques ou par
enherbement de surface avec des plantes bénéfiquese sol (IEgumineuses, graminées...).
La perte de carbone organique n’induit pas seulememprobleme de fertilité des sols mais
peut aussi engendrer une perte de leur structarggiatiale (Bronick & Lal 2005). En effet, la
structuration des sols est basée sur une orgamsani agrégats (Tisdall & Oades 1982), dont
I'importance et la stabilité sont fortement condédpar la matiere organique (Gale et al. 2000;
Balabane & Plante 2004; Six et al. 2004; Bronicka 2005; Abiven et al. 2009). En plus de
sa forte contribution a la stabilité des sols, 1@ lgeut piéger les ETM ou servir de source de
nutriments pour les microorganismes du sol, celguconfére un rble essentiel dans le
fonctionnement biologique des sols et dans leuvpio@purateur.

La structuration des sols en agrégats, induit lan&ion de microenvironnements
représentant des micro-habitats spécifiques poumitaoflore du sol. Cette organisation
spatiale des sols est sans doute un des factésrdella biodiversité qu’ils hébergent, chaque
micro-compartiment représentant une micro-fabrigue réle spécifique dans les cycles
biochimiques (e.g. cycles du carbone, de 'azalesalifre,..). Ainsi, a I'échelle des agrégats,
les bactéries ne sont pas localisées au hasardadaok mais plutdt dans les pores ouverts et
a l'intérieur des agrégats, de maniére protégéguEiateurs et potentiellement plus proches
des sources de nutriment (Jocteur Monrozier efl@®1; Martins et al. 1997; Grundmann
2004). Ces études ont suggéré que cette microbdistm tres spécifique des bactéries leur
confére une sensibilité variable aux stress exsedams le sol, mais cela n'a pas encore été
clairement démontré faute de moyen technologigeesngnts. Les outils modernes, tels que
les biocapteurs, la micro-imagerie ou le séquendeme débit, ouvrent aujourd’hui des
perspectives importantes en termes d’'impact laeadis de micro-biogéographie des sols,
c'est-a-dire la possibilité de micro-localiser jgément a I'échelle du micro-habitat, les
polluants ou les especes microbiennes (aux forgtraportantes) sensibles ou résistantes aux
toxiques introduits dans les sols. Ces nouvellesentialités permettent aujourd’hui
d’envisager de relier les mesures d’'impact glolsah¢entrations, activités, biomasse) aux
mécanismes précis de toxicité contrblés par la ghiliké et la cinétigue de contact
microorganismes - polluant.

En effet, la concentration totale en polluants Iigtees tels que le cuivre dans les sols est
un bon indicateur de leur toxicité, mais n’est paffisante pour informer précisément sur son
impact sur les communautés bactériennes du sofaguilocalisées de maniere non aléatoire
dans ses différents compartiments fonctionnelsmi@o-localisation, la disponibilité et la
mobilité du cuivre sont aussi des facteurs impdstgnour mieux comprendre et prédire les
impacts environnementaux de I'apport de fongicitésalliques sur les sols sous culture.

C’est dans ce contexte qu’a été initié ce travaititese qui a été développé en lien étroit
avec le projet de recherche intitulé : Role ddkiereOrganique et de IBiocénose dans le
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devenir d'unePdlution chronique et diffuse aGuivre dans un sol viticoleMOBiPo-Cu).

Ce projet a fait intervenir cinqg laboratoires: LTHBrenoble), LGIT (Grenoble), INRA
(Versailles), INRA (Dijon, équipe MSE), G2R (Nancyle projet a été financé par le
programme nationaEC2CO (EcosphereContinentale etCotiére). Ce projet se proposait
d’étudier le devenir et les effets sur le moyemeid’'une pollution chronique et diffuse que
constitue le cuivre sur la biocénose (microflotuteue) et sur la matiére organique des sols
(structure moléculaire, granulométrie, distributeirsolubilité), des sols sous vigne.

hY

L'objectif principal de cette these était de cdmier a I'établissement, de maniére
qualitative et quantitative, des relations biogémitjues contrélant la rétention, 'impact et la
mobilité du cuivre dans les sols sous vigne a méateelle. L'intégration de ce travail dans le
cadre du projet MOBiPo-Cu a permis d’élargir legeotifs de ce travail a I'effet du statut
organique du sol modifié par des modes de gestiortrahts organiques variables et
controlés sur le long terme: des amendements ionges et des végétalisations (site
expérimental de Clessé). Nous souhaitions en paeicmieux comprendre le role de la
structuration des sols (fortement contrdlée par statut organique) dans I'impact du cuivre
sur les microorganismes, en relation notamment deec distribution spatiale dans les
différents micro-habitats de ce sol.

Le second objectif de la these était d’évalueidgue de contamination de ressources en
eau, c'est-a-dire la mobilité du cuivre dans céfergints contextes de gestion des intrants
organiques, en relation avec la spéciation et kerovibcalisation du cuivre ainsi que leurs
dynamiques spatiale et temporelle.

Pour répondre a ces objectifs, nous avons dévelappéapproche en mésocosmes de
laboratoire (Figure Intro-2) pour étudier le visi#lement sur deux ans d’'une contamination au
cuivre d’un sol sous vigne variablement amendé énhadd végétalisé. Dans le cadre du projet
MOBIPo-Cu, nous avons eu acces, grace a Philippei€r de la chambre d’agriculture de
Sabne et Loire, a un site d’essais agronomiquas aitClessé en Bourgogne. Sur ce site, un
sol sous vigne a regcu pendant plus de 20 ans dliff®€ramendements organiques ou
végetalisations, conférant au sol des propriétégdaichimiques variables. Les effets de la
matiére organique exogene sur la distribution, pact et la mobilité du cuivre et leur
dynamique temporelle sur deux ans ont été plugcphérement étudiés dans ce travail.

Ainsi, les questions auxquelles nous souhaitiopsnére sont les suivantes :

« Comment se répartissent la matieére organique, lgrecuet les communautés
bactériennes dans le sol de Clessé a micro-échelle

« Comment ces distributions évoluent elles dansngte?

» Les difféerents modes de gestion des intrants ogg@nimodifient ils la distribution du
cuivre, de la matiére organique et des communéadégeriennes dans les sols sous
vigne ?

* Quel est Iimpact du cuivre sur les communautéstédsemnnes du sol dans les
différents contextes organiques ?

* Existe-t-il une relation entre cet impact et la tlition du cuivre et des
microorganismes du sol ?

« Enfin, quel est I'effet du mode de gestion orgaridu sol sur la mobilité du cuivre ?
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Pour répondre spécifiguement a ces questions, avoss développé une approche
expérimentale couplant des conditions statiguesdoasmes de sol incubés pendant 2 ans) et
dynamiques (colonnes de sols lessivées a I'eau).

Dans le premier volet, I'objectif consistait a azéaiser les interactions entre la MO, le
cuivre et les communautés bactériennes a difféseéthelles, avec une apporche de
fractionnement granulométrique peu déstructuraatstés prélevés dans les mésocosmes sur
une période de 2 ans.

Dans un deuxiéme volet, I'objectif était d’étudi@mobilité du cuivre en colonnes de sols
prélevés aux mémes périodes dans les mésocosniesd’@mlentifier les mécanismes
prépondérants impliqués dans son transfert.

La présentation de ces travaux s’articule autousiig chapitres.

Le premier chapitre de la thése est une revuedgitaphique portant sur la description des
sols naturels structurés, leur contamination parééments traces métalliques (ETM) et en
particulier le cuivre, ainsi que les principaux m@smes d’interaction et d'impact du cuivre
sur les microorganismes des sols.

Le deuxiéme chapitre présente nos résultats swafietsin situ de cing différents modes
de gestion organique des sols sous vigne (amendgraeenherbements). Ces résultats ont
montré un important effet du compostage du soksearpropriétés biogéochimiques. Ce mode
de gestion organique a donc été retenu pour le stI'étude en comparaison avec une
situation témoin sans amendement organique.

Le troisieme chapitre de cette thése présenteékadtats de I'étude en mésocosmes des
sols incubés en conditions contrdlées pendant 2 sunsla rétention et I'impact d’'une
contamination cuprique dans le sol de Clessé amendgmpost de conifére (CC) ou non
(NA) en compost de conifére.

Dans le quatrieme chapitre, nous avons étudié éaseas processus a I'échelle des micro-
agrégats des 2 sols (NA et CC), obtenus par undauétde séparation physique peu
déstructurante (fractionnement granulométriquejnetiant de séparer les sous compartimens
granulométriques du sol.

Enfin, dans le dernier chapitre de cette thesd, m@sentés les résultats concernant I'effet
du mode de gestion organique du sol de Clesséespotentiel de mobilité du cuivre en
relation avec les propriétés biogéochimiques dudenlClessé établies dans les chapitres
précédents.
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I-1 Le sol

[-1 Le sol

En pédologie, le sol est défini comme la partidaderolte terrestre ou la géologie et la
biologie se rencontrent. C’est un milieu vivant, sao support organique et minéral solide. Le
sol est une ressource naturelle essentielle, édildans plusieurs secteurs d’activité tels que
I'industrie, I'agriculture et I'urbanisme. Pour Igéologues, le sol est la partie superficielle de
la roche mere altérée par les conditions climasguologiques et anthropiques. Pour les
agriculteurs, le sol est simplement un milieu ricjué permet la récolte de nombreux produits
végétaux.

[-1-1 L’utilisation des sols.

Une grande partie de la superficie totale des emtepéens est couverte avec de la forét
(40 %). Les sols cultivés représentent seulementram 25 % de la superficie totale
européenne, les prairies comptent pour 20 %, et fiou les zones baties et non baties
(batiments et serres, chantiers, parkings et carestj routes et voies ferrées) représentent 15
% (dont 10 % pour les zones a des fins résideasieltommerciales et industrielles). En
France, l'utilisation des sols est répartie enstigriandes classes : 12 % pour les zones baties,
23 % pour la sylviculture et 54 % pour les soldces.

La viticulture se répartie sur lI'ensemble du teir#. Les zones viticoles sont
principalement situées dans la vallée de la Lalems la région du Bordelais, et du Rhone,
mais aussi dans le nord est de la France et ere @@igure Intro-1). Chacune de ces régions
produisent des vins dont les différences proviehies propriétés des sols (terroirs) mais
aussi du cépage et des conditions climatiques.

[-1-2 Les constituants du sol

Le sol est un milieu continu dont les dimensionslaetgéométrie sont propres a sa
localisation. C’est un milieu poreux tri phasiguemplexe, intégrant une phase solide (les
particules solides) de nature variable, une phgseuse, et une phase gazeuse.

[-1-2-1 La phase gazeuse

La phase gazeuse d’'un sol est constituée par lesemm&omposants que ceux de lair
atmosphérique. Cependant & cause de I'activit®digle présente a l'intérieur des sols, les
teneurs en chacun des composants peuvent changsidé@ablement (Calvet 2003). La
composition de cette phase dépend aussi de larqtedo et du temps de renouvellement de
l'air a lintérieur du sol. Un exemple d’évaluatiadu mouvement des gaz dans les sols
concerne 'estimation du transport de composésniggas volatiles sur des sites contaminés.

A la surface du sol essentiellement, I'oxygéne eetdioxyde de carbone ont un réle
important. En effet, la concentration en oxygenentrent les conditions d'aérobie ou
d’anaérobie du sol, impliquées dans les conditamsurvie des micro-organismes. L'aération
des sols est trés importante pour la croissancerat@ses des végétaux. Le dioxyde de
carbone influence l'acidité du sol par sa transfation chimique sous forme de carbonate en
réaction avec la phase liquide du sol. La compmsitie cette phase gazeuse du sol peut
contréler fortement la distribution et I'activit€sl communautés bactériennes des sols.

11
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[-1-2-2 La phase aqueuse

La phase liquide du sol est principalement conistitpar I'eau de pluie, dans laquelle sont
dissous les ions minéraux et les molécules orgasiggui font varier sa composition et sa
vitesse de transfert d’un sol a l'autre. La compaside I'eau du sol dépend du milieu
géologique avec lequel elle interagit chimiqguemBnt.point de vue de la réactivité chimique
et biologique, le pH de I'eau du sol constitue pnapriété majeure qui met en jeu 'ensemble
des réactions biologiques et chimiques qui se démbdans le sol. La composition chimique
de la phase aqueuse est régulée par des procdssugues a linterface roche-eau et
atmosphére-eau, ainsi que par des processus ljo&sgitels que la photosynthése ou la
respiration. Les processus de dissolution des sochetrolent la présence du Ca et du Mg qui
proviennent des carbonates, mais aussi du Na Kt ghovenant des feldspaths et des micas
ou des anions HC et NGOy (Sigg et al. 2001). Ces différentes réactions péent la
libération de nutriments et oligo-éléments, essénux microorganismes du sol.

[-1-2-3 La phase solide

La phase solide est la phase prépondérante du sgrésente 50 a 70 % du volume. Elle
est formée de trois types de constituants : legposés inorganiques (90 % du volume total),
organiques et biotiques (tels que la faune, laefldrles microorganismes).

[-1-2-3-1 Les composés inorganiques

Les constituants de la fraction minérale du solt 9esus de la dégradation physique
(altération mécanique) et chimique de la roche mié&dorment ‘I'architecture’ du sol. Les
constituants inorganiques peuvent étre deécrits rdes tmanieres différentes selon leurs
propriétés. En effet, on peut étudier la composit@démentaire (avec la teneur en ces
éléments chimiques), la minéralogie du sol (avendture et la teneur en minéraux) et la
composition granulométrique (avec les proportionke® dimensions des particules) (Calvet
2003).

a) La composition élémentaire

Au niveau de la planete, les teneurs moyennes efessdmble des sols pour les neuf
principaux éléments chimiques (O, Si, Al, Fe, Ca,N&, Mg et Ti) sont quasiment toutes
identiques (Tableau 1-1) quelque soit leur locaisa (Sposito 1989). Cependant ces
moyennes restent peu précises a cause de la gilamasité des roches sur terre impliquant
une aussi grande variabilité des sols. Les deurediés les plus abondants sont 'oxygene et
la silice et les trois métaux principaux sont lfalnium, le fer et le calcium. Les autres
éléments sont moins concentrés. Les sols possédeatune grande diversité chimique, mais
iIs ne sont pas fortement enrichis en carboneatazauf dans le cas des sols tourbeux.

Tableau I-1 Teneur moyenne (mg.kg-1) des neufs éléments chimiques majeurs des sols correspondant a la
couche de surface d'une épaisseur de 20cm (d’apres Sposito (1989)).

Eléments O Si Al Fe Ca K Na Mg Ti

Teneur

(Mg kg 490000 310000 72000 26000 24000 15000 12000 9000 2900
mg.Kg
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b) La composition minéralogique
En termes de minéralogie, les constituants inomged majeurs des sols sont les
minéraux primaires constitutifs de la roche mere. (Quartz, feldspaths,...), mais aussi les
minéraux secondaires issus de l'altération des mainé primaires et de la précipitation
d’éléments dissous. Cependant, la minéralogie dstigine de la réactivité spécifique des
sols. Les argiles et les oxydes et hydroxydes figiiab notamment ont les plus grandes
réactivités par rapport aux autres compartimentsodigquartz, feldspaths,...).

Les argiles minéralogiques sont des phyllosilicateduminium empilés sous forme de
feuillets composés de couches tétraédriques de sitioctaédrique d’hydroxydes métalliques.
Ces différentes couches sont séparées par desesspéerfoliaires, ou I'eau peut circuler
(Robert 1996). Par exemple dans le cas des aggleffantes, I'eau pénetre dans ces espaces
interfoliaires. Elles sont constituées de coucHestdédre « O » (Al(OH) et de couches de
tétraedre « T » (Si)reliées par les atomes de O et OH mis en commun.

Structure d’un feuillet de kaolinite.

I]c!aedre J_' E éf M
INTERFOLIAIRE Qe
__A-

(Télraedre

{

( Octaddre

FEUILLET

O Oxygéne ; ® Hydroxyle ; @ Aluminium; o Silicium

C

Figure I-1 Exemple de réseau de couche tétraedre (a) et d'octaedre (b) formant les argiles (Hillel 1998), et
I'exemple de la structure d'un feuillet de kaolinite (T/O) (c).

D’apres la structure du feuillet, on peut distingles argiles T/O (tel que la kaolinite
Al,Si,05(0OH),) et les argiles 2T/O (telle que l'illite : 1K sAl 4(Si,Al)gO20(OH),). Leur forme
et leur surface spécifique, leur capacité d'adsomptde I'eau ainsi que leur capacité
d’échange cationique sont les propriétés princgpglé permettent de caractériser ces argiles.
Grace a leur petite taille, elles possédent unedgraurface spécifique qui peut varier entre
15 et 800 rag*’ (Hillel 1998) et se structurent en interagissamcaes cations présents dans
la solution. A I'’échelle moléculaire, la structudes feuillets d’argile est dominée par les
forces électrostatiques de Van der Waals. En dffst,feuillets sont globalement chargés
négativement (Sposito 1989). La réactivité dedesgst mesurée par leur capacité d’échange
cationique, et varie entre 2 et 200 cmol&-Kglloway 1995). Ces différentes propriétés leur
procurent de fortes capacités de rétention desrtolubles et notamment des éléments
trace métalliques (ETM).

Les oxydes et hydroxydes métalliques (Fe, Al et Mont des constituants importants
dans la réactivité des sols. Ce sont des assemsbf@ige ou moins complexes entre les
éléments métalliques et des groupements hydroX@é). Ces minéraux de petite taille,
dispersés dans le sol ont tendance a recouvrirtrd®uparticules plus grandes. Ces
constituants interagissent avec les ioflseHOH du sol, leur réactivité aux cations et anions
est par conséquent tres dépendante du pH du s@lH Aacide, les groupements OH se
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protonent ce qui attire les anions. Au contrairepHh basique, les groupements OH ont
tendance a se déprotoner, attirant ainsi les cation

c) La composition granulométrique

La composition granulométrique du sol permet deactériser la texture du sol. Elle
représente la répartition des minéraux par catégate taille, indépendamment de leur nature
et de leur composition, au contraire de la stragtiaquelle présente I'organisation spatiale
des particules du sol et son réle dans le foncéorent du sol qui sera traité dans le
paragraphe I-1-3. Il existe plusieurs tables dest@ation granulométrique des particules
composant les sols. La caractérisation du solgaoinposition granulométrique est I'une des
descriptions la plus utilisée (Hillel 1998). Leswmoses inorganiques sont répertoriés au dans
minimum trois classes distinctes, suivant leurldailles sables, les limons et les argiles
(Figure 1-3). Les sables ont une taille entre 26060 um, les limons entre 50-2 um et les
argiles sont <2 um (Figure |-2). Cependant selon dehelles granulométriques de
classification (SCCS USDA? et Gradista) utilisées, la séparation de taille des particules
pour les classes intermédiaires entre ces grandsses peut varier légerement. Dans la
majorité des études sur les sols, ceux-ci sontstssm 2 ou 4 mm. Les particules de tailles
comprises entre 2 et 4 mm sont nommeées des gradars les classifications
granulométriques.

Diameétre (m)
10¢ 10° 10® 107 106 105 104 103 102
| | | |

vius | | Bactéries
Plante
Acides |
organiques
lons
Colloides
Arglle Limonsl Sable | Graviers |
minérale
CO;S::)X"S Micro-agrégats | Macro-agrégats |
humique

| | | | | | | | |
T T T T T T T T
107 10¢ 105 104 103 102 101 1 10

Diamétre (mm)

Figure I-2 Taille relative de quelques matériaux et particules.

Dans notre étude nous nous focaliserons sur laifitagion granulométrique de Gradistat,
qui possede une distinction entre les limons eséddes a 63 pm qui est une adaptation de la
classification de Wentworth (Blott & Pye 2001). teetclassification est issue d'une
modélisation de la distribution de taille des aris.

1 SCCS : Systéme canadien de classification degk885)
2 USDA United States Department of Agriculture (Seheberger 2003)
% Gradistat : Adaptation de la classification de Wemth (Blott & Pye 2001)
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Sables

Argiles o~ Limons
o B =
w5 e |—|
2.8 =fr’ 100um @ @lﬂ
) @
Figure I-3 Représentation schématique des particules de sable, de limon et d’argiles.
[-1-2-3-2 Les composés organiques

Les sols représentent un pool majeur dans le cgalecarbone et contiennent
172x1G% de carbone. Ils constituent I'habitat des orgaeis photosynthétiques terrestres.

a) La matiére organique (MO) du sol

La matiere organique (MO) des sols est constit@ékedsemble des composés contenant
du carbone qui ont été formés par les organismeanis. La MO du sol constitue un
compartiment trés hétérogéne du sol en perpétoelvellement. On défini le turnover de la
MO comme le temps de dégradation totale d’un conpoganique dans un sol. Le turnover
de la MO est influencé par les apports annuelsogulsst en moyenne de 30 a 40 ans. La
MO représente la plus grande réserve de carbone sierface de la terre, toutefois elle ne
représente que quelgques pourcents de la masse dotabl et environ 2 % de son volume. La
matiere organique est essentiellement constituémadm®mne, sa composition moyenne est de
50 % de carbone, 40 % d'oxygéne, 5 % d’hydrogen& d'azote et 1 % de soufre. Les
constituants organiques interviennent particuliemenhdans le fonctionnement du sol, car la
MO représente la réserve essentielle de nutrim@witet P) pour les organismes du sol
(Stevenson 1994), et participe aussi a l'aératiansdl, soutenant ainsi les organismes
hétérotrophes et les processus biogéochimiquesiass®e plus, les propriétés du sol telles
que leur contenu en argile, en eau mais aussvi&asiié des communautés bactériennes sont
des facteurs importants régulant la minéralisatieta MO.

La nature et la fonctionnalité de la MO dépendenteiment de son origine et son état de
dégradation dans le sol (Bonneau 1979; Andreux. t980). On peut dissocier la MO des
sols en trois classes principales (Figure I-4)cdaposante vivante (microorganismes, petits
vertébrés, racines,...), la matiere organique pdaii (MOP) tres peu dégradée, et la
matiére organique dissoute (MOD) fortement dégradégure 1-4). Les constituants non
vivants représentent environ 85 % de la MO. Dasstds agricoles, la majorité de la matiere
organique que l'on trouve dans le sol provientajgsorts de végétaux (résidus de récoltes),
des engrais verts enfouis dans le sol, feuillebrabhches mortes, excrément, mais aussi
d’organismes morts sur ou dans le sol (animauxriextés et animaux du sol, comme les vers
de terre). Si certaines des molécules organiquesotlgont héritées directement des débris
organiques, la plupart sont synthétisées dans lleasda suite de processus physiques,
chimiques et biochimiques complexes (par dégradati@actérienne) qui constituent
I'humification de la MO (Chenu & Bruand 1998). N@&awmins, la proportion des différentes
formes de matiére organique dépend généralemdrddti®ité biologique du sol. La matiere
organique joue donc un rdle prépondérant dansrtgwiptés du sol, et le fonctionnement des
ecosystemes.

15



Chapitre | Etat de l'art

Les Matiéres
Organiques du Sol

— .

| Constituants vivants | | Constituants non vivants |
| Composante vivante |:_': Matiére Organique Matiere Organique
I Particulaire (MOP) |~~~ =~~~ | Dissoute (MOD)
4 4
-microflore 1 | ’/ \‘
-racines 1 Débris de végétaux | -sucre Susbstances humiques :
-pédofaune 1 et animaux | -acides aminés  -Acides Fulviques
1 | -acides gras -Acides Humiques

________________________ -Humines

— = > Processus de synthése, dégradation ou métabolisatio n
Figure I-4 Les constituants de la matiére organiques des sols adaptés de Calvet (2003) et Sebastia (2007)

La matiere organique des sols influence les prtiwides sols. Pour cela elle intervient au
niveau des propriétés physiques, chimiques et gigles. Les fonctions physiques de la MO
interviennent dans la stabilisation des agrégatsaluvia la rétention en eau, ainsi que les
propriétés thermiques du sol. Les principales fonst chimiques de la MOS sont sa forte
contribution a la capacité d’échange cationique&tson 1994), son role de tampon dans le
pH du sol, et la complexation des cations inorgaesq La fonction biochimique la plus
fondamentale de la MO est I'approvisionnement dadrgie métabolique, laquelle contrble
les processus biologiques. Le matériel organiqueaassi utilisé pour la conversion des
macronutriments (N, P, et S) a I'intérieur desdtites organigues en une forme inorganique,
lesquels sont soit immobilisés soit utilisés pausynthése de nouveaux tissus a l'intérieur
d’organismes du sol ou minéralisés et relachémeétieur du pool de nutriments minéraux
du sol. L’azote du sol est présent a plus de 95a%s da phase organique du sol. Celui-ci se
divise sous plusieurs formes (azote insoluble,escaminés, ammonium, ammoniaque), dont
les proportions évoluent dans le temps avec soie dyien connu faisant intervenir les
bactéries du sol.

Au cours de la décomposition de ces composés, la eédDtransformée et évolue
graduellement, devenant plus ou moins rapidememt@connaissable. La MO se dégrade en
plusieurs phasesitp://www.soilhealth.com/organic/#ongui correspondent chacune a des
compartiments spécifiques de la matiere organique :

» Décomposition des composeés facilement dégradaelesjue les sucres, I'amidon et
les protéines. Le temps de dégradation de ces Bténest court (quelques jours).
Dans ce compartiment, le carbone et I'énergie de ammposés sont facilement
disponibles aux organismes vivants du sol. La pludas microorganismes du sol
sont capable de les décomposer.

» Décomposition des composés plus récalcitrantsgtedsla cellulose et la lignine, qui
peut prendre quelques années. Ces composés sendifflailes a dégrader car ils
possedent des chaines moléculaires plus longyestent des fonctions plus difficiles
a dégrader.

» Décomposition des composés qui ont été formés parcdmbinaisons stables et
localisées a l'intérieur des agrégats de sol, tple les phénols. Le temps de
dégradation de ceux-ci est en moyenne de I'ordia décennie.
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» Décomposition des substances humiques, lesquébettant de la transformation des
COMpOSEs organiques par les microorganismes, dadetrlps de dégradation peut aller
de la décennie a des milliers d’années.

Dans un milieu biologique actif, la décompositianld matiére organique se conduit par
la formation d’humine, d’acides humiques (AH) eaddes fulviques (AF), constituant ce que
'on appelle les substances humiques. Dans le cddréa matiere organique morte, les
substances humiques représentent un pool majdarrétention du carbone dans les sols. Les
substances humiques s’ionisent en fonction du pHsagit généralement négativement
chargées aux pH environnementaux. Cette chargetivégaovient de la dissociation des
protons des groupes carboxyliqgues (R-COOH ; 4<phet§hénoliques (R-OH ; 9<pH<11),
majoritaires, ainsi que des groupes sulfurés (BF-5(H<2) et sulfhyfryles (R-SH ; pH<7),
minoritaires (Aiken 1985). Ces eéquilibres de dissitbon peuvent étre représentés avec
I’équation suivante :

R-OH - R-O +H" [1-1]

Les amines font exception a la regle puisqu’ellesit sneutres a pH ambiant, et
positivement chargées a pH basique (N-H ; 8.5 <{2.5). Toutefois, ce groupe minoritaire
ne peut en aucun cas inverser la charge négatile M® qui est principalement déterminée
par les charges négatives des groupes carboxylgiséabls. Néanmoins, I'estimation de la
guantité de sites réactifs organiques dans legasis trés difficile.

La respiration microbienne liée a la dégradationlaleMiO récalcitrante génere des
quantités importantes de glucose et d’autres coégpéacilement dégradables, permettant
ainsi le recyclage de la MO récalcitrante. Ces mdés, issues de I'humification, sont
réutilisées comme nutriments par les plantes, #&tamt ainsi le recyclage, i.e. le ‘turnover’
de la MO réfractaire. L’incorporation de MO dans $®ls peut modifier I'équilibre fragile qui
existe généralement entre la synthese et la dégradie la MO (Lugato et al. 2010). Cette
interférence affecte la biologie, la physique ettdmie du sol. Ainsi, I'incorporation de la
MO peut impacter I'agrégation du sol, les propsébgdriques et le transfert de nutriments,
donc I'activité biologique et le nombre d’organisamif, c’est a dire 'ensemble de la chaine
de processus biogéochimique du sol (Sumner 2000).

b) La composante vivante du sol

Le sol est un milieu vivant. Cette composante igagst particulierement diversifiée en
taille et en espece. La taille des organismes téven sol s’étend de moins de 0.1 um avec
les virus, jusgu’a la dizaine de cm pour les verdadre en passant par les bactéries de taille
~1 um et I'étendue importante en taille des inseptésents dans les sols (Figure 1-2). A cela
s’ajoutent les végétaux, qui agissent sur le sollavicroissance des racines et le prélévement
de I'eau et des nutriments en solution. Tous cgaresmes interviennent dans les processus
biogéochimiques conditionnant et définissant le kes organismes vivants de taille >5 mm
ont un rdle spécifique dans la mesure ou ils bradeesol et aérent ainsi activement le sol.

L’ensemble des étres vivants sur Terre peut étesél en deux groupes qui sont les
procaryotes et les eucaryotes. La principale diffée réside dans la présence dans les
cellules d'un noyau cellulaire délimité ou non pere membrane contenant I'ensemble du
matériel génétique. Le groupe des procaryotesuestéme subdivisé en deux sous-groupes,
les bactéries et les archeebactéries (Woese & FéX)1®ans la suite de cette étude nous
nous intéresserons principalement aux bactériesou_es communautés bactériennes sont
importantes dans les sols a cause de leur rélgaclé les processus des écosystemes, tels que
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la décomposition de la MO, les cycles biogéochiregqdu C et de la N, ainsi que leurs
symbioses possibles avec les plantes (Nannipiati 2003).

Les bactéries sont omniprésentes dans I'ensembl@aEsystemes, a des concentrations
trés variables, ou elles jouent un réle trés ingrartdans les cycles biochimiques (e.g. cycles
du C, N, S, ...). Dans les sols, les bactéries reptést le groupe biologique le plus
important métaboliquement mais aussi en conceoirdti® & 1d°cellules par gramme de sol
sec) et en biomasse (40-60 % de la biomasse d&s lses bactéries ont une taille comprises
entre 10 et 10’ métres (Figure 1-2) et leur forme peut étre classé3 grandes catégories :
sphérique (ou coccoides), cylindrique (ou batonneds spiralée (ou hélicoidales). Leur
structure cellulaire (Figure 1-5) peut étre décete deux unités de base : i) la cellule est
constituée d’'un cytoplasme dans lequel se situesémble des fonctions vitales, et ou I'on
trouve I'ensemble du matériel génétique, ainsilggesnzymes ; ii) le cytoplasme est entouré
d’'une membrane cytoplasmique composée de deuxlefsuilipidiques. Les bactéries
possédent une paroi qui leur permet de gardemlalisé de la structure de la cellule et qui
correspond a I'enveloppe externe. Il existe deypesyde structures de parois bactériennes :
les parois a « Gram positif », lesquelles sont tikelment épaisses et composées de
peptidoglycane, d’acide teichoique et de muréiae parois des bactéries a « Gram négatif »
sont composées de deux membranes encadrant ure gsg@&plasmique, dans lequel peut
avoir lieu des réactions métaboliques. Une troisiamité de base existe pour les bactéries
mobiles qui possedent un ou plusieurs flagelledesupilis leur permettant de se déplacer.

Membrane Paroi
cytoplasmique (enveloppe externe)
é Flagelle
S
ADN Cytoplasme-+contenu

(enzyme, protéine,...)
Figure I-5 Schéma d’une cellule bactérienne

Les bactéries se multiplient par division celluitaice qui permet de les considérer comme
des clones naturels. Cette division cellulaire pria transmission de I'ensemble du code
génetique de la cellule mere a la cellule fille. draissance des bactéries dans un milieu se
fait de maniére exponentielle aprés une phase tdack, jusqu’a un plateau. Les taux de
croissance vont dépendre des conditions physicoighes du milieu dans lequel les
bactéries sont présentes et en particulier dedpodibilité des nutriments. La plupart des
bactéries se multiplie dans des conditions modétéamaitre 1998), mais leur croissance et
leur diversité sont trés variables et peuvent Btoglifiées par divers paramétres chimiques
(concentration en métaux, oxygene, pH) ou physigieenpérature, salinité, pression
hydrostatique,...). Une méthode devenue classiquer peprésenter la diversité des
communautés bactériennes est la mesure dun indiceliversité déterminé a partir de
'empreinte génétique des communautés obtenueslgpanéthode moléculaire ARISA
(Automated Ribosomal (rRNA) Intergenic Spacer Asay (Fisher & Triplett 1999; Ranjard
et al. 2000). Bien qu’imparfaite, car ne considégure les populations les plus représentées
dans le sol cette approche permet de relier 'emfgeyénétique mesurée a la structure des
communautés bactériennes.
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Le volet bactériologique sera abordé tout du loaget état de I'art pour comprendre le
réle du compartiment procaryotique dans le fonectement du sol, mais aussi les interactions
des métaux avec ces organismes.

[-1-3 Organisation spatiale des sols en agrégats

[-1-3-1 Naissance du concept de hiérarchisation des sols en agrégats.

Depuis le 20™ siecle, il est reconnu gu’il existe des liens iétrentre I'activité biotique
des sols, I'évolution de la matiere organique dwesteur agrégation. Depuis les années 1950,
quatre concepts d’'agrégation des sols ont été péspdedwards & Bremner (1967) ont
proposé une théorie selon laquelle le principat@ssus amenant a la micro-agrégation des
constituants des sols est la réaction en phasdeselitre les argiles minérales, les cations
polyvalents et la matiere organique des sols. B2 1%isdall and Oades se sont basés sur ce
principe, pour mettre en place le concept de leaht@isation des sols en agrégats, décrivant
une dépendance des mécanismes impliqués dansratfon des micro et macro-agrégats en
fonction de I'échelle spatiale. Ce concept met @ntla présence d’'agents de liaison entre
les particules primaires (argiles, minéraux simples et les petits agrégats issue de
I'agrégation des patrticules fines. Deux ans plus, t@ades (1984) a proposé une modification
importante dans ce concept qui est la formationntieso-agrégats localisés a l'intérieur des
macro-agrégats. Pour finir, Elliott (1986) a id&étpour la premiere fois le lien direct entre la
perte de matiere organique et la diminution deréggtion.

Matiére
Organique
Minéral
] champignons
,/i'l ! ‘
Minéral
Macro-agrégat QQ'—'-- R i
(2000-250um) & 7
’;"_\' p
Micro-agrégat
(250-20pm) : _.
P
Bactéries Complexe argilo-

humique (<20um)

Figure I-6 Schéma de la hiérarchisation en agrégats des sols naturels
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Aujourd’hui les études sur le fonctionnement, l&gation des sols et la stabilisation de la
matiere organique des sols sont basés sur ce daioeganisation spatiale du sol (Figure I—
6). Ce concept met en avant la présence d’agenizisten entre les particules primaires et les
agrégats correspondant aux particules secondasems de I'agrégation des particules fines
(Bronick & Lal 2005). De plus, la stabilité des égats dans I'eau est négativement corrélée a
leur taille et positivement corrélée avec leur eonten matiere organique (Haynes & Swift
1990). John et al. (2005) définissent aussi quée cetganisation en agrégats, est plus
importante en surface qu’en profondeur des solgpet les sols anthropiques, dépendant des
parametres biogéochimiques et de la gestion des sol

[-1-3-2 Les facteurs influengant la stabilité des agrégats de sols.

L’agrégation des sols et leur stabilité reposemtsu ensemble de facteurs physiques,
chimiques et biologiques plus ou moins importard. dtabilité des agrégats de sol a été
décrite comme étant principalement dépendante nig f@cteurs différents : la faune, les
microorganismes, les racines, les agents inorgesigie liaisons, mais aussi les variables
environnementales (Figure 1-7). Tous ces facteoms I8s les uns aux autres plus ou moins

fortement (Six et al. 2004).

Root ; Environmental
| Varables
I
1 A
AN !
s I. | Inorganic binding agents |
N : .
)
3
Aggregation

Figure I-7 Schéma des différentes interactions entre les constituants du sol intervenant dans I’'agrégation des
sols (Six et al. 2004).

[-1-3-2-1 La matiére organique des sols

Le comportement bio-physicochimique de la MO inflce fortement la stabilité des
agrégats de sols. Dans les sols, la MO peut inflereta hiérarchie de I'agrégation de deux
manieres : i) une augmentation de la concentra&io@ induit une augmentation de la classe
de taille des agrégats, et ii) un fort contenu e® Rouvellement apporté (carbone frais)
facilement dégradable est plus présent dans lesona@gégats que dans les micro agrégats
(Six et al. 2004). Il existe ainsi des agents chims de liaison dont I'efficacité dépend de
leur dimension. Les composés stabilisants (orga&siget inorganiques) de petite taille
permettent alors la stabilisation des micro-aggat’'opposé, les racines et autres composés
de plus grandes tailles sont considérés comme gestsade liaison entre des particules
séparées par des longues distances ou par des @sispourquoi, pour étudier le rdéle de la
MO dans I'agrégation des sols, il faut bien temimpte que les sols sont composés d’agrégats
et de particules de taille similaire.
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La MO des sols se distribue dans les agrégatsutiesttailles (Figure 1-8), a des stades de
dégradation trés différents, allant du débris \algédans les macro-agrégats aux
macromolécules organiques des complexes argiloduasi Ainsi, la MO dégradée, présente
sous forme de macromolécules de type acides humiguédulviques, peut étre associée aux
fractions fines des sols. Cette matiére organigs®@ée aux argiles est considérée comme
tres évoluée et stable dans le temps (de I'ordia décennie) (Andreux et al. 1980; Balabane
& Plante 2004). Elle s’organise sous forme de cexgd organo-minéraux riches en Ca, Mn,
Fe et P (Turchenek & Oades 1979). En effet, ChenBla@te (2006) ont montré par une
dispersion compléte du sol que les complexes organéraux sont formés par la liaison
entre la MO évoluée (fraction humiques) et les man® primaires.

Figure I-8 Photo d’observation en microscopie électronique a balayage (MEB ou SEM Scanning Electronic
Microscopy) de différentes tailles de fragments organiques dans des agrégats de diamétres 90-250 um (Oades
1993).

Christensen (2001) a définit alors trois niveausrganisation structurale des sols en lien
avec les différentes MO. D’abord les micro-agréda®0 pm) ou les principaux agents de
stabilisation sont les produits microbiens, lesueass racinaires, les cations polyvalents et
d’autres agents de liaison persistants (polymemganiques), qui sont les plus stables dans le
temps. Il définit ensuite les agrégats intermédm{20-250 um) qui sont constitués de micro-
agrégats et de MO libre et occluse, dont la stdiibn est due a des agents de liaison de
transition tels que les polysaccharides. Enfimb@gro-agrégats constitués a la fois d’agrégats
intermédiaires et de MO (libre et occluse) et dest agents de liaisons sont temporaires
(racines et hyphes). Pour maintenir la structurealul existe différents niveaux de liaison.

La MO des sols joue un réle important dans la faiwnades micro-agrégats (Gale et al.
2000), par son réle de liant. L'utilisation du canle par les microorganismes pour former des
composés organiques liant les particules du saokerites dépend de la labilité de la MO,
c'est-a-dire sa capacité a se dégrader. L’amendediam sol avec une MO fraiche et peu
dégradée, constituée principalement de MOP condiims a un sol plus structuré qu’un sol
non amendé contenant de la MO plus ancienne, y Gerapne teneur équivalente en MO.
La diminution de la taille de la MO sous I'effet ebiodégradation par les microorganismes
permet I'incorporation du carbone dans des agrétgatsille de plus en plus petite jusqu’a la
minéralisation totale de cette MO (Andreux et &8Q; Tisdall & Oades 1982). De plus,
'augmentation du stock de carbone favorise le g@ssus d’agrégation conduisant a la
formation d’'agrégats de taille de plus en plus deafOorts et al. 2007). La qualité et la
quantité de carbone dans les sols jouent donc len v@rié mais prépondérant dans la
hiérarchisation des sols en agrégats. De ce éaitcliltures du sol affectant les teneurs ou la
distribution de la MO ont une incidence directe lgupotentiel d’agrégation des sols John et
al. (2005). Ainsi, les cultures menées sur le ltergne peuvent conduire a l'altération de
I'agrégation des sols ainsi qu’a la perte de la Nl®.matiére organique joue donc un réle
primordial dans le maintient de la structure eréggts des sols (Balabane & Plante 2004), en
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améliorant leur stabilité structurale et leur rEsise aux stress extrémes (hydrique,
mécanique, ...).

[-1-3-2-2 Les organismes vivants

Les organismes vivant dans les sols impactentectant la stabilité des agrégats. Ils sont
répertoriés en trois catégories: la faune, laeflgspécifiguement les racines), et les
microorganismes (bactéries).

Pour la faune, de nombreuses études sur 'impacteis de terre (Marinissen & Dexter
1990; Brown et al. 2000; Bossuyt et al. 2005, 20€6) la formation et la stabilisation des
agrégats, ont été menées avec différentes espaxidas. Il a ainsi été montré que les vers
de terre jouent un réle direct et rapide sur lanftion des micro-agrégats ainsi que sur
I'incorporation de carbone frais a l'intérieur desamicro-agrégats. L'impact direct ou indirect
des vers de terre sur I'agrégation varie avec €espe vers de terre, la qualité de la litiere et
du sol parent (Bronick & Lal 2005).

La flore stabilise le sol de deux facons différentd’'un coté les résidus de plantes, riches
en carbone, produisent sous l'effet de la biodégrad microbienne des composés humiques
trés réactifs qui stabilisent les agrégats des stld’'un autre coté les racines jouent aussi un
réle important dans la stabilisation du sol patei&lue de leur réseau qui s’infiltre dans le sol
et dans les agrégats (Dorioz et al. 1993; Ange@agfon 1998). En se développant, les racines
sont capables d’exercer des pressions importantesamt compresser les agrégats et les
séparer les uns des autres (Figure 1-9). De ptuexsudats organiques libérés par les racines
ainsi que les fines racines favorisent l'activiiéltgique impliqguée dans la formation d’'un
ciment humique impligué dans l'agrégation des dturestts des sols (Hillel 1998). La
pénétration des racines dans le sol est alors minokicateur de la stabilité des agrégats selon
leur taille.

Ancienne racine

Colonies bactériennes

Argiles

Figure I-9 Photo en microscopie électronique a balayage (MEB) de microstructures induit par les racines de
Festuce rubra (Dorioz et al. 1993). a=racine, b=colonies bactériennes, f=fissure

A plus fine échelle les micro-organismes jouentlégant un rdle important dans la
stabilité des agrégats. Leur stabilité dépend dsiglirs facteurs en lien avec I'échelle d’étude
tels que la concentration en champignons et bastde texture du sol, ou sa minéralogie. Par
exemple, la formation de mycélium fongique facilisecumulation de MO (Jastrow 1996) et
ces effets sur I'agrégation se sont révélés plysrmant dans les sols argileux que dans les
sols sableux. Les champignons souvent localisés ganmacros pores sont plus sensibles a
la dessiccation du sol que les bactéries, plutbalisées dans les micro-agrégats. C'est
pourquoi le mycélium fongique va affecter de mamidirecte préférentiellement les liens
entre les macro-agrégats (Denef et al. 2001a).
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Polysaccharides

& Argiles

Figure I-10 Photo d'observation en microscopie électronique a balayage (MEB) de microstructure de
I'association des polysaccharides avec les argiles de type kaolinite (Chenu 1993)

Le développement du mycélium fongique et les palglsarides gu'ils liberent améliorent
la micro-agrégation (Chenu 1989, 1993) (Figure }-1@s fractions fines sont enrichies en
matiéres organiques évoluées et en nutriments, utepgrmet une augmentation de la
biomasse bactérienne laquelle influence aussid@gagion du sol (Sessitsch et al. 2001).
Réciproguement, les bactéries des sols peuventaroefuge a I'intérieur des micro-agrégats,
ce qui influence la diversité microbienne et I'aité bactérienne (Hattori, 1988). L’activité
des populations microbiennes joue ainsi un rélabletdans I'agrégation (Six et al. 2004).
Dans les sols a texture grossiere (sols sableagydgation n’est que faiblement reliée a la
biomasse microbienne ainsi qu’'a leurs produits @ueecres, biofilm), car seul les réseaux
d’hyphes sont capables de lier les grosses paticsdbleuses pour former des agrégats
stables. Au contraire, dans les sols argileux, @bsngements dans le contexte
environnemental local (texture, physico-chimie,. eupent amener a une réorganisation des
complexes argilo-humiques et de leur relation dgsanicroorganismes (Young & Crawford
2004; Bronick & Lal 2005; Milleret et al. 2009).

[-1-3-2-3 Les cycles humectations/dessiccations

Les sols sont soumis continuellement a des cyclasriectations et de dessiccations au
fil des saisons. Ces alternances d’humidité afféctartout les macro-agrégats qui s’agregent
et se désagregent en fonction des cycles, tandidegumicro-agrégats sont relativement peu
affectés du fait de leur plus grande stabilité.n&feet al. 2001a) ont exposé que des deux
cycles d’humectation dessiccation (H/D), 'ensentdds agrégats des sols testés devient plus
stable et plus résistant a la dispersion aqueusendéme étude a montré que les cycles H/D
modifient fortement la teneur en MO dans les agsggee qui diminue fortement et
sensiblement le potentiel d’agrégation du sol. @tise et al. (2006) ont observé qu’en
présence d’amendements organiques, un enrichiss@neguolysaccharides bactériens et en
substances hydrophobes augmentent la cohésionnentdes agrégats ainsi que leur
hydrophobie, amenant a une meilleure résistancegi€gats aux cours des cycles H/D. Les
macro-agrégats réagissent fortement a un appcaudee qui montre qu'’ils possédent des
forces de cohésion faible, ces dernieres dépenaatefois de la présence de ‘liants’
organiques de type macromoléculaires (exopolysaictdsa acides humiques etc.). Au
contraire, les micro-agrégats, a priori plus abomu&nt associé aux mémes types de liants
organiques trés réactifs sont eux plus stables. &£ét& notamment confirmé en microscopie
électronique par Vollandtuduri (2004), qui permébbderver que les micro-agrégats se
déforment seulement légérement lors de I'applicatie condition de dessiccation du sol,
contrairement aux macro-agrégats.
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On mentionnera comme derniére variable, les vanatiannuelles de température. Elles
interviennent dans la formation et la dissociatit®s agrégats qui sont intimement liés a la
teneur en eau du sol. Ainsi il a été observé gselistaux de glace formés dans la porosité
des sols conduisent a des forces dispersives iarned provoquant I'éclatement des agrégats
(Six et al. 2004). De fagcon générale, les cyclanatiques annuels affectent fortement a la
stabilisation des agrégats.

[-1-3-2-4 Les agents inorganiques

Les minéraux des sols affectent la stabilité deggais principalement par deux voies :
soit en offrant des surfaces de contacts aux liarganiques, soit en générant des liants
inorganiques. La formation des liants dépend daafare des minéraux et des conditions
chimiques. Il est communément admis que les phasgasrales réactives du sol (oxydes de
Fe et Mn, Argiles, Calcaire) présents en quantip@ificatives forment un substrat de sorption
pour les liants macromoléculaire organiques parawtion des groupes polaires, apolaires et
chargés (Six et al. 2004). Concernant les oxydes-ele de par leur surface chargée
positivement, ils forment des liaisons électrogtags privilégiées avec les argiles augmentant
ainsi I'effet cohésif (EI-Swaify & Emerson 1975)aBs des conditions chimiques appropriées
(oxydation de solutions riches en Fe(ll) par exaales précipités émanant de la dissolution
d’oxydes peuvent se former et s'intercaler entseplarticules associées générant ainsi un lien
autant mécanique (accrochement) que chimique (Bomdk Norrish 1983). Des ions €a
mis en solution par dissolution de la calcite oautfes ions peuvent par ailleurs intervenir
dans la formation de complexes organo-minérauxep@mple par le pontage de groupes
fonctionnels négativement chargés.

Les contaminants métalliques ont aussi été décotame pouvant interagir dans la
stabilisation des sols. Ainsi, Parat et al. (208&) par exemple montré qu’un fort contenu en
cuivre (200-300 mg.k§ dans les sols inhibe la décomposition des déhganiques et donc
la minéralisation du carbone organique, ce quia@émér une stabilisation des macro-agrégats.
De fagon générale, les fortes concentrations emurénhibent la croissance et la diversité
des populations microbiennes. Ainsi, Ranjard & Rigine (2001) ont montré que I'impact du
cuivre sur les communautés microbiennes est variabk différentes échelles du sol. Les
populations bactériennes situées a I'extérieuraggggats sont plus rapidement affectées que
celles situées a lintérieur des agrégats lesquealtmt plus protégées en terme d’acces du
polluant.

La composition du sol et sa stabilit¢ dans le terspst donc conditionnés par les
processus biogéochimiques qui s’y déroulent. Cesgsisus sont controlés a la fois par les
conditions climatiques et anthropiques imposés|gaomposition du sol et en particulier par
la nature et la distribution de la MO. Toutefoisalgré les connaissances importantes sur le
réle de la MO, un nombre important de questionsalers) notamment en relation avec I'effet
de I'apport exogéne varié en relation avec la gadiie la fertilité des sols, ou la maitrise des
mauvaises herbes. De plus, la complexité de cetseafiultiples rend difficile la prédiction du
devenir et de I'impact de contaminations telles gglées liées aux traitements phytosanitaires
comme par exemple le cuivre.
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[-1-4 Le compartiment bactérien des sols.

[-1-4-1 Distribution des bactéries dans les sols.

Le sol est souvent considéré comme une mosaiquemideohabitats pour les
communautés bactériennes (Jocteur Monrozier di9883), et dont la structure est fortement
influencée par les propriétés physicochimiques du ka diversité des communautés
bactériennes dans les sols est tres importanteyybais estime pres de 10000 génomes
bactériens (de taille de génome similaire a celdsdherichia coli présents dans un gramme
de sol (Horner-Devine et al. 2004). Les avancépilea dans les techniques d’analyse des
bactéries permettent d’envisager depuis quelquesesn de caractériser la localisation
physique des bactéries, et d’essayer de mieux evdp leur distribution spatiale en relation
avec les habitats spatialement hétérogenes (Nunaln 2002; Young & Crawford 2004). A
I'échelle du champ, la distribution des micro-ongames rencontrés dans les sols est
spatialement structurée sur des distances allatg dizaine a plusieurs centaines de metres,
suivant les organismes mais aussi le systeme éfktiéma & Wardle 2002). Bien que la
biodiversité bactérienne soit assez limitée a Bflehrégionale, les populations bactériennes
présentent une forte diversité a I'échelle locad’dgrégat de sol (Green et al. 2004). Bien
gue peu nombreuses, les études sur la distribgfiatiale des bactéries dans les sols ont
montré que les especes bactériennes dominantesasgotirs différentes a l'intérieur des
micro-agrégats par rapport au sol dans son ensemblau niveau des macro-agrégats,
montrant ainsi que des espéces minoritaires pewavait un comportement spécifique a leur
environnement local (Jocteur Monrozier et al. 19R8njard & Richaume 2001; Dechesne et
al. 2005).

La détermination de la densité bactérienne parqdesitifications directes (Kabir et al.
1994; Chenu et al. 2001; Nunan et al. 2002) ouanties (Richaume et al. 1993) ou d’analyse
de la biomasse bactérienne (Martins et al. 1997nhtraoclairement une distribution
hétérogéne des bactéries dans les sols. Cettogéné&ité spatiale ne favorise pas seulement
la diversité microbienne dans les microhabitatssnetle permet aussi la séparation physique
d’organismes du sol potentiellement compétiteuresatix ou ayant une relation de prédation
(Ettema & Wardle 2002). Depuis la mise en évidedeela hiérarchisation des sols en
agrégats présentant des fonctions spécifiques miida en place d’'une procédure fiable de
fractionnement physique non déstructurant des salsagrégats, I'ensemble des études
confirme les résultats précurseurs de Hattori (L98& a le premier présenté les populations
bactériennes comme majoritairement localisées dansompartiment interne du sol
(contenant les plus petits pores) plutoét que damattie externe du sol (les larges pores mais
aussi la surface des agrégats) plus sujette atass sle toutes sortes (hydrique, thermique,
chimique et méme biologique avec la prédation).

25



Chapitre | Etat de I'art

Argiles

Figure I-11 Photo par microscopie électronique a transmission de micro-agrégat contenant des bactéries
enfermées dans une structure argileuse (Ladd et al. 1993).

Ainsi, il est reconnu aujourd’hui que plus de 8@és bactéries se situent dans la fraction
interne des sols qui contient des diameétres despeedaille entre 2 et 6 um (Hattori 1988).
En effet, les habitats les plus favorables a labaetérienne sont les micro-agrégats (e.g.
Figure 1-11) de taille <20 pm (Jocteur Monrozieaketl 991, 1993; Kabir et al. 1994; Ranjard
et al. 1997; Kandeler et al. 2000; Sessitsch €2G1; Ranjard & Richaume 2001; Chotte et
al. 2002; Fall et al. 2004; Mummey & Stahl 2004; ivtaey et al. 2006; Zhang et al. 2007;
Janusauskaite et al. 2009; Ruamps et al. 2011}e @dts faible densité cellulaire du
compartiment externe des sols est également assoaime plus faible diversité des
communautés bactériennes en relation avec la préseportante de champignons entre les
agrégats du sol et particulierement sur les susfdes agrégats (Chenu et al. 2001; Zhang et
al. 2007). Par ailleurs, la faible taille des podes fractions fines génére des microhabitats
protecteurs pour les microorganismes face aux fiatlsl mais aussi aux prédateurs. On peut
alors constater une similitude entre la taille Hastéries et celle des micropores ou elles se
multiplient (Grundmann 2004). Kilbertus (1980) av@&ja montré que les bactéries, qui sont
de taille micrométrique assez uniforme, ne colonigas les pores de taille inférieure & 0.8
um, bien qu’elles peuvent étre présentes sous fdemeellules isolées. Malgré 'ubiquité des
bactéries dans toute la structure spatiale des selg un faible pourcentage de leur espace
poral est colonisé par les bactéries, et ne représpr’environ 0.6 % de la surface terrestre
(Young & Crawford 2004). Tisdall & Oades (1982) aldfini que les microorganismes sont
importants dans les processus d’agrégation deditw@mds des sols a une échelle comprise
entre 2 et 2000 um. Les bactéries ne sont dontopalsées au hasard dans le sol, mais la
plupart du temps dans les pores ouverts et afi@tedes agrégats probablement proches des
sources de nourriture (Grundmann 2004). Dans lds stiucturés, les communautés
bactériennes résidant a la surface des agrégatsoldecontaminés en ETM sont plus
résistantes au stress provoqué par la présencettil gue celles localisées a I'intérieur des
agrégats, suggérant une évolution et une adaptdiffémentielles des communautés suivant
leur localisation (Ranjard et al. 1997; Almas et28I05).

Les microenvironnements telluriques réunissent #of4it les conditions nécessaires a la
survie et au développement des communautés bamtésget ceux-ci sont considérés comme
des microhabitats privilégiés pour ces organisrhaslocalisation spatiale des populations
bactériennes est donc un facteur clé affectanti dss leur survie, leur activité et leurs
fonctions écologiques (Mummey & Stahl 2004) majegue leur sensibilité & des stress bio
physicochimique. Ce dernier point est un des aspget nous avons particulierement étudié
dans ce travail (Chapitre 1V).
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[-1-4-2 Facteurs contrélant la distribution des populations bactériennes

dans les sols

La variabilité des caractéristigues physico-chiregu des différentes fractions
granulométriques des sols confére a ces compaiisnaexs propriétés spécifiques qui en font
des habitats privilégiés et hétérogenes pour leghas (Jocteur Monrozier et al. 1991, 1993;
Ranjard & Richaume 2001). La définition des facseiarmant un micro habitat propice a la
vie bactérienne dépend a la fois des paramétreslduais aussi des populations bactériennes
elles-mémes. Un parametre non négligeable influgnda distribution des populations
bactériennes dans les sols est leur relation tgohau sein des microenvironnements, qui
dépend-elle méme des autres facteurs. Beaucoupwdrix se sont intéresses aux techniques
de mesure de la biodiversité mais assez peu oceouds les liens entre cette biodiversité et
la nature de ces microhabitats.

Les sols sont composés d'un ensemble d’organismesitg de tailles extrémement
variables. Comme dans I'ensemble de la chaine ataire, les populations bactériennes sont
sous le contréle de prédateurs qui leur sont spées. Leurs principaux prédateurs ont une
taille supérieure a la taille des micro-agrégatssdasquels les bactéries sont majoritairement
localisées. Cette microfaune prédatrice étant grabement présente dans les plus grands
agrégats, cela induit une pression sélective swtrlecture des communautés bactériennes
dans la macroporosité via notamment leur protectiams les micro-agrégats de sols
(Sessitsch et al. 2001).

Dans ce contexte, la texture des sols est un faatgportant pour la distribution des
bactéries dans les sols, car elle influence dineete: leur structure spatiale. Ainsi, Chenu et
al. (2001) ont observé directement que dans lesssdileux les bactéries sont présentes aussi
bien a la surface qu’a l'intérieur des agrégatsals sableux, alors que dans les sols argileux,
la majorité des populations est distribuée a lfietér des agrégats. La structure du sol est
donc un facteur majeur du contréle de la distriouties bactéries, en relation également avec
la répartition des nutriments essentiels a leuelbppement.

L’évolution de la dynamique de I'eau et des gazsdarporosité des sols, influence aussi
la distribution des organismes vivants (Jocteur Mpier et al. 1993; Ranjard & Richaume
2001). Les fortes variations de la teneur en eas tasol liees aux cycles d’humectation et
de dessiccation (liee a la météorologie) impliquerd adaptation particuliere des populations
bactériennes localisées principalement dans laopaoosité des sols et notamment entre les
agrégats (ce que I'on considére comme le compartiregterne des sols). La rétention et
potentiellement I'immobilisation de I'eau sont plingportantes dans les micropores que dans
les macropores, permettant de garder une humitlig@importante dans les micro agrégats,
en relation avec la présence de composés organigyakesphiles tel que les polysaccharides
produit par les bactéries ou les champignons (CH&89, 1993; Jocteur Monrozier et al.
1993).

Pour les gaz, il a été observé un effet inverselesipopulations microbiennes. L’air a
l'intérieur des micropores étant moins souvent uveete, cela peut conduire a un état
anoxique du sol en relation avec la respiration sl et a la présence de bactéries
majoritairement anaérobies dans les structureslesolfines, alors que les compartiments
grossiers contiennent un mélange de bactéries iaérobt anaérobies. Le faible
renouvellement des gaz peut dans certains cagprdes bactéries des gaz toxiques (Ranjard

& Richaume 2001).

Un autre facteur important pour la distribution adesnmunautés bactériennes dans les
sols est la teneur en carbone organique. En éfélO agit comme une source énergétique
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pour les microorganismes, en plus d'étre largemamgliquée dans la stabilisation des
agrégats de sol. Dans les sols bien agrégés onrgatver plus de 50 % de la matiere
organique dans les micros agrégats (Ladd et aB;1g@to et al. 2008). L’'amendement d’un
sol en MO affecte I'activité, la taille mais auksicomposition des communautés bactériennes
(Saison et al. 2006). En effet, il semble existeg gorrélation positive entre le carbone de la
biomasse et la concentration en carbone organigsisals (Kunito et al. 1999a). Des apports
exogenes de MO dans les sols, sous forme d’amemiemé un effet direct sur I'agrégation
des sols (Besnard et al. 2001), et indirectemeanagtistribution des microorganismes.

Les populations bactériennes présentes dans leopmosité des sols sont sujettes a de
fortes variations des conditions hydriques et gagelQ), alors que les conditions stables de
l'intérieur des agrégats les plus petits contrituan plus faible renouvellement des
nutriments et des gaz. Toutefois, dans les frastigrossieres des sols les nutriments
disponibles sont plus limités car plus facilemesssivés au passage d'un flux d’eau, ce qui
montre que les bactéries de ces fractions doivadaptées a des conditions d’oligotrophie
(Ettema & Wardle 2002) en développant un plus lagentail métabolique (Sessitsch et al.
2001), leur permettant notamment de dégrader dasdgs molécules organiques. Ces
fractions sont riches ea-proteobacterie et notamment eBphingomonagshactéries capable
de dégrader de nombreux composés aromatiquestésbssi al. 2001) de la MO ‘fraiche’ ou
évoluée. Les fractions granulométriques plus fisest colonisées par les bactéries de la
division des Acidobacterium Certains changements environnementaux favoralles
'augmentation locale de [I'activité microbienne desls pourraient résulter dans la
réorganisation des complexes sol-microbes (Youndi@&wford 2004). L’évolution des
propriétés physicochimiques de ces micro-habitapgciiqgues peut influencer les
communautés bactériennes (Baptist et al. 2008;r&ivala 2009; Tarfa 2011)

L’ensemble des ces facteurs contrble les processtrsiseques aux populations
microbiennes tels que la localisation, la reproidmctou la compétition qui influencent
I'agrégation des sols (Ettema & Wardle 2002) etitdribution des populations bactériennes.

Outre ces effets globaux, de nombreuses étudeguiali clairement qu'un des facteurs
limitant de la biodiversité et indirectement dediatribution des communautés bactériennes
dans les sols est I'impact des pollutions métadifgou organiques sur ces microorganismes.
Cet aspect est détaillé ci-dessous.
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[-2 Les contaminations métalliques des sols : cas du

cuivre

[-2-1 Présentation générale

Le cuivre est un des rares métaux qui existe atligtif dans le sol. C’est pourquoi il est
utilisé par 'hnomme depuis tres longtemps, comnoe €t I'argent. Des objets fabriqués en
cuivre ont été datés d’environ 8700 avant J.C. bbé enivre vient du laticuprumsignifiant
« I"lle de Chypre », qui était réputé pour ses mmide cuivre. Le cuivre est caractérisé par une
structure cristalline cubique & faces centrées,masse atomique de 63.546 g.thadt une
température de fusion de 1084.62°C. Sa couleurerougfallisée permet de le différencier des
autres métaux. Dans les minerais de cuivre, célsecrouve sous forme pure mais aussi
principalement sous la forme de sulfures tels gsenhinerais de Chalcopyrite (Cukk$t
Bornite (CyFeS). En 2010 les réserves mondiales de cuivre étamimées a 630 millions
de tonnes, avec une production d’extraction de b&ilRons de tonnes, essentiellement en
Amérique du sud.

Le cuivre a été fortement utilisé par différentéglisations pour sa grande capacité
d’alliage avec l'étain, par exemple dans la forwatdu bronze (5 %Sn et 95 % Cu) mais
aussi avec le Zinc pour former le laiton (30 %ZriY@t%Cu). De plus ses grandes capacités
anticorrosives, lui procurent une utilisation imgaote dans le domaine de l'industrie. Ce sont
aussi ces propriétés anticorrosives qui lui permnétt’étre utilisé dans toute l'industrie du
batiment. Grace a ses propriétés physiques, atygatement de sa conductibilité électrique
et thermique, il est tres largement utilisé danddeeloppement de I'électricité au début du
20°M®siécle. Avec ces différentes caractéristiquesylere couvre tout I'éventail des activités
industrielles allant des piéces traditionnelle®a slystémes de hautes technologies. Toutefois
en contact avec l'air, le métal s’'oxyde pour donmee patine verdatre, appelée vert de gris,
extrémement toxique.

Dans cette étude, le cuivre n’est pas étudié pesirpsopriétés physiques mais pour ses
propriétés biologiques et écotoxiques. Il serastrretif de définir le cuivre uniquement
comme élément en trace métallique toxique. Le eudst un élément présent dans la crolte
terrestre mais aussi chez tous les étres vivaats) est essentiel a de nombreux processus
vitaux. Par exemple, il a été calculé qu’un europdtdisera environ 680kg de cuivre au cours
de sa vie. En effet, a de trés faibles doses, ileecest un oligo-€lément indispensable a la
vie, par son action sur le renforcement du métabwides étres vivants et en particulier celui
des protéines de plante ou d’animaux. Toutefoisisgastion chronique peut étre fatale a des
doses peu élevées. La propriété de fongicide dureui’est qu’'en partie attribuée a la
destruction des spores de champignon qu'’il provotjue autre partie de cet effet est due a
son action sur le renforcement du métabolisme d@gipes des cellules vivantes.

[-2-2 Origines des métaux en traces dans les sols.

Dans le langage courant, les termes ‘pollution’ ‘@ntamination’ sont employés
indifferemment pour désigner une accumulation amabend’éléments minéraux, organiques
ou pathogénes dans un milieu donné. Dans le dontsesciences de I'environnement, le
terme ‘contamination’ désigne l'accroissement nigtatle la concentration d’'un composé
(apporté par ’lhomme) au sol sans anticiper de fivadion de la qualité du sol (Juste et al.
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1995). Au contraire, le terme ‘pollution’ lui estployé pour désigner I'accumulation d’'un
composé dans des quantités telle que I'élément peagendrer des dangers pour les
organismes vivants ou compromettre une ou plusiessyrandes fonctions du sol.

[-2-2-1 Origine naturelle

La concentration en éléments traces métalliqueM{Enesurée dans les sols résulte de
I'héritage des concentrations engendrées par riaitlh de la roche mere (fond géochimique
local), plus ou moins modifiée par des processugédimgenése (fond pédogéochimique). Ce
fond est réhaussé par les apports des activitésihes Le fond pédogéochimique naturel
local correspond donc a la concentration des élé&nmaces métalliques issues de I'évolution
géologique et pédologique du sol sans tenir comigseapports anthropiques (Baize 1997).

En ce qui concerne plus spécifiquement le cuivibgetade notre étude, il est présent dans
la cro(te terrestre, mais ne représente que 0.@k®&Iéments présents dans la terre. Il est
aussi présent dans les océans mais a l'état destrées teneurs en cuivre de la crodte
continentale sont listées dans le Tableau I-2. drecentration moyenne est de 35 mg'kg
avec une variation entre 2 et 120 mg'kselon les différentes roches (Kabata-Pendias &
Pendias 1992; Alloway 1995; Baize 1997; Sumner 2080 revanche les teneurs dans les
plantes sont comprises entre 2 et 20 mg g matiére séche. Dans un sol dépourvu de
contamination anthropique le fond pédo-géochimigsé dépendant des caractéristiques
physico-chimiques de la roche mére.

Tableau I-2 Contenu en cuivre (mg.kg?) de différentes roches (Kabata-Pendias & Pendias 1992)

Roches magmatiques Roches sédimentaires
Basiques Intermédiaires Acides Argilo-sableuses Grés Carbonate

Cu

1, 60-120 15-80 10-30 40 5-30 2-10
(mg.kg")

[-2-2-2 Origine anthropique

L'inquiétude sur les pollutions des sols par l'anflisation est née de la forte
augmentation des contaminations liées au développeagro-industriel de notre société. Ce
développement a induit le relargage important dempmsés minéraux et notamment les
éléments en trace, la plupart du temps présents feomne immobile, vers les écosystemes,
sans qu’ils soient éliminés par les processus aldégiradation et d’épuration (Bourrelier et al.
1998). Les sources de pollutions liees aux actvasthropiques sont diverses, allant de la
pulvérisation sous forme de pesticide dans l'adice, a I'extraction miniere, et au dépot
atmosphérique sur le sol, sans étre exhaustif.

L’homme utilise depuis longtemps le cuivre, poufélentes activités qui ont évolué en
méme temps que ses connaissances. Les extractioisan des €léments chimiques, quelles
gu’elles soient, engagent une succession de réactioimiques qui peuvent conduire a des
pollutions. Dans le cas du cuivre, celui-ci estspré dans les minerais sous forme de sulfures
(e.g. la chalcopyrite (Cuk®), la bornite (CsFeS)), et sous forme d’oxyde (e.g. cuprite
(Cw0), malachite (CxCQ0s)), azurite (Ce(CO;5)2(OH),)). Lors de son excavation, des sous
produits tels que le dioxyde de soufre sont rel@sget transformés en acide sulfurique. La
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transformation engage donc une succession de geacthimiques qui peuvent fortement
polluer le sol localement en cuivre et en acide.

La contribution anthropique aux teneurs en cuivaesdles sols agricoles est d’origine
diverse. Les apports sont principalement liés aajests locaux effectués par I'agriculteur,
voir liés a des apports aériens diffus involontipeovenant de parcelles voisines ou plus
lointaines. Sauf exception, il s’agit d’apportsfdagicides en viticulture et arboriculture. lls
peuvent également provenir d’apports de dégradalesnvégétaux contaminés par l'activité
humaine, et ces apports peuvent se faire directepan’agriculteur, ou indirectement par
I'activité éolienne ou par ruissellement. L’act&sihumaine est donc plutdét une source de
contamination des sols. Toutefois, Juste et aRFL@nt montré que les pratiques agricoles
par rapport au cuivre peuvent fonctionner en pigt€ontamination. En effet, 'épandage des
boues d'épuration permet une redistribution de atest éléments nutritifs tels que le
phosphate et I'azote, ainsi que d’oligo-éléments, (@n et Zn) mais aussi d’autres éléments
en trace métalliques (Cd, Cr, Ni, Hg, Pb).

C’est l'utilisation massive du cuivre en agricutuet particulierement son application aux
sols viticoles, qui nous intéresse dans cette étude

[-2-2-3 Utilisation du cuivre pour l'agriculture

La culture de la vigne en Europe est issue d’'ueéleitradition de plus de 2000 ans, ou
elle était le pilier de la culture et de la vieater dans toutes les régions ou il était possible de
la cultiver. Un grand nombre de variétés de cégdaie cultivé jusqu’au milieu du £8iécle.
Mais en 1863, le Phylloxéra (insecte homoptere,pueeron) importé d’Amérique du nord,
détruisit pres de la moitié des vignes. La répansette invasion involontaire a été d’importer
de la région ou son issus ces insectes des padgfegplus résistants. Cependant les vignes
sont devenues sensibles au mildilasmopara viticola(lun champignon microscopique),
observé pour la premiére fois en France en 187& gavagé par la suite en quelques années
le vignoble francais et la plupart des vignoblesopaens. Ce champignon affecte de
nombreuses espéces de plantes mais particulierdmengne. Le mildiou survit pendant
I'hiver dans les feuilles de vignes tombées souméode spores permanentes, lesquelles
germent au printemps lorsque les conditions d’hitéidt de température sont réunies. La
propagation de ce champignon nécessite un certaimbre de parametres climatiques et
biologiques. Il prolifere particulierement sous desditions humides et chaudes.

C’est le botaniste Alexis Millardet (1832-1902) gudécouvert dés 1882 et de facon tout
a fait inopinée l'action protectrice du cuivre aante mildiou. Il expérimente en 1884 un
mélange de sulfate de cuivre et de chaux afin mddr la phytotoxicité des sels de cuivre
dans les plantes. Il est donc le précurseur etdateur de la Bouillie Bordelaise, qui est un
fongicide contenant le cuivre comme agent actifisee depuis 1885 dans la lutte contre le
mildiou en France, puis dans le monde. La BouiBierdelaise est une mixture neutre
composée de sulfate de cuivre et de chaux qui g8agi ensemble suivant la réaction
suivante :

CusQ 5H,0+CalOH), — Cu(OH), +CaSQ,2H,0+3H,0 [1-2]

Le cuivre reste le fongicide le plus efficace cenke mildiou et son application est
autorisée dans le reglement européen depuis 19891’agriculture biologique. En viticulture
traditionnelle, la vigne recoit en moyenne 4 a &itéments de ce mélange par an
correspondant en moyenne a 15 kg.ha’. Cependant, lors d’années trés humides ces doses
sont souvent largement dépassées. Les contraégksmentaires actuelles sur l'utilisation de
la bouillie bordelaise s’orientent vers une dimiontprogressive des doses annuelles. En
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2003, la dose de cuivre utilisable pour lutter cete mildiou a été limitée a 8 kg-han* par
la commission Européenne, puis a 6 kg.ha" en 2006.

Lors de la pulvérisation de la bouillie bordelasse les vignes, une partie n’atteint pas la
vigne elle-méme. Plus de 60 % du cuivre se localisdes feuilles de vigne, 30 % retombe
directement sur le sol. Une grande partie du cut@urne au sol par le lessivage des feuilles
et des ceps de vigne lors d’évenements pluvieus massi par la dégradation des feuilles
mortes sur le sol lui-méme (Flores-Velez et al. 6)99Jn grand nombre d’étude s’est
intéressé a l'impact du cuivre dans les sols alggcdont les teneurs sont trés disparates en
relations avec les différents états de contaminatimmarek et al. (2010) ont recensé un
grand nombre de ces concentrations dans les cosapésieures du sol principalement pour
les sols cultivés européens. Les teneurs en cdians les sols agricoles (non pollués) sont
généralement faibles, mais certains sols présemtestconcentrations allant jusqu'a des
valeurs de l'ordre de 1000 mg ki sol (Flores-Velez et al. 1996). La valeur maxéma
tolérée par I'Union Européenne pour les terrescatgs est fixée a 150 mgkg’ de matiére
séche. Il est a noter que cette norme est valable fous les types de cultures, i.e.
indépendamment des rotations de culture (Ferna@dézfio et al. 2008a).

Dans les sols, et particulierement pour les sitéisoles, la concentration en cuivre
diminue tres rapidement avec la profondeur (Brual.et998; Pietrzak & Mcphail 2004, Li et
al. 2005; Komarek et al. 2008) quelque soit le tgpesol, pour se concentrer dans I'horizon
supérieur (0-20cm) des sols (Figure 1-12). La dution en cuivre qui s’accumule dans les
couches superficielles est particulierement marcqu@e les sols viticoles. C'est en, effet
'importante capacité de fixation du cuivre du sef tout particulierement ['affinité
importante du cuivre pour la MO qui est responsalelda faible mobilité du cuivre vers les
horizons plus profonds (Komérek et al. 2010). Lacemtration en Cu diminue aussi avec
I'écart au pied de vigne lié au retombé du cuivae nissellement le long des pieds de vigne.
(Fernandez-Calvifio et al. 2008a) ont indiqué queetets sont d’autant plus marqués que le
vignoble est jeune.

Concentration en Cu total (mg kg sol)
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Figure I-12 Exemple de distribution du Cu dans les profils de différents sols viticoles a la suite de I'utilisation
de fongicides cupriques : dans les sols calcaires du Languedoc (a), sols acides sableux du Beaujolais (b) et un
sol d'Italie (c) (d’aprés Brun et al. (1998) cité par Chaignon (2001)).

[-2-3 La spéciation du Cuivre

Le terme spéciation pour un métal correspond askandtion entre les différentes formes
chimiques possibles du métal, c'est-a-dire legudiffts types d’espéces présentes de I'élément
dans le milieu étudié. La spéciation chimique pérdescomprendre le devenir des métaux
dans l'environnement. En effet, I'impact d’'un mé@mme le cuivre dans les sols et
particulierement la toxicité sur les organismesauig dépend de sa spéciation dans le milieu.
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Il est largement reconnu que la toxicité du cuiaie avec les especes présentes dans l'ordre
décroissant suivant la forme libre Cla plus toxique, les hydroxydes Cu(CH)u(OH), le
carbonate de cuivre (CuGOCUHCQ', Cu(CQ),%) et les complexes chlorés (CuCles
moins toxiques.

Les métaux dans les sols sont présents en solatioplus ou moins liés aux surfaces
solides suivant leur spéciation. Les métaux iniesggt avec les composés organiques et
inorganiques du sol, par des mécanismes de tramafion chimique qui peuvent étre passifs,
abiotigue ou biotigues passifs (sorption, complexat précipitation, réaction
d’oxydoréduction, échange cationique) ou activensentrolés par les processus biologiques.
On citera pour ces derniers la bioaccumulation iainge les réactions de
méthylation/déméthylation (Bolan et al. 2003b, 201IGexiste plusieurs types de mécanismes
impliqués dans la rétention et I'interaction dddréent avec les constituants du sol, tel que
I'adsorption sur la matrice solide, I'absorptioa fbrmation d’hydroxydes, de complexes avec
les ligands, I'échange ionique en présence deisphisalines.

On peut classer les ETM des sols en fonction dppéisenance a un réservoir qui
conditionne leur mobilité. Nous distinguons airigicompartiments dans le sol (Figure I-13).
Le cuivre peut étre :

* Inclus dans les réseaux cristallins des minéraimgires (c'est-a-dire hérités de la
roche mére mais non altérées) et des constituaatindaires (issus de l'altération
pédogéochimique).

* Incorporé dans les étres vivants: les organisméggetaux et animaux morts ou
vivants, restitués dans la solution de sol, lorsledg minéralisation, ainsi que les
micro-organismes.

« Complexé (chélaté) avec les macro-molécules de osésporganiques

» Associé sous une forme plus ou moins échangeaal®ricou anion), a des surfaces
réactives du sol tels que les argiles, les oxy@eSest ou la matiére organique.

* Présent sous une forme soluble ou colloidale peterhent mobile.

sur les argiles
et la MO

Echangeable -
Enclus dans les reseaux]

cristallin des minéraux

Forme
soluble, colloidal,
particulaire du Cu

Chélaté ou inclus ‘%’

dans les
molécules organiques ﬂ '\\‘ Adosrbé sur les
oxyde/hydroxydes
de Fe, Al et Mn

Incorporé dans les étres
ivants (végétaux, animaux
microorganismes)

Figure I-13 Différentes formes et localisations (en solution et lié a la phase solide) des éléments traces dans
les sols, adapté de (Baize 1997).

L’ensemble de ces processus de spéciation et Eseptporteuses sont décrits dans les
paragraphes ci-dessous. La répartition d’un élérrané entre ces différents compartiments
n'est pas figée au cours du temps, mais évolueeemgnence en fonction des conditions
changeantes des facteurs controlant les cinétiggiegquilibres présents, tels que la
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température, le pH de la solution du sol, I'hunéditaération (redox), des apports externes
d’ETM, etc (Juste et al. 1995).

[-2-3-1 En solution.

Dans les solutions de sol comme dans les eauxefiasjron trouve de nombreux ligands
organiques et inorganiques interagissant avecilgeclLe ligand le plus abondant est I'eau.
Ainsi, chaque cation métallique est entouré d'untege de molécules d’eau, au nombre
général de 6 pour les cations mono- et bivalemtsjui correspond a la sphere d’hydratation
du cation (Sigg et al. 2001). La proximité de largje positive du cation a celle des protons a
pour effet la déprotonation des molécules d’eaowrant le cation. Ce processus d’hydrolyse
donne un comportement d’acide faible aux catiorisydrolyse dépend sensiblement du pH
de la solution et est spécifique aux ions.

Les ligands inorganiques majeurs tels queS®IO; ne réagissent que trés faiblement
avec le cuivre en solution. Par contre, I'ion maj€li est connu pour former des complexes
relativement stables avec le cuivre. Ces ligandsgamiques sont en compétition avec les
groupes fonctionnels de la matiere organique pagudlle le cuivre a une tres grande affinité
(Arias et al. 2004; Li et al. 2005). A la différendes ligands inorganiques, les ligands
organiques peuvent étre de nature et de taillssliférentes.

Ainsi, les ligands organiques peuvent contenir eseeht quelques carbones (acides
aminés, sidérophores, oses...) ou composés de mdéautes (protéines, acides humiques
& fulviques...). La concentration en groupes fonctiels organiques et inorganiques réactifs
dans les sols est bien plus élevée que celle duecude ce fait, et du fait également de la
forte stabilité des liaisons formées entre le @iigt la matieére organique, l'activité libre du
cuivre est faible dans les solutions de sols nlt8gg et al. 2001).

[-2-3-2 En phase solide.

La sorption des cations métalliques sur les phaskdes impliqgue des surfaces solides
minérales ou organiques dans le milieu. Les espétagyées en solution sont attirées a la
surface des particules de sol chargées par attnag€lectrostatique et/ou a travers la formation
de liaisons spécifiques (Mott, 1981). Les propeétii sol et de la solution déterminent
I'équilibre dynamique entre le métal en solutiomestphases solides du sol.

Les interactions des métaux avec les surfacesesofidnt caractérisées par le changement
de phase du soluté réactif et la modification deuldace par la présence du méme soluté. Les
mécanismes correspondants sont I'échange d’iomsniglexation de surface, la précipitation
de surface, les processus de sorption lies au téaeabydrophobe de la surface ou du
composé considéré, et I'absorption d’ions, qu’ontpessocier a la diffusion dans la phase
solide (Sigg et al. 2001).

L’adsorption par échange cationique décrit un éghaie cations de charge équivalente a
proximité immédiate d’'une surface solide de chacgestante. La présence des solutés
cationiques est attribuable a l'effet électrosiadioqui attire les charges positives de la
solution a la surface négativement chargée. Legdraent de la distribution des cations en
solution a proximité de la surface présuppose @amgément de concentration des cations en
solution avec laquelle les cations échangés sogégaitibre. A 'opposé, la complexation de
surface décrit la formation d’'une liaison chimicuer liaison covalente entre le cation et la
surface. Dans ce cas, au moins une molécule anienig.g. ions OHpour les oxydes)
interagit avec le cation qui s’adsorbe, a la ddfére des complexes dit ‘de sphere externe’,
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pour lesquels les cations gardent leur sphere ddtgtion. Les processus de partage d’'ion et
de formation de complexe (sphere externe) sont preshes ce qui se reflete dans les

constantes d’adsorption qui sont toutes du mémee ate grandeur pour le cas de I'échange
cationique. Ceci, s’explique par le fait que lescés de liaison dans I'échange cationique ne
mettent en jeu quasiment que les charges des wrsoqt de +1 ou de +2. Au contraire, les

constantes de réaction des complexes de sphéresiextvarient de plusieurs ordres de

grandeur, dépendant de la nature de I'ion et dauttace (ou de la molécule) sorbante. Les
forces de liaisons en sphére interne sont plusdoegufortes que les forces mises en jeu par
les interactions électrostatiques qui visent uniggiet a neutraliser ‘a distance’ la charge du
solide. Un cation complexé en sphere interne paet @nsidéré comme faisant partie du

solide aprés adsorption, il ne neutralise pas fost# sa charge, il est alors possible que l'ion
adsorbé ait la méme charge que la surface. Lesnsatiomplexés en sphere interne peuvent
donc modifier, voire inverser la charge intrinsédeda surface.

L’absorption de cations se décrit simplement peatrbduction du cation métallique a
l'intérieur du solide, par la création de liaisoctimiques entre le cation métallique et la
surface réactive. La précipitation sur les phaséides décrit I'adhésion d’'une microparticule
inorganique sur une autre phase solide.

[-2-3-3 Les phases porteuses du cuivre

De nombreuses études (McLaren & Crawford 1973; Raet@l. 1994; Arias et al. 2004;
Buekers et al. 2007; Jacobson et al. 2007; Leja. 2008) ont montré que la rétention des
métaux dans les sols est particulierement dépeadbes phases porteuses. Des mesures par
microscopie électronique indiquent que la distitrutdu cuivre est bien corrélée a celle des
argiles et des oxydes de fer, mais que le cuivsgnte une association préférentielle avec la
MO du sol (Jacobson et al. 2007). Des études baséesles approches d’extraction
séquentielle (Shuman 1985), consistent a mettreoptact le sol avec des extractant de plus
en plus forts (sensé attaquer des phases solidesigpes) ont clairement permis de montrer
que dans les sols, une majorité des métaux estliée la MO et les oxydes (Arias et al.
2004; Li et al. 2005; Lejon et al. 2008; Komarekket2010). La matiére organique des sols et
les oxydes de Fe et de Mn, ainsi que les argilaslss phases essentielles dans la rétention
du Cu dans les sols. Ces travaux ont montré detflitions de la distribution du cuivre sur
certaines phases porteuses en fonction du temps & teneur en cuivre du sol (Arias-
Estévez et al. 2007).

[-2-3-3-1 Interactions du cuivre avec les argiles

Par leur petite taille et leur structure en fetslldes argiles jouent un réle important dans
la rétention des métaux. Les argiles issues dedaion des roches possedent trois types de
sites, fondamentalement différents, qui peuventwhanteragir avec le cuivre :

» La structure en feuillet confere aux argiles laspmété d’incorporer des charges
positives (dont celle du cuivre) a l'intérieur desiillets sous forme de complexes de
sphére externe. La capacité d'échange cationique a@jiles dépend alors
essentiellement de cette configuration structuigle.s’exprime variablement selon la
nature de l'argile en question. La capacité d’égearationique est maximale pour les
smectites et vermiculites, d’environ 1 mr(mg}beg'l de matiere seche (comparable a
celle des acides humiques et fulviques), et mirenpalur la kaolinite (~100 fois plus
faible). Cette présence abondante de sites réamtifstitue un lieu de fixation
privilégié du cuivre dans le cas de la présencegdés réactives dans les sols.
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Toutefois, les cations liés aux argiles sont erilibge avec leurs homologues libres en
solution. Le seul parameétre discriminant ces inomafons est la charge de l'ion. Le
cuivre, qui est un cation minoritaire en solutisara aussi associé de fagcon minoritaire
aux sites d’échange cationiques. Par exemple, snéilgsondance de sites d’échange
cationique, avec une solution de sol riche en @6, les surfaces solides ne
retiendront que peu de cuivre sur des sites d’@shaationique.

* Les terminaisons des feuillets d’argiles constitudas sites de complexation de
surface. Sur ces sites, le cuivre peut se lier fmuse de complexe de spheére interne.
Grace a ses propriétés chimiques, il peut doncidt@poré de fagon préférentielle
aux cations majeurs, moins réactifs & la compleratels que G4, Mg?*, ou bien sar
Na' et K', qui n’ont aucun pouvoir complexant (Tournassat €2004).

» Les feuillets des argiles sont constitués d'unaés®rmé en partie par des cations
Al** qui peuvent étre substitués contre des catiorsidsits ou trivalents différents,
parmi lesquels le cuivre. Le cuivre peut ainsidapartie du réseau cristallin des
argiles. Hypothétiguement, il est alors possible tgi cuivre de la solution du sol
integre la structure des feuillets en substituast chtions de la structure minérale. Ce
processus est a priori plutdt lent et pourrait éasidéré dans le cas d’observations
de sols contaminés au cuivre sur le long terme.

Les argiles constituent donc un substrat privil@gésorption du cuivre par leur réactivité
naturelle élevée et la variabilité importante dessd’interaction.

[-2-3-3-2 Les oxydes et hydroxydes métalliques

Les oxydes de Fe, Al, et Mn sont des composantsritapts des sols. La petite taille des
cristaux constitutifs confére une réactivité impate notamment aux oxydes de Fe et Mn.
Les cations métalliques s’adsorbent sur ces cKstauformant des complexes de sphére
interne. Ceci signifie qu'’il s’agit de substratdgutiellement intéressant pour la rétention du
cuivre dans la mesure ou linteraction cuivre-oxydessemble a celles décrites sur les
terminaisons des feuillets des argiles. Le cuiwnecarrence efficacement les cations majeurs
de la solution sur ces sites. Les oxydes de Ferme observés aux rayons X (par exemple
la Ferrihydrite) peuvent atteindre des réactivitis I'ordre du mmol.g, qui sont des
réactivités similaires a celles atteinte par desicBires macromoléculaires organiques
(Spadini et al. 2003). Les structures plus cristadls (e.g. goethite, hématite, |épidocrocite...)
peuvent avoir des réactivités diminuées de plusiendres de grandeur suivant leur état de
cristallisation. Les oxydes de Mn présents danstds ont généralement des réactivités au
moins similaires, voire supérieures a celles deglex de Fer, a cause de la formation de
structures lamellaires. Toutefois, les oxydes deddnt généralement bien moins abondants
que les oxydes de Fer. Les oxydes d’Al sont moawits en termes de substrats réactifs dans
la littérature. Il en découle que les oxydes detde Mn constituent des substrats privilégiés
pour I'adsorption du cuivre, concurrencant a ce tgotentiellement les pools organiques et
argileux des sols.

[-2-3-3-3 La rétention du Cu par la matiére organique

De nombreuses études se sont intéressees a laitéatd la matiére organique avec les
métaux dans les sols. L’ensemble de ces étudesnontré une rétention importante des
métaux par les matiéres organiques. Plus partreatiént pour le cuivre, il a été montré que
la concentration en cuivre liée a la matiere orga@idiminue avec la profondeur Figure 1-14
et avec le contenu en MO (Pietrzak & Mcphail 20@4) profit de fractions réactives
résiduelles.
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Figure I-14 Distribution du cuivre sur les différentes phases réactives des constituants du sol en fonction de la
profondeur dans des jeunes sols viticoles de Victorian (Pietrzak & Mcphail 2004). Gippsland est un sol sableux,
Goulburn est un sol acide limoneux, et Rutherglen est un sol acide limono-argileux.

La dégradation de la MO est a l'origine de la fdiora de I'humus, le constituant
principal des colloides organiques du sol. Leuucttme macromoléculaire conféere a ces
colloides une densité de groupes fonctionnels iféaatide-base tres élevée (dépassant le
mmol.g* de matiére séche). C’est pourquoi, le pool réafgila matiére organique des sols
est représenté généralement par les substancegjudasnet notamment par les Acides
Humiques et Fulviques. Les ETM, dont le cuivre, tsprincipalement retenus dans le
compartiment organique des sols par chélation esirgtoupes fonctionnels décrits dans le
paragraphe 1-1-2-3-2-a (page 15). Une étude réqddémceau & Matynia 2010) a montré
que dans les sols le cuivre est lié aux substnagancques a I'échelle moléculaire par la
formation principalement des chélatants, dont tacttire ressemble a celle des ligands de
type malate et malonate, ce qui implique donc ramexation du cuivre par deux carboxyles.

Il est connu que de par sa configuration électnagide cuivre présente une affinité pour
les groupes fonctionnels de la matiére organignenfl & Williams 1953) par rapport a
d’autres cations bivalents tels que Ni, Pb, Zn etc.

Ainsi, diverses mesures par microscopie électranigtSXRF) ont permis de mettre en
évidence une co-localisation du cuivre avec la énatiorganique du sol (Jacobson et al.
2007). De plus, les plus fortes concentrationsemre sont souvent liees a la MO la moins
dégradée, ce qui semble indiquer un effet inhibidw cuivre pour la minéralisation des
composeés organiques des sols riche en cuivre (Baat 2002). Besnard et al. (2001) ont
montré que les matiéres organiques particulaire®Msont enrichies en cuivre, et que la
concentration en cuivre dans ces MOP augmente lawdiminution de leur taille. Ces MOP
de petites tailles seraient plus réfractaire aégradation. Sebastia et al. (2008) a montré que
ces MOP sont particulierement réactive au cuivre

La matiere organique fixe donc trés fortement liereuet présente ainsi un role important
dans le pouvoir épurateur des sols et 'accumuladio cuivre dans les couches superficielles
du sol. Toutefois, des apports exogenes de MO (demeents organiques ou boues) sur les
sols naturels (Vacapaulin et al. 2006; Lejon et24l08) peuvent modifier a la fois la
spéciation du cuivre, sa biodisponibilité et sa @b Ceci montre une fois de plus que les
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sols constituent un milieu complexe ; dans lesqil@st difficile de prédire le comportement
des ETM sur la base de données générique, puisda# pouvoir complexant de la MO peut
ainsi tout autant induire I'augmentation que la idmtion de la mobilité du cuivre. Ces
aspects et mécanismes seront évalués dans lerddrapstre de cette étude.

[-2-4 Impact du cuivre sur les bactéries des sols

A partir des années 1960-1970, la prise de conseides trés forts apports de métaux
dans les sols a motivé de nombreuses études syralit des métaux sur les populations
bactériennes (Giller et al. 1998). Les premiereseolations de la toxicite des métaux sur les
microorganismes datent du début d§"28iécle, mais il a fallu attendre les années 196@¢ a
I'apparition des fortes pollutions des sols auxangtlourds pour voir émerger de nombreuses
études sur I'impact des ETM sur les bactéries. iere est un élément essentiel a la vie des
organismes, et peut agir comme co-facteur de Eysa enzymatique ou d’oxydoréduction et
la stabilisation des macromolécules et des membraie ce fait, il n'a pas été
immédiatement considéré comme polluant

Les relations entre les bactéries et les ETM dégatindfun ensemble de mécanismes qui
contrdlent leurs interactions avec les protéinegcdes exopolymeres extracellulaires, ou
avec la paroi des cellules, ou encore leur comparttation intracellulaire. Du fait de la
plasticité de leur génome, les microorganismegardévelopper ou acquérir des mécanismes
de résistance ou de tolérance aux métaux via deamsénes d’efflux ou de volatisation des
métaux. Ces mécanismes de défense peuvent étceaffiar des phénomeénes de compétition
entre métaux qui modifient les processus d’assimilaou encore par l'induction de
dommage dans la cellule (Giller et al. 1998; Le2d®0; Hartwig et al. 2002) induisant des
dommages importants aux cellules. Un mécanismexeité bien connu est la substitution
d’'un élément chimique (ou métal) essentiel a latdsgec dans une protéine ou enzyme
d’intérét par un autre métal conduisant a I'inaatiion de la formation vitale. Le métabolisme
bactérien est tres souvent limité par le flux djoheléments vers le cytoplasme cellulaire, et
notamment les ETM essentiels. En terme de modélisatela permet de simplifier les
interactions métal-bactéries a un équilibre therynadhique des especes chimiques du métal
en solution et sur les sites sensibles des surfaokxgyiques (Slaveykova & Wilkinson 2005).
En effet, les bactéries sont capables de régukergleantités de métaux intracellulaires
(homéostasies) par des systémes actifs d’entrée/stes métaux. Dans le cas du cuivre,
celui-ci intervient de maniere essentielle dans syastemes enzymatiques tels que : catalyse
de I'oxygéne, la nitrification, oxydation des phénet des amines, transport d’électrons dans
les cellules (Ledin 2000).

Les microorganismes ont développé divers mécanigstagsrotection contre les métaux
toxiques tels que la séquestration intracelluldiranétal, ou sous efflux vers I'extérieur de la
cellule, mais aussi la séquestration extracelelgour induire un effet sur les bactéries, le
métal doit d’abord se fixer sur des sites de serfgmécifigue des membranes bactériennes
avant d’étre internalisés (Beveridge 1989).

[-2-4-1 Réponse des bactéries a un stress cuprique

La réponse des populations bactériennes a destippiumétalliques dans les sols est
contr6lée par des facteurs biotigues comme nousngewle le voir, mais aussi par des
propriétés physico-chimiques du sol. Giller et €1998) ont proposé deux modeles
hypothétiques de réponse des communautés bacEsiarum stress métallique (Figure 1-15).
Le premier modele considére une diminution de lemité des communautés bactériennes
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avec l'augmentation de la concentration en métakda sol. Le deuxieme modéle, lui fait
I'hypothese que, méme a de faibles concentratinmaéal, des especes compétitives peuvent
étre sélectionnées et dominer la communauté comuugs une baisse de la biodiversité.
L’augmentation de ce stress (concentration) inénguite une diminution de la compétitivité
inter espéces ce qui permet la prolifération déagers especes (pic de diversité a un stress
moyen a fort). Cependant dans les deux cas, atesfopncentrations en métal, la diversité
des communautés diminue drastiqguement en relatrec Bextinction de la majorité des
especes.

Khan & Scullion (2000) ont montré que dans les solstaminés la quantité (carbone) et
I'activité (respiration) de la biomasse diminuemea 'augmentation de la concentration en
métal dans le sol. Toutefois, certains auteursnoomtré que la réponse des bactéries a un
stress métallique est modulée par la teneur en Kf@r{ & Scullion 2000; Marschner 2003;
Lejon et al. 2008). En effet, ces études ont mogue les réponses des populations face aux
apports métaliques sont moins prononcées dansleplas enrichis en matiéres organiques.

high

Diversity

' competitive
exclusion

ow

-
—-

mild Stress strong

Figure I-15 Effet d’'un stress métallique sur la diversité bactérienne du sol suivant deux conceptualisations
différentes (Giller et al. 1998).

D’une maniére générale, les pollutions métalliqtessdent donc a la diminution de la
diversité microbienne des sols en terme de richéd'especes, due a I'extinction de certaines
especes sensibles au stress de la pollution impesdeeut aussi potentiellement amener a
I'enrichissement du sol en certaines especes aslptsistantes a cette pollution. Ceci,
conduit a la mise en place d’'une résistance a¢kelle la communauté bactérienne face a la
contamination (Kandeler et al. 1996; Lejon et &0 Piotrowska-Seget & Kozdroj 2008;

Ranjard et al. 2008; Brandt et al. 2010).

La diversité génétique est toujours présente &éfi@ur d’'une communauté et est sans
doute cruciale dans la détermination de la répdesepopulations face a un changement des
conditions géochimiques du sol. Toutefois les dati@ns entre la biodiversité et le stress
métallique ne sont pas linéaires puisque des direiés peuvent induire des phénoménes de
compétitivité d’exclusion (Giller et al. 1998; Chabn 2001).

Récemment, Wakelin et al. (2010) ont étudié lemph@®nes d’exclusion compétitive et
d’extinction des espéces en relation avec I'amgéitiet la durée (long terme) d’'une
contamination cuprique. Cette étude a montré unairtince desacidobacteriadans la
communauté bactérienne des sols. Ces bactérieseasibles au cuivre contrairement a des
bactéries telles queseudomonasu Sphingomonasgyui sont trés résistantes. Malgré cela, la
diversité microbienne des sols contaminés évolnéalrement avec I'amplitude du stress
métallique, et semble stable sur le long terme s{plus années). Ceci indique une
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convergence de la structure des communautés lEuiés sous I'effet de stress métallique de
faible ou forte amplitude (Brandt et al. 2010). €H&t s’Taccompagne inéluctablement par une
baisse de la biomasse microbienne par rapporiéd@h sol non pollué (Giller et al. 1998).

La pollution des sols avec des métaux conduit stéveine modification de la dominance
des bactéries a Gram+ ou Gram- indiquant que lgxrigtés de surface des parois cellulaires
sont fortement impliquées dans ces mécanismeséiievpment des métaux (Dellamico et al.
2008). En effet, Ledin (2000) a montré que lesratkons des ETM avec des sites actifs des
bactéries conduisent a une réponse biologique tdirfice. la toxicité), tandis que les
interactions avec des sites de transport condugsé€miternalisation de ces métaux suivie par
une réponse biologique indirecte (i.e. inductionyamatique).

[-2-4-2 Biodisponibilité du cuivre

La toxicité du cuivre et son impact peuvent étradigts via I'étude de sa biodisponibilité
pour les microorganismes. Dans les sols naturels, Hactéries prélévent pour leur
métabolisme des quantités de métal dit biodispeniba biodisponibilité se définit comme
'aptitude du métal a passer d’'un compartiment cuejue du sol a lintérieur d’un
organisme vivant, faisant apparaitre les notioasa@kssibilité et d’assimilation (Figure I-16).
La biodisponibilité est donc fortement dépendargelal spéciation chimique du métal en
solution. En effet, la minéralogie, ainsi que l'emble des propriétés du sol, et
particulierement le pH et le taux de MO, par leontedle de la spéciation des métaux, sont
des facteurs clés de la biodisponibilité du cupoeir les microorganismes. En effet, la MO
peut réduire la biodisponibilit¢ du cuivre par larrhation de complexes meétaux/ligands
organiques (Tom-Petersen et al. 2001). Au contraine diminution du pH provoque une
meilleure solubilisation du cuivre et augmente iasasdisponibilité pour les bactéries selon la
théorie de l'ion libre (Sauvé et al. 1997). La @rtpdes études ont montré que la forme libre
du cuivre est la plus toxique pour les bactéries &ffets toxiques du cuivre sur les bactéries
sont donc spécifiques aux caractéristiques desesp@ésentes, ainsi qu’a la concentration
en cuivre dans le milieu (Pelmont 2005).

Comme on vient de le voir, dans les sols, la répdmsiogique a un stress métallique peut
entrainer des modifications des propriétés physiioiques du milieu ce qui peut modifier
les mécanismes d’internalisation des métaux etbd@maccumulation. Ainsi, les processus de
chélation avec des ligands organiques piegent &sum dans le milieu extérieur, ce qui
limite les interactions du métal avec les sitestisades membranes bactériennes (Worms et
al. 2006). Les mécanismes de séquestration eXtrkded des métaux par certaines bactéries
peuvent donc induire une diminution de la biodishititeé du métal. Ainsi par une approche
en microcosmes de sols, Lejon et al. (2008) onttréajue la biodisponibilité du cuivre pour
les bactéries est fortement modulée par I'appoam@&ndement organique de différente
nature, et semble contréler I'impact du cuivrelausiodiversité microbienne.
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Figure I-16 Représentation de la biodisponibilité des micropolluants dans les sols. Importance de I'accessibilité
(mise en contact) et de la disponibilité (entrée dans la cellule) des polluants pour les microorganismes (D’aprés
(Martins 2008)). Le polluant est représenté en rouge (e), les fleches (vertes) indiquent la localisation de
quelques bactéries et les fleches courbés (bleu) indiquent le déplacement du polluant dans la solution.

Plusieurs études ont montré une meilleure corofantre la toxicité des meétaux pour les
bactéries et la concentration en métal échangesbs®lution plutdt gu'avec la concentration
totale en métal dans le sol (Kunito et al. 1999hark & Scullion 2000; Conder et al. 2001;
Tom-Petersen et al. 2001; Giller et al. 2009; Madaret al. 2011). Ceci indique que la
concentration en solution est un meilleur indicatele la concentration en métal
biodisponible. Ainsi, pour évaluer la biodisponigldu cuivre dans la solution des sols,
certains auteurs ont appliqué des biocapteursfgpézs du cuivre (Tom-Petersen et al. 2001,
Lejon et al. 2008)RseudomonabF57) pour quantifier la concentration en cuivellement
« vue » par les microorganismes des sols.

Nous avons pu mettre en avant, que les différentaposés du sol possedent des
propriétés spécifiques. En effet, les propriétégsmochimiques des sols peuvent modifier la
répartition mais aussi la toxicité du cuivre poes Ibactéries. Notamment, la matiere
organique des sols représente un pool trés aatié ¢tk structure des sols, ainsi que dans
l'interaction avec les phases minérales des solde®tcommunautés bactériennes. La
biodisponibilité du cuivre pour les bactéries esfacteur clé pour mesurer I'impact du cuivre
sur les communautés bactériennes. Cette concentran cuivre biodisponible et par
conséquent la concentration en solution dans lés est fortement dépendante de la
hiérarchisation du sol, laguelle est étroitemetr & la teneur en matiere organique du sol. I
apparait alors que pris séparément les propriétggdchimiques du sol (hiérarchisation du
sol, cuivre et matiere organique) affecte de fadifférente les communautés bactériennes des
sols naturels. Cette étude met en avant, les cesaraies des différents parameétres étudiés
séparément mais souligne le peu d’étude sur laemivité entre les différents parametres a
I'échelle des agrégats de sol et leur évolutionpamile.
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[-3 Conclusion de I’état de 'art

Cette partie bibliographique présente une revubaigodes connaissances actuelles sur la
composition des sols et leur fonctionnement, ajus les parametres biotiques et abiotiques
intervenant dans la distribution, I'impact et landynique d’une contamination métallique au
cuivre dans le cas des sols viticoles. Le cuivreae sa spécificité d’oligoélément est tres
étudiée dans le cadre des pollutions des sol®iatc

Nous avons pu mettre en avant, que les différeatstituants du sol possédent des
propriétés spécifiques. En effet, les constituatet que la MO, les argiles, les
microorganismes des sols peuvent modifier la rémartmais aussi la toxicité du cuivre dans
les sols. La matiére organique des sols notamneprésente un pool trés actif dans la
structure des sols, ainsi que dans l'interacticetdes métaux, mais aussi dans la diversité des
communautés bactériennes. Il apparait alors quesgparément les parameétres du sol, du
cuivre et de la matiére organique agissent de mawigérente sur les microorganismes du
sol Les populations bactériennes sont tres dépésslaes propriétés physico-chimiques du
sol.

Cette étude met en avant les connaissances désedif parametres étudiés séparément
mais souligne le peu d’étude sur les relationseelets differents parameétres a I'échelle des
agrégats de sol. D'apres cet état de l'art, il aets important de comprendre le réle et
'impact de la MO et du cuivre sur les communauiéstériennes, avec leurs interactions
respectives aux différentes échelles du sol. Jesirquoi dans le cadre de ce travail, nous
avons étudié les relations entre la matiére orgemnitp spéciation du cuivre et la diversité
bactérienne a I'échelle du sol global et des agsédg sol a partir d'une étude expérimentale
présentée dans les chapitres suivants.
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Chapitre II Effet de la gestion
des intrants organiques sur les
propriétés bio physico chimiques

d’un sol viticole.






[1-1 Introduction

[I-1 Introduction

Dans un contexte d’accroissement de la populatioondmale, I'amélioration des
rendements des cultures et de la qualité des solfapestion d’intrants organiques sur les
sols agricoles est devenue de nos jours une dest@si En effet, une des caractéristiques des
sols sous cultures est la perte progressive de fatitité, liée a 'augmentation de la
production du sol (C, N,....). Pour lutter contreazates sols sont généralement enrichis en
matiére organique (MO) par des amendements orgesiqu par enherbement de surface
avec des plantes bénéfiques pour le sol (legumeseus. La perte de carbone organique du
sol n’'induit pas seulement un probléme de fertitles sols mais peut aussi engendrer une
perte de structure des sols (Bronick & Lal 2005).dffet, la structuration des sols est basée
sur une organisation en agrégats (Tisdall & Oa@82)l dont I'importance et la stabilité sont
fortement contrélés par la matiére organique (@alal. 2000; Balabane & Plante 2004; Six
et al. 2004; Bronick & Lal 2005; Abiven et al. 200@es amendements organiques sont alors
couramment utilisés dans les sols agricoles, ponéliarer les propriétés physiques et
chimiques du sol. La gestion des amendements deissdls est un facteur important
contrdlant a la fois le stockage de carbone dansdks et la stabilité de leur structure.

Le cuivre est largement appliqué sur les cultures vihnes, ce qui a conduit a
d’'importantes augmentations des teneurs totalesueme des sols, allant dans certaines
régions jusqu’a des valeurs de 1000cqigj” de sol (Flores-Velez et al. 1996). A de telles
concentrations dans les sols, le cuivre est toxiguées effets sont irréversibles pour la
biocénose du sol, conduisant a des modificationpdes de la structure des communautés
microbiennes (Giller et al. 1998; Ranjard et aD&0Wakelin et al. 2010). L'impact des ETM
sur les microorganismes des sols est dépendanfoéslde sa distribution mais aussi de sa
spéciation dans la solution du sol. Pour évalugrrigques toxiques pour les plantes et les
microorganismes du cuivre dans des sols fortemamiaminés, il est nécessaire d’évaluer sa
biodisponibilité pour ces organismes. Plusieurslétuont montré que les concentrations en
cuivre dans les sols ne sont pas représentativesatecentrations biodisponible pour les
plantes (Chaignon et al. 2003) et les microorgaesm

En plus de sa forte contribution a la stabilité de¢s, la MO joue aussi des rdles
importants de piege pour le cuivre ou de sourcaeudgments pour les microorganismes du
sol. Dans les sols, la distribution du cuivre eédthogene, mais s’accumule préférentiellement
sur la MO (Jacobson et al. 2007). La MO joue domedle essentiel dans le fonctionnement
biologique des sols et dans leur pouvoir épuratiees. effets des intrants organiques sur le
fonctionnement et sur la contamination en cuivre stds sont fortement dépendants du type
de MO ajouté au sol (Mohamed et al. 2010).

Les objectifs de ce chapitre sont d’évaluer le peécifigue du mode de gestion des
intrants organiques apportés au sol de Clessé &wuse d'apport en surface ou par
végetalisation a la fois dans la stabilité struadidu sol, et dans la spéciation du cuire
situ. Afin d’identifier le type d’intrant organique guirésente le plus d'impact sur les
mécanismes de rétention et d'impact du cuivre tkassl de Clessé.
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Chapitre 1l Effet de la gestion des intrants orgaes sur les propriétés bio physico chimiques daln
viticole.

[[-2 Matériel et Méthodes

[1-2-1 Description du site d’étude

Dans le cadre de cette étude, nous avons eu acoegsssai agronomique par la chambre
d’agriculture de Sabdne et Loire sous le contrélé’tidippe Crozier et du propriétaire Daniel
Lacroze. Le site viticole est localisé sur la commde Clessé au nord de Macon (Bourgogne,
Est de la France, 46°24'59”N, 4°48'54"E, Figuré-l1a), et il est classé en terme de
pédologie comme un cambisol eutrique (Food andcifitire Organization of the United
Nations. 2006; Bartoli & Dousset 2011). Ce sol pdmmment utilisé pour la culture du mais
a été mis en culture de vigne en 1986. Cette pareéicole est devenue un site d’essai
agronomique en 1991. Les amendements organiquésgportés de maniére homogene sur
I'ensemble de la parcelle. Le sol est donc un sah Iprofond, argilo limoneux fin développé
sur une roche mere similaire. La parcelle monte légere pente vers I'est (Figure II-1b). Ce
site d’essai a initialement été mis en place pamprendre I'influence de différents apports
en matiéres organiques ou de différentes couvaritggétales sur I'érosion des sols viticoles.

De ce fait, sept types d’amendement ou de végatiaiis ont été apportés sur ce sol en
conditions contrblées qui sont les suivantes :

Contréle :non amendé en matiere organigdj ; désherbage annuel.
Amendement organique :

Paille d’orge P) : 10 t.h& tous les 2 ans.

Ecorces de conifér&R) : 300nt.ha’tous les 3-4 ans.

Compost de coniféresC) : 100nt.ha’tous les 3-4 ans (1991, 1994, 1997, 2000, 2003)
Végetalisation du sol par :

Trefle Ht).

Fétuque Kf).

Enherbement naturel maitrigeNM) : Ryegrast.olium perenne

La matiére organique est apportée en mulch (i.poste sur le sol) entre les rangs de
vigne. La gestion contrélée des apports organiguete arrétée en octobre 2003. Pour chacun
des traitements organiques, les échantillons deastl été prélevés en mars 2008, c’est a dire
5 ans apres les derniers apports de MO. Pour chégantillon nous avons prélevé les 5 cm
premiers centimetres. Pour limiter les effets deterogéenéité de la parcelle de sol sur les
résultats, celle-ci a été divisée en 28 sous paescéisposées selon 4 lignes et 7 colonnes,
formant ainsi des plots de 13.5m x 8.1m. Les ammedés sont répartis aléatoirement sur
chaque ligne, comme présenté dans la Figure IlI-1b.
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Figure II-1 Localisation du site d’essai agronomique en France (a). Schéma de la distribution spatiale des
différentes sous parcelles amendées en matiére organique et végétalisée sur la carte pédologique du sol de
Clessé (b). Les points représentent les lieux de prélévements de sols (0-5 cm).

La fréquence et l'intensité des apports de cuiffiectiés tout au long de I'historique de la
parcelle viticole sont présentées ci-aprés. Leopple bouillie bordelaise, ont été apportés
aux sols a raison d’environ 4 kg-han* sous la forme d’'un mélange de CuS®de chaux
(20 % de cuivre). Les amendements en cuivre sedont chaque année, a I'exception de
2003 (année trés séche), & une dose entre150M&y36D. Les traitements ont été effectués
a l'aide d’'un canon pulvérisateur produisant urgargtion relativement homogéne du cuivre
autour du pulvérisateur. L'apport en cuivre est fane a deux fois par an selon la
pluviométrie annuelle. Les précipités de cuivreas&s sur les plants de vignes se dissolvent
lentement selon I'humidité présente. Une fertilmaten azote, typiguement au printemps, et
une fertilisation en phosphore, potassium et magmésypiquement en début d’année, ont
ete effectuées annuellement.
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[1-2-2 Méthode de fractionnement physique non déstructurant du sol

La structure, et particulierement I'organisationagmégats, d’'un sol est fragile nous avons
choisi d'utiliser une méthode de fractionnementgitpye non déstructurant pour séparer les
différents compartiments du sol. Pour cela, nou®nav appliqué le protocole de
fractionnement partiellement non destructif dégéat Jocteur-Monrozier et al. (1991), adapté
a nos expériences (Figure 11-2), pour optimiserptaservation de la micro agrégation
naturelle des sols.

Les fractions granulométriques des sols de tailpécifiques ont été obtenues par
dispersion, tamisage humide et sédimentation desnéiions de sol. Pour chaque échantillon
environ 30 g de sol équivalent sec sont prélevésmament du prélévement des sols ceux-ci
présentaient une humidité massique moyenne de 8@ % capacité aux champs du sol de
Clessé et une température moyenne de 5°C au matoeptélévement. Pour une bonne
dispersion des agrégats, les sols sont mis enrssispedans 200 mL d’eau distillée dans des
bouteilles en verre de 500 mL et mis sous agitaai@50 rpm (rotations par minute) pendant
une heure. Les particules les plus fines (<20 pon) séparées des particules grossieres par
sédimentation. Les temps de sédimentation nécesgadur obtenir les différentes classes de
tailles de particules sont calculés avec I'équatierStockes suivante :

9xhxn
t= >
2xrx(d, 0, Jxg
Avect : le temps de sédimentation (R); la hauteur de chute des particules (cgm)ja

viscositeé du milieu (cPoise);: le rayon des particules (cni); : la densité des particules (-);
dm : la densité du milieu (-] : 'accélération de la pesanteur (ci.s

[11-1]

Aprés sédimentation, le surnageant contenant keigeylas fines est prélevé a l'aide d’'une
pompe a vide et stocké dans une bouteille de lintag&tre tamisé. Les particules plus
grossiéres sont remises en suspension, pour ogtirfasfractionnement, cette étape est
répétée trois fois.

A
- _ . _
- <20 ym I 1 l <20 ym
4—>20 um 63-20 ym
30 g de sol Dispersion Tamisage humide Sedimentation
200 mL 3x1lh 250 et 63um

(équation de Stokes )

Figure II-2 Protocole de fractionnement physique non déstructurant d'un sol adapté de Jocteur Monrozier et
al. (1991).

La suite du protocole consiste en un tamisage heichidsol des particules >20 um issues
du culot de sédimentation. Les fractions obtenaesgmisage présentent des tailles >250um,
ou comprises entre 250-63 um. Il est nécessairéfedtaer une derniére étape de
sédimentation (a 1g) pour récupérer les particdiefond de tamis d’'une taille de 63-20 um
(environ 10 minutes). La derniere étape du prowest la séparation des particules <20 pm
en deux fractions granulométriques correspondaxtlienons fins (20-2 pm) et aux argiles
(<2 um). Les particules de 20-2 um sont sédimendéég (environ 5 a 6 heures), et les
particules fines <2 um sont centrifugées a 11’0QBgckman J2-HC), pendant 20min
(déterminé avec I'équation [lI-2]). La classifiaaii granulométrique utilisée dans cette étude

48



[1-2 Matériel et Méthodes

est la classification de Gradistats (Tableau llatlgaptée de la classification de Wentworth par
(Blott & Pye 2001).

Tableau II-1 Classification granulométrique de Wentworth (Blott & Pye 2001)

2000-250 pm 250-63 um 63-20 um 20-2 um <2 um

Sable grossier Sable fin Limon grossier Limon fin rgike

[1-2-3 Analyses physiques des sols

[1-2-3-1 Masse volumique apparente des sols

La texture du sol a été déterminée au laborat@raipe méthode de tamisage (ll-2-2). Au
contraire, la masse volumique apparente séchelddesta couche de surface) a été mesurée
sur le site viticole avec la méthode bien connueadindres de (Blake & Hartge 1986).. Les
dimensions des cylindres sont de 7.4 cm de diangitrde 4.9 cm de hauteur, ce qui
correspond & un volume de 210.7°cies mesures ont été réalisées en triplicats gloangue
sol.

[I-2-3-2 Distribution de taille des constituants des sols

La distribution de taille des constituants des soisle leurs fractions granulométriques a
été mesurée par granulométrie laser (MastersiZgd,2@alvern Ltd). Cette technique permet
d’obtenir la texture organominérale du sol. Le gtamétre, équipé avec un module de
vitesse a flux variable, mesure la taille des paltis dispersées dans I'eau par diffraction
laser de la lumiére a l'aide de 52 détecteurs ghotles. L'indice de réfraction utilisé comme
paramétre modeéle est de 1.55. Cet appareil meaureuéine la taille des particules de sol de
taille comprise entre 0.02 et 2000 um. Les messoes analysées en utilisant la théorie de
Mie comme convertisseur des données de dispersida ldmiére en données de distribution
de tailles de particules de I'échantillon. Cettesore donne la correspondance de la taille des
particules par rapport a un volume équivalent ddiquées de formes sphériques. Avant
chaque mesure, les échantillons de sol sont dépers non par des ultrasons a puissance
maximale pendant 30sec ou plus. Cette technigueudtige est rapide, avec un temps de
traitement d’échantillons de 3 a 4 minutes. Cettc¢dure a été appliquée pour évaluer la
distribution de taille des particules de nos sbldecleurs fractions granulométriques obtenues
par la procédure de fractionnement physique norirwdgsrant, pour vérifier a la fois
I'agrégation des sols et la qualité du fractionnengganulométrique.

II-2-4 Analyses chimiques des sols

[1-2-4-1 Concentrations totales en Carbone organique et azote

Les concentrations totales en carbone organigaeate des sols ainsi que leurs fractions
granulométriques ont été determinées (duplicats)des échantillons de 20 mg de sol sec,
préalablement broyés finement, homogénéisés, dys@isaavec un analyseur élémentaire
FlashEA1112/FLASH 2000 (LECA, Grenoble). Cette méih de mesure est destructive. Le
principe global de fonctionnement est de brilerea haute température les échantillons avec
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un catalyseur sous flux d’hélium, pour transforeIC organique en dioxyde de carbone
(COy), et I'N organique en NOx qui est ensuite réduitreolécules de diazote {Net de
molécules d’eau piégées. Les deux gaz obtenus ¢C®) sont séparés par chromatographie
en phase gazeuse et détectés par un détecteuductoité thermique.

[I-2-4-2 Concentration en éléments majeurs des sols

Les concentrations en éléments majeurs dans Iessdturs fractions granulométriques
ont été obtenues aprés extraction des élémentsqutema I'eau régale (HNOF HCI). La
méthode de dissolution acide du matériel non homegwmur déterminer les concentrations
en éléments chimiques est préférée a I'extractemdes agents de fusion car elle limite la
concentration en matériel superflu dans la solufinale et une faible interférence dans la
détermination des concentrations en solution desnehts. Les éléments chimiques
cationiques mesurés sont Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn. Daette étude, la méthode consiste a
broyer et homogénéiser 0.5g de sol sec avant d¥éiseau contact avec 5 mL de solution
d’eau régale pendant 24h a 70°C sur un banc de.dabhu régale est un acide fort obtenu
par le mélange d’acide nitrique et d’acide chlorityge en proportion molaire équivalente.
Apres digestion acide du sol, les échantillons gbies dans 50 mL d’eau déminéralisée
(dilution 1:10 de l'eau régale), et les élémentamiifiés par ICP-AES (3000 DV, Perkin
Elmer Ltd) a ISTerre, Grenoble. Les solutions staddsont préparées dans la méme matrice
d’eau régale diluée, afin de prévenir les effetsnddrice. La détection limite de ces éléments
dans notre cas est d’environ 20 ppb. Les mesuregtérdupliquées. Les données obtenues
ont été analysées par une analyse en composameppte (ACP) apres un traitement
statistique mené avec le logiciel R.

[1-2-5 Spéciation solide et liquide du cuivre.

[I-2-5-1 Analyse du cuivre lié a la matrice solide

La concentration totale en cuivre (fdi liée a la matrice solide des sols a été analysée
aprés une extraction a lI'eau régale du cuivre denéme protocole que celui utilisé pour
I'extraction des éléments majeurs (lI-2-4-2). Lesaentrations en Gt ont été mesurées de
la méme maniére par ICP-AES, préalablement cadibe& des solutions standard (Figure 11—
3). La courbe de calibration pour le cuivre estl@nent linéaire dans la gamme testée.

300000
., pa|
250000 r -
< -
D 200000 - ° y=89582x + 610,84
— y = 88805x + 41233 - RC=1
2 150000 - R*=0,9998 s
) o o -
§ 100000 - 8" 57
E o’ _°
50000 =
Ta o
0 = T T T
- 1 2 3 4

Cu-concentration mg.L

Figure II-3 Courbes de calibration des concentrations en cuivre des solutions standard déterminées par ICP-
AES. Comparaison entre la gamme de calibration de la concentration en Cu total (o) a la longueur d‘onde
324.75 nm et la droite d’ajout dosé en cuivre sur un échantillon pris au hasard (o).
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Les échantillons de sol étant tres chargés en @lBmmorganiques extraits, une
expérience d’ajout dosé en cuivre a été réalisétde @xpérience a pour but de vérifier I'effet
de la présence des autres éléments chimiques snedare de la concentration en cuivre.
C'est-a-dire d’évaluer les interférences de ceméhés sur la mesure de cuivre. La Figure 11—
3 montre qu'il n’y a pas d’effet de matrice sur teesures de concentration en cuivre, puisque
les pentes des deux droites sont similaires. Oa ags$si que les courbes de calibration de la
concentration en cuivre sont totalement linéaitedasgamme d’étude.

[1-2-5-2 Spéciation du cuivre en solution

En paralléle de la concentration en cuivre lié @é&drice du sol, la concentration en cuivre
échangeable au calcium en solution a été mesuoée.dela, des échantillons de 5 g de sol
équivalent sec sont mis en suspension dans 40 rshidgon de Ca(Ng), a 0.14M, et agités
a 250 rpm pendant 30 min. Les suspensions de sbessuite centrifugées a 9°000g pendant
15 min. Le surnageant est alors prélevé pour latifiation de la concentration en cuivre
échangeable au calcium (G par spectrométrie d’émission atomique (ICP-AEftiDa
3300DV, Perkin Elmer) a ISTerre, Grenoble.

[I-2-5-3 Mesure de la biodisponibilité du cuivre

Dans les sols, le cuivre peut étre présent soféreliftes formes, qui sont plus ou moins
biodisponibles et donc toxiques pour les organismeants du sol. C’est pourquoi, hous
avons cherché a mesurer la concentration en caivieolution de sol biodisponible pour les
bactéries et pour les plantes.

[1-2-5-3-1 Le cuivre biodisponible pour les bactéries

La mesure de cuivre biodisponible pour les bactéfi€wiz) est réalisée sur les
échantillons de la solution de sol aprés échang€a&NQ), a 0.14M. La concentration en
cuivre biodisponible (Gsy) a été déterminée dans la solution de sol a I'dide biocapteur
bactérien spécifigue du cuivre développé et cosetaent fournie par O. Nybroe (Tom-
Petersen et al. 2001). Le biocapteur bactéfisaudomonas fluoresce(BF57-Cul5) a été
sélectionné comme sensible au cuivre sur la basa delérance et de sa réponse spécifique
dépendante de la concentration en cuivre dans ligundie composition contrélée. La réponse
du geneluxAB inséré dans le chromosome de la souche bactérgamnéélévation de la
luciférase en réponse a la présence de cuivre Bammilieu permet de quantifier les
concentrations en Gug réellement « vues » par une bactérie. La lumimescénduite a été
mesurée en utilisant un luminometre (TD20/20, Pigend-rance). La souche bactérienne
Pseudomonas fluoresceB$57-Cul5 est, dans un premier temps, mise eareudt 30°C en
milieu DMM (Davis minimal medium) contenant de lanamycine & 25 pg.nl. pour la
sélection des bactéries bio indicatrices de la ewoimation de cuivre. La suspension
bactérienne est ensuite prélevée pendant la phkapementielle de croissance cellulaire. La
suspension bactérienne est alors centrifugée 0@ '@@ndant 10 min. et est remise en
suspension dans du milieu DMM stérile contenantgtitcose, jusqu’'a I'obtention d’une
DOsoo (Densité Optique a 600 nm) de 0.25 mesurée avepertrométre Biowave Il (Serlabo
technologie, Grenoble). La suspension bactérienRB7BCul5 (500uL) est alors mise en
contact avec I'’échantillon de la solution de sdQlL) a analyser et de I'eau stérile (400uL)
pendant deux heures a lI'obscurité avant la mesurkiminometre. Les concentrations en
cuivre biodisponible mesurées dans les échantilbkmmé calculées en utilisant une droite de
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calibration établie avec la mise en contact detébas (DF57-Cul5) avec des solutions
standards de Cu(N{3 de concentrations connues et avec un fond iordguéa(NQ),-4HO

a 0.14M (Lejon et al. 2008). Apres 2 heures d'iratidn, la luminescence est mesurée 2
minutes apres l'ajout de 10ul de n-décanal (subsiea la réaction photochimique)
homogénéisée pendant 10s par vortex. La mesuexpsimée en unités relatives de lumiére
(RLU : relative light unit). Les limites de détemti supérieure (concentration létale) et
inférieure sont de Idet 10’ M. Entre ces deux concentrations, la concentragionCu
absorbé par les bactéries est proportionnellendehisité lumineuse. La quantité de cuivre
détectée par les bactéries (i.e. la concentratiocuévre biodisponible dans le milieu) est
directement proportionnelle a l'intensité de lurei@&mise par les bactéries, apres activation
du systéme rapporteluxAB dans cette gamme de valeur.

[1-2-5-3-2 Le cuivre biodisponible pour les plantes

Afin d’évaluer 'effet des amendements organiquesal de Clessé sur la biodisponibilité
du cuivre pour les plantes, nous avons mesuréelesuts totales en cuivre dans une plante
modele collectée, sur tous les plots de la parcslieiée : Ryegrasd.@lium perenng La
méthode a consisté a prélever une dizaine de @antshaque plot pour environ 10g de tiges
et racines de la planteolium perenne(durant la période de végétation, juin 2008) pour
évaluer I'accumulation du cuivre dans les part@snaires et aériennes. Les plants collectés
ont été lavés deux fois avec de I'eau déminéralmée enlever toutes les particules de sols,
puis séchés a 105°C pendant 48h et broyés mécamiqiigWarring Blender). Le cuivre a
ensuite été extrait de 1g de ce matériel sec pardigestion avec un mélange de 5 mL de
HNO; (65 %) et 10 mL de $D, (30 % v/v) & 70°C sur la nuit, protocole adaptdden et al.
(1998). Cette solution a été ensuite filtree a Quéd avec des filtres d’acétate de cellulose
(Satorius, France) et analysée par ICP-AES commat@#écédemment pour les éléments
traces métallique et le cuivre.

Figure II-4 Photo de la plante Lolium perenne prélevée sur I'ensemble des sous parcelles du sol sous vigne de
Clessé.

[I-2-6 Analyses statistiques des données.

Pour étudier les variations entre la compositioimajue en éléments majeurs, les
résultats sont traités par des analyses statistispues le logiciel R, a I'aide de linterface ade4
(Thioulouse et al. 1997). Pour une comparaisoredasr échantillons, chaque analyse requiert
une analyse statistique qualitative sous forme diyge en Composante Principale (ACP).
Cette méthode statistique permet d’obtenir uneecdds individus en fonction de leurs
proximités. L’ACP consiste donc a rechercher untpeimbre de nouvelles variables,Y
Y,... appelées composantes principales, non corrélégsseelles et résumant le mieux
possible 'ensemble de la variabilité des données.
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[I-3 Résultats et Discussions

[1-3-1 Les propriétés du sol de Clessé

[I-3-1-1 Propriétés physiques

Les propriétés physigues des cing sols étudiés masentées dans le Tableau 1I-2. La
masse volumique apparente seche du sol ne variesigagicativement sous l'effet des
traitements du solpg = 1.35 g crif (+ 0.02).

Les résultats du Tableau II-2 montrent que lesutest (les quantités de sable, limons et
argiles) des cing sols sont faiblement affecteedeptraitement du sol et s’étalent entre 9.6 et
11.8 %, 56.5 et 61.5 %, 30.5 et 31.7 %, respectvempour chaque classe granulométrique.

Tableau II-2 Principales propriétés physiques des sols contrble et amendé du site de Clessé

Masse
<ol Texture (%) \;(;)I;g:?nﬁ dso (Lm)
seche fq)
Sable Limon  Argile g.cm?® -Us 382%
Contrdle 11.8+1.7 565+27 31.7+24 1.34+0.03 43 22
Paille 11.0+1.3 57.7+1.0 31.3+04 1.38+0.13 58 21
Compost de Conifere 11.5+1.1 61.5+29 30.8+27 1.33+0.08 70 29
Fétuque 96+12 587+25 31.7+3.6 1.35+0.09 47 19
Tréfle 11.1+£15 585+15 30521 1.33+£0.07 77 24

dso: diamétre médian des particules de sol.
-US : sans ultrasons +US : avec 30sec. ultrasons

Toutefois, les amendements organiques modifienstlacture du sol. Les effets des
traitements (amendement organique et végétaligagion’agrégation des sols ont été vérifies
par les mesures en granulométrie laser de la Bigion de Tailles des Constituants (DTC) du
sol de Clessé (Figure 11-5). Ces résultats monttktement une modification significative
des courbes de DTC particulierement entre le sotrélz (non amendé) et les sols compost
de conifére (CC) et trefles (Ht). Ces deux traitetee@nduisent clairement la formation de
macro-agrégats (Figure lI-5a). Cette effet d’agtiégades constituants du sol se manifeste
par 'augmentation du volume (nombre des particglessieres) situé entre 63 et 1500 um, et
la diminution de la quantité de particules fine83tm).

Les traitements Paille et Fétuque (Figure 1I-5)umeffet plus faible sur I'agrégation des
particules du sol (structure), mais toujours sigatif au moins jusqu’a 400 um. Ce résultat
montre une forte spécificité du traitement sur féagtion des sols induits par la gestion
organique a I'échelle du champ. Ceci semble esdmtient contrélé par la nature de la
matiere organique apporté (Compost de Coni&rBaille) par le type de plantes (Trefle
Fétuque), et par les quantités apportées au s@ceard avec des etudes précédentes (Six et
al. 2000).
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Figure II-5 Effet de I'amendement organique (Paille et Compost de conifére) et de la végétalisation (Fétuque
et Tréfle) du sol de Clessé sur la distribution de tailles des constituants (DTC) comparé au sol contréle mesurée
par granulométrie laser (Mastersizer 2000, malvern) sans et avec traitement aux ultrasons pendant 30 sec.

Pour confirmer cet effet d’agrégation par les #&naiénts organiques du sol, nous avons
mesuré la distribution de tailles des particules ciaq sols apres 30sec. d'ultrasons (Figure
[I-5b). Pour toutes les conditions, les ultrasemiiisent la désagrégation totale du sol. Apres
30sec. d'ultrasons, les 5 sols présentent des esudle DTC similaires, qui par ailleurs
permettent de confirmer le classement textural dlude Clessé en tant que sol limono
argileux (Lejon et al. 2008). On note la présenegarticules grossiéres (500-1000um) dans
le sol CC par rapport aux autres sols, peut é&tra ties débris de compost de conifere.

Les parametres de forme calculés pour les courbd3TC obtenues sans les ultrasons
(Tableau II-2) montrent que le diamétre médiags)(des particules de sol passent de 43 um
(sol contrdle), a 80 et 90 um pour les sols CCretld, respectivement. Leggldes sols Paille
et Fétuque est de 58 et 47 um, respectivementjrcamt le plus faible effet de ces deux
traitements sur I'agrégation du sol. Lorsque lds sont dispersés, leuggtiminue fortement
jusqu’a une valeur de 22 um = 2 um trés similaoarges 5 sols. De tels effets d’agrégation
par 'amendement organique ou la végétalisatiordéja été largement documentés (Andreux
et al. 1980; Tisdall & Oades 1982; Oades 1988;elmd¥ionrozier et al. 1991; Six et al. 2004;
John et al. 2005; Lugato et al. 2010). Ces effets glus souvent expliqués par 'amélioration
de la stabilité des micro et macro-agrégats duasimavers des effets direct lié a I'ajout de
MO, et indirect a travers la libération progressoe matiere organique au niveau de la
rhizosphere des plantes (Denef et al. 2002).

54



[I-3 Résultats et Discussions

[I-3-1-2 Effet de 'amendement organique sur les parametres chimiques

de caractérisation du sol.

Les effets des amendements organiques sur les @aesnthimiques des cing situations
du sol de Clessé sont présentés dans le Tabl&al d-concentration en Carbone Organique
Total (COT) est variable entre les cing sols, dati@ avec 'amendement organique et le
développement rhizosphérique due a la croissargpldates. La teneur en COT dans les sols
varie de 15.2 (NA) & 30.3ckg’ss (CC) entre les différentes conditions d’amendement
organique. La teneur en COT dans les 5 sols peat cdassée dans l'ordre décroissant
suivant : CC > Ht > P > Hf > NA. Ce classement qudi que les deux types de traitements
induisent un enrichissement en carbone comparaéimerau sol contréle (NA). Pour chaque
type de traitement, deux niveaux d’enrichissemartt @é observés: un effet fort avec
'amendement en compost de conifere et la végéatais avec du trefle, et un effet faible
mais encore significatif a été observé avec I'ansemeht paille et la végétalisation avec de la
fétuque. De la méme maniere, le contenu en aztaé dovarié fortement entre 1.1 et 1.9
on.-kg'ss pour les cing sols. L'impact le plus important lemendement organique sur la
teneur en azote par rapport au sol controle estrebslans le sol végétalisé avec du tréfle, qui
est une plante [égumineuse fixatrice d’azote. Bjea les contenus en carbone et azote du sol
observés augmentent, proportionnellement le rapgpitest resté relativement constant avec
une valeur moyenne de 14.4 (+ 2.6).

Les concentrations en carbone de la biomasse necned du sol de Clessé ont été
mesurées dans une étude antérieure par Lejon €04l7), et sont présentés dans Tableau
[I-3. Ces mesures ont été faite sur des échardilfmglevés a I'hiver 2004 avec les mémes
conditions de prélevement. Ces concentrations sporeent a une fraction de la
concentration en COT du sol. La teneur en carbanebien dans le sol contréle (NA) est de
238 mg.kg'ss Comparé au sol NA, les différents traitementsnaemgent la concentration de
carbone microbien d'un facteur 2, avec des conatioirs d’environ 450 mgkg'lss Les
amendements organiques ont un effet sur la biomags®bienne légéerement supérieur au
traitement par végétalisation du sol. Cette fortgnaentation de la teneur en carbone de la
biomasse est due a la présence de composés orgarigpilement dégradable apportés par
les différents traitements organiques.

Tableau II-3 Principales propriétés chimiques du sol de Clessé variablement amendé ou végétalisé.

C_
C Org. Tot. N Org.Tot. biomasse* pH, Cu Total CUplante/ CUTot
gc,kg_lSS gc.kg'lss mgc.kg_lss mgCu-kg_lss (')
C%r\‘lt/;‘))'e 152+51 1.1+0.2 238  7,2+0.03118+4 0.36 = 0.03
P("’I‘:',')'e 204+6.7 15+0.3 465 6,9+0.03 91+4 0.48 +0.04
Compostde

Conifere 30.3+39  1.6+0.1 492  7,3+0.03102+5 0.45 + 0.04

(CC)
Fe(f;‘g“e 173+4.2  13+02 430  7,1+0.02 89%9 0.50 + 0.05
Trefle o3 6+36  1.9+02 432 6,6+0.1 106 +6 0.24 +0.04

(HO)
*Les concentrations en carbone de la biomasse hiemoe du sol sont issues de Lejon et al. (20@#)t ks
sols ont été prélevés en 2004 dans les mémes ioorsd{b cm de profondeur).
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Le pH est relativement constant dans les diffégesitations (pH: 7.1), excepté pour le
traitement au trefle qui a induit une diminution gl de 0.7 unité (Tableau II-3). Ce
parametre est trés important en terme de compontedss éléments traces métalliques dans
les sols, car il est connu pour contréler les pssus de spéciation de solubilisation et de
rétention des métaux dans les sols (Sauvé et @r.; Bluekers et al. 2007; Bonten et al. 2008;
Weng et al. 2008). L’'acidification observée dansst¢ végétalisé avec du tréfle pourrait
probablement induire des modifications de solubiliet de spéciation du cuivre
(Padmavathiamma & Li 2010) et donc modifier la Isponibilité du Cu pour la biosphére du
sol (microorganismes et végétaux).

La concentration totale en cuivre [ (lié a la matrice solide) a été mesurée sur
'ensemble de la parcelle, afin d'établir une cade la distribution en cuivre. Les
prélevements d’échantillons de sol (+,Figure Ilef} été réalisés de maniere homogéene sur
la parcelle pour établir la cartographie de la emtiation en cuivre total de la parcelle de
Clessé par la méthode de krigeage a l'aide du iklgR (en utilisant les calculs de
variogramme). La cartographie du cuivre obtenugestentée sur la Figure II-6. A l'issu de
cette carte, la concentration moyenne en cuivréadgarcelle viticole en 2008 est de 70
mgeukg’ss Toutefois, sur les différents sous-parcelle, beeove une hétérogénéité spatiale
de la répartition du cuivre sur la parcelle quitpexpliquer les variations des concentrations
en cuivre natif mesurées sur chaque sous paréaileeike E). Ces résultats indiquent gu'il est
nécessaire de réaliser une campagne d’échantijenpeécise par type d’apport organique
sur I'ensemble de la parcelle, afin d’avoir une aantration moyenne en cuivre pour chague
amendement.
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Figure II-6 : Carte de la concentration en cuivre sur la parcelle viticole de Clessé obtenu par une extrapolation
des concentrations en cuivre mesurées dans le sol de chaque sous-parcelle par la méthode krigeage. NA : Non
Amendé (contréle), CC : amendé avec du Compost de Conifére, P : amendé avec de la Paille, Hf : végétalisé
avec de la Fétuque, et Ht : végétalisé avec du tréfle. Les croix (+) correspondent aux points de prélévements
de sol.

Les concentrations totales en cuivre mesurées tarsol de Clessé sous les cing
conditions de gestion de la MO varient entre 898 mg, kg'ss (Tableau 11-3). Ces
concentrations correspondent a la concentrationemay en cuivre du sol pour chaque
traitement, mesurée sur 4 prélevements effectudesyd sous-parcelles de chaque condition
testée, soit 16 points de mesures pour chaquetamdigure I1-1b).

Plusieurs études ont montré que dans les solgjileecn’a pas le méme effet sur des
especes vegeétales difféerentes (Brun et al. 2003arka et al. 2006; Padmavathiamma & Li
2010). Pour cette raison, plutbét que de collectglifieremment les plantes trouvées sur
chaque plot de la parcelle, nous avons préféreael sur tous les plots la méme espece
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végétale et de préférence au méme stade de croés§aartie aériennes d’environ 10 cm).
Pour évaluer la biodisponibilité du cuivre pour lglentes, nous avons alors mesuré la
quantité de cuivre dans I'ensemble (tige + racithe)plant deLolium perenng(Ryegrass)
rapportée a la quantité de cuivre dans le sol.afie est de 0.36 pour le sol contrdle, et pour
les sols amendés en MO les valeurs sont proch&s5det 0.03), excepté dans le sol traité
avec du trefle, pour lequel ce ratio est de 0.248.34). On observe donc une diminution
significative de la bioaccumulation de cuivre d#as plantes dans les sols NA et trefle qui
indique probablement une limitation pour les plardans ces deux sols. Cette diminution a
certainement deux origines différentes : si on grensol NA, comme référence, on constate
que les deux amendements organiques (Paille eteC() végétalisation a la Fétuque, ont
induit une augmentation de I'accumulation du cudaasLolium perenneAu contraire, pour

le trefle, la plus forte micro agrégation du saluite par I'installation de cette Iégumineuse
observé par granulométrie laser (cf. 11-3-1-1) @t limité la bioaccumulation de cuivre sans
doute en limitant fortement I'accessibilité du aehaux racines des plantes. Ces hypotheses
restent a vérifier.

Brun et al. (2001) ont montré que la teneur en reuans les racines est fortement
dépendante de la teneur en cuivre dans les sots gldau contraire dans les tiges la
concentration en cuivre est dépendante du pH duGes résultats ont été observés dans
d’autres études (Brun et al. 2003; Chaignon eR@03; Padmavathiamma & Li 2009) pour
différentes espéces de plantes. Dans notre etugemavons pas différencié les teneurs dans
les racines et dans les tiges, ce qui peut expligue malgré une variation dans les teneurs en
cuivre dans les sols, c’est probablement le pHalwgsi modifie le plus la teneur en cuivre
prélevé par les plantes.

[1-3-2 Caractérisation des fractions granulomeétriques des sols

[1-3-2-1 Analyse de la distribution de tailles des particules des fractions

par granulométrie laser

La qualité et la reproductibilité de la procédum mbtre fractionnement physique peu
déstructurant ont été vérifiees par analyse deéstalglition des tailles des constituants (DTC)
de chaque fraction de sol obtenues par granuloenéser. La Figure II-7 présente les
résultats de cette distribution pour les cing foad granulométriques du sol contréle. Des
résultats trés similaires ont été obtenus pougledre autres sols (Annexe A-1). La Figure Il—
7 a montré que la procédure de fractionnementestodne qualité puisque chaque fraction
présente une distribution de taille de ces corsitgtimonodisperse bien centrée sur la gamme
théorique de taille de la fraction correspondaexeepté la fractions <2 um (Figure 11-8) qui
présente une distribution bidisperse avec deux i0sl et 2 um. Les courbes de DTC des
fractions sont présentées sous forme pondéréekn paasse de la fraction, pour mieux se
rendre compte de l'importance relative de chagaetifsn du sol. La Figure 1I-7 montre que
les 3 fractions de taille supérieure a 20 um, aldsrpar tamisage humide du sol, contiennent
encore une quantité significative de plus petitadiqules. Le faible chevauchement entre
fractions témoigne de fagon générale la bonne aépardes fractions.
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Figure II-7 Courbe de distribution de tailles des constituants (DTC) de chaque sous fraction granulométrique
du sol de Clessé (exemple du sol controle) obtenues par granulométrie laser (Mastersizer 2000, Malvern). La
distribution des constituants est pondérée par la masse de chaque fraction

La procédure de tamisage humide ne permet papéaaion totale du matériel cohésif et
des éléments plus grossiers liés a la présenceemt'age liaison transitoire. Les
chevauchements un peu plus importants des fractioossieres 250-63 um et >250 pm
dépendent éventuellement d’effets connexes tekelgdorme non sphérique des particules
En effet, la séparation de ces fractions a étésgEah I'aide de tamis, i. e. un outil sensible a
la géométrie des particules (Konert & Vandenbert@7; Xu & Di Guida 2003). Toutefois,
cet effet représente dans tous les cas seulemetresirpetit volume, c'est-a-dire un faible
pourcentage massique de chaque fraction et quiéssteproductible. L'étendue de chacune

des fractions granulométriques est donc vérifiéegpanulométrie laser.

Nous avons montré dans la Figure II-5, que ledetrants des sols de long terme
(amendement et végétalisation) ont induit une agigg importante des constituants des sols.
La Figure 11-8 montre qu’un effet important est légaent visible a plus petite échelle, celle
des micros agrégats, par des variations de lakdison en taille des petites particules entre
les difféerents modes de gestions de la MO. Cedtaésisont en accord avec d’autres études
comme par exemple Chenu & Plante (2006) qui onttréajue les particules de taille <2 pm
sont en fait des micro-agrégats de taille variannhdnometre au micrometre dans lesquels la
MO est intimement associée aux minéraux. Commealigarvé dans les macro-agrégats, on
note une augmentation de la micro-agrégation dissirstuite par le mode de gestion du sol,
et notamment dans les sols tréfle, et amendé epastmCes deux traitements (CC et tréfle),
induisent une agrégation générale des constitumssols conduisant a une augmentation de
I'ensemble de la taille des agrégats. L'amélioratie la stabilité des agrégats de sol est liée a
I'apport de MO riche en sites réactifs et a domca@nservée surtout dans les fractions ou le
carbone s’est accumulé. Ainsi par granulométrierlasous n'avons pas remarqué d’effet
aussi marqué des amendements sur les DTC des fattsns (Annexe A-2).
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Figure II-8 Effet de I'amendement organique (Paille et Compost de conifére) et de la végétalisation (Fétuque
et Tréfle) du sol de Clessé sur la courbe de distribution de taille des constituants (DTC) de la fraction <2 pm.

[1-3-2-2 Distribution massique des fractions granulométriques du sol de

Clessé

La procédure de fractionnement physique peu ddsteudes sols utilisée dans cette étude
a permis de séparer les compartiments du sol diée tdiécroissante en fraction
granulométrique. Chaque fraction correspond a umpentiment spécifique du sol présentant
un fonctionnement biogéochimique particulier (Joct®lonrozier et al. 1991). Les résultats
présentés dans la Figure [I-9 montrent la distidlouten masse cumulée des fractions
granulométriques. La méthode de fractionnementigbgspeu destructurante présente une
bonne reproductibilité du fractionnement des solisgue les bilans de masses sont de 99 %
(= 6 %). On observe dans cette figure que la thstion massique des fractions du sol de
Clessé est trés proche dans les 5 sols, exceptéepsal trefle qui présente une forte macro-
agrégation (>250 um) par rapport au sol contrél&)(NLa fraction de sol qui a le plus évolué
sous l'effet des différents traitements est latfeac>250 um. En effet, les deux amendements
organiques et les enherbements ont induit une antgien de la quantité de matériel macro
agrégé plus ou moins importante. Dans tous lestsatgs, la masse de la fraction grossiéere
(>250 um) représente entre 10 et 20 % de la masseldractionné contre seulement 6 %
dans NA. Ceci indigue un enrichissement en padgubrganiques grossieres de taille
correspondante, ainsi qu’une plus forte macro adiggy des particules dans les sols amendés
et végétalisés. Toutefois, on n'observe pas d’amgatien significative de la masse de cette
fraction (>250um) dans le sol CC, lié aux débrigamiques (de masse |égere). La masse des
fractions 250-63 um est identique dans les 5 daigpeésente environ 10 % du sol total. Les
fractions 63-20 um et 20-2 um comptent pour 35 @0t respectivement, c’est-a-dire prés
de 70 % de la masse de sol fractionné (30g), eoréd@vec la classification granulométrique
du sol donnée précédemment. La masse de la fragtemmulométrique argileuse (<2 pm)
représente seulement 10 % (~3g) de la masse diastbnné. Les sols NA et CC présentent
une distribution massique des fractions la pluslaire comparé aux autres traitements.

Le fractionnement granulométrique des sols étant gestructif, les agrégats sont
préserves et les résultats de la distribution massides différentes fractions de sol sont
différents des résultats texturaux du sol (cf.-0-3). Cette procédure nous permet donc
d’appréhender quantitativement la structuration s, c'est-a-dire son organisation en
agrégats comme cela a déja été décrit antérieutefhisalall & Oades 1982; Elliott 1986;
Jocteur Monrozier et al. 1991; Six et al. 2004;\&i et al. 2009).

59



Chapitre 1l Effet de la gestion des intrants orgaes sur les propriétés bio physico chimiques daln
viticole.

30 r
25 | 0 >250
(1 250-63

S 20
N—r
O
g)) 15 + W 63-20
©
=0 0202

5 | e o<2

0 ‘

Contrdle Paille Compost Fétuque Trefle
de Conifére

Figure II-9 Distribution massique des fractions granulométriques du sol de Clessé amendé en Paille (P) ou en
Compost de Conifére (CC) et végétalisé avec de la Fétuque (Hf) ou du Tréfle (Ht) et le controle (non amendé
NA). Les barres d’erreurs sont calculées avec des duplicats.

[1-3-2-3 Propriétés physico-chimiques des fractions granulométriques

des sols.

Comme nous venons de le montrer ci-dessus, chatesdractions granulométries est
bien définie par les deux paramétres physiguessquotla taille et la masse des constituants
composant ces fractions. Les concentrations enegitsmmajeurgC, Al, Fe, Mg, Ca, Mn, K)
ainsi que la concentration en Cu sont présentés &mme d’Analyse en Composante Principale
(ACP) dans l&igure [I-10 La décroissance d’explication des axes de I'A@{rée et normalisée),
montre que les deux premiers axes expliquent weredgrpart de la variabilité des teneurs en éléments
chimiques.

Les résultats de 'ACP comparant les différentesypde MO apportées au sol de Clessé
(amendement ou végétalisation) sans désunion desofis granulométriques ne montrent
pas de différence significative de la compositionééments majeurs due a ces différents
modes de gestion du sol (NA, P, CC, Hf, et Ht) @irggll-10a). Globalement 'amendement
organique ne modifie pas sensiblement la compaos#iémentaire globale du sol, méme si les
teneurs en carbone organique total sont variables.
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Figure II-10 Analyse en composantes principales (ACP) des concentrations en éléments majeurs (C, Fe, Al,
Ca, Mg, K, et Mn) et de la concentration en Cu dans les sols traités (a) en matiére organique (NA, CC, P, Hf, Ht)
et dans lI'ensemble des fractions (b). La figure ¢ montre l'ordre d’explication des axes par les différents
éléments analysés. Les ACP sont centrées et normailisées.
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En revanche, dans la Figure 1I-10b qui présent€PAdes concentrations en €léments
majeurs dans chacune des fractions granulométriaioesre clairement que chaque fraction
est bien différentiée, ce qui nous permet de défipie chacune des fractions des sols posséde
une composition chimique spécifique indépendamnunttraitement qui n’a pas deffet
(Figure 11-10a). La différenciation des fractions saxe 1 (horizontal) est gouvernée par les
concentrations en Cu, en Fe et enAl, tandis que I2a(verticale) est majoritairement dominé
par les variations de concentrations en C, en catiedCa et Mg) et en oxyde de Mn (Figure
[I-10c). La fraction 20-2 um a la composition chgore la plus différenciée des autres
fractions. Elle se différencie en particulier siaxé 1 qui explique la plus grande variation
entre les différents éléments chimiques. Sa cortipnsest donc tres difféerente de celle des
autres fractions et en particulier en cuivre. Plegrquatre autres fractions on observe une
différenciation de leur composition principalemesur I'axe 2 bien corrélée avec une
décroissance de la taille des fractions, et notamhiee teneurs en C, Ca et oxyde de Mn.

L’observation de la composition spécifique desétéhts éléments majeurs analysés entre
les 5 fractions granulométriques des sols nous pmnissé a étudier plus en détail, la
distribution du C et du Cu dans les fractions gtamétriques du sol, pour comprendre |'effet
des traitements (amendements et végétalisatiomshasdistribution spatiale du carbone a
micro-échelle. Nous souhaitons aussi voir commest différents modes de gestion du
carbone organique conduisent a une modificatiola dkstribution spatiale du fongicide dans
ce sol viticole limono argileux.

[1-3-3 Distribution du carbone organique total du sol de Clessé a I’échelle

des agrégats.

La distribution en masse du carbone organique {@@T) dans les différentes fractions
granulométriques des cing sols est présentée ddrigure 11-11.
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Figure II-11 Distribution massique du carbone organique total (COT) dans les fractions granulométriques du
sol de Clessé, contrdle (NA), amendé en compost de conifére (CC) et paille (P), et végétalisé avec de la Fétuque
(Hf) et du Trefle (Ht) (x mg de COT contenus dans 30 de sol fractionné). Les valeurs au-dessus des
histogrammes représentent la masse de COT des sols non fractionné. Les barres d’erreurs sont calculées avec
des triplicats.
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Les résultats montrent que quelque soit le traitem@mendement ou enherbement, la
teneur totale en COT est augmentée. On peut ahssier que la distribution du COT est
fortement hétérogene dans les sous fractions et &% 5 sols. Pour I'ensemble des sols, les
fractions <2 um et 63-20 um (cette derniere repitése la masse totale de fraction la plus
abondante) présentent des teneurs en COT prochesiart qu’entre 36 et 69 mg de C dans
la fraction pour 30g de sol sec fractionné. Cedigne que ces fractions sont insensibles aux
deux types de traitements en MO. Ces deux fracons également les moins enrichies en
carbone. Inversement, 'amendement et I'enherberdest sols ont fortement modifié la
distribution du COT dans les trois autres fractjogsi présentent les contenus les plus
importants en carbone organique total. Les frastid®-2 pm des 5 sols présentent la plus
grande masse de carbone qui s’étale entre 19@Bangdle C dans la fraction pour 30g de sol
fractionné. L’'amendement organique et plus paigceinent le compost de conifere induit
une plus forte accumulation de COT dans cetteifmactiue les traitements par végétalisation
du sol. Dans la fraction 250-63 pm, seul 'amend&nen compost (198 + 70 mg) et la
végétalisation en trefle (127 £ 4 mg) ont induieusccumulation significative du carbone
organique par rapport au contréle (69 £ 7). Fin&etnla fraction grossiére (>250 pum) qui
contient préférentiellement de larges fragmentsiédiris de matiére organique venant des
amendements et des débris de plantes, est forteeneichi en COT dans I'ensemble des
situations, comparées au sol contréle mais sudauos le sol amendé en compost de conifere.
L’addition de MO dans le sol de Clessé se répenauiteipalement sur la masse de COT dans
la fraction grossiere (>250 um). L’enrichissememt@ mesuré dans cette fraction pour les
guatre modes de gestion organique, varie entreu lndétuque et 5.8 pour le sol CC, avec
des enrichissements en C intermédiaire dans Ik @gile tréfle avec des valeurs de 3.1 et 3.4,
respectivement.

En terme de masse de carbone organique, nous podeoc classer par ordre décroissant
ces fractions granulométriques : >250 > 20-2 > @30~ 63-20=<2 um.

Nos résultats sont en accord avec d’autres étudiisant d’autres techniques de
séparation des constituants des sols (Besnard @0@l; Virto et al. 2008), puisque nous
observons qu’environ 50 % de la matiere organici¢oealisée dans les micro agrégats (<63
um). Dans ces fractions la MO est retenue par ptlearsur surfaces minérales (argiles,
limons) mais aussi a l'intérieur de ces micros ggre (Chenu & Stotzky 2002), ou le carbone
organique est considéré comme protégé physiquene¢ngst donc plus stable et plus
récalcitrant. En effet, plusieurs études (Balesardal. 1987; Christensen 2001; John et al.
2005) ont montré que I'age du carbone organiquenaage avec la diminution de la taille des
fractions granulométriques des sols.

De nombreuses études ont contribué a montrerdedéla stabilisation des agrégats par la
MO, qui conduit a une structure spatiale spécifiquesol par une organisation hiérarchique
en agrégats (Tisdall & Oades 1982; Oades 1984eudoddonrozier et al. 1991; Gale et al.
2000; Six et al. 2000; Besnard et al. 2001; Chmsta 2001; John et al. 2005; Lugato et al.
2010). Nos résultats sur la distribution du COTswuiquent que 'augmentation de la taille
des particules dans les sols amendés et végétalsgsincipalement liée a I'apport de MO
qui joue le role d’agent de liaison entre les ctumshts fins pour former des macroagrégats.
Néanmoins, dans cette étude, le type de MO apfdirct ou via la végétalisation) modifie
la stabilité des agrégats du sol. En effet, le®&0l augmente fortement la concentration en
COT dans les fractions grossiéres (>63 um), pgoutade compost dans ce sol mais pas
particulierement la masse de sol de ces fractiBngevanche, le traitement trefle induit une
tres forte agrégation alors que la teneur en CQTeins élevée que dans le sol CC ce qui
indique que les caractéristiques de cette MO stud favorables a la micro-agrégation en
relation avec I'effet rhizosphérique (productiogstrlocalisé d’exhudats racinaires agissant
comme éléments structurants). Nos résultats somiceord avec la littérature (Elliott 1986;
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John et al. 2005; Lugato et al. 2010) montrantrehaent une augmentation du contenu en C
avec la taille des fractions, jusqu’a 2000 pm.

Le mode de gestion organique des sols influence todistribution du carbone a micro
échelle mais aussi la structure spatiale du solgpstabilisation de ses agrégats.

[1-3-4 Distribution du cuivre dans les fractions granulométriques du sol de

Clessé

La distribution du cuivre (en masse) dans les imast granulométriques des 5 sols est
présentée dans la Figure 11-12. Les résultats diéstabution de la masse de cuivre dans les
fractions sont normalisés par la masse totale deecalans le sol, car les concentrations
totales de cuivre étaient variables d'un traitemenganique a l'autre en lien avec
I'hnétérogénéité spatiale de la concentration ewreun situ. Globalement, la somme des
masses de cuivre contenue dans les fractions tesase entre 2.5 et 3.8 mg de cuivre pour
30g de sol. On peut ainsi calculer le bilan de makscuivre entre les différentes fractions et
le sol total qui varient entre 91 et 117 %, c'edira des bilans en cuivre assez corrects.

Pour évaluer l'effet de 'amendement organique eead végétalisation du sol de Clessé
pour les différents traitements, nous avons melsudistribution de la masse de cuivre dans
I'ensemble des fractions du sol de Clessé, poudiléSrents traitements (Figure 11-12). La
distribution du cuivre est hétérogeéne entre ledihtes fractions, mais assez similaire entre
les différents sols si on tient compte de la valitgbde la teneur totale en cuivre dans les
différents sols.

Les plus forts contenus en cuivre ont été mesw@s ka fraction micro agrégée (20-2 um)
et ont varié entre 37 et 45 % de cuivre total el@secing sols. Pour la fraction >250 um, les
concentrations varient entre 16 et 25 %, et potnalegtion 250-63 pm entre 11 et 28 %. Dans
le sol contréle la fraction 250-63 um est plus @md en cuivre que la fraction >250 um, ce
qui indique qu’elle doit étre plus réactive queleei. Dans les fractions 63-20 um les
concentrations ne varient qu’entre 6 et 11 % dereuFinalement pour la fraction <2 um les
concentrations varient entre 8 et 14 %. Dans lex dels végétalisés, les pourcentages de
cuivre dans la fraction argileuse sont plus failgjes dans les autres fractions. Néanmoins on
constate que pour tous les sols, la majorité dureu>55 %) est retenue dans les deux
fractions fines (<20 pm), regroupant les particutes limons fins et les argiles, qui
représentent 40 % de la masse de sol.
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Figure II-12 Distribution massique cumulée du cuivre contenu dans les fractions granulométriques (normalisé
par la masse total de cuivre dans le sol) du sol de Clessé controle (NA), amendé (CC et P) et végétalisé (Hf et
Ht). Les valeurs au dessus des barres correspondent a la masse de cuivre dans chaque sol. Les barres d’erreurs
sont calculées avec des triplicats.

Cette forte accumulation de cuivre dans les frastia20 pum) est bien en relation avec la
forte concentration en carbone organique total daess fractions. La grande capacité de
sorption des cations sur les argiles notammentditsir grande surface spécifique et a leurs
nombreuses charges négatives, est sans doute sabjmrides fortes interactions avec le
cation cuivre. Une part non négligeable de la tersgucuivre est aussi présente dans les
fractions grossiéres riches en composés organiqdiesi, la fraction >250 yum, qui ne
représente que 12 % de la masse de sol, contiember20 % du contenu total en cuivre. Les
mécanismes de rétention du cuivre sont bien sfrdiféérents dans cette fraction comme I'a
montré A. Manceau (ISTerre, Grenoble) lors de I'gsede la spéciation solide du cuivre par
spectroscopie EXAFS (Navel et al. 2011), entrdriestions organiques et minérales. Besnard
et al. (2001) ont montré aussi une forte rétentiorcuivre par la MO (par différenciation des
composés organiques (MOP) et inorganiques) etgsgptases minérales dans les fractions
fines des sols variablement amendés en MO. Dansolede Clessé, le cuivre est
principalement lié aux particules fines et aux miagrégats mais aussi a la matiére
organique, laquelle est connue pour retenir fortarteecuivre (Parat et al. 2002; Weng et al.
2008). Dans notre étude, les amendements organgjues végétalisations ne modifient pas
significativement la distribution du cuivre solifieéigure 11-12).

[1-3-5 Spéciation du cuivre dans les sols de Clessé

Les concentrations totales en métal dans le sot son pauvre indicateur de la
concentration réelle dans la solution du sol, aelqules microorganismes sont
préférentiellement exposés (Ranjard et al. 199fyrLet al. 2008). Comme nous l'avons vu
précédemment la concentration totale en cuivre tassl de Clessé est tres peu influencée
par les apports de matiére organique ou la végatain.

Pour évaluer le comportement du cuivre, I'effetods deux types de traitements sur sa
spéciation et donc sa mobilisation, les différemsseces du cuivre en solution (échangeable
au calcium et biodisponible) ont été déterminéagufe I1-13). Dans une étude récente sur le
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méme sol, Lejon et al. (2008) ont montré que 99.8Weuivre ajouté reste lié a la matrice
solide sans passer en phase liquide. La distributio cuivre sur les phases porteuses (MO,
oxyde de Mn, de Fe amorphe et cristallins, résjduaiie fortement notamment avec le type
d’amendement organique. Ces variations liees aaitetnents des sols doivent donc aussi
affecter la spéciation liquide du cuivre. C’estgeee nous avons voulu étudier ici et qui est
présenté dans la Figure [1-13.

1E+03

1E+01

ss)

< 1E-01

1E-03

1E-05

Cu (Mgcu.g

1E-07

Contréle Paille Compost de Fétuque Tréfle
Conifére

Figure II-13 Concentrations en cuivre dans la phase solide du sol de Clessé (noir), dans la phase liquide :
cuivre échangeable au calcium (gris), et cuivre biodisponible (pointillé) (Mgcu.g s sec) ; €t dans la plante Lolium
perenne (blanc) collecté sur les cing traitements. Les barres d’erreurs sont calculées avec des duplicats.

Les concentrations en cuivre mesurées dans la@oldés différents sols sont présentées
dans la Figure II-13, en comparant avec les coratgons en cuivre totales dans la phase
solide des sols et dans la plahtdium perenneollectée sur chacune des situations étudiées.
Les résultats sont présentés en échelle logaritrenadin de pouvoir visualiser sur la méme
figure les différentes espeéces de cuivre. Les éitluaas de sols ont été prélevés avant le
premier traitement en cuivre de 'année en couexi Gous permet de faire I'hypothése que
les sols sont dans un état d’équilibre en ce quceme les réactions chimiques rapides, tels
que l'adsorption des métaux par la phase solideeguires rapide pour ce sol (Lejon et al.
2008). Les concentrations en cuivre échangeablealuim (Ca(NQ),), [Cu, dans le sol
controle est de 0.075 ggg™ss Dans les sols paille, fétuque et compost, ceiteentration
est de 0.063, 0.044, et 0.041cug™ss respectivement soit des valeurs significativenmpéms
faibles que dans le sol NA. Au contraire dans letsdle, la concentration en Quest plus
importante avec une valeur de 0.1%yg'ss Dans ce sol (Tréfle), le pH de la solution du sol
a diminué de 7.2 a 6.6. Le pH est un facteur aidérexr pour la rétention des métaux sur la
phase solide comme cela a déja été montré paurili®awson et al. 2006). Ceci nous
indique que I'augmentation de [gudans le sol tréfle est liée a la diminution da pél.

Ces résultats montrent que les deux types dertraitess du sol de Clessé (amendement et
végétalisation) induisent des effets différents Buispéciation liquide du cuivre et donc
probablement sur sa mobilité et son impact. L’apeitcompost au sol augmente la rétention
du cuivre, alors que I'enherbement avec du trédfigrtue la rétention du cuivre par rapport au
sol contréle. Bien que ces deux traitements (CBteinduisent les plus fortes augmentations
de teneur en carbone organique, les réactivitésedearbone vis-a-vis du cuivre semblent
différentes. Ceci doit probablement avoir un efi@t la toxicité du cuivre dans le sol.

La toxicité des meétaux dans les sols est plutée B sa concentration liquide et
principalement a sa spéciation dans la phase agukusol (Maderova et al. 2011). Comme
d’autres études (Tom-Petersen et al. 2001; Lejaad. €2008), nos résultats montrent qu’une
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tres faible quantité de cuivre est vraiment biodisple puisque les concentrations en cuivre
biodisponible (Figure 11-13) sont 1000 a 10000 fpigs faibles que les concentrations en
cuivre échangeable pour les bactéries suivant [ee tge traitement. En effet, les
concentrations biodisponibles extrémes ont été mesudans les sols NA et CC. Dans ces
sols les concentrations en cuivre biodisponiblest ste 4.2 10 et 9.7 10 pgugls
respectivement. Dans le sol trefle la concentraénncuivre biodisponible est proche de la
concentration dans le sol non amendé, en raisda dencentration similaire en gudans ce
sol. On observe donc une relation entre la conagatr en cuivre échangeable au calcium en
solution et biodisponible aux bactéries. Le typevii® et le pH du sol sont des facteurs clés
affectant la biodisponibilité naturel du cuivre dde sol de Clessé, comme dans beaucoup
d’autres études (Tom-Petersen et al. 2001, 200énlet al. 2008; Nybroe et al. 2008; Giller
et al. 2009).

Bien que de nombreuses études aient montré quadtsix sont fortement liés a la MO
des sols, nos résultats indiquent que le mode skipgeorganique du sol, c'est-a-dire la nature
et probablement la quantité de MO, induit une modiifon significative de la spéciation du
cuivre en solution. L’'amendement en compost defémniest celui qui induit la plus forte
rétention du cuivre (par une faible concentratianatdiivre en solution), ce qui est plutét
favorable en termes de risque potentiel. Au corgtrda végétation au tréfle qui présente par
ailleurs de nombreux avantages augmente la miselation du cuivre via un abaissement du
pH.

Pour disposer d’'un autre indicateur de la biodigmbi® du cuivre, nous avons mesure la
concentration en cuivre accumulé dans la plaosieum perennecollectée dans les cing sols
(parties aériennes et racines). Ce type de mestirgoavent utilisé comme indicateur de la
phyto-disponibilité des métaux (Kabata-Pendias &dPes 1992; Brun et al. 2003; Chaignon
et al. 2003; Remon et al. 2005; Padmavathiamma &Q1i0). En effet, le cuivre accumulé
dans les sols est responsable de la phytotoxi@gta d’'une certaine concentration, laquelle
est dépendante des espéeces végeétales mais ausgiopgegtés du sol (Hinsinger 1998).
Chaignon et al. (2002) ont indiqué que la concéiotieen cuivre dans les plantes est un bon
indicateur pour évaluer la toxicité du cuivre damssol. En effet, le cuivre est largement
connu pour ses propriétés spécifiques d’oligo-ééressentiel a la croissance des végétaux,
c’est aussi pour cela que sa concentration esbanraicateur de la pollution du sol.

Pour renforcer la fiabilité de nos mesures, le¢epeiments des plants delium perenne
ont été réalisés au méme stade de croissance 'dassmble des situations. La teneur en
cuivre mesurée dans les plantd.déum perenneollectés sur le sol contréle est d’environ 43
+2 Hgewglss Dans le sol tréfle, cette valeur est réduite @&Ma 25 +3 pg.g-ss alors que
dans les trois autres situations (CC, paille, eigiée) elle est restée similaire a celle du sol
contrdle avec une teneur en cuivre dans la plaefevidon 45 pg.g'ss Dans le traitement
trefle, nos résultats ont montré une plus forteéggtion du sol de Clessé, avec une présence
importante de macro-agrégats, dans lesquels lésespeuvent difficilement s’introduire.
Ceci diminue probablement I'accessibilité des rasiaux nutriments et particulierement au
cuivre présent majoritairement dans les micro-aaedu sol constitutif des macro-agrégats.
Comme d’autres éléments traces métalliques, teleg@al, le Pb et le Mn, le prélévement par
les plantes est fonction du pH et de 'amendemagdroque ajouté (Mench et al. 1994; Brun
et al. 1998; Padmavathiamma & Li 2010).

Une nouvelle fois, nos résultats montrent que @gements organiques du sol de Clessé
ont un effet sur le comportement du cuivre en maxifsa phytodisponibilité pour la plante
Lolium perenneToutefois, ces effets sont assez différents d& de la biodisponibilité pour
les bactéries.
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[I-4 Conclusion

Cette étude préliminaire avait pour objectif d’éwlin situI'effet de la matiere organique
apportée sous forme d’amendement organique (pill®mpost de conifere) ou de couvert
végétal (féetuque et tréfle) sur la dynamique soktldiquide du cuivre en relation avec le
statut organique du sol de Clessé. Nos résultats ant permis de montrer que les différents
modes de gestion de la matiére organique a I'ézludlla parcelle modifient les propriétés
physicochimiques du sol a I'échelle des agrégaisj gue la micro-distribution du cuivre.
Sur cette base nous avons pu choisir l'amendenrganmue qui montre le plus fort impact
sur les paramétres biogéochimiques de ce sol erdewmon utilisation dans une étude plus
ciblée sur I'impact d’une forte dose de cuivre (giba IlI).

Les traitements organiques augmentent globalenaetgnleur en carbone organique total
du sol mais aussi la teneur de la biomasse mianabie_es apports en surface ou par couvert
végétal ont un effet différent sur les communauaté&sobiennes (Lejon et al. 2007) mais aussi
sur la qualité du sol. La cartographie de la cotreéion en cuivre sur la parcelle viticole, a
indiqué que la répartition n’était pas homogenel’'sasemble du site, confirmant le choix de
réaliser des prélevements multiples sur I'ensend®#e sous parcelles de chacune des
situations étudiées. Toutefois, les traitementsanpeu d’effet sur la spéciation solide du
cuivre, au contraire de sa spéciation en solutiGoe( Cusi,) qui apparait fortement
dépendante du mode de gestion de la matiere oxgasigay le sol. En effet, le sol amendé en
compost présente une plus forte rétention du ciferble [Cu,]) par rapport au sol controle,
contrairement aux autres traitements et en paiclienherbement avec du tréfle. L'effet
variable des traitements sur la rétention du cuisi@compagne d'un impact sur sa
biodisponibilité et réduit en particulier la rétiemt par la biocénose du sol, notamment pour
les bactéries et les plantetoljum perenng Nous avons montré en effet que les
amendements organiques diminuent significativerfl@og;,], c'est-a-dire la biodisponibilité
du cuivre pour les bactéries mais ont un effetiseesur les plantes qui accumulent plus de
cuivre dans les sols traités par rapport au tertariraitement au tréfle est un cas a part car il
induit des effets complexes sur I'écodynamiqueadiibdisponibilité du cuivre. En effet, on
observe a la fois un effet « protecteur » pourplesites, sans doute lié a 'augmentation de
I'agrégation du sol qui diminue I'accessibilité duivre aux racines et une biodisponibilité du
cuivre accrue pour les bactéries du sol végétalistrefle, probablement induite par la baisse
de pH observé dans ce sol.

Nos résultats ont montré que les traitements duledClessé effectués pendant plus de
vingt ans (depuis 1991) ont durablement modifidilgphysicochimie du sol, notament le
COT, et en particulier celles qui contrélent le el@v du cuivre. Ainsi, nous avons montré que
tous les traitements ont augmenté I'agrégationadlales Clessé a des degrés variables et donc
leur structure spatiale a micro-échelle (fort pleuraitement au trefle et faible pour CC).

Ces traitements ont également modifié la distrdutilu carbone organique au sein des
micro-agrégats du sol. Les différents traitememtsp@rmis d’apporter au sol des quantités et
types de matiéres organiques tres différents. Urantité importante de matiere organique
s’accumule dans les fractions grossieres du seémble capable d’immobiliser fortement le
cuivre, jouant ainsi un rdle protecteur vis-a-vie th biocénose du sol puisque les
concentrations de cuivre en solution et biodisplenipour les bactéries sont fortement
réduites. Nos résultats montrent que la méthodisagdionnement granulométrique des sols
peu destructurante est adaptée pour localiseolagpts dans les microstructures des sols.

L’amendement en compost de conifére et la végatalis en trefle sont les traitements
qui modifient le plus les paramétres biogéochimsgpar rapport au sol contrdle. Entre ces
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deux traitements, nous avons choisi pour la swtd'@ude le sol amendé en compost de
conifere qui ne présente pas de différence aveolleontréle au niveau du pH, qui est un
facteur chimique connu pour modifier fortementpa@aation des éléments traces métalliques.
Dans les chapitres suivants, nous focaliserons dotre étude sur la rétention, I'impact et la
mobilité d’'une contamination au cuivre dans le d®IClessé amendé ou non en compost de
conifere.
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[II-1 Introduction

Dans le chapitre précédant, nous avons montré gsienddes différents de gestion de la
matiere organique exogene des sols induisent degficabions tres variables et relativement
importantes des propriétés biogéochimiques du sagréfation, statut organique et
microbiologique, spéciation des métaux...) méme lsi n&affecte pas la concentration totale
en éléments majeurs ou en cuivre. L'utilisation wepdes décennies des produits
phytosanitaires tels que le cuivre est a la foisefique pour les rendements des cultures et
néfaste pour la biocénose des sols. Toutefoisistee peu d’'informations sur la durée de ces
effets et notamment sur la persistance ou nonmdpadts et des modifications des propriétés
des sols. En effet, les sols sont des milieux cergd et vivants en continuelle évolution, de
par les activités biologiques qui s’y déroulent.

L'utilisation des engrais et pesticides par I’homaneonduit a une anthropisation des sols,
modifiant les conditions environnementales entaurd&activité de la biocénose (climat,
amendements organiques, apports d’ETM toxiques.apses sols sous vigne, l'utilisation a
fortes doses de la bouillie bordelaise peut maodife statut du cuivre, qui passe ainsi
d’oligoélément essentiel a élément toxique, avensdeertains cas des concentrations
dépassant les 1000 ppm, rendant impossible lagilantde nouveaux pieds de vigne. De
nombreuses études sur l'interaction du cuivre d@®composeés du sol (Baize 1997; Arias et
al. 2004, Pietrzak & Mcphail 2004; Dawson et alo@0Ashworth & Alloway 2007; Buekers
et al. 2007; Jacobson et al. 2007; Bonten et &82Bomarek et al. 2010) ont montré que le
cuivre s’accumule préférentiellement dans la mate¥ganique. Le turnover de la MO est trés
variable dans les sols, en relation notamment aadocalisation a micro-échelle : recyclage
rapide de la MO dans les fractions grossieres dissaflant de la journée a quelques mois, et
stabilisation forte dans les fractions fines, awedurnover de quelques mois a de nombreuses
années (Angers et al. 1997; Monreal et al. 199fiebet al. 2001b). La MO joue un role
majeur dans la rétention des ETM, ce qui rend patisable la prise en compte de son
évolution dans le sol pour comprendre son r6le tadsvenir des ETM tels que le cuivre.

Les microorganismes sont omniprésents dans leses@eesentent une grande diversité.
Beaucoup de microorganismes telluriques sont skesséux ETM, connus pour leur toxicité
qui conduit a une diminution de la biomasse mi@obe des sols (Nannipieri et al. 2003;
Becker et al. 2006; Lejon et al. 2008; Brandt e2all0). Bien que les métaux tels que le Cu,
le Fe ou le Zn soient des nutriments essentiels pEsiorganismes (Alloway 1995), ils
peuvent étre toxiques a forte concentration. Lacitéxde ces ETM est toutefois variable
selon les organismes. La toxicité reflete en pdegidormation de liaisons covalentes (de
complexes tres stables) avec des enzymes, alora doiection de ces enzymes est basée sur
une complexation réversible de type liaison chireigGeci peut donc entrainer rapidement
I'inactivation de la fonction enzymatique corresgante. Des systémes de résistance a ces
meétaux existent au sein des populations microberma leur permettent de survivre méme
dans des milieux fortement contaminés. La fréquelecees systémes de résistance aux ETM
dans les sols est souvent proportionnelle aux carateons de ces éléments toxiques. Leur
impact sur les bactéries du sol et I'évolution deimpact sur le long terme, peuvent donc
étre suivis par le facteur d’enrichissement duesolbactéries résistantes a ces ETM et en
particlier au cuivre (B"). D’autres méthodes plus globales telles que a#ke empreintes
génétiques des communautés bactériennes (Fisheripfetl 1999; Ranjard et al. 2000),
permettent de suivre I'évolution de la structures @®@mmunautés microbiennes des sols
soumises a un stress métallique. Cette derniéraoaetpermet de caractériser 'empreinte
moléculaire des communautés bactériennes de mamapEle, sensible, robuste et
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reproductible (Green et al. 2004; Ranjard et aD80Elle a déja été démontrée pertinente
pour I'évaluation des modifications dans la composides communautés des sols de statuts
organiques différents (Lejon et al. 2005).

Bien que [I'évolution temporelle, souvent appelégeiag » ou vieillissement, des
contaminations chroniques en ETM ou polluants aggaes soit un facteur important dans la
gestion des sols et des rendements des culturéss lsung terme, relativement peu d’études se
sont intéressées au vieillissement des contamimgatans les sols. Pour évaluer correctement
le devenir et I'impact des contaminants dans Ié&s ses études d’écodynamique des métaux
(spéciation, réactivité, mobilité, impact...) devraigorter, idéalement, sur une durée d’au
moins une année intégrant un cycle de culture ceim@lertaines études ont montré qu'il
existe un impact rapide (quelques jours ou sempadessETM, et en particulier du cuivre, sur
les populations bactériennes, mais trés peu orfué@wset impact sur le long terme (e.g.
(Wakelin et al. 2010). En effet, on connait encor@ les facteurs capables de moduler au
cours du temps la réponse des populations baatésea la présence d’'un stress métallique,
gu’il soit aigu (contamination ponctuelle) ou chigpre (e.g. traitement annuel en bouillie
bordelaise). En particulier, on ne sait pas comnenieillissement physicochimique de ces
stress métalliques, comme celui du cuivre modéig toxicité sur le long terme.

C’est précisément l'objectif de ce chapitre quiiayeur but précis de caractériser la
dynamique physicochimique (réactivité et spécigterbiologique (impact et écotoxicité) du
cuivre dans les sols sous vigne. Pour cela, noogssachoisi de développer une étude en
laboratoire faisant appel a des mésocosmes de@abés en laboratoire. Nous avons choisi
de travailler avec deux statuts organiques diffisrglu sol de Clessé : non amendé (NA) et
amendé en compost de conifere (CC), qui est l'aement qui modifie le plus le statut
organique et microbiologique du sol de Clességted nous venons de le montrer dans le
Chap. Il. Ces sols ont été incubés en laboratairard deux ans en conditions parfaitement
controlées, au cours desquels des prélevementiergg(ious les 6 mois) ont été effectués
pour évaluer I'évolution temporelle de la rétentncuivre dans les deux sols ainsi que son
impact sur les communautés bactériennes et la difipa de la matiére organique exogene.
Les sols NA et CC ont recu une dose importanteudeec apportée en une fois (240 ppm) ou
de maniére chronique (4 x 60 ppm), afin d’évalgerdle du statut organique du sol, du statut
microbien, de la structure du sol et du mode dd¢acomation dans I'évolution temporelle de
la spéciation liquide et solide du cuivre et sopaat sur la microflore du sol de Clessé. Pour
cela, nous avons suivi I'évolution temporelle de :

— la concentration totale de Cu lié au solide.
- la concentration totale de Cu facilement solubilisgéchangeable au (Ca(k)e).
- la concentration en Cu biodisponible pour les batgbiocapteur bactérien).

— la concentration totale en carbone organique t§&DT], en relation avec celle
mesurée sur la parcelle viticole.

— limpact du cuivre (dose et spéciation) sur les samautés bactériennes du sol de
Clessé, a l'aide d’'un indicateur cellulaire (prapmr de bactéries hétérotrophes
cultivables résistantes au cuivre$“Bet d’un indicateur moléculaire (empreinte
géneétique par ARISA des communautés bactériennes).
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[I1-2 Matériel et méthode

[1I-2-1 Description du site

[1I-2-1-1 Description du site viticole et campagne d’échantillonnage.

Nous focaliserons I'étude de la contamination eivreusur les sols contrdle (Non
Amendé NA) et amendé en Composte de Conifere (@Qa garcelle viticole de Clessé, car
ils étaient particulierement bien discriminés emmi& de composition organique, structure,
disponibilité du cuivre (Chapitre 1) et de strueilde communauté (Lejon et al. 2007).

La campagne d’échantillonnage a eu lieu le 17 é\2008 sur le site d’étude, c'est-a-dire
5 ans aprés le dernier apport organique, par tefingi$ et sec permettant une collecte
optimale des sols (humidité faible). Pour évitex pgoblémes d’hétérogénéité spatiale, nous
avons prélevé sur chaque parcelle du méme amentdemeinon 10kg de sol (balance de
terrain) en quatre pointe ) difféerents de chaque sous parcelle (Chap. Il feidl+1b). Lors
d’'une campagne d’échantillonnage en 2003, des otrat®ns en cuivre dans des profils de
sols ont été mesurées par I'INRA de Versaillesusie parcelle non amendement (NA) et une
parcelle amendée en compost de conifere (CC). @argue une profondeur de pénétration
maximale du cuivre d’environ 20 cm (Figure llI-Igependant, le cuivre s’accumule
préférentiellement dans les cing premiers centiesetiu sol. Les concentrations en cuivre
mesurées entre 30 et 60 cm, nous indiquent la atnad¢®n du fond géochimique de cuivre
de ce sol qui est d’environ 15 + 5 mgkg

Cu (mg/kg sol)

50 '1-00 150
-10

-20 - //h

—— ® NA
/ —=—cC
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-40 |

-50 1
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Figure III-1 Profile de la concentration en cuivre total sur la parcelle viticole de Clessé (mesure réalisé par 1.
LAMY, dans le cadre du projet MOBiPo-Cu)

Les prélevements de sol ont alors été effectuéaideld’'une pelle sur des carrés de
40x40cm entre deux pieds de vignes et sur les pimniers centimeétres. Sur chaque
prélevement la surface a été raclée, comme indiqu@nnexe B-1, pour enlever les débris
grossiers de matiére organique présents en surizames le cadre du suivi annuel sur la
parcelle viticole, une campagne d’échantillonnagauealle a été réalisée a la méme date
chaque année et suivant le méme protocole. Pogueharélevement réalisé sur la parcelle
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viticole de Clessé, ceux-ci ont été effectués aéane période de I'année, c'est-a-dire au
début du mois de Mars, quand le sol est encord fraiis non gelé. En cette saison les vignes
sont au repos et les traitements du sol et desesigiont pas encore été menés, c'est a dire
que le sol est a I'état de repos (en terme d’ajeutuivre). Pour avoir un témoin dynamique
au champ des parameétres étudiés nous avons semseinble des paramétres sur le sol
préleveé directement sur la parcelle sans traitenméetmédiaire d’'incubation, mais seulement
un tamisage a 4 mm pour éliminer les organismeants/du sol les plus grands (e.g. vers de
terre) et étre dans les mémes conditions du soldaus les mésocosmes de laboratoire.
Chaque année les prélevements sont effectués suguigtre sous blocs de la condition
contrdle (non amendé, NA) et amendé en composbigece (CC).

[1I-2-1-2 Préparation des sols remaniés

Les prélévements des deux sols NA et CC ont étiésésasur les 4 blocs contenant
I'amendement souhaité et en 4 points différentss,Res 4 prélevements de chaque type de
sol ont ensuite été mélangés au laboratoire daasbéatonniere apres séchage homogene a
I'air et tamisage a 4 mm du sol (Annexe B-1). Leténial végétal, les cailloux et la faune
visible ont été repérés et éliminés a la main aVapnimogénéisation et le séchage a lair.
L’humidité est ainsi passée de 18 % de teneur emessique environ a 8 %. Les sols ainsi
homogénéisés ont alors été répartis par quantitEldekg et 10.5 kg de sol sec par casier
lysimétrique de 20 L, pour les sols NA et CC retipement (humidités différentes) dans des
mésocosmes de dimension 390x315x175 mm. Le chargdégerement différent entre sol
NA et CC s’explique par la différence d’humiditéiduelle des deux sols. Ces casiers de sols
ont ensuite été incubés entre ouvert a 20°C, et Halnscurité pour permettre la circulation
de 'air dans une chambre thermostatée (Figur@)l&vec circulation d’air.

T
Ty o
e _?n},

b

Figure III-2 Photos des mésocosmes de laboratoire du sol contrdle (NA) (a) et du sol amendé en compost de
conifére (CC) (b) dans la chambre d’incubation du LTHE.

[1I-2-1-3 Suivi de 'humidité des sols au cours de I'incubation

L’humidité des sols a été maintenue au cours dpsesntre 50 et 80 % de la capacité au
champ (CAC). L’'ajout d’eau a été effectué sous e pluie a la surface des mésocosmes
de laboratoire. Ceci correspond a une variatioumidité massique comprise entre 0,15 et
0.21 pour le sol NA, et entre 0.20 et 0.28 powdeCC. Un suivi hebdomadaire de la teneur
en eau des mésocosmes situées dans la chambngbdiiion est effectué par pesée (variation
de la masse de sol).
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Figure III-3 Suivi de I’évolution de I'humidité massique des sols contréle (NA) (plein) et amendé (CC) (vide)
au cours des deux ans d’incubation. Les lignes horizontales (rouge) représentent les valeurs maximales
d’humidité dans les NA et CC, c'est-a-dire environ 21 % et 28 % de teneur en eau massique respectivement
(i.e. 80 % CAC de chaque sol).

La mesure de I'humidité massique des sols incubé &ffectuée bimensuellement par
I’évolution de I'humidité relative du sol. Pour ebir une humidité homogéne dans les
mésocosmes d’incubation, les sols ont été mélaiogédes mois avant I'humidification, pour
ne pas favoriser la mise en place d’un gradientrdidité dans les mésocosmes. La mise en
place de cycle humectation dessiccation bimensaedt& observée (Figure 111-3). Les cycles
ont une amplitude de 10 % de variation d’humidité.

[1I-2-1-4 Contamination des sols au cuivre et incubation

Les sols ont été contaminés par apport de 24Q.kuyss effectué en une fois
(contamination aigue, Cu) ou en 4 fois espacésndaist(contamination chronique, CuCh :
4x60 ppm). Ces deux conditions de contaminatioreedhtomparées a des conditions témoins
(H20) ou la solution de Cu a été remplacée par de.l'ea procédure de contamination a été
la méme pour les trois conditions (Annexe B-2).sloé de chaque casier est déposé en une
couche fine (2cm) homogene et délimité sur une dath volume de solution a ajouter a
chaque sol est déterminé de telle maniere a ohteeirteneur en eau finale correspondant a
80 % de la capacité au champ du sol. La contarimales sols au sulfate de cuivre est
effectuée par vaporisation directe sur le sol auewaporisateur de jardin. Le sol est alors
mélangé a la main pour homogénéiser au mieux lEoonation du sol. La contamination est
apportée sous forme de sulfate de cuivre (CuS&,0) pour simuler I'apport de bouillie
bordelaise sur le sol viticole. La contaminatiomoctique au cuivre a été effectuée tous les 6
mois de la méme maniéere pour simuler les apporsessifs de cuivre sur la parcelle et
atteindre une contamination finale de 240 ppm idesta la contamination aigue. Les sols
non contaminés ont simplement été humidifies awwetahu déminéralisée non stérile. Les
contaminations ont été réalisées sur les deux tondgi d'amendements étudiés. La
nomenclature suivante a été utilisée tout au lantedude :

*  NAH;0, CCHO : pour les sols témoins non contaminés
« NACu, CCCu : pour les sols contaminés a 24Q kg 'ss
« NACuUCh, CCCuCh : pour les sols contaminés & 6@.kgss (4 fois consécutives).
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I1I-2-2 Analyses chimiques

[1I-2-2-1 Du carbone et de I'azote organique totaux

Les concentrations en carbone et azote organigaextalu sol ont été déterminées en
duplicata avec un analyseur élémentaire FlashEAEFLESH 2000 (LECA, Grenoble), sur
des échantillons de 20 mg de sol sec, préalablebreyés finement et homogénéisés. La
description de cette méthode est présentée dahsybétre Il (paragraphe 11-2-4-1).

[1I-2-2-2 Eléments majeurs des sols

Les éléments cationiques ont été extraits et mesaveéc le méme protocole qu’au
Chapitre 1l (paragraphe I11-2-4-2).

[1I-2-2-3 Caractérisation de la spéciation du cuivre.

[1I-2-2-3-1 Analyse du cuivre lié a la matrice solide

L’extraction et I'analyse en cuivre total solideu() a été faite selon le méme protocole
gue pour les éléments majeurs.

[1I-2-2-3-2 Analyse du cuivre libre et total échangeable en solution

Afin d’estimer le potentiel de remise en solution cuivre aprés contamination nous
avons quantifié, la concentration en cuivre échablge au calcium en solution, qui
correspond a la premiére étape de I'extraction exéiiplle des métaux dans les sols (Shuman
1985). Des échantillons de 5 g de sol équivalentssat mis en suspension dans 40 mL de
solution de Ca(Ng), a 0.14 M, et agités a 250 rpm pendant 30 min.duspensions de sol
sont ensuite centrifugées a 9'000 g pendant 15, minle surnageant prélevé pour la
quantification de la concentration en cuivre écleahde au Ca (GY. La concentration en
Cux dans les échantillons est mesurée par spectreméimission atomique (ICP-AES
Optima 3300DV, Perkin Elmer, ISTerre, Grenoble).

[1I-2-2-3-3 Analyse du cuivre biodisponible pour les bactéries.

Les concentrations en cuivre biodisponible mesudées les échantillons de solution
de sol NA et CC au cours de I'incubation ont été&sunées a I'aide d’un biocapteur bactérien
(DF57-Culb) émettant une luminescence proportidement a la concentration en cuivre en
solution (c.f. 1I-2-5-3-1).

[1I-2-2-4 Mesure du pH du sol

Le pH des solutions de sol a été mesuré dans Beau une électrode pH (Metrhom),
calibrée au préalable (exemple de droite de caidirgprésenté en Annexe-G). Dans le cas ou
la force ionique est constante nous pouvons dimeaté exprimer la loi de Nernst en fonction
des concentrations en’ Guine et al. 2007) :
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E=E° +k Oog(H *)=E°"+k (log|H * | [111-1]
Avec :
— E le potentiel de I'électrode (mV),

- log[H+] la concentration en protons dont pH= -log]H (H") lactivité des
protons.

- E° = E° +k-log y4 représente le potentiel standard de I'électrodégiant la
correction du coefficient d’activitgy des protons.

-k le facteur de Nernst (k=2.303TR/F), ayant unecwalidéale de 59.157mV a
25°C, 1 bar, calculé par régression linéaire eagé de calibration.

La mesure du pH des sols a été effectuée seloorfaenNF ISO 10390 qui prend en
compte un ratio sol : solution de 1:5.

[1I-2-3 Caractérisation de I'impact du cuivre sur la microflore bactérienne

L’'impact de la contamination en cuivre sur la commauié microbienne des sols a été
évalué de maniére quantitative (énumeération detehas cultivables totales et résistantes au
cuivre) et qualitative (indice de I'évolution de d&ructure génétique des communautés). Un
suivi temporel de I'impact a été effectué pour éealen partie sa résilience définie comme
'aptitude d’'un sol a tolérer les perturbations slasa structure, et a retrouver, apres la
disparition de ces derniéeres, un état comparalaesiguation initiale.

[1I-2-3-1 Enumération bactérienne

Bien que dans les sols, les bactéries hétérotraphigables ne représentent qu’environ 1
% des bactéries totales, elles présentent 'avardare faciles a manipuler et peuvent servir
d’indicateur d'impact et donner des informationstipentes, notamment si on peut quantifier
les bactéries résistantes au cuivre. Les micronisgees ont été extraits des sols ou de leurs
fractions pour leur énumération, par un broyageamiggie (blender) (Annexe D-1). Le sol est
mis en suspension dans 50 mL d’'une solution de NaGI8 % stérile. L’ensemble de la
suspension de sol est placé dans un mixeur (brodfectrique), pour étre broyé pendant
2x30sec. La solution homogéne est laissée a séthmeandant 2 minutes pour que les plus
grosses particules sédimentent. La suspension ldeosmogene a été diluée en série d’'un
facteur 10 dans une solution saline. L’énumératies bactéries hétérotrophes cultivables est
réalisée par culture des bactéries hétérotroplamdes en boite de pétri sur un milieu gélosé
nutritif spécifique. L'énumération des bactériegéhétrophes cultivables totales (8 est
réalisée par le dépbt de 100uL de suspension dejusgu’a la dilution appropriée
(développement entre 30 et 200 unité formant cekIUFC) par boite) en duplicata sur le
milieu Luria-Bertani broth (LB) riche et non séléctou sur un milieu sélectif YG-Cu
contenant 2 mmolt de CuC} (filtré & 0.2 pm) pour I'énumération des bactéries
hétérotrophes cultivables résistantes au cuivié)(Bes compositions de ces milieux sont
présentées dans I’Annexe C. La solution de sah@stogénéisée sur le milieu gélosé par des
billes de verres. De la cycloheximide a été ajow@emilieu YG-Cu comme un agent
antifongique & une concentration de 200 rifgl’énumération a été menée a chaque temps
d’'incubation des mésocosmes de laboratoire. Lesn@sd bactériennes ont été comptées
aprés une semaine d’'incubation & température ateb{@f+ 2°C) pour les bactéries Bet
deux semaines pour les bactériés. B
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Les concentrations totales en bactéries hétératsophltivables et les bactéries résistantes
au cuivre dans les échantillons de sol sont ob&epaele calcul suivant :

_nlrCF, OF
m

C [11-2]

SS

Avec : C la concentration en bactéries cultivaleegrimée en unité formant des colonies
(UFC.g%9 ; n le nombre de colonies sur la boite de Pétrle ratio entre le volume de
suspension deposée sur la boite de Pétri et lanelde I'échantillon ;f, la dilution de la

suspension ;f, facteur de dilution liée a I'extraction des baet€idu sol ; g la masse de sol
sec de I'échantillon de sol analyseé.

I11-2-3-2 Identification des bactéries hétérotrophes cultivables totales et

résistantes au cuivre.

Les bactéries hétérotrophes cultivables des delsx\sd et CC isolées sur les milieux de
culture LB et YG-Cu aux plus fortes dilutions (ptation de bactéries dominantes) ont été
analysées par séquencage de I’ADN ribosomique (ADRS. Les colonies bactériennes ont
été prélevées a l'aide d’'une oése et mises enrewdtumilieu riche LB stérile sous agitation a
30°C, pendant une semaine. Cette culture sert alaroculer des boites de Pétri, ou les
cellules sont isolées par la méthode des strigauddément. Les colonies bactériennes ainsi
purifiées sont utilisées pour réaliser des stoaksbdctéries conservées a -80°C dans une
suspension de glycérol (32 % final) afin d’établire banque de bactéries isolées des sols non
fractionnés, de leurs différentes fractions et effisents des sols étudiés pour une utilisation
ultérieure.

Le géne codant I'ARNr 16S a été amplifié par unactién de PCR (Réaction de
Polymérisation en Chaine) directement a partirabdsnies bactériennes isolées sur boite de
culture. Les amorces utilisées sont 27f (5'-3' AGRd GATCCTGGCTCAG) et 1492r (5'-

3’ GGTTACCTTGTTACGACTT), spécifiques d’'une portialu gene 16S caractéristique des
especes bactériennes. Les conditions de l'amgidicapar PCR sont les suivantes:
dénaturation de I'ADN a 95°C pendant 10 minutesjs ptépétition de 30 cycles
d’amplification, et terminé par I'élongation finatke ’ADN a 72°C pendant 20 min. Chaque
cycle d’amplification est constitué d’'une étapeddmaturation (95°C, 30 sec), d’hybridation
(56°C, 30 sec), et d’élongation (72°C, 45 sec)gualité de I'amplification (produits PCR) a
vérifié sur gel d’agarose (2 %), mais les produiesnt pas été purifiés. Les échantillons
d’ADN ont été envoyés pour séquencage a Génomeesxp{Meylan, France) racheté
ultérieurement par Beckman (Angleterre) a qui newsns confiés les derniers séquencages.
Les séquences obtenues ont été affiliees phyloigéeéient par comparaison a la base de
données du NCBI www.ncbi.nlm.nih.goy grace a [lalgorithme BLASTn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.goylequel permet une comparaison de nos séquencesids de
bases avec des séquences connues. Un schémaulétpie ce protocole d’'identification
des bactéries hétérotrophes cultivables est psanAnnexe D-2.

[11-2-3-3 Indice de diversité des communautés bactériennes.

/////

déterminée par la méthode moléculaire ARISA (AuttmdaRibosomal (rRNA) Intergenic
Spacer Analysis) (Fisher & Triplett 1999; Ranjatdaé 2000). Cette approche permet de
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relier une empreinte génétique a la structure desnunautés bactériennes en considérant les
populations les plus représentées dans le sol.rineipe de l'analyse moléculaire par la
méthode d’analyse ARISA, consiste a étudier lesatians de la taille de I'espace inter-
génique (IGS, InterGenic Spacer) situé entre leeg@&6S rrs et 23S rrl, chez les bactéries. I
s’agit d’une région non codante, non conservéemg®ri a une forte pression mutagéne et
transmise lors de la reproduction et donc tresmotphe en terme de longueur (nombre de
paires de base (bp), variant entre 50 et 1500pkg. différentes caractéristiques font de cet
IGS un marqueur ubiquiste permettant de déterninstructure génétique des communautés
bactériennes.

La méthode d’empreinte génétique par ARISA se déren 3 étapes décrites ci-dessous :

1 La premiére étape de la méthode ARISA est I'exivaate 'ensemble de I'’ADN présent
dans I'échantillon de sol (Ranjard et al., 2003)saique sa purification. L’extraction
consiste en une lyse mécanique par agitation esepcé de billes de plusieurs tailles et
compositions (verre (4 mm), céramique (1.4 mmkgilete (0.1 mm)), ainsi qu’une lyse
chimique a I'aide d’'une solution tampon. Cette Solucontient du SDS (détergent, 2 %)
permettant la dénaturation des protéines a hauatpéeture (deux fois 30 minutes au
bain marie a 70°C) La solution de lyse contiensade I'EDTA (100mM) permettant de
chélater la majorité des cations bivalents, du NA©OmMM) limitant la dénaturation
partielle de 'ADN, et du Tris a pH 8.0 (100mM) pdamponner la solution. Cette étape
de lyse chimique est suivie d'une précipitation demplexes protéine/lipide-SDS (a
4°C) par ajout d’acétate de potassium (3M, pH 3.BDN « brut » est ensuite récupéré
par précipitation a l'isopropanol et lavage a latbl. Aprés évaporation le culot d’ADN
est remis en suspension dans 100uL d’'eau ultra siéréde. L'ADN obtenue est enfin
purifié, en deux phases i) par un tamis moléculsiirecolonne Microbiospin (Biorad) de
PVPP (Polyvinyl polypyrrolidone) qui permet la rnig&ation d’'un complexe avec les
composés phénoliques et alcaloides), et ii) panti&n et lessivage de I'’ADN sur une
colonne d’exclusion (Kit Geneclean Turbo, MPBio)ette phase est limitante dans
I'analyse de la structure génétiqgue des communéadéteriennes du sol. Au terme de
cette étape, 'ADN est quantifié sur gel d’'agarasé % a l'aide d’'une gamme étalon
d’ADN de thymus de veau (Biorad).

2 La deuxieme étape consiste a amplifier la régio8 Hes bactéries par une réaction de
PCR a 'aide d’'une polymérase thermostable et des@es universelles 1522F (5’-3' TC
GGG CTG GAT GAC CTC CTT) et 132R (5’-3' CCG GGT TIC ATT CGG) pour
cibler 'ensemble des taxons présents au seinédbdntillon, permettant une réplication
spécifiqgue. Les amorces sont couplées avec unofthoome IRD800 pour permettre la
détection des portions amplifiées par le séquentemar (4300DNA analyseur, UMR
MSE, INRA Dion). La purification de I'ADN est déminante dans I'obtention d’'un
échantillon amplifiable par les techniques molécata usuelles (Réaction de
Polymérisation en Chaine, PCR). En effet les imj@gsr@résentes dans les échantillons
limiteront fortement I'activité de I'enzyme utiliggour I'amplification de '’ADN. Apres
amplification I'ADN produit par PCR est aussi pigifen utilisant le Kit MinElute
(QUIAGEN). La quantification de ces produits PCRrifis est réalisée sur gel
d'agarose 2 %. Cette étape d’amplification permebténir une quantité d’ADN
représentant 'ensemble des IGS bactériens dediéitlon de départ et qui représente la
variabilité de 'ADN bactérien en termes de grougé&s.

3 La troisieme étape consiste a séparer I'ensemisldrdgments d’ADN ayant des IGS de
longueur spécifigue aux espéces bactériennes, marmigration électrophorétique a
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haute résolution. 2l de produit PCR contenanukmntjté d’ADN voulue sont ajoutés a

une solution stop IR2? (Sciencetec) contenant dmdonide. L’ADN est dénaturé par

chauffage a 90°C pendant 2 min. puis stocké dangyldee afin d’augmenter

I'accessibilité du fluorochrome (IRD800) a la déiec par le laser du Licor. Les

échantillons sont déposés dans un gel de polyaxigéaa 3.7 % sur le séquenceur Licor.

La migration des fragments d’ADN est plus ou maiagide selon leur conformation et
leur nombre de paires de bases (pb). Les donnéisodescence sont converties a l'aide
du logiciel 1D-Scan (ScienceTec) dans un éléctrogramme, sous forme de spectre
représentant la diversité bactérienne, ou chaqudipspectre est sensé correspondre a un
type unique de bactérie. La hauteur de chaque @te aalculée en conjonction avec

I'option de filtre médian et de l'intégration decgous la forme Gaussienne, indiquant la

proportion relative du fragment dans le produiatota longueur des fragments (en

nombre de paires de bases) a été calculée erantili; standard de taille, (ladder licor)
préparé a l'aide de plusieurs produits PCR purifiesdifférentes tailles connues, situées
entre 200 et 1659pb. La diversité bactérienne dénée ici correspond a celle de groupes
d’especes bactériennes ayant des IGS de longueuntiqde. Pour chaque profil de
diversité, chaque bande correspond a un group@étes bactériennes ayant la méme
longueur d’'IGS. L’'ensemble des bandes caractérigaréchantillon constitue donc son
empreinte moléculaire. Pour chaque échantilloselél de détection est fixé entre 100 et
110 bandes, avec pour chacune d'elle I'enregistnérde son intensité calculée sous
forme d’'une gaussienne. Les autres bandes ne asrdrpegistrées, pour limiter le bruit
de fond lié au gel, a I'appareillage, et aux espdizctériennes trés minoritaires (faibles
quantités d’ADN).

Les données obtenues sont regroupées et résunmeegraatable indiquant la présence de
bandes (pic correspondant a un nombre de pb) etntemsité (aire Gaussienne du pic) en
utilisant le programme PrepRISA (Ranjard & Richauk®®1), regroupant les échantillons.
100 bandes ont été intégrées pour chaque proBFARISA avec une résolution de 2pb pour
s’assurer une analyse robuste (Ranjard et al. 20@3¥¢solution de la méthode étant de 2pb,
les groupes d’especes bactériennes peuvent coeni8 espéces différentes. Les données
sont ensuite analysées sous forme d’Analyse en Gsampes Principales (ACP), accomplie
sur une matrice de covariance des échantillonasidel’du logiciel R. A la suite de cette ACP,
le taux de variation des communautés bactérientre différentes conditions de traitements
du sol est déterminé pour chaque couple d’échansilpar la distance euclidienne notée DE
entre les barycentres des différents échantillpas|'équation suivante :

DE = DE. DEint(i) + DEint(j)

int(i, j) - 2 [|||-3]

Avec : DEin ) la distance euclidienne normalisée entre les leatyes des échantillons i
et j, DEn) et DEny) la distance euclidienne entre les réplicats an des échantillons i et j
respectivement, c'est-a-dire la distance moyenrahdgue réplicat par rapport au barycentre.

La discrimination significative de 'ensemble desaésultats a été évaluée par un test de
MonteCarlo avec 1000 permutations et une valeyy dstimée inférieure a 0.05. Un schéma
récapitulatif de cette méthode est présenté enxanbe3.
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[I1-3 Résultats et discussion

[1I-3-1 Dynamique du pH

Les valeurs de pfides solutions des échantillons de sols non am@wd§ et amendé
(CC) en MO de la parcelle viticole de Clessé aursalu temps sont présentées dans le
Tableau l1ll-1. Les mesures de pH annuelles surdecglle viticole n‘ont pas marqué
d’évolution significative de celui-ci pour les desals.

Tableau III-1 Evolution du pH, des solutions des sols controle (NA) et amendé en en compost de conifére
(CC) prélevé annuellement sur la parcelle viticole

Temps (mois)
Sols
0 12 24

Contréle
Non Amendé (NA)

7.2+0.1 7.2+0.1 7.1+0.1

Amendé en Compost
. 7.3+0.3 7.30.3 72+0.1
de Conifére (CC)

Les valeurs de pfldes solutions des sols NA et CC contaminés (Cu)asu(témoin eau
H,O) ont été mesurées dans I'eau déminéralisée aatim sol/eau de 1:5, au cours de
I'incubation, sont présentés dans la Figure Ill©#.observe que 'amendement organique du
sol n’a pas modifié significativement le pldu sol dans I'eau quelgue soit la concentration en
cuivre. Le pH du sol étudié a I'incubation est d2 &t 7.3 respectivement pour le sol NA et
CC dans les conditions non contaminés. L'ajout dirre dans les 2 sols entraine une
diminution de pk, de l'ordre de 0.5 unités pH (30 % en plus d’iof) fisqu’a des valeurs de
6.85 (NACu) et 6.8 (CCCu). Le pH des sols non cmimés diminue Iégérement au cours de
I'incubation. Le pH des sols contaminés reste &ukong de I'incubation plus acide que celui
des sols non contaminés mais les valeurs se rammbau bout des deux ans. De nhombreuses
études (Arias-Estévez et al. 2007; Madejon et @92 Bolan et al. 2010) ont montré que
I'ajout d’éléments en trace métalliques aux sommidue le pH du sol. Naturellement, des
protons de surface sont libérés quand des ioAs<ont ajoutés, complexant ainsi des sites de
surface initialement protonés. La diminution coté&#a au cours de lincubation est
eventuellement en lien avec la respiration desaoiganismes (dégagement de L Qui est
un processus acidifiant les sols.
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Figure III-4 Evolution du pH, de la solution des sols contréle NA (0) et amendé en CC (A), incubés en
laboratoire, contaminé (blanc) ou non (noir) en cuivre a 240 ppm.

Dans les sols a contamination chronique (4 x 60)pfepH diminue régulierement aprés
chaque ajout de cuivre (Figure I1I-5). Mais entnague temps d’'incubation, le pH des sols se
stabilise, observé par une Iégére remontée deléaurvpH apres 6 mois d’'incubation. Une
diminution plus marquée est enregistrée apres 24.mB@n que I'on constate une évolution
du pH celle-ci est faible et reste dans une urtitéptre TO et T2 ans.
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8
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Figure III-5 Evolution du pH, des sols controle NA (o) et amendé en CC (A) incubés en laboratoire avant
(vide) et aprés (plein) la contamination avec des doses de cuivre a 60 ppm tous les 6 mois.

[1I-3-2 Composition chimique élémentaire des sols NA et CC

Les concentrations des éléments cationiques ‘nejelas sols sont reportées dans le
Tableau llI-2.

Les concentrations en éléments majeurs dans lessidésisont tres similaires. Ce résultat
était attendu dans la mesure que les sols CC etd de méme origine et ne divergent en
principe que par I'apport de 'amendement organiquiereprésente 1.5 % de la masse totale
du sol. Le sol de Clessé est riche en Fe et Alatdre de 26 et 16 mg.gs respectivement
pour les deux éléments. Les concentrations en MK ebnt d'environ 2 mgs le Ca
présente une concentration légérement supérieuseeiel mg.dss pour les sols NA et CC.
Les concentrations en Mn et Na sont relativemehtefs par rapport aux autres éléments. Ces
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résultats montrent que I'amendement organique nédifraopas de facon importante la
composition chimique du sol en termes d’élémentgeuns (comme déja observé dans le
chapitre II).

Tableau III-2 Concentration en éléments majeurs (mg.g™s) dans la matrice du sol contrdle et amendé en
compost de conifére.

) Concentration en élément (mg.dsd
Sol de Clessé

Fe Mn Al Ca Mg K Na

Contréle (NA) 26.2 0.7 17.7 3.2 2.6 2.3 0.03
Amendé en Compost
de Conifére (CC)

27.5 0.6 15.8 4.1 2.3 1.9 0.02

[1I-3-3 Dynamique du carbone organique

[1I-3-3-1 Evolution de la matiere organique sur la parcelle viticole

Le site viticole de Clessé a été amendé en diffésematieres organiques ou enherbés
(ENM, tréfle) depuis plus de 20 ans. La Figure@lprésente I'évolution de la concentration
en Carbone Organique Total (COT) situ depuis l'arrét des amendements en matiere
organique en 2003 (Sebastia 2007; Lejon et al. RA@® résultats observés montrent que la
concentration en COT dans le sol amendé en coni@@tdiminue assez rapidement depuis
la fin de 'amendement, pour se rapprocher en 2 Ia concentration en COT du sol NA.
Le taux de dégradation du carbone du sol est coindéas le temps et peut étre représenté par
une équation linéaire. Cette diminution correspanch taux global de dégradation en COT de
MO du sol d’environ 5.6 pgg’ssj™ entre octobre 2003 (fin de 'amendement) et marsl2
(dernier prélevemenn situ). Le sol non amendé (NA) semble a I'équilibre emrte de turn-
over du C, puisque la Figure Ill-6 ne montre pas/agation significative du COT depuis
2003. La Iégére tendance a I'augmentation du COTedsol pourrait s’expliquer par l'arrét
du désherbage annuel dans ces blocs. Les congamtrah COT dans ces deux sols tendent
donc a se rapprocher bien qu’on s’attende a desesatle MO trés difféerentes a cause de leur
origine différente. En effet, contrairement au M@l qui n'a pas été amendé pendant plus de
20 ans, le sol CC a été progressivement enricti®nexogene plutbt récalcitrante (de type
résineux). Aprés l'arrét des apports en MO, laterms COT dans le sol NA reste quasiment
stable dans le temps. Ce résultat nous indiquéesuapports naturels en MO (feuille, sarment
de vigne) sont proportionnels a la MO minéralisée,peuvent étre considérés comme
négligeables en terme de quantité de carbone. Eetck diminution du COT dans le sol CC
est principalement conduite par la dégradatioradd® issue du compost de conifere. Ainsi,
le taux mesuré sur la parcelle peut étre considengme un taux ‘net’ de dégradation sans
apport extérieur.
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Figure III-6 Evolution in situ de la concentration (mggss!) en carbone organique total (COT) dans le sol de
Clessé (0-5 cm) non amendé (NA) et amendé en compost de conifére (CC) aprés l'arrét de I'apport en matiére
organique jusqu’a aujourd’hui. Les points en blanc sont issus de la littérature (Sebastia 2007; Lejon et al.
2008)

Les effets a long terme de l'apport de matiere micgee exogéne au champ sur les
caractéristiques physicochimiques des sols somt Becumentés (Tisdall & Oades 1982;
Oades 1988; Six et al. 2000; John et al. 20051 bi.2008; Abiven et al. 2009; Lugato et al.
2010; Grosbellet et al. 2011). Ces études montrenine augmentation du taux de C et de N
mais aussi en nutriment du sol, modifie les paregsétiogéochimiques du sol, mais aussi sa
structure spatiale, ou la structure génétiques dammunautés bactériennes de son
compartiment microbien (Tisdall & Oades 1982; Rehjat al. 1997; Lejon et al. 2008;
Abiven et al. 2009). Cependant, I'évolution de edtO aprés l'arrét des amendements n’est
pas bien connue. Pourtant, des parameétres potemtérit évolutifs tels que la quantité, la
composition et la structure et la réactivit¢ duboae contenu dans le sol affectent
certainement I'impact d’'une pollution au cuivre.

[1I-3-3-2 Evolution de la matiere organique en conditions d’incubation en

laboratoire.

L’évolution des teneurs en COT des sols dans leoaosmes de laboratoire a été suivie
tout au long de I'incubation (2 ans) sous condgioontrélées. Les résultats de I'évolution sur
deux ans d’incubation de la concentration en CQOTt poésentés sur la Figure IlI-7. Le sol
amendé en compost de conifere (CC) présente uparten COT total 2 fois plus élevée que
le sol NA, et cette difference diminue au coursl’oeubation. Le sol NA ne montre pas
d’évolution significative de la teneur en COT awisodes 2 ans d’incubation, ce qui indique
une stabilité de la MO de ce sol. Au contraire,sdasol amendé (CC), on observe une rapide
diminution du COT qui passe de 30 & 22.6 mgsL 25 %). Le taux de dégradation de la
MO au cours de I'incubation est alors de 10.9 gi§j™, ce qui est deux fois plus élevé que le
taux mesuré sur la parcelle (5.1q0y j%). La mise en place d’'un systéme contrdlé (en T°C,
teneur en eau) sans apport de matiere organiqueemeétvidence une augmentation de la
dégradation du C organique de sol, et donc l'augatiem de la minéralisation du C dans ce
sol.
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Figure III-7 Evolution de la concentration en carbone organique totale (COT) dans le sol de Clessé non
amendé (NA) et amendé en compost de conifére (CC) dans les mésocosmes de laboratoire pendant les 24 mois
d’incubation dans des conditions climatiques controlés.

De nombreuses études ont montré que la matieraigrgajoue un réle majeur dans la
rétention des ETM, c’est pourquoi apres avoir régdrévolution de la MO dans les deux
conditions de sol étudiées nous nous sommes isEF&sson role sur la spéciation du cuivre.
En effet, l'amendement du sol de Clessé en comg@stoniféere pendant environ 20 ans a
induit une augmentation de plus du double de saureen carbone organique. L’amendement
en compost a également induit une modificationg@rdé de la structure de la communauté
microbienne correspondant a une adaptation a resfoamation de composés organiques
nouveaux issus de la biomasse de résineux apbdfn et al. 2008).

[1I-3-4 Dynamique de la spéciation en cuivre dans le sol.

L’apport d’'une contamination au cuivre sur ces deabs aura donc sans doute un effet
différencié en relation a la fois avec la differerde réactivité de la MO présente et avec la
différence de structure des communautés bactésermest ce que nous avons cherché a
évaluer.

I1I-3-4-1 Analyse de la concentration totale en cuivre dans le sol de

Clessé.

[1I-3-4-1-1 Evolution de la concentration en cuivre sur la parcelle viticole

de Clessé

L’évolution de la concentration en cuivire situ durant le méme temps d’incubation que
les mésocosmes de laboratoire (24mois) a été spivie les deux sols (NA et CC). Les
résultats de la concentration en cuivre total danmatrice de sol sont présentés dans le
Tableau IlI-3. La parcelle viticole de Clessé esitée annuellement par plusieurs pesticides
qui sont du Cursor (contient 25 %de Cu), du Trioxil{contient 21.5 % de Cu) et de la
bouillie bordelaise (CuSO4. Ca(Ojl) La concentration en cuivre moyenne entre les
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différentes sous parcelles d’'un méme amendemerdeeil et 84 mg.kg™ss pour les sols
NA et CC respectivement en 2008. Les {§usont restées relativement stables au cours du
temps. Ces traitements agricoles modifient trés lpeconcentration en cuivre total sur la
parcelle.

Tableau III-3 Evolution de la concentration en cuivre total (liée a la matrice solide) (mg.kg™s) in situ pour les
sols contréle (NA) et amendé en compost de conifére (CC). La concentration en cuivre représente la
concentration moyenne de 4 réplicats pour chaque sous parcelle des deux sols (NA et CC).

Sol Temps (mois)
0 12 24
Controle (NA) 71+6  122+7 81+9

Amendé en compost de conifere (CC) 84+21 108+4 7812

[1I-3-4-1-2 Concentration en cuivre total dans les mésocosmes de

laboratoire

Les [Cuo] dans les mésocosmes de laboratoire sont présemd®s le Tableau 1ll-4. La
concentration dans les sols non contaminés@jHont de 71 et 84 mgCukg dans le sol
controle (NA) et amendé en compost de conifere (@€pectivement, identique a celle de la
parcelle. Ces concentrations correspondent au ¢@oadhimique du sol ainsi qu’au cuivre
ajouté sur le site, apporté annuellement par lewieur. On nommera cette concentration la
concentration ‘native’ en cuivre dans le sol. Otenioi que I'apport de matiére organique ne
modifie pas significativement la concentration aivie total.

Dans les sols contaminés en cuivre (+Cu), a fooed240 ppm), les [Gs] mesurées
sont de 329 et 324 ppm et représentent bien la soemire I'apport aigué de cuivre en
laboratoire et la concentration initiale des sBign que cette teneur en cuivre soit élevée par
rapport aux apports annuefssitu, les concentrations en cuivre étudiées sont dueranaire
de grandeur que celles observées sur un grand podesites viticoles (Komarek et al.
2010).

Tableau III-4 Concentrations moyennes en cuivre lié & la matrice solide (mg.kgls) dans le sol des

mésocosmes de laboratoire incubés aprés une contamination aigué (240 ppm) et aprés chaque contamination
chronique (60 ppm) avec une solution de CuSOsa.

Dose de cuivre ajouté (mg.k’éss)

Sol Témoin Conta. Contamination Chronique
aigue
+H,0 +240 +60 +120 +180 +240
Contréle 71 329 141 193 291 325
+6 + 27 +11 +14 61 10
Compost 84 324 166 196 259 312
de conifere 121 +41 +35 15 11 +20
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Les [Cu] dans le sol de Clessé sont restées constantesuas de l'incubation. Ce
résultat était attendu. Les mésocosmes d’incub&tiant fermés (par le fond), il n'y a pas eu
de transfert de constituants porteurs de cuivre Mextérieur. Bien que les [Gs] n’évoluent
pas dans les sols (NA et CC) incubés, plusieurdest(Arias et al. 2004; Arias-Estévez et al.
2007; Lejon et al. 2008) ont montré gu'il existenéoins une variabilité de la concentration
en cuivre entre les phases porteuses solides etidordu type de sol et du temps, mais pas
de la concentration totale.

Pour une approche plus réaliste des apports aneoatsiivre sur les parcelles viticoles,
nous avons voulu tester I'effet d’'un apport de oeli@vec une dose finale identique a la dose
aigué précédente, soit 240 ppm apportés en 4606ipgm) a 6 mois d’intervalle. Le Tableau
[1I-4 présente les concentrations totales en cuivesurées apres chaque apport chronique de
cuivre (60 ppm). Pour les deux sols, la concemtna¢in cuivre total mesurée correspond bien
a la somme de la teneur initiale (fond géochimigles les apports par I'agriculteur) plus la
dose ajoutée en laboratoire. Aprés 18 mois d’intabaon obtient une concentration totale
en cuivre proche de celle apportée en une seule @d) dans les sols NA et CC pour la
contamination a forte dose. Cette contaminatiomrtlque du sol a été établie pour évaluer
I'effet d’'un apport faible mais répété de cuivre.

[1I-3-4-2 Dynamique temporelle de la teneur en cuivre échangeable au

calcium pour le sol de Clessé

[1I-3-4-2-1 Dans les sols a contamination aigué

Les concentrations en cuivre échangeableJGlans les sols contaminés a forte dose et
non contaminés sont présentées dans la Figure HH&s sont faibles et représentent moins
de 1 % du cuivre total du sol. Ces résultats sontaecord avec des études récentes
(Fernandez-Calvifio et al., 2008b ; Lejon et alQ&0qui ont montré que la concentration en
cuivre liée a la matrice solide représente plu®@é6 de la concentration en cuivre total du
sol. Ceci montre une tres forte complexation duvreuiavec les phases organiques et
inorganiques porteuses du cuivre. La Figure Ill-8ntre aussi des teneurs encCplus
élevées dans les sols contaminés (NACu et CCCullgog les sols non contaminés {&h,
tout au long de l'incubation, ce qui semble assgmle, et indique que le cuivre natif a eu le
temps de se stabiliser.

La concentration en cuivre échangeable est liege gohcentration en cuivre dans le sol,
mais aussi a la teneur en matiére organique dansole Immédiatement apres la
contamination, le sol NA présente une concentratiorCuy de 400 pg.L' et le sol CC de
250 pg.Lt On remarque donc que le cuivre est prés de 2plois facilement mobilisable
dans le sol NA que CC. Ce résultat indique un eféefamendement organique du sol sur les
processus de rétention du cuivre dés son ajoubhu'amendement organique du sol de
Clessé a induit une forte augmentation de la riétierdu cuivre et donc une diminution de la
concentration en cuivre échangeable au Ca en aes@a d'autres études (Arias-Estévez et
al. 2007; Kumpiene et al. 2007; Madejon et al. 3002ns le sol CC, davantage de cuivre est
fixé sur des sites réactifs forts de la matiereanigue diminuant ainsi les quantités de cuivre
retenues sur les sites échangeables, lesquelprés@ints en plus grande quantité que dans le
sol NA.
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Figure III-8 Evolution temporelle de la concentration en cuivre échangeable total au calcium dans les sols non
amendés (A) et amendés en compost de conifére (0) contaminés a 240 ppm de cuivre (noir) ou non (blanc).

La Figure 11I-8 montre que la concentration en religchangeable diminue au cours de
I'incubation, quelque soit le traitement des saisGal et en MO. Les concentrations en,Cu
étant plus faibles dans les sols non contaminégbserve seulement une faible diminution
de ces concentrations au cours de l'incubation.réssltats de I'évolution de la [l des
sols non contaminés peuvent étre considérés compnésentatifs du comportement de cuivre
ayant subi un vieilissement dans le sol. Au cardgralans les sols contaminés, durant la
premiére année d’'incubation, la [GJudiminue ‘linéairement’ avec un taux de 30.9g™
mois® et de 19.3 pg L™ mois’ pour le sol NA et le sol CC respectivement. Cette
décroissance du cuivre échangeable au cours delbation a déja été observée dans d’autres
études (Arias-Estévez et al. 2007; Kumpiene e2@0.7; Madejon et al. 2009), utilisant une
solution de CaGlpour échanger le Cu, le Cd, et le Zn. La concéatrales ions métalliques
en solution est alors influencée par la natureligasds organiques et inorganiques ainsi que
par le facteur pH, qui est connu pour gouverneptesessus de sorption (Bolan et al. 2010).

Cette forte diminution est suivie au cours de laxitsme année d’incubation des sols
d’'une diminution plus faible de la [Gli & un niveau proche de celui mesuré avant la
contamination (témoins 40) soit 0.3 et 0.33 pg L mois® pour les sols NA et CC,
respectivement. Les concentrations restent towlois élevées dans les sols contaminés que
dans les sols non contaminés. Ainsi le «vieillisset » observé de la contamination au
cuivre suggere un transfert du cuivre échangeabits des phases porteuses capables de
retenir plus fortement le cuivre comme cela a éggéré par Lejon et al. (2008) dans une
étude court terme en microcosmes. La Figure IlIF€3gnte les mémes résultats que la Figure
[11-8, dont les [Cuy sont exprimées avec une échelle logarithmiques f&sultats nous
permettent de mieux analyser I'évolution de la esriation en cuivre sur le long terme. Pour
la deuxiéme année, on observe une diminution coellim et similaire des [GY que le sol
soit contaminés (+Cu) ou non (3®l) en cuivre, mais avec un facteur 10 entre leg,JCies
sols contaminés et non contaminés qui est stable datemps. Ce résultat suggére qu’une
fois viellli, le sol échange toujours de la mémeofa le cuivre, mais indépendamment de la
concentration totale en cuivre dans le sol.
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Figure III-9 Evolution temporelle de la concentration en cuivre échangeable totale au calcium dans les sols
non amendé, NA (A) et amendé en compost de conifére, CC (0) contaminés a 240 ppm de cuivre (symbole
plein) ou non (symbole vide).contaminés représenté en échelle logarithmique.

Globalement le « vieillissement » observé de latarmimation au cuivre montre que le
cuivre est de plus en plus fortement retenu ssubestrat solide. Cela suggere qu’il y a sans
doute une migration du cuivre échangeable vergpbases porteuses capables de retenir plus
fortement le cuivre solide comme cela a été sugparélLejon et al. (2008). De facon
similaire, Arias-Estévez et al. (2007) ont sugggtéssue de leur étude que le vieillissement
d’'une contamination au cuivre peut s’expliquer fetransfert du cuivre depuis des sites
d’échange cationique de faible énergie vers dess gie liaisons plus forts. Pietrzak &
Mcphail (2004) sont aussi arrivés a la conclusiae & cuivre ‘actif’ (libre, échangeable et
adsorbé) dans les sols vieillis est immobile etchange pas de phase au cours du temps
caractérisée par des mesures d’extraction séglien@ette analyse rejoint nos résultats dans
la mesure ou nos sols témoins, (N présentent des [Gl trés faibles. Dans les sols
contaminés, les [GY €levées permettent le transfert de quantitéstantislles de cuivre
entre phases porteuses, mais ce potentiel dimwee la diminution de [C4] au cours du
vieillissement de la contamination. La concentraten cuivre échangeable semble donc
représenter un facteur clef de la distribution divre entre les phases porteuses.

[1I-3-4-2-2 Contamination chronique au cuivre.

L’évolution des concentrations totales en cuivreadgeable dans les sols NA et CC qui
ont recu une dose de cuivre de 240 ppm réparteiatie apports sur 2 ans est présentée dans
la Figure IlI-10. Les concentrations ont été messirgdvant et aprés l'ajout de cuivre. Les
mesures a TO indiquent que la concentration enrew@ehangeable dans les sols NA et CC
juste aprés la premiére contamination est maxinmaks largement inférieure a la
concentration mesurée lors de la contaminationuivre a forte dose (Figure I11-10). Juste
aprés la contamination, dans le sol CC, l'ajout Gk ppm de cuivre ne modifie pas
particulierement la concentration en cuivre échahlgepar rapport aux sols non contaminés
(Figure 111-10), au contraire du sol NA ou I'ajodé cuivre méme a faible dose induit une
augmentation de la [Gy. On observe donc une forte rétention du cuivrelpdMO ajouté au
sol, méme a faible dose de cuivre ajouté.
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Figure III-10 Evolution de la concentration en cuivre échangeable au calcium, [Cue], dans le sol de Clessé
non contaminé (H>O) ou contaminé a 240 ppm de cuivre apporté en une fois a TO ou en 4 fois (60 ppm, CuCh)
aTo, T6, T12, et T18.

Tout d’abord, on remarque une évolution en densade de la concentration en cuivre
échangeable [GY similaire pour les sols NA et CC. Aprés chaquatamination au cuivre
(60 ppm), la [Cy] augmente, puis diminue. Sur ce point, cette olagEm rejoint celle
effectuée pour les sols a contamination aigué (440). Apres la deuxieme contamination,
on n'observe pas d’évolution significative du ratemtre la concentration en cuivre
échangeable mesurée avant et apres contaminaG6rppm. Ce ratio est de 2.2, 3.2, et 2.6
pour le sol NA et de 2.2, 2.0, et 2.3 pour le s@ & T6, T12 et T18mois. On peut donc
calculer un ratio moyen de 2.6 + 0.5 et 2.2 + MArdes sols NA et CC, respectivement. A
chaque temps d’incubation la concentration en euvdahangeable est plus importante dans le
sol NA que dans le sol CC. Pour des faibles doge€u, on observe aussi cet effet de
'apport de matiere organique (amendement organigoigguement dans le CC) sur la
rétention du cuivre. Globalement, les [usont toujours inférieurs a la [y a TO, et
diminuent au cours de I'incubation. On observe done cinétique de réduction des [gu
sur les sols « chroniques ». Aprés 24 mois d’iniabdes concentrations totales en cuivre
[Cure des sols « chroniques » sont similaires a celésssols a apport unique en cuivre (240
ppm). A ce temps, on observe dans les sols NA etuD€ concentration [GY semblable
d’environ 26 pg.l* et trés proche des concentrations mesurées & s les sols &
contamination aigué (240 ppm).

Pour les deux sols, les concentrations en cuivinarggeable pour un ajout de 60 ppm de
cuivre sont similaires quelques soit la teneurware total du sol. Le niveau d’équilibre de la
[Cue] semble indépendant de la concentration totaleuilae dans le sol. Par contre I'impact
sur les organismes sera probablement différent.

[1I-3-4-2-3 Concentration en cuivre échangeable biodisponible pour les

bactéries.

Pour étudier I'impact de la contamination en cuiem solution sur les populations
bactériennes, nous avons mesuré la concentratiamuiere biodisponible pour les bactéries
[Cugio] dans la solution de sol apres échange au caldiiette mesure permet de quantifier
quelle est la part de la [Gl qui est biodisponible pour les populations baetéres. La
Figure lll-11 présente les résultats de la compamaide la concentration en cuivre
échangeable [GY et biodisponible [Cgi,] pour les deux sols a TO et T24 mois. A TO, la
[Cugio] est comparable a la [Gd pour le sol NA, alors que dans le sol CC la dgJuest
inférieure a la [Cgy. On observe que I'amendement en MO modifie lecispi@®n du cuivre
en solution. Apres 24 mois, la [gi] est tres faible pour les deux sols. On obsene lgu
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[Cugio] représente une part plus faible de ladfpour les deux sols. Ces résultats indiquent
un vieilissement de la concentration en cuivreug§oau sol et une modification de sa
spéciation au cours de l'incubation. L'augmentatitenla concentration en MO dans le sol
induit une diminution de la biodisponibilité du ere pour les bactéries, ce qui montre un
effet protecteur de la MO pour les bactéries cacdare est moins biodisponible. Ces

résultats sont en accord avec Lejon et al. (2008)qgt aussi montré une diminution de la

[Cusio] avec I'apport de MO sur le méme sol lors de latamination.
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Figure III-11 Comparaison de la concentration en cuivre échangeable (noir) avec la concentration en cuivre
biodisponible (blanc) a TO et T24mois pour le sol contréle non amendé (NA) et le sol amendé en compost de
conifére (CC).Les barres d’erreur représente |'écart type entre les duplicatas.

[1I-3-5 Impact du cuivre sur les communautés bactériennes.

[11-3-5-1 Impact du cuivre sur les populations bactériennes cultivables

dans le sol de Clessé.

Pour étudier 'impact du cuivre sur les bactériassdl et son évolution sur le long terme,
nous avons suivi le facteur d’enrichissement ertéis résistantes au cuivre“t® Nous
avons donc suivi au cours de I'incubation I'évadatidu ratio de la concentration en bactéries
hétérotrophes cultivables résistantes au cuivre’][Bet de la concentration en bactéries
cultivables totales [B'], (B“Y/B™). Ce ratio peut étre un indicateur pertinent depact
d’'une contamination (Ranjard et al. 1997; Rasmugs&vorensen 2001; Brandt et al. 2010;
Lejon et al. 2010).

Les résultats de I'évolution du facteur d’enricki®&nt sur 2 ans sont présentés dans la
Figure 11I-12 uniqguement pour les sols contaminéswévre a forte dose (240 ppm). Pour les
deux sols, la [B"] est d’environ 18 UFC.gs* et la [B™Y] est d’environ 10 UFC.gs'. Comme
montré par Lejon et al. (2010), la teneur en b&téE™ ne représente qu'un faible
pourcentage de la teneur en bactéries cultivabl@s®it 0.1 et 0,25 %, respectivement pour
NA et CC. Toutefois, ce ratio varie au cours dugsren relation avec la contamination en
cuivre.
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Figure III-12 Evolution temporelle du ratio de la concentration en bactéries hétérotrophes cultivables
résistantes au cuivre (B®) sur les bactéries hétérotrophes cultivables totales (B™), dans les sols contaminés au
cuivre a 240 mga.kglss (Cu). Les symboles pleins correspondent aux résultats du sol contrdle (NA) et les
symboles vides correspondent au sol amendé en compost de conifére (CC). Les barres d’erreurs correspondent
a la variation entre les réplicats.

Tout d'abord, les deux sols ne présentent pas lanen&volution du facteur
d’enrichissement en bactérie§"Bcar le cuivre n'induit pas le méme impact surbastéries
cultivables en fonction du sol. Le paramétre ppatiqui differe entre les deux conditions de
sol est 'amendement en matiére organique dan®ll€€€. La concentration en bactéries
cultivables des deux sols, ne varie pas de la niégua apres la contamination cuprique et au
cours de l'incubation.

Dans le sol NA, on observe un impact du cuivre irtgpd apres un mois d’incubation,
mais qui est transitoire puisque I'on observe rapidnt un retour au niveau initial apres 6
mois d’incubation. L’'impact du cuivre sur les bawé cultivables est maximum aprés un
mois d’'incubation. Dans le sol amendé en composbdéére (CC), la [B"] est plus élevée a
I'état initial que le sol NA. Le taux de bactériesltivables résistantes au Cu ne varie pas
significativement tout au long de lincubation, m&nsi on observe une tendance a
l'augmentation du taux de bactéries'Bu long terme comme dans le sol NA. L'amendement
en MO n’affecte donc que l'impact du cuivre a cdartne.

Pour les bactéries cultivablesBet B*", I'effet de la contamination au cuivre sur ces
populations bactériennes montre un impact diffééeaburt et a long terme, lequel dépend a
la fois du taux de matiere organique et du vig#liment de la contamination. Nos résultats sur
I'impact du cuivre sur les populations bactérienaedurt terme sont en accord avec ceux de
Rasmussen & Sorensen (2001) qui ont montré une &rgmentation de la concentration des
populations résistantes au Hg jusqu’a 3 mois dlation aprés la contamination pour un sol
ayant environ la méme teneur en carbone que lI&l&oiDe plus, nos résultats montrent un
effet de la matiére organique sur I'évolution dectancentration en bactéries cultivables
résistante [BY], qui peut s’expliquer par un effet de I'amendemsur la biodisponibilité du
cuivre. Ceci est en accord avec Saison et al. (206ont montré que l'effet protecteur de
'amendement organique pour l'impact du cuivre des bactéries est principalement
dépendant des caractéristiques physicochimiquesidu

Cet enrichissement des sols en bactérigsnis en évidence avec le rati¢'BB™ est
aussi tres bien relié avec I'évolution de la coticdgion en cuivre échangeable (Figure [11-8).
En effet, la [Cuyy évolue différemment entre les deux sols au dédtincubation, car le sol
NA a une concentration beaucoup plus importantejutest lié avec un fort enrichissement
en B dans le sol NA. Ces résultats sont en accord plusieurs études (Kunito et al. 1999b;
Tom-Petersen et al. 2001; Piotrowska-Seget & Kgz2068).
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Au long terme, 'augmentation de laf pour les sols NA et CC, peut étre en relation
avec une nouvelle mise en contact du cuivre avecplgpulations bactériennes, par la
dégradation de la MO, par des changements de phas&ralogiqgue du cuivre lié son
vieillissement (changement de type de site de gorptet par une diffusion du cuivre dans les
micro-agrégats de sol lié a la hiérarchisationales agrégats.

Pour mieux caractériser les populations bactéremuétivables nous avons identifié les
souches bactériennes™Bet B dominantes extraites des sols. Pour cela, noussavo
sélectionné les différentes souches bactérienneéndates sur les boites de Pétri de la plus
faible dilution d’énumération (Figure 111-13).

Figure III-13 Photos des bactéries hétérotrophes cultivables totales (B™) sur le milieu nutritif LB (a), et
résistantes au cuivre (B™) sur le milieu de culture spécifique YG-Cu (b).

L’identification de ces bactéries par le séquencdgegéne de I'ADN ribosomique
(ADNr) 16S, nous a permis de mettre en avant lesrege dominants des populations
cultivables B et B*. Pour le sol CC, nous avons observé une domindesegenres
actinobacteriaet pour le sol NA une dominance des bactéries dasegactinobacteriaet
firmicutes Pour les bactéries cultivable§'Bon a observé une majorité d’espéce bactérienne
du genren-proteobacteriapour les deux sols. Cette étude préliminaire wiettification des
souches bactériennes ne nous permet encore de raetavant la différence de populations
bactériennes dominantes entre les sols contamtnégnecontaminés, car nous n’avons pas
encore séquenceé les souches bactériennes auwendiféemps d’incubation.

[11-3-5-2 Impact du cuivre sur la dynamique des communautés

bactériennes.

[1I-3-5-2-1 Caractérisation des communautés bactériennes a TO

La migration sur gel d’acrylamide permet de vissglil’hétérogénéité des communautés
bactériennes dans chacun des échantillons (Fidk#®4) pour les deux sols (NA et CC).
L’'analyse visuelle de ces gels montre que la Ieatibn et I'intensité des bandes de taille
d’ADN sont différentes entre le sol contréle (NA)amendé en compost de conifere (CC)
méme si les empreintes génétiques sont prochesi, Aanbande la plus foncée (qui contient
beaucoup d’espéces similaires) est située au mamaunpour les deux sols. Les différences
d’empreinte génétique observées entre les éclagilt’'un méme sol peuvent étre liées a
I'hétérogénéité de la distribution des communaatéschelle locale mais aussi a I'extraction
de I'ADN des sols.
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Figure III-14 Empreintes génétiques des sols contrdle (NA) et amendé en compost de conifere (CC) a TO
obtenues sur gel d’acrylamide apres I’'extraction de I’ADN des sols, purification et PCR.

Pour mieux appréhender les variations de la streadles communautés bactériennes les
empreintes génétiques sont présentées apres temeai des données de Iimage de
I'éléctrophorégramme sur le gel d’acrylamide saursnke d’analyse en composante principale
(ACP) (Figure IlI-15). L'ACP permet d’analyser deaniere relative les résultats entre les
échantillons. Chaque point de 'ACP présente uragtiton d’ADN, et les échantillons d’'un
méme sol sont présentés avec la méme couleur.éseftats obtenus montrent qu’a TO, les
sols NA et CC ont des structures de communautégimmnes différentes puisque les
échantillons sont bien distincts surtout selon d'ak de I'ACP qui explique le plus de
variance. L’'amendement du sol avec du compost ddéere induit une modification dans la
composition des communautés bactériennes par rtagypaol contréle non amendé. Bien que
les apports en MO soient arrétés depuis plus des 7ileexiste toujours un effet de cette MO,
plutbt récalcitrante sur la structure des commugmbictériennes. Chemidlin Prevost-Boure
et al. (2011) ont aussi montré I'importance de dardité de la litiére apportée au sol sur la
structure des communautés. Des études antérieMiasghner 2003; Saison et al. 2006;
Bastida et al. 2008; Lejon et al. 2008; Remenardlef009) ont également montré une
influence du statut organique des sols sur la caitipo et la structure des communautés
bactériennes gu'ils contiennent.
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Figure III-15 Analyses en composantes principales (ACP) des empreintes génétiques (ARISA) des
communautés bactériennes du sol de Clessé non amendé (NA) et amendé en compost de conifere (CC) a TO.
Axe 1 : horizontale (57.1 %) ; axe 2 : verticale (13.3 %).

[1I-3-5-2-2 Effet du cuivre sur la structure des communautés bactériennes

du sol de Clessé.

L'impact du cuivre dans le sol de Clessé a égalengdd étudié par I'analyse de
I’évolution de la structure des communautés baaé@es a I'aide des empreintes génétiques
(ARISA) des deux sols. Pour cela, nous avons sléwolution de I'amplitude des
modifications des communautés bactériennes erdredis contaminés et non contaminés au
cours de I'incubation. Nous avons alors calculdistance euclidienne entre les échantillons
des sols contaminés et non contaminés au Cu (éerpgr la distance euclidienne entre les
réplicats des échantillons) a partir des résutibtenus sous forme d’ACP (Annexe F) et ces
distances euclidienne sont projetées graphiquepmmntchaque temps d’incubation (Eq. llI-
3). Ces distances euclidiennes peuvent étre irtiggs comme I'amplitude des modifications
communautés bactériennes induites par la contaimmat sont présentées sur la Figure Ill—
16. Pour que les changements de diversité bacatérienient significatifs, il faut que la
distance inter-échantillons des sols soit supégi@ula distance intra-échantillons d’'un méme
sol, ce qui était le cas dans notre étude. Le desMonteCarlo réalisé pour I'évolution
temporelle de la structure des communautés erdrgols contaminé et non contaminés, nous
indique que I'évolution temporelle des communadigstériennes est significative (p<0.05).
Du fait que notre stratégie d’échantillonnage imydé peu de points de mesure en raison de la
lourdeur et du colt des analyses effectuées ai dmsr deux ans d’incubation, nous n’avons
pas pu tripliquer tous les points de mesure. Petie gaison, et compte tenu du fait que les
distances peuvent étre entachées d’'une certaieareaitue a I'hétérogénéité des sols, nous
avons préféré représenter les amplitudes de matidit de la strucutre génétique des
communautés bactériennes (distance euclidiennedalesontaminés (240 ppm) par rapport
aux sols témoins non contaminés (Figure lll-163@urs des deux ans d’incubation.
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Figure III-16 Evolution temporelle de I'amplitude des modifications de la structure génétique des
communautés bactériennes (distance euclidienne entre les empreinte génétiques) du sol de Clessé contaminé a
forte (240 ppm, *) et faible dose (4x60 ppm, o) de cuivre ou non pour le sol non amendé (NA) et amendé (CC).

A TO, la structure de communautés bactérienneslaeesnéme dans les deux sols,
contaminés ou non, car les communautés n’ont péestemps d’étre impactées par le cuivre.
Cependant, pour les deux sols, nous avons obsérQéuae Iégére différence de structure des
communautés bactériennes entre les sols contangnégsn contaminés, alors que les
échantillons ont été congelés immédiatement agméamination. Ceci indique un effet de la
méthodologie et permet au passage d’estimer I'ergnabale due a la technique, qui est
faible : 0.006 et 0.007 pour NA et CC, respectivetnealeurs que nous avons prises pour TO.
Nos résultats sont en accord avec d'autres étiass¢hner 2003; Saison et al. 2006; Lejon
et al. 2007, 2008) qui ont aussi montré que lesndements organiques sous forme de
compost modifient la composition des communautédéb@nnes, mais aussi la taille et
I'activité des communautés bactériennes.

La Figure 11I-16 montre une évolution des distaneaslidiennes pour les deux sols au
cours de I'incubation. Ce résultat indique quettacture des communautés bactériennes est
impactée par le cuivre, et que lI'amplitude de ampact varie avec le temps et le
vieillissement de la contamination au cuivre dags deux sols. On observe ainsi pour les
deux sols (NA et CC) une augmentation de I'ampétutbs modifications de la structure
génétique des communautés a court terme, maxinéaland mois pour NA et aprés 3 mois
pour CC. Cet impact est transitoire puisque aprasots d’incubation, I'amplitude des
modifications par rapport aux sols non contamirstdres faible et proche de celle de TO. 24
mois apres la contamination en cuivre, 'amplitwtts modifications de la structure des
communautés bactériennes des sols est a nouveaélére, indiquant un nouvel impact a
long terme et ce dans les deux sols. Ces résutais plutdt en accord avec les résultats
d’évolution temporelle des taux de bactéries caliles B", excepté pour Iimpact a court
terme dans CC. L'indicateur d’'impact basé sur llation de la structure génétique des
communautés bactériennes permet donc de mettrgigenée un impact non observé avec
lindicateur des bactéries cultivables“tBB™). Ceci peut s’expliquer facilement par le fait
gu’il peut y avoir un remodelage des populationstdr@ennes sous I'effet du cuivre sans que
la quantité globale de bactérie§"Bie varie significativement. Nos résultats sonaeoord
avec Brandt et al. (2010) qui ont aussi montréras fort changement dans la structure des
communautés bactériennes aprés une contaminaticoiae. L'amendement du sol a donc
modifié la cinétique d’'impact du cuivre sur les shaments des communautés bactériennes.

Comme observé dans les résultats obtenus aveickiedr d’impact [B"], I'indicateur de
la structure des communautés bactériennes mongdeqauivre présente un impact court
terme rapide (1 mois pour le sol NA) et qui peut éetardé par I'amendement du sol
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compost (3 mois pour le sol CC), et un impact olser plus long terme similaire pour les
deux sols. Le premier impact est transitoire atprs le second semble stable. Ces deux types
d'impact correspondent a des processus différenispgquvent étre expligués au moins
partiellement par nos résultats de spéciation dueuEn effet, a court terme, le cuivre est
tres facilement échangeable et biodisponible etdorique. Il représente donc un impact
rapide et fort sur les populations bactériennesrdduction rapide de la [G (quelques
mois) et la [Cujo] rend alors le cuivre moins toxique ce qui pertaeatésilience de I'impact
observé avec nos deux indicateurs. L'impact dureu& long terme est plus difficile a
expliquer car plusieurs processus (au mois deuxygreg étre impliqués sans que nous
puissions les discriminer ici. Comme nous I'avobsearvé dans la Figure 111-7, la MO du sol
de Clessé qui a fixé une quantité importante derewdst dégradée durant I'incubation ce qui
implique un contact rapproché entre la MO et lesroairganismes par une modification de la
spéciation du cuivre. Ce qui induit un impact patrdu cuivre sur les bactéries lors de la
dégradation de la MO qui se fait tout au long declibation. Une autre explication a I'impact
long terme du cuivre sur les communautés bactégerat un effet physique lié a la diffusion
progressive du cuivre a l'intérieur des micro-agtégdes sols induisant ainsi une certaine
cinétique de mise en contact du cuivre avec leslptipns bactériennes des micro-agrégats.

Au long terme (24 mois), nous avons aussi etudhéphct du cuivre sur la structure des
communautés bactériennes dans les sols contammédusieurs doses (4 x 60 ppm)
uniquement apres les deux ans d’incubation. Apresndis d’incubation, on observe une
amplitude de modification de la structure des comamutes similaire a celle des sols a
contamination aigiie (240 ppm). Toutefois, ce rasule nous permet pas de montrer qu'il
s'agit de communautés bactériennes similaires temnsols des différentes contaminations.
Pour étudier l'impact du cuivre entre les diffegentaitements en cuivre, il aurait été
intéressant de faire l'analyse de la structure desimunautés avant et aprés chaque
contamination.

Pour identifier précisément les processus conttdliampact du cuivre a long terme, il est
nécessaire d’étudier I'évolution de la structurs gepulations bactériennes en présence de
cuivre, a I'échelle des micro-agrégats hébergeastpopulations. Seule une caractérisation
quantitative et qualitative a micro-échelle de liatritbution du cuivre et des bactéries
permettra de comprendre les relations bio-physicaicues entre le polluant, les cellules
bactériennes et leur microhabitat. C'est ce quesmpraposons d’étudier dans le chapitre IV

suivant.
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Chapitre 1l Effet d’'une contamination cuprique saimicroflore bactérienne a moyen terme : role de
'amendement organique.

[11-4 Conclusion

Ce chapitre avait pour objectif d’évaluer le devesti 'impact du cuivre dans le sol de
Clessé (sous culture de vigne) sous deux statgenmues différents sélectionnés sur la base
des résultats du Chap. Il. La restriction a I'étddadeux sols (amendé en compost de conifere
et sol contrble, Non Amendé), nous a permis d'@udie maniere approfondie I'évolution
temporelle d’'une contamination au cuivre a failtléoge doses.

Comme nous I'avons montré au Chap. I, le tauxatbane organique total est beaucoup
plus élevé dans le sol CC que dans le sol NA bienlegs apports en MO sur ce sol aient été
arrétés cinq ans avant notre échantillonnage. ubaton du sol de Clessé en chambre
thermostatée a induit une augmentation signifieatig la dégradation du carbone dans le sol
amendé (CC), alors que dans le sol NA, celui-cresté stable. Les mémes tendances ont été
mesurées sur la parcelle viticole, mais avec unétique de minéralisation environ deux fois
plus lente, qui s’explique par des conditions optas d’'incubation des sols en laboratoire.

Nos résultats ont montré que la spéciation du euest un parametre primordial pour
évaluer son impact sur les communautés bactériedeessols. En effet, le solide retient
fortement le cuivre et contrble de ce fait les @mations de cuivre en solution. La
concentration en cuivre facilement solubilisabléogique (échangeable au calcium, {u
ne représente qu’une faible part du cuivre totadalu<1%). Pour le sol de Clessé, contaminé
avec une seule dose de cuivre (240 ppm)JCGliminue rapidement au cours du temps
jusqu’a atteindre en moins d’'une année la mémeuvalae dans les sols non contaminés.
Ceci met en évidence un changement rapide de $péc@du cuivre en solution et sur le
solide. De plus, [Cy] est clairement inférieure dans le sol CC que dars®l NA, montrant
ainsi le fort pouvoir complexant (donc protectede)la MO pour le cuivre. Nous avons aussi
montré que le cuivre apporté au sol a forte dosauren fois (240 ppm) ou de maniére
chronique (4 x 60 ppm) présente un vieillissemderniique (avec toutefois des amplitudes
différentes) avec des valeurs [(Jisimilaires apres deux ans d’incubation, confirtreansi la
nécessité de mieux comprendre le réle de la spa@tikquide et solide du cuivre dans les sols
pour mieux prédire son comportement et son impact.

Ainsi, nous avons évalué l'impact de cette contatidm au cuivre sur les populations
bactériennes du sol de Clessé a l'aide de deuxatalirs, I'enrichissement en bactéries
résistantes au cuivre (f]), et I'évolution de la structure génétique desnomunautés
bactériennes (empreintes génétiques ARISA) dorhesinformations trés complémentaires.
Avec les deux indicateurs, nous avons mis en éeglem impact du cuivre proportionnel au
taux de MO dans le sol. L'impact du cuivre est ipatierement marqué dans le sol NA, le
plus pauvre en MO, confirmant I'effet protecteur cile-ci. Cet impact est rapide mais
transitoire, et disparait environ un mois aprésdatamination. Dans le sol CC, cet impact
transitoire est retardé (effet protecteur de la MOJlisparait apres 6 mois. Cet impact rapide
du cuivre sur les communautés bactériennes estierit corrélé a la concentration en cuivre
échangeable et biodisponible mesurées durant la emémériode (premiere année
d’incubation).

Sur le long terme (24 mois), un deuxieme type daotpdu cuivre a été observé sur les
populations bactériennes des deux sols, ce quadait par une augmentation de$'{Bet un
changement de la structure génétique des communaéeriennes, alors qu’en paralléle, les
concentrations en cuivre en solution (totales etlisponibles) sont restées trés faibles durant
la méme période. Cette étude montre donc queedant terme, I'impact du cuivre n’est pas
lié & la concentration du cuivre en solution, cainiment a ce qui a été observeé a court terme.
Ceci montre la complexité du systéme sol étudiésgmble contrblé par la structure spatiale
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du sol, la matiére organique ainsi que de leuruéiami temporelle. En particulier, I'impact du
cuivre semble lié a I'évolution de la MO (biodégatidn) et de la spéciation solide du cuivre
(rétention sur des sites réactifs de plus en mus)f ce qui suggére un contact évolutif des
bactéries avec le cuivre au cours du temps.

Nos résultats indiquent par ailleurs que la dédgradale la MO labile des sols doit étre
prise en compte pour une meilleure compréhensiorsydtéme sol-cuivre étudié et, en
particulier, pour mieux prendre en compte le iskment de la contamination au cuivre,
c'est-a-dire ses changements de phases et detgpécia

Les résultats obtenus dans ce chapitre montreinériant la nécessité de connaitre la co-
distribution a micro-échelle des microorganismesetuivre, ainsi que la spéciation de ce
dernier, pour mieux comprendre le réle de la stmecspatiale des sols dans le contrble de
'impact (accesibilité et biodisponibilité) du cues Ceci fera I'objet du Chapitre IV, dans
lequel nous proposons d’évaluer I'impact du cuidens chacun des sous compartiments
granulométriques de nos deux sols a l'aide d’'umpeaghe par fractionnement granlométrique
peu déstructurant.
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V-1 Introduction

[V-1 Introduction

Les études sur I'évolution des paramétres biogéuignies des sols ont contribué a mieux
comprendre le fonctionnement global du sol face potiutions métalligues. Comme nous
venons de le montrer dans le chapitre précédemt,contamination au cuivre dans un sol
viticole peut impacter a plusieurs niveaux et ades cinétiques variables la structure des
communautés bactériennes ainsi que la proportionbafgtéries résistantes en relation
notamment avec la présence de matiére organiquEp&o

Les sols sont connus pour étre des milieux complexecause de la diversité et la
réactivité de leurs constituants. Néanmoins, lepsoit étre décrit sur la base de paramétres
globaux tels que la texture, la teneur en eauafmcté d’échange cationique, la teneur en
nutriments (P, C, N, K, Na), ou la densité bactéree globale. Mais il est évident que ces
descripteurs globaux ne permettent pas de compmreetlrde décrire précisément le
fonctionnement du sol. En effet, la hiérarchisatpatiale en agrégats des sols rend difficile
la description globale de leur fonctionnement chague macro ou micro-agrégat peut
constituer un micro-compartiment indépendant (TlsflaDades 1982; Oades 1988; Jocteur
Monrozier et al. 1991, 1993; Six et al. 2004). €@snc surtout depuis que I'on a pu mener
des études a I'échelle des micro-agrégats de sopdiguant une séparation de leurs
constituants que la compréhension fine du fonceoment des sols s’est améliorée.

Ces approches par fractionnement physique peuudastant des sols ont été largement
utilisées pour comprendre I'organisation des sadésmussi le rdle de la matiere organique
dans cette organisation. La matiére organique restomposé essentiel des sols qui contrble
de nombreuses propriétés physico-chimiques et dimplies dont la stabilité des agrégats de
sol (Carter & Stewart 1996). Le turnover du carbdass les sols est principalement contrélé
par la teneur en eau et la température du sol, ceaiains facteurs tels que la composition
physicochimique du sol, la nature de la MO, le eaont et l'interaction en argile et en
biomasse microbienne modifient les cinétiques deénalisation du carbone des sols (Oades
1988; Bronick & Lal 2005; Grosbellet et al. 2011).

Les agrégats des sols sont aussi considérés comsrteabliitats microbiens présentant des
conditions environnementales particulieres. A céttieelle, les populations bactériennes sont
majoritairement localisées dans les micro-agrédatsol (<20 um), qui sont les habitats les
plus favorables a la vie bactérienne (Heijnen & Vaen 1991; Jocteur Monrozier et al. 1991,
Kabir et al. 1994; Ranjard et al. 1997; KandelealeR000; Sessitsch et al. 2001; Ranjard &
Richaume 2001; Chotte et al. 2002; Fall et al. 20@dmmey & Stahl 2004; Mummey et al.
2006; Zhang et al. 2007; Ruamps et al. 2011). Cdimribution hétérogéne des
microorganismes dans les sols s’accompagne d’uriérdg@&néité de distribution des
polluants comme le cuivre & micro-échelle mais iaada surface des sols. Jacobson et al.
(2007) par une approche de spectroscopie EXAFSnamitré que le cuivre se distribue de
maniere hétérogene mais non aléatoire dans lesGads indique que des approches globales
sur les sols non fractionnés sont moins informatigeir les concentrations réellement
rencontrées par les organismes du sol a I'écheiteostopique. Ceci montre la nécessité
d’étudier la distribution du cuivre sur les consits du sol & micro-échelle en méme temps
gue celle des microorganismes, si on veut obtamér gompréhension fine des processus de
mise en contact Cu/microorganismes et donc de dtchdes ETM dans les sols.

L’objectif principal de ce chapitre est précisémeet mieux comprendre les relations
existantes a micro-échelle entre la distributioncdivre, sa spéciation et son impact sur les
communautés bactériennes. Pour étudier ces redailoest nécessaire de préserver la
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structure spatiale du sol, c'est-a-dire de présele® micro-environnements du sol. Le
fractionnement physique du sol apparait étre untéhadé appropriée de séparation de ces
micro-environnements. Méme si elle ne permet pamdmtenir intact les macrostructures,
cette méthode est en tout cas bien acceptéeiséatdepuis plusieurs décennies en science du
sol. Nous avons donc choisi d’appliquer dans céttele un protocole de fractionnement
granulométrique partiellement déstructurant des sl que décrit dans le chapitre II. Un
fractionnement déstructurant aurait détruit lesrazenvironnements. Nous avons donc étudié
la distribution du cuivre et son impact sur la roftore bactérienne dans les fractions
granulométriques du sol de Clessé amendé (CC) ou(N&) en matiere organique et
contaminés ou non en cuivre. Les échantillons tlerstoété préleves tous les 6 mois dans les
mésocosmes de laboratoire, ou les sols ont étééscen conditions contrélées pendant 2 ans.
A chaqgue pas de temps et pour les deux sols, vons a

— caractérisé la distribution massique des fractions.

- caractérisé la distribution du cuivre (solide etsafution), du carbone organique
total et des populations bactériennes dans leBdrscgranulométriques.

— caractérisé I'impact du cuivre dans chacun desaiabitats.
— caractérisé la réactivité aux protons des fractggagulométriques.

- évalué la contribution des constituants réactifggnique et minéral) a la réactivité
globale des sols pour chacune de leurs fractions.

- modélisé la rétention du cuivre échangeable entisoludans les fractions
granulométriques a I'aide du logiciel PhreeqC.

La premiere partie de ce chapitre traite des parasiebiologiques, physiques et
chimiques nécessaires a la caractérisation desiofiacgranulométriques des sols, et de
I'impact du cuivre dans ces fractions. La deuxiguaetie traite de I'évolution temporelle a
micro-échelle de cette contamination en cuivrerguta termes de distribution, de spéciation
gue d’'impact.
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[V-2 Matériel et Méthodes

[V-2-1 Fractionnement granulométrique du sol de Clessé

IV-2-1-1 Protocole de Fractionnement physique peu déstructurant

Les fractions granulométriques du sol de Clesséétintobtenues avec le protocole de
fractionnement physique peu déstructurant adaptéodeeur Monrozier et al. (1991). Cette
méthode repose sur différentes étapes de dispatsgisnl, tamisage humide et sédimentation.
La méthode de fractionnement utilisée est un tageidaumide, ce qui permet de mieux
préserver la structure en agrégée du sol (ChristeB801). Cette méthode a été présentée en
détail au paragraphe [I-2-2 du Chapitre Il. Legd&ctions granulométriques du sol étudiées
dans ce chapitre sont les mémes que celles déddies le Chapitre I, qui présentait la
gamme de taille suivante : >250 um, 250-63 um,®p+A 20-2 um et <2 pum.

IV-2-1-2 Caractérisation physique des fractions granulométriques.

[V-2-1-2-1 Caractérisation de la distribution de tailles des fractions

granulométriques du sol de Clessé par granulométrie laser

Pour vérifier la distribution de tailles des fracts granulométriques du sol de Clessé,
nous avons utilisé le méme protocole de granulaeniser que celui décrit dans le Chap. 1.

[V-2-1-2-2 Caractérisation par microscopie électronique a balayage

Les cing fractions granulométriques du sol ont iaéss caractérisées en microscopie
électronique a balayage (MEB) pour visualiser macture. Pour connaitre la composition
chimique globale et qualitative des fractions, quek analyses par microanalyse EDX
(energy dispersive X-Ray) ont été réalisées suex€l en couplage avec les analyses MEB.
Pour conserver la structure de chaque fractioprdeocole spécifique suivant a été appliqué :
les échantillons sont dispersés dans de I'eau plira sous agitation douce. Une goutte de
cette solution de sol est mise a sécher dans une at105°C pendant 15h, afin d’obtenir un
échantillon complétement sec. L'échantillon estué@egransféré sur un scotch double face en
carbone (conducteur), le surplus de particules @shiné avec de lair comprime.
L’échantillon est finalement recouvert d’une couchiace de carbone conducteur nécessaire
pour les observations au MEB. Les analyses on¢fé€étuées avec un MEB Jeol JSM 6400
couplé a un spectrométre EDX, équipement localiadsdle consortium des moyens
technologiques communs (CMTC, UJF-INPG).
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[V-2-2 Caractérisation chimique des fractions granulométriques du sol de

Clessé.

[V-2-2-1 Mesure du pH dans les fractions granulométriques

Le pH, des fractions granulométriques a été mesuré anecélectrode pH (Metrohm),
préalablement calibrée. Les mesures ont été effestulans une suspension de chaque
fraction avec un rapport sol/solution de 1 :5.

IV-2-2-2 Titrage acide base des fractions granulométriques

Les méthodes titrimétriques permettent d’évaluecdpacité d’échange de protons d’un
composé en solution aqueuse. Les sols sont complEsé&onstituants réactifs de nature
minérale (argile, oxyde, ...), organique (e.g. acitdesnique) ou biologique (bactéries et
champignon) susceptibles d’échanger des protons kvesolution, depuis la surface ou
I'intérieur du solide. L’explication détaillée desactions mises en jeu lors des titrages acides
bases est présentée dans I’Annexe G.

Une courbe [Hs] tracée en fonction du pH du mikeprime la capacité d’échange dé H
d'une surface. L'absence de déprotonation, c'ebtea-une réactivité nulle sera alors
caractérisée par une courbe de [Hs] horizontalergement, une courbe [Hs] de pente élevée
correspond a un fort échange de protons, c'egieatttie réactivité élevée. La pente de la
courbe exprime le pouvoir tampon du substrat étudans le cadre de ces travaux il s’est
avéré nécessaire d’exprimer au mieux la réactylddale aux protons d’'une phase (ici une
classe granulométrique) étudiée par titrage. LEmihce de [Hs] mesurée entre pH 4 et pH
10, permet d’exprimer de facon efficace cette d#fi€e de réactivité des fractions entre elles.
En effet, en dessous de pH 4 et au dessus de plsl@pncentrations en‘tet en OHlibres
deviennent trop grandes par rapport a [Hs], renddfitile la quantification de cette valeur
avec une précision suffisante (Guine et al. 200n) obtient ainsi un baréme de comparaison
de la réactivité d’'un solide par la mesure de [H&vantage de ce procédé est qu’il permet
de s’affranchir des incertitudes liées aux modelestitrages qui certes expriment une
réactivité totale allant d’un pH trés bas a un p&$thaut, mais qui sont toujours associés a
une incertitude expérimentale importante par rapgox conditions limites de concentration
aux pH extrémes étudiés (Guine et al. 2007; Lefaditanceau 2010).

Dans la suite de notre étude, la réactivité glohabe protons, notéaHs, exprimera donc
la différence de concentration en protons libéwslgs fractions du sol entre pH 10 et pH 4
suivant I'équation:

AHs = Hs(pH10) — Hs(pH4) [IV-1]
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Figure IV-1 Photo du banc de titration acide base utilisé pour le sol de Clessé.

Les titrages des fractions granulométriques ontrégdisés avec une unité de titrage
Metrohm (pH-meétre, électrode pH Aquatrode 6 0258Q, burette automatique Titrino 716)
pilotée par le logiciel Tiamo (Metrohm), et doréléctrode pH est calibrée (a 20 £2 °C) avant
chaque titrage (Figure IV-1).

Lors d'un titrage, 1g d’échantillon de sol humidéh(midité connue) est inséré dans 30
mL d’'une solution 5 mM HN@dans un réacteur fermé sous agitation a l'aide tharreau
magneétique et maintenu a température constant® d2°Z, lequel est titré avec une solution
basique NaOH de 10 mM, par ajout successifs danedude 0.25 mL. L’équilibre chimique
est considéré atteint quand la variation du patéentie I'électrode est inférieure a
0.5 mV.min*. Toutes les solutions ont été préparées dans lieurde force ionique constante
de 0.1M NaNQ@. Les variations de force ionique au cours duggraont inférieures a 0.01 M,
ce qui permet de considérer les coefficients diaéticomme constants. Par convention [Hs]
désignera la concentration de protons libérés darface vers la solution.

IV-2-2-3 Composition chimique des fractions granulométriques du sol de

Clessé.

Les teneurs en COT, Ca, Mg, K, Fe, Al, Mn et Cu, G, ont été obtenues pour
caractériser les fractions granulométriques sedsmiémes protocoles que ceux décrits dans
les Chapitres Il et IlI.

Les teneurs en COT dans les fractions granulonu&sigont obtenues avec un analyseur
FlashEA1112/FLASH 2000 (LECA, Grenoble), aprés bggyy a sec des fractions
granulométriques. Les concentrations totales dégrelnts éléments chimiques dans les
fractions des sols aprés extraction a I'eau régdlées concentrations en cuivre échangeable
au calcium, Cy, apres échange du cuivre avec une solution de @x{Nsont mesurées par
ICP_AES (Perkin Elmer Ltd, ISTerre, Grenoble).

La modélisation de la concentration en cuivre égbable dans les fractions
granulométriques du sol de Clessé a été effectuée la logiciel PHREEQC Interactive —
version 2.15.06 (Parkhurst & Appelo 1999). Ce ladipermet de calculer les équilibres
chimiques en milieu homogéne et hétérogene (solutio présence de gaz et solides et
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d’interfaces réactives). La procédure de calculrmdfectuer cette modélisation est présentée
en Annexe |.

[V-2-3 Caractérisation biologique des fractions granulométriques.

Nous avons étudié I'impact du cuivre sur les pojates bactériennes par I'énumération
des bactéries hétérotrophes cultivables®(Bt B*"), et par I'étude de I'évolution de la
structure génétigue des communautés bactérienrRS ) selon les mémes protocoles que
ceux décrits dans le Chapitre Ill. L’évolution teonglle de la proportion de bactéries
cultivables résistantes au cuivre et des empreggestiques des communautés bactériennes
des fractions granulométriques ont été utiliséas paractériser I'impact du cuivre sur les
communautés bactériennes.
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[V-3 Résultats et Discussions

[V-3-1 Caractérisation physique des fractions granulométriques

[V-3-1-1 Distribution et évolution de la masse des fractions

granulométriques

La distribution massique des fractions granulomgégs du sol de Clessé non amendé
(NA) et amendé (CC) est donnée dans la Figure I\NG&te distribution massique des
constituants des sols par leur taille est diffexesd la texture du sol dans la mesure ou la
méthode de fractionnement est peu déstructurantpeshet de préserver partiellement
I'agrégation des sols.

La fraction 63-20 um est la fraction la plus abaonidaavec une masse de 10.4 et 10.6 g
respectivement pour le sol contréle (NA) et le aolendé en compost (CC). La fraction
micro-agrégée 20-2 um est aussi tres abondantepeésente quant a elle, une masse
légerement inférieure de 9.4 et 9.1 g, respectimerpeur les deux sols. A elles deux, ces
fractions (63-20 et 20-2 um) représentent plus Be% de la masse totale du sol et
correspondent aux micro-agrégats stables des®etia{l & Oades 1982). La fraction 250-63
Hm est également agrégée mais de maniere moirle stbcontenant des sables fins et des
débris végétaux. Cette fraction représente 4.0.4g de la masse totale du sol (sdib % du
sol), respectivement pour les deux sols. La frackkoplus grossiere (>250 um) des sols NA
et CC, avec des masses de 3 et 3.3 g, respectiyesodrenviron 10 % de la masse du sol,
peut étre considérée comme la fraction macro-agrégétenant aussi des débris végétaux
grossiers. Les deux fractions grossiéres (>25G@63 pum) sont Iégerement plus abondantes
dans le sol CC que dans le sol NA. A 'opposé dation la plus fine, dite argileuse (<2 pum),
a une masse de 3 et 2.5,d.Q %) pour le sol NA et CC, respectivement. Seéondncept de
hiérarchisation structurale des sols, la fractioe 6e compose d’associations argileuses (avec
des structures monominérale de taille <0.2 umgatammplexes argilo-humiques générant des
structures de taille 0.2-2 um (Edwards & Bremnes7t hristensen 2001).

La Figure IV-2 montre que la distribution massigles fractions granulométriques des
deux sols est semblable. Bien que non significatore note tout de méme une légere
diminution de la masse des fractions fines (<20 am)profit des fractions grossiéres
(>63um) dans le sol amendé (CC) suggérant un stffietturant de I'apport du compost. De
facon similaire la contamination au cuivre n'aflegas la masse des fractions (données non
présentées). On rappelle ici (c.f. Chap. Il parplyeall-3-1-1) que les sols NA et CC ont la
méme texture et que leur seule différence provilentamendement en matiére organique
(CC) effectué sur le sol entre 1991 et 2003. L’adeement organique en compost de conifere
modifie peu la structure du sol car les résidusanigues ont été probablement fortement
dégradés depuis le dernier apport en 2003.
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Figure IV-2 Distribution massique des fractions granulométriques du sol de Clessé non amendé (NA) et
amendé en compost (CC). Les barres d’erreurs ont été calculées avec quatre réplicats.

Les rendements du fractionnement physique nonwtdstant ont été vérifiés par le calcul
des bilans de masse (Tableau IV-1). On note quieileess de masse sont tres bons et proches
de 100 £ 4 % tout au long de l'incubation, attestinla bonne qualité des données acquises.
Ces bons résultats ont été obtenus grace a I'ggditian du mode opératoire et notamment la
vitesse d’agitation lors de la phase de disperdies sols qui affecte fortement la stabilité
structurale des agrégats, par la forte diminutienlalmasse des fractions macro agrégéees
(>250 et 250-63 um) au profit des fractions micgoégées et argileuses.

Tableau IV-1 Bilans de masse du fractionnement physique du sol non amendé (NA) et amendé en compost de
conifére (CC) contaminé ou non en cuivre (240 ppm) a chaque temps de prélévement (en mois).
Fractionnement de 30g de sol sec.

Temps Condition de contamination

(mois)  NAH,O0 NACu CCH,O0 CCCu
0 102 99 102 93
6 104 104 99 100
12 99 102 101 104
18 100 103 99 101
24 103 100 101 99

La Figure IV-3 présente I'évolution de la distrilomt massique des fractions
granulométriques des deux sols qui a peu évoluéoars des deux ans d’incubation. Ces
résultats montrent que la structure du sol estivelament stable. On observe une légére
augmentation de la masse de la fraction 63-20 pi $4% de la masse totale du sol). Au
contraire la masse des fractions 20-2 um et 25pu®3diminue légérement au cours de
I'incubation. Pour finir, les fractions >250 pum €2 um ont une masse qui est stable voir
légérement augmenté (<2 um) avec le vieillissem@mt.observe une déstabilisation des
agrégats de la fraction 250-63 um (dégradatioradd®) au profit de la fraction 63-20 pum
ainsi qu’une diminution de la masse de la fracB6r2 um au profit de la fraction <2 pm.

Notre faible évolution de I'agrégation des solsdesic déterminée davantage par un effet
meécanique des cycles humectation/dessiccation iéspmsx sols, et du remaniement mensuel
qui peut stimuler l'activité microbienne, plutét ejipar le changement de teneur et de
COMpOSES organiques.
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Figure IV-3 Dynamique de la distribution massique des fractions granulométriques dans le sol contréle (NA)
et dans le sol amendé en compost de conifere (CC) a chaque temps d‘incubation (TO, T6 et T24 mois). Les
incertitudes sont calculées avec quatre réplicats.

Dans les fractions grossieres (>250 et 250-63 umé, part importante de la matiere
organique se présente sous forme de matiere orgampigrticulaire (MOP). Cette forme de
carbone s’ajoute a celle plus évoluée contenue Bnagrégats des fractions (Christensen
2001). Dans le cadre du projet MOBiPo-Cu, les M@B00Q-200, 200-50 pum) de notre sol ont
été analysé en taille et en concentration par leab&AMY (Laboratoire PESSAC, INRA de
Versailles). Ces résultats qu’elle nous a aimabfegrf@urnis sont présentés dans le Tableau
IV-2.

Tableau IV-2 Quantification de la concentration de Matiére Organique Particulaire (MOP) dans les fractions
grossiéres du sol de Clessé non amendé (NA) et amendé (CC). La concentration en MOP dans le sol est
présenté par [MOP] en (mmopr)/(mss) et la concentration en MOP dans les fractions de taille correspondantes est
présenté en [MOPs] en (Mwop)/(Ms).

Masse de Proportion [MOP;]
. o . de lamasse [MOP]* dans la
Fractions granulometrlques fraction de f . / f .
(my) e fraction (mmop)/(Msy raction
(mi/msy) (mmop)/(My)
Taille (um) g % MQvop-G'ss  MOwor.g's
Contréle >250 3.07 10.2 3.3 32.2 (3.2 %)
(NA) 250-63 4.01 13.4 6.8 50.8 (5.1 %)
Amendé >250 3.37 11.2 7.3 64.9 (6.5 %)
(CC) 250-63 4.41 14.7 13 88.5 (8.9 %)

*Les valeurs des concentrations en MOP dans lde@lessé prélevés dans les mésocosmes de labo@tbi
été obtenues par I. LAMY (Martins et al. 2010).

Les MOP ne représentent qu’une fraction faible aemiasse totale des sols. Comme
anticipé, la concentration des MOP est plus élelads le sol CC que dans le sol NA quelque
soit leur taille, en cohérence avec I'ajout de MOsgiere au sol de Clessé durant plus de 20
ans. Cing années apres la fin de 'amendement @8 Mes sols sont seulement 2 fois plus
importantes dans le sol CC que dans le sol NA. i¥eiwve environ deux fois plus de MOP de
petite taille (6.8 et 13 mygp.gss pour NA et CC respectivement) que de MOP gros§@e
et 7.3 mgiop.g-ss pour NA et CC respectivement). Au niveau des foast granulométriques
des sols, les [MOPne représentent qu’un faible pourcentage de Issmaes fractions, soit
entre 3 (>250 um) et 5 % (250-63 pum) pour NA etdi.B.9 % pour CC. L'amendement en
CC induit donc une augmentation des deux typeaitlest granulométriques des MOP dans le
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sol de Clessé. La différence de [MOP] est faiblesda sol de nos mésocosmes probablement
en lien avec la faible différence de teneur en @0ffe les deux sols, suite a la dégradation de
la MO depuis I'arrét des apports sur la parcelle.

IV-3-1-2 Distribution de la taille des fractions granulométriques par

granulométrie laser.

Dans le chapitre Il, la vérification de la tailleagulométrique des fractions a été realisée
par granulométrie laser. Les distributions de ldletades constituants des fractions
granulométriques pour les sols NA et CC en fonctionpourcentage de la masse de la
fraction dans le sol sont présentées dans I'’Anrede Dans le Chapitre Il, la vérification de
la granulométrie a montré que quelque soit 'ameretd en matiere organique apportée, la
méthode de fractionnement physique non déstrudtwain reproductible et efficace pour
séparer les constituants de tailles variables. ebd@ie de chacune des fractions
granulométriques est donc vérifiée par granulomdaser, et confirme bien leur distinction.

[V-3-1-3 Distribution des tailles des constituants des fractions

granulométriques par microscopie électronique.

Les fractions ont été analysées individuellementraécroscope électronique a balayage
(MEB). Une photo représentative de chaque fractisinprésentée dans la Figure IV-4. La
photo de la Figure IV—4a montre une compositiols tiétérogene de la fraction grossiere
(>250 um). Celle-ci, est principalement constitdéelébris organiques recouverts ou non par
endroit par des argiles, et de macro agrégats (& ily+4b) plus complexes ou sont associés
matiére organique, cristaux de quartz et des phasewxitaires telles des oxydes de Fer liés
par les argiles. Ces débris végétaux représendentaktiere organique particulaire (MOP).
Dans les sols, on trouve des débris organiquesutes tailles (Ducaroir & Lamy 1995;
Chenu & Plante 2006), mais les MOP sont définiekagden opérationnelle comme ayant une
taille >50 um ce qui correspond dans cette étudefeactions >250 et 250-63 um. Les
observations indiquent qu’'une fraction importanggpon prédominante de la matiere
organique des fractions grossiéres est présente fmme de MOP. Les observations
conduites au MEB, confirment que cette matiéere mrgee est soit libre soit occluse dans les
agrégats.

Dans la fraction 250-63 um (Figure 1V—4c), la répan des grains est plus homogene.
Les débris organiques sont plus petits et moinbles et la structure en agrégats apparait
aussi clairement. Les grains plus foncés représetds grains enrichis en MO. La fraction
63-20 um (Figure IV-4d) se caractérise par la présedominante de grains de taille
homogene et anguleux, de composition chimique p@ttement minérale. Les cristaux de
quartz facilement reconnaissables sont trés abtsdags oxydes de Fer sont reconnaissables
du fait de leurs structures arrondies. Les micneégats, caractérisés par I'agglomération des
argiles et la matiere organique sont difficiles2éedter.
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Figure IV-4 Observations au microscope électronique a balayage (MEB) des cing fractions granulométriques
du sol de Clessé obtenues par fractionnement physique non déstructurant : >250 (a), exemple d'agrégat de la
fraction >250 pm (b), 250-63 pm (c), 63-20 pm (d), 20-2 pm (e), <2 um (f). Les images ont été obtenues sur
MEB au CMTC de G-INP.

La fraction 20-2 pum (Figure IV-4e), est plus hommgélorsqu'on I'observe en
microscopie a cause de la limite de résolution d&BMutilisé. Cette fraction est
majoritairement constituée d'argile agrégée formdat petits conglomérats. Dans cette
fraction, on constate une forte présence d’agrégattes de tres petite taille et des minéraux
primaires. Les éléments de la fraction fine (<2 papparaissent trop petits pour étre bien
différentiés a cette résolution. Néanmoins, le aigrhimique moyen porte la signature des
argiles prédominantes dans cette fraction (FigMreH). Globalement le MEB met bien en
evidence les différences structurales et texturalds I'ensemble des fractions
granulométriques étudiées.

113



Chapitre IV Impact d’une contamination cupriquésgatielle de I'agrégat de sol : caractérisation et
évolution.

[V-3-2 Caractérisation chimiques des fractions granulométriques

IV-3-2-1 Composition chimique des fractions granulométriques du sol de

Clessé

Les concentrations totales en éléments représsntets majeurs (Ca, Mg, K, Na), des
oxydes (Fe, Mn) et des argiles (Al) sont présenties le Tableau V-3, afin d’étudier la
composition chimique en cations majeurs du sol #ssg. Nous avons réalisé I'ensemble de
ces analyses pour caractériser la distribution dasons majeurs dans les fractions
granulométriques.

Tableau IV-3 Concentrations en éléments majeurs (mg.gl) extraits & l'eau régale dans les fractions
granulométriques du sol de Clessé amendé (CC) ou non (NA) en compost de conifere.

Sol Fractions Concentration en éléments (mgib)

pMm Fe Mn Al Ca Mg K Na Cu
>250 52.25 4.80 9.87 9.55 1.25 1.08 0.02 0.28
A 250-63 2502 1.17 16.29 5.92 2.35 2.21 0.03 0.25
C%{‘l%"e 63-20 738 020 401 081 069 052 0.002 0.02
20-2 30.03 065 1886 347 3.15 251 0.03 0.13
<2 58.97 0.72 43.46 5.37 5.0 5.46 0.06 0.15
>250 31.37 4.25 7.63 9.79 1.39 0.79 0.02 0.26
Compost de 250-63 2043 1.10 8.76 6.48 1.21 0.99 0.02 0.17

Conifere 63-20 703 023 347 119 067 041 nd. 0.02
(CC) 20-2 2795 061 1781 445 289 222 002 0.12
<2 57.23 0.67 40.47 581 485 474 0.06 0.12

n.d. : non déterminé car valeurs sous la limitelékection.
Les concentrations normalisées sont présentéeswengntage en Annexe K

Comme attendu, la composition chimique en ces él&mmajeurs et métalliques est
globalement similaire entre les deux sols. L'appet matiére organique ne modifie que
faiblement la distribution de ces éléments, exceyuér le Fe, I'Al, et le K des fractions
grossiéres. Mais les concentrations en ces élémeamient fortement entre les fractions
granulométriques.

L’élément Al, qui est considéré représentatif degiles, est le plus concentré dans la
fraction <2 pm, comme attendu, avec des teneudSds 40 mg.g: pour les sols NA et CC,
respectivement. Sa concentration est la plus falblies la fraction 63-20 pm (4 mgp et
moitié moins concentrée dans la fraction 20-2 pmviten 18 mg.g) par rapport a la
fraction <2 um. La concentration en Al est 3 a & falus faible dans les fractions >250 et
250-63 um, indiguant que ces fractions riches etiengaorganique, contiennent des quantités
significatives d’argiles présentes sans doute iquéé dans la macro-agrégation.

Globalement, le Fer est I'élément le plus abondastéléments analysés. Sa concentration
est la plus élevée dans les fractions >250 et <2 @eti indique que cet élément peut
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développer une réactivité non négligeable sous dodioxyde, principalement dans les

fractions grossieres. Dans les fractions finesgt&nent est vraisemblablement intégré dans
le réseau cristallin des argiles ou sous forme ytlexet d’hydroxyde. On observe que la

concentration en Fe (lié aux constituants soliéss)plus faible dans le sol amendé. En effet,
I'ajout de compost diminue la concentration en Fensd les fractions grossiéres par

'augmentation de sa solubilité par les chélatggoiques.

La concentration en Manganese (Mn) est maximales des deux fractions grossieres
(>250 um et 250-63 um) (Tableau IV-3). Le Mn estsgint a I'état natif dans les sols, mais il
est aussi fortement utilisé comme fertilisant paonéliorer I'efficacité de la vitamine B1 des
plantes. Ceci induit donc une forte introductionMn dans les végétaux (plant de vigne), et
sa présence majoritaire dans les fractions richebns végétaux peu dégradés.

Pour les concentrations en Na et K, on constatefane concentration dans la fraction
<2um de ces éléments qui sont probablement prileciEnt associés aux argiles, ce qui
explique les fortes teneurs dans cette fractiaquet’amendement en MO ne modifie pas ces
concentrations.

Les concentrations en Ca sont plus importantes desisdeux fractions grossieres
probablement en lien avec son origine biologiques lconcentrations en Mg sont moins
élevées que le Ca. Le Mg se distribue principalérdans les fractions fines (20-2 et <2 um)
en relation avec son association des argiles comesn

La concentration en Cuivre (Cu) est similaire ptes deux sols. Les deux fractions
grossieres (>63 um) présentent les concentratiamsnmales en cuivre, en relation avec la
matiere organique du sol. Dans les deux fractiomssf(<20 um), les concentrations en Cu
sont élevées mais légerement inférieures a cedldrdetions grossiéres. Dans ces fractions, le
cuivre est probablement principalement associéaagites. La fraction intermédiaire (63-20
pnm) présente des concentrations faibles en cuivre.

La fraction 63-20 um est la plus pauvre en tousédEsnents analysés. Celle-ci est
principalement constituée de tectosilicates inddesi a l'attaque a lI'eau régale, ce qui
confirme la présence abondante de quartz et phérg@ment de phénocristaux de minéraux
primaires déja constatée en microscopie électrenigbalayage (Figure 1V-4c), et donc trés
peu d’agrégat.

[V-3-2-2 Distribution et dynamique du Carbone Organique Total (COT)

dans les fractions granulométriques du sol de Clessé.

En 2008, au moment du prélevement des sols, lesuterglobales en COT mesurées
étaient de 15.3 et 30 mgg dans les sols NA et CC respectivement en accoat av
'amendement organique. Les concentrations en oartmrganique total (COT) dans les
fractions granulométriques sont présentées ddriglae IV-5.

De la méme maniére que dans les sols non fraco(@Bap. Ill), on observe que les
concentrations en COT dans toutes les fractionsugpenétriques du sol CC sont supérieures
a celles des fractions du sol NA. La concentrafiorCOT est minimale pour la fraction 63-20
um (4 mg.ds9, intermédiaire pour les deux fractions fines 26t <2 um, 19 et de 22 mg.g
s pour les sols NA et CC, respectivement) et maxésaour les fractions grossiéres (>250
et 250-63 pm). La concentration en COT de la foacti250 um est de 34.7 et 107.6 nigsg
et pour la fraction 250-63 um de 23.6 et 51.1 fgiopur les sols NA et CC, respectivement.
Dans ces deux dernieres fractions, lI'apport de ematiorganique a induit une forte
augmentation de la teneur totale en carbone. Lesecrations en COT dans le sol CC de ces
fractions sont respectivement trois fois (fracto850 pm, 107.6 versus 34.7 mdd et deux
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fois (fraction 250-63 um, 51.1 versus 23.6 gy plus élevées que dans le sol NA. Ces
résultats montrent que la MO ajoutée au sol seilolist principalement dans les fractions
grossieres (>63 um). Les résultats acquis au abeicette étude sont en bon accord avec la
littérature, puisque de nombreuses études ont énamile la concentration en carbone
augmente avec la taille des agrégats et ce pagtieaient dans les sols sous cultures (Six et
al. 2000; Christensen 2001; John et al. 2005; Oeftrtal. 2007; Lugato et al. 2010). Les
teneurs en COT des fractions les plus fines n‘amgeneue trés peu sous l'effet de
I'amendement, indiquant la présence dans cesdractd’'une MO plus évoluée avec un temps
de dégradation plus long. Ces résultats indiquemr dans les fractions fines des sols le
carbone présent dans les micro-agrégats est sebbous forme de complexes argilo
humique, qui sont donc des sites majeurs de ladistdlon de la MO. Dans ces complexes le
carbone est soit adsorbé sur les argiles et lesnbmsoit piégé sous forme de tres petites
particules organiques (Virto et al. 2008).
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Figure IV-5 Concentration en Carbone Organique Total (COT) des fractions granulométriques (mg.g’%) du sol
de Clessé amendé (CC) en compost de conifére ou non (NA).

Dans les macro-agrégats des sols, on trouve dsladés micro-agrégats et des constituants
de grande taille (organique ou minérale) liées mime par des agents organiques tels que des
polysaccharides bactériens ou exsudats racin#it¢sAF, ...(Tisdall & Oades 1982; Elliott
1986; Six et al. 2000; John et al. 2005). Cetteamigation spatiale implique donc une
augmentation de la teneur en COT avec la taillefdegions granulométriques comme on
I'observe particulierement dans le sol amendé en, M@ accord avec le concept de la
hiérarchisation spatiale des sols en agrégats.

L’évolution de la concentration en COT et son talex dégradation dans les fractions
granulométriques des deux sols NA et CC est préseaidns la Figure IV-6. Le calcul des
taux de dégradation du C a été effectué a partifEtelV-3 en faisant I'hypothéese que la
dégradation du COT est constante au cours des deng&es d’incubation en conditions
contrdlées et constantes. Les valeurs négativéawdude dégradation du COT signifient que
I'accumulation de carbone dans ces fractions gsirgeure a sa dégradation.

T = [COT] final _[COT]initiaI
©- T

[IV-2]
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Avec : Tc : le taux de dégradation du COTQT]iniia €t [COT]final l€S CONCeEnNtrations en
COT au début et a la fin de I'incubation en méspwsde laboratoire, d@tle temps (année)
d’incubation.
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Figure IV-6 Evolution de la distribution du carbone organique total (COT) dans les fractions granulométriques
du sol de Clessé non amendé (NA) ou amendé (CC) en compost de conifére, au cours des 2 ans d’incubation (0,
6, et 24 mois) en conditions contrélées (mésocosmes de laboratoire). Les incertitudes son calculés a partir des
mesures de réplicats.

Comme dans le sol non fractionné, la concentragionCOT dans toutes les fractions
granulométriques du sol contréle n’évolue pas §icativement. Par conséquent les taux de
dégradation annuels, de la MO présente dans chiigagon, sont faibles au cours de
I'incubation. De ce fait, le sol contréle (NA) selmldans un état d’équilibre en terme de
turnover du C organique, sur les deux années detoon. Nous associons la diminution du
COT dans les fractions fines (22 %) a la minérdbsadu C par les microorganismes.

Au contraire dans le sol CC, on observe une éwiugmporelle de la teneur en carbone
organique propre a chaque fraction granulométridtigure 1V—6b). Les teneurs en C de
I'ensemble des fractions du sol CC restent supériea celles du sol contrble, méme apres les
deux années d’incubation.

La fraction grossiere (>250 um) présente la dégiaualu C organique la plus élevée,
passant de 107.6 & 64.5 mibgpoit unTc de 21.5 mg.gssani*. Cette dégradation importante
et préférentielle de la MO des fractions grossiereteja été observée par Grosbellet et al.
(2011) pour différents types de MO et sur le méenepts d’incubation. Au contraire, la teneur
en COT de la fraction des micro-agrégats (20-2 feste stable.

Nos résultats montrent que le turnover de la MOpass important dans les fractions
grossieres que dans les fractions fines, lié aasare chimique différente et la présence de
MO «libre » dans le sol. La MO des fractions firest plus intimement liée aux autres
constituants des sols (notamment argiles) ce muidison accessibilité aux microorganismes
notamment aux champignons. Ces résultats sontaamdaavec la littérature qui a largement
démontré la plus grande stabilité temporelle d&1@ des fractions fines des sols agrégés
(Ladd et al. 1993; Chenu et al. 2000; Rumpel e2@04).

La dégradation importante du COT dans la fractimsgjere du sol CC est certainement
en lien avec la nature spécifique du carbone deits fraction. Or le carbone de cette fraction
est caractérisé par la présence de MOP. DanslkedeoMOP ne représentent qu'une forme
parmi d’autres du carbone, puisque la MO existdedgent sous forme d’acides humiques
(AH) et fulviques (AF), plus dégradée, ou encoresstorme de complexes argilo-humiques,
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plus stable. Les résultats indiquent que les M@dches’, qu’on peut apparenter en premiére
approche a des morceaux de bois et de feuilleslggradés, se dégradent plus vite que les
autres types de matiére organique présents daos le

Ces résultats nous conduisent a quantifier la teaeuMOP dans cette fraction par un
calcul indirect. Le taux de carbone dans les MO&st-@-dire la masse de carbone contenue
dans les MOP divisée par la masse des MOP a &éniégé dans le sol de Clessé en 2003,
'année du dernier amendement apporté aux solsaéBalet al. 2008). Le taux était alors de
36 % pour les MORoo-200 (sOls NA et CC), et de 30 % (CC) et 19 % (NA) pdes
MOP,0.50 Les MOP ont été extraits sur les mémes parcetlevec le méme protocole que
ceux extraits en 2008 (I. LAMY, (Martins et al. ZQL En supposant les mesures de 2003

applicables a notre campagne d’échantillonnages moposons I'équation suivante pour
calculer le pourcentage de carbone intégré dand @R collectées en 2008 :

mC

x[MoP, |
Cuop — Myor [IV-3]
C, coT,

Cwmor la masse en carbone issu des MOPla masse de carbone de la fractiog,la
masse du carbone dans les MOP de la fractppe la masse des MOP de cette fraction,
[MOP] la concentration des MOP (mgp.or') et COT; la concentration en carbone dans la
fraction.

Les résultats correspondants sont présentés darableau IV-4. Ces calculs indiquent
gu’en 2008, dans la fraction 250-63 um des solseNBC 50 % du carbone était présent sous
forme de MOP, et I'autre moitié du carbone étaiégnée dans les macro-agrégats. La fraction
>250 um contient moins de carbone sous forme de MZIP% et 33 % pour les sols NA et
CC du carbone seulement (Tableau I-5). Ce résalf&jue que la dégradation des MOP de la
fraction >250 um est rapide, et génére des pettgrfents intégrant la fraction 250-63 pum.
Les MORo-50 @insi accumulées dans la fraction 250 a 63 pumuonturnover plus lent,
expliquant ainsi leur accumulation relative pam@ a la fraction plus grossiére.

Tableau IV-4 Récapitulatif de la masse de MOP, la concentration en COT, et la proportion de carbone de la
fraction issu des MOP (Cnmop/C?), dans les fractions grossiéres du sol de Clessé.

Sols Fraction (f) % [MOP{]* COT¢ % mc/ muop % Cmor/Ct
(m) mowor-gY  mMgc.g’  mgc/mgvor™  Gemor-Glcr
R >250 3.22 % 34.7 36 % 33.4%
Contréle (NA)
250-63 5.08% 23.6 19 % 41 %
] >250 6.49 % 107.6 36 % 22 %
Amendé (CQO
250-63 8.85 % 51.12 30 % 52 %

*Les valeurs des concentrations en MOP dans lde@lessé ont été obtenues par |. LAMY prélevé tens
mésocosmes de laboratoire.

Nos résultats montrent que I'évolution du carboemise spécifique a chaque fraction
granulométrique du sol car contrélée par des peusegifférents. Ainsi, la MO localisée dans
les micro-agrégats est plus stable car difficilemacocessibilité aux microorganismes et
soumise a des conditions physiques non favorablda &inéralisation (anoxie, forte
adsorption sur les minéraux des sols) (Chenu &z8y02002). Dans toutes les fractions du
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sol CC, la teneur en C diminue ou est stable eardcivec la baisse du taux de carbone dans
le sol non fractionné.

IV-3-2-3 Caractérisation et dynamique du pH dans les solutions des

fractions granulométriques du sol de Clessé

Le pH, des fractions granulométriques de sol est préstané la Figure IV-7. Avant la
contamination le pkl des fractions granulométriques des sols varieeguitt 6.5 et 7.1, les
fractions grossieres, les plus riches en MO éesplus acides. La variation en pH est donc
globalement plutét faible entre les fractions. @2gdn générale, le pH augmente avec la
diminution de la taille des fractions. De pluspfandement organique modifie faiblement le
pH des fractions granulométriques.
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Figure IV-7 pH, a I'eau des fractions granulométriques du sol de Clessé avant la contamination au cuivre dans
le sol controle (NA) et amendé en compost de conifére (CC). Les barres d’erreurs ont été calculées avec des
duplicats.

Le pH des fractions granulométriques a évolué auscdu temps et de facon différente
entre les fractions (Figure 1V-8). Globalementyvdlition du pH dans les fractions est
similaire entre les deux sols, 'amendement en asnpyant un effet faible sur le pH des
fractions. Dans les fractions fines (20-2 um et |©R), le pH montre une tendance a
'augmentation dans les deux sols sur 24 moisesterautour des valeurs de pH du sol non
fractionné proche de 7. La fraction 63-20 um présene diminution de son pH au cours des
6 premier mois (principalement pour le sol CC) masstabilise a une valeur d’environ 6.5
pour les deux sols.
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Figure IV-8 Dynamique du pH dans les fractions granulométriques du sol contrdle (NA) et du sol amendé (CC)
au cours de l'incubation a TO (noir), Témois (blanc) et T24mois (gris). Les barres d’erreurs sont calculées
comme |'écart type entre les réplicats.

En revanche, le pH des fractions grossiéres (>63 dmminue tout du long de
I'incubation. Les plus grandes variations de pHt sdoservées principalement dans la fraction
>250 um, et surtout dans le sol CC. Dans cettdidracle pH passe de 6.5 a 6.0 et de 6.8 a
6.1 pour les sols NA et CC, respectivement. Le @enninéralisation de la MO calculé (Eq
IV-3) était important dans cette fraction et damsdl CC. On observe une corrélation entre
I’évolution du COT et celle du pH de ces fractioba.dégradation de la MO grossiere du sol
induit une acidification des fractions grossieresbablement en lien avec I'augmentation de
la respiration microbienne lié a la plus forte cemication en nutriment dans cette fraction
(production de C@acide).

Malgré une stabilité des pH dans les sols nonifmagés au cours de I'incubation (Figure
[1I-4), les profils de pH changent avec une amgdifion de I'acidité des fractions grossiéres
(riche en MO qui est dégradée et induit une libénatle protons), et une amplification de
I'alcalinité des fractions fines (enrichissement@id, stabilisation de la MO), la fraction 63-
20 um est relativement stable.

IV-3-2-4 Capacité d’échange protonique des fractions granulométriques

du sol de Clessé.

Les résultats des titrages potentiométriques dastidns granulométriques du sol de
Clessé sont présentés dans la Figure V-9 et leedahV-5. On constate une augmentation
de la réactivité dans toutes les fractions du s@ralé en matiere organique par rapport aux
fractions du sol NA. Les résultats montrent quedeamendé échange plus de protons que le
sol non amendé et la réactivité aux protons dewdhdigction, expriméaHs (Eq. [IV-5]),
dépend donc de 'amendement par 'augmentationrgénénais variable dans les fractions
mais aussi et surtout de la nature de la fractranigométrique.

Ainsi, la réactivité est maximale pour les fracipr 2, 250-63, et > 250 um, plus faible
pour la fraction 20-2 um, et presque nulle poufrétion 63-20 um. Par rapport a ces
variations la réactivité du sol non fractionné iesermeédiaire a celle des fractions, comme
attendu représentant une réactivité moyenne dedable des fractions. La fraction 63-20
um de faible réactivité aux protons, apparaiss@ja &n MEB comme celle contenant le
moins de matiére organique et d’argiles. Le titragele-base confirme donc la faible teneur
de ces composeés hautement réactifs dans cettoiffract
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Figure IV-9 Courbes de titration acide base des fractions granulométriques du sol de Clessé, non amendé (NA,

bleu vide) et amendé en compost de conifere (CC, rouge plein), entre les pH 4 et 10. Les différentes courbes
correspondent aux différents échantillons analysés.

La réactivité de la fraction <2 um dans les sols &ACC sont tres proches, par rapport
aux autres fractions, indiquant que 'amendemerdoenpost n’'a pas affecté cette fraction. En
effet, on observe des valeurs Alds de 0.41 mmol:g;s et 0.40 mmol.dss pour le sol NA et
CC, respectivement. Bien que la réactivité aux gmetdans cette fraction est la plus
importante car elle concentre les argiles et lesptexes argilo humique stable.
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La fraction siliceuse (63-20 um) présente égalerneet réactivité aux protons faible et
stable malgré I'amendement organique, avec la ivdi#ciAHs la plus faible de toutes les
fractions de 0.08 mmolgs et 0.10 mmol.dss pour NA et CC respectivement, en accord avec
les faibles teneurs en MO et argiles de cetteifmact

Les autres fractions ont des réactivités variaklese les sols NA et CC indiquant un
enrichissement en matiere organique en lien aaeedhdement organique. La réactivité de la
fraction 20-2 um est intermédiaire par rapport auxres fractions, mais significativement
différente entre le sol NA (0.22 mmofg) et CC (0.27 mmol:&y. En effet, comme constaté
précédemment, cette fraction est composée a ladeisnicro-agrégats et de particules
siliceuses peu réactives, ce qui explique sa rédcthoyenne par rapport aux autres fractions
ainsi que la faible (mais significative) différerde réactivité entre les deux sols.

Tableau IV-5 Réactivité aux protons (AHs) en mmol.gls des fractions granulométriques du sol de Clessé
amendé (CC) ou non (NA) en compost de conifere.

Taille des fractions granulométriques (um)

Sol
ST* >250 250-63 63-20 20-2 <2
Contréle (NA) 0.18 0.25 0.28 0.08 0.22 0.41
Amendé (CC) 0.21 0.39 0.37 0.10 0.27 0.39

*ST : Sol non fractionné

La fraction >250 um présente wis tres élevé (proche de celui de la fraction <29.um
L’observation de cette fraction grossiere en micopge électronique (MEB) nous a permis de
voir qu’elle est riche en débris végétaux comme eetéja été observé dans d’autres études
(Besnard et al. 2001; Dumat et al. 2006; Sebasth €008). La différence de réactivité des
fractions >250 um des deux sols (NA et CC) est bi@anquée et incontestablement liée a la
différence de COT. Ceci indique que dans cettdifnacla réactivité est essentiellement due a
la MO et peu ou pas aux argiles. Par ailleurs, mmstate pour cette fraction des variations
relativement importantes entre les replicats, shmge en relation avec I'hétérogenéité de
cette fraction et a la prise d’échantillon par @pp la taille de ses constituants.

La fraction 250-63 um présente fhls tres proche de celui de la fraction grossierg0>2
um, malgré une teneur en COT deux fois plus fafblgure IV-5). La réactivité de cette
fraction est aussi essentiellement contrdlée pMQ@a Besnard et al. (2001) et Sebastia et al.
(2008) ont montré que la concentration en MOP (damcarbone) diminue avec la taille des
fractions, mais que la réactivité de ces MOP augenaxec la diminution de leur taille en
relation avec I'augmentation de leur surface sppoif et de leur biodégradation. Ces auteurs
ont ainsi mis en évidence que les MOP sont beauplugpréactives que les minéraux, a cause
de leur forte concentration en site réactifs det@ti, COOH, NH, capables d’échanger des
protons. Nous supposons que c’est la raison paurelke la fraction 250-63 um, qui a une
plus faible concentration en carbone, est ausstiweaque la fraction >250 pum.

Nos résultats montrent donc que la réactivité dastibns grossiéres est surtout liée a la
MO et que celle des fractions fines est liée agies et la MO trés évoluée. Chaque fraction
granulométrique du sol de Clessé présente doncapexité d’échange protonique différente
ce qui leur confére sans doute une réactivité bkriavec le cuivre.

Pour étudier plus précisément l'impact de I'ameneieimen MO sur la réactivité aux
protons des fractions granulométriques, nous aecatwulé le ratio entre la concentration en
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proton et la concentration en carbone de chagetidragranulométrique a TO mois (Figure
IV-10).
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Figure IV-10 Valeurs du ratio AHs/COT dans les fractions granulométriques du sol de Clessé amendé (CC) ou
non (NA) en compost de conifére.

L’évolution du rapporAHs/COT est inversement proportionnelle a la talkela fraction
granulométrique, si on ne tient pas compte de datiftn 63-20 um, qui est faiblement
concentrée a la fois en Cu et en MO pour les delsc e rapportAHs/COT devrait étre
constant si (i) la matiére organique était la s@uézhanger des protons avec la solution, et si
(i) la MO de toutes les fractions avait la mémact&ité acide-base. Les valeurs élevées de
ce rapport dans les fractions fines (<20 um) indijugue d’autres substrats (e.g. les argiles)
contribuent a I'échange acide-base, ou que la M@eddractions est beaucoup plus réactive.
Les argiles ne peuvent contribuer a I'échange d¢ops que par leurs sites en bordure de
feuillet d’argile (Tournassat et al. 2004). Lessien bordure de feuillet des argiles peuvent
ainsi contribuer a l'augmentation de ce rappott,gtéobservé dans la Figure IV-10. Les
complexes argilo-humiques peuvent aussi contribuarméactivité acide-base des fractions, et
ainsi augmenter ce rapport grace a la forte rée&tile leur MO.

Pour les fractions grossiéeres (>250 et 250-63 wm)onstate que le sol NA présente des
rapportsAHs/COT plus élevés que le sol CC, ce qui indiquer la MO du sol CC est plus
réactive que celle du sol NA, puisque nous avonstréajue les fractions contiennent moins
de carbone dans le sol NA que dans le sol CC. Boitda MO du sol CC est plus réactive
que le sol NA, soit la part non organique dansfigions (présent dans les macro-agrégats)
contribue davantage a la réactivité aux protonsm@eriere plus détaillé, on peut observer que
le rapportAHs/COT augmente fortement de la fraction >250 penféaction 250-63 pm et de
maniere plus marquée dans le sol CC que dans AsdCette augmentation ne peut pas étre
associée a une forte augmentation de la concentreti argile entre ces deux fractions. Nous
supposons donc gu’une augmentation de la réactleit@ MO dans la fraction 250-63 um, et
probablement en relation avec I'enrichissement &PMle cette fraction.

La réactivité des fractions aux protons est domtefoent dépendante de la composition
chimique des fractions. Nous avons alors essayéaile si la composition (chimie et
réactivité) des fractions granulométriques moddiéistribution et la spéciation du cuivre.
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IV-3-2-5 Modélisation de la réactivité des fractions granulométriques du

sol de Clessé

La capacité d’échange de€ ides fractions granulométriques a été mesuréeitpage et
quantifiee par la différence de concentration estqurs entre pH 4 et 10 (Tableau 1V-5). De
plus I'analyse du ratidAHs/COT, présentés ci-dessus, nous a indiqué gquéaldivité des
fractions granulométriques est contrbélée principaliet par deux substrats, la MO et les
argiles.

L’élaboration d’'un modéle de distribution de laatété entre les fractions requiert la
connaissance de la composition élémentaire des MIfte composition est susceptible
d’évoluer durant leur dégradation. On peut consid§ue les MOP de trés grande taille
(celles présentes dans la fraction > 250 um) sppar@ntées a la matiére dont ils sont issus
(bois et aiguilles pour les coniféres), et queNE3P de petite taille se situent dans un état
intermédiaire entre la matiere d’origine et cellacnomoléculaire de type AH et AF. Il s’agit
donc de déterminer les compositions chimiques daleax extrémes de dégradation.

La composition élémentaire massique du bois seplatit stable quel que soit le bois
considére, elle est donnée a 50 % C, 6 % H et 43 @Boyal et al. 2008). On ne considere
pas alors les hétéro-atomes (S, N...) et les cemplieeprésentent moins de 1 % de la masse
séche. Cette composition massique est bien pré&sgrdeé une composition élémentaire
molaire C: H: O de 3: 4: 2. Nous avons dont lfaypothése que la formule chimique
élémentaire des MOP non dégradées est;He@.

Dans un premier temps, nous proposons de défi@rstmechiométrie pour cette matiere
organique nécessaire pour la modélisation. Leshstmrétries sont toutefois assez variables,
car dépend de toute évidence de |'état de dégoaddé la matiere organique. Les acides
humiques, normalement plus abondants dans lesgseldes acides fulviques, contiennent
proportionnellement moins d'oxygene. Sur cette Jbaseus avons retenu comme
stoeechiométrie modele de la matiére organique k&adti sol pour la modélisation le rapport
C:H:0de2:2:1soitihH2:0, (Ghabbour & Davies 2005).

Les formules calculées, des modeles d'acides hasifAH) et fulviques (AF), repris de
(Matynia et al. 2010), tels quesgElagN30s, (Stevenson 1994) etsggHs01N23089 (Schulten &
Schnitzer 1993) pour les AH, et que/E,0:1s (Buffle 1977) et GH3sNOzS (Alvarez-
Puebla et al. 2006) pour les AF, se rejoignent darsens qu'ils montrent qu'il y a environ
autant de carbone que de protons (voir un peu géusl), mais moins d'oxygéne que de
carbone. On percoit que les rapports élémentaiagent étre similaires a ceux du bois sec.
Plus concrétement, la Suwannee River N¢{Matural Organic Matter), considérée comme
un standard de la matiére organique dégradée (hciakque), présente un rapport molaire
élémentaire calculé C: H: O de 2: 2: 1.2 ceeapi tres proche de celui du bois. Ceci
montre que le rapport élémentaire de la matieraroquie ne change que trés faiblement entre
I'état initial et celui macromoléculaire tel qu'skant sous forme d’AH et AF dans le sol.
Dans ce contexte, il nous est donc possible deidénes une seule composition chimique
pour toute la matiere organique polynucléaire du so

Le taux de carbone présent dans les MOP préleve2838 a pu étre estimé (Sebastia et
al. 2008). En revanche pour représenter la pafusixement organique des MOP dans la
modélisation nous nous baserons sur le taux deowarbalculé a partir de la composition
théorique des matiéres organiques avec un rappoH CO unique de 3: 4 : 2 qui exprime
correctement le taux de carbone dans la matieanayge aussi bien évoluée que brute.

4 http://www.ihss.gatech.edu/ro _nom.html
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La capacité d’échange de protons est exclusiveti@nta la réactivité acide-base de la
MO. Dans un premier temps, on émet I'hypothéseefoque la réactivité de la MO est
proportionnelle a sa teneur en COT. La réactivités glevée s’observera ainsi dans le sol a
teneur COT plus élevée, i.e. le sol amendé en cet@p@C). En considérant la matiéere
organique comme seule composante réactive on péatler une réactivité théorique par le
rapport entreAHs et COT, de 0.176 + 0.015= 11.7 mmdkgour le sol NA et de 0.213 +
0.030 = 7.1 mmol.& pour le sol CC. La réactivité théorique de la M E6 fois plus faible
dans le sol CC que dans le sol NA. Ces valeurs camés surestimées dans la mesure ou
toute la réactivité du sol est associée au carbetrdonc que toutes les autres phases (argiles,
oxydes de Fer) sont considérées comme non réac@essréactivités sont proches de celles
typiquement constatées pour les titrages d’acidesdues et fulviques (Matynia et al. 2010).
Plus concrétement, et a titre d’exemple, la réaétaes acides fulviques extraits en 2003 sur
la MO de ce sol était de 7.2 et 6.7 mmol/gC posirsigls NA et CC, respectivement (Sebastia
et al. 2008). Ces valeurs sont tres proches desiviéés moyennes calculées du sol. Ceci
indique donc bien que la matiére organigue estammtincipaux substrats réactifs dans ce
sol, de réactivité moyenne proche de celle des e

Cette comparaison nous permet également d’estimelehsité de sites réactifs sur la
matiere organique. Cette réactivité théorique pdtre représentée par une unité structurale
CsHgO,4 pouvant échanger un proton (ou un métal). En effette unité théorique réactive
compte 144 masses €élémentaires, et présente denctactivité de 6.9 mmol/g de matiere
organique. Cette réactivité correspond bien a cmllestatée des AH et AF (Matynia et al.
2010). Ainsi 1 carbone sur 6 porterait un groupefionnel réactif. Cette premiére estimation
met ainsi en évidence la réactivité élevée du calians le sol, pointant ainsi le caractére
macromoléculaire de la MO réactive du sol.

Sur ces bases, il est possible d’établir un modiélecactivité aux protons des fractions. Le
carbone, surtout concentré dans les fractions igress contribue a la réactivité globale
principalement dans ces fractions et minoritaireim#sms les fractions fines. Les argiles
surtout concentrées dans les fractions fines dargrit a la réactivité principalement dans ces
fractions et minoritairement dans les fractionssgreres. La fraction 63-20 um contenant tres
peu de carbone et trés peu d'argiles est ainsirpaative. En premiere approche, nous
supposons que les phases représentatives de taitéaau cuivre seront le carbone pour la
MO et la concentration en Al pour les argiles. Baativité de la MO et des argiles est ainsi
censée se distribuer proportionnellement a laidigion du COT et des ions Al (lié au
solide), respectivement. Pour la MO, la corrélatsupposée entre COT et réactivité est
acceptée, méme si on a observé des différencesadevités du carbone entre les sols NA et
CC. Pour les argiles, nous assimilons leur proporévec la concentration en Al dans les
fractions car I'eau régale utilisée pour I'extraihe sol n’attaque que faiblement les minéraux
primaires contenant de I'aluminium tels les Feldlspbha concentration en Al diminue avec la
taille des fractions granulométriques du sol des§igTableau IV-3) ce qui est en accord avec
les observations MEB-EDX attestant I'existence cégats argileux dans ces fractions, et une
concentration tres faible dans la fraction 63-20, |gui est pourtant riche en minéraux
primaires.

La réactivité acide-basé\s) des fractions mesurées a ainsi été reconsginitelement
par combinaison linéaire des concentrations redaten Al et COT dans les fractions. Les
premiers essais ont montré une reconstitution maelolement sur I'ensemble des fractions
excepté pour la fraction 63-20 um qui apparait smoéactive que ce qui est mesuré et la
fraction >250 um du sol CC pour les raisons évogjugalessous. La fraction 63-20 pm
(Figure 1IV=9), en accord avec ses faibles teneargsagbone et en aluminium (et donc en
argiles réactives dans le modéle), présente uraiviéd AHs faible. Toutefois, ces faibles
taux ne permettent de reconstituer que 50 % deédativité AHs mesurée. On peut donc
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considérer que des composés de concentration etrdantivité mineure, tels les oxydes de
Fer, constituent un ‘fond’ réactif non négligealdans cette fraction de faible réactivité

générale. Nous avons ainsi défini un ‘résiduel’ rdactivité protonique correspondant au

déficit de réactivité constaté dans cette fractldaus prenons ainsi en compte un troisieme
substrat qui permet de combler le déficit de r&aétiNous considérons que sa contribution a
la réactivité globale est la méme dans toutes Hadtibns. Elle sera donc faible pour les

fractions plus réactives.

Nos contraintes de modélisation sont rappeléesssalis :

» La part modélisée de la réactivité liée a la MBlsyo, est calculée en multipliant la
concentration en COT de la fraction par la coneiotn en sites réactifs par gramme
de carbone dans la fraction. La MO est considérésr aine réactivité unique
moyenne en accord avec Matynia et al. (2010). hatiété AHsyo modéle est ajustée
aux valeursAHs des fractions, en présence des autres contmisutie la réactivité
(AHsa;, AHsRe9 en multipliant la concentration en COT des fracsi par un méme
facteur multiplicateur (6.9 mmgkg’c, pour une unité élémentaire dgHgO,).

« Comme la MO, les argiles sont considérées avoir ngaetivité unique qui est
proportionnelle a la concentration d’Al dans leacfrons. La modélisation de la
réactivité protonique des argiles inclue celle éssles complexes argilo-humiques
dans la mesure que ceux-ci se distribuent fortadst@ment de la méme facon que les
argiles dans les fractions. La concentratidbHsy est ajustée en multipliant la
concentration d’Al des fractions par un méme facteultiplicateur fixé a 200000.

e Pour la part résiduelle de la réactivité protoniglaans la fraction 63-20 um nous
faisons I'hypothése que chaque fraction contiené goncentration fixe de sites
réactifs, AHsges reflétant un ‘fond réactif’ de minéraux de réaité mineure par
rapport a la réactivité totale du sol lié a la MOaax argilesAHsres €St calculé par
différence de la réactivité constatée de la frac8-20 um et de la réactivité calculée
de la MO et des argiles. Elle est fixée & 0.0045tgiss

La Figure IV-11 présente les résultats de cette éhgation considérant les trois
contributions a la réactivité totale mesurée. Laswrs numériques du modéle sont présentées
dans I’Annexe H. Les réactivités calculées destifyas granulométriques du sol de Clessé
représentent entre 90 et 132 % des réactivités nesguelque soit le sol, ce qui constitue
une assez bonne reproduction de la valeur meskoée.la fraction >250 um du sol CC, la
modélisation n’est pas trés bonne car la réactiatéle modélisée représente 211 % de la
réactivité mesurée.
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Figure IV-11 Modélisation de la répartition de la capacité d’échange de protons théorique entre la MO (gris),
les argiles (blanc) et les autres composés (résiduel) du sol (noir) dans les fractions granulométriques du sol de
Clessé non amendé (NA) ou amendé en compost de conifere(CC). Les symboles en losange correspondent a la
capacité d'échange aux protons de chaque fraction granulométrique mesurée par titrage.
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Si on excepte la fraction 63-20 um tres minérale2ktivité acide-base (Figure IV—
11) liée a la MO ainsi calculée diminue avec lddale la fraction passant de 70 % dans la
fraction >250 um a 30 % dans la fraction <2 um pewol NA. Par contre, la réactivité de la
fraction >250 um est clairement trop élevée darsoleCC (190 %). Ce résultat indique que
pour cette fraction, on surestime la réactivitée I&@ la MO, car celle-ci a une réactivité
inférieure a celle fixée dans ce modéle. En efet,considérant que la réactivité liée aux
argiles dans cette fraction (10 %) et les autrespasés de la fraction (11 %), la matiére
organique devrait contribuer a hauteur de 80 % adeéhctivité. Ce résultat est lieé a la
réactivité moindre de la MO de la fraction grossidu sol CC par rapport a celle des autres
fractions de ce sol et de l'autre sol. Cette défi@e de réactivité était déja mise en avant en
comparant les rapportdaHs / COT du sol total et des fractions (Figure [0%-1Tout
naturellement, le modele basé sur une réactivitéadibone unique entre fractions et entre les
deux sols ne peut pas reproduire cette différeeceddctivité. La fraction >250 um est riche
en carbone, et pauvre en réactivité. La réactoté&arbone réactif expérimentale est de 7.3
mmol.g'c (= 0.254/0.0347) pour le sol NA et de 3.6 mmdtd= 0.393/0.1076) donc de
moitié, pour le sol CC. Ce résultat nous permet dédéinir une unité structurale de
stoechiométrie GH1¢0s (trois unités élémentairesid,O,) de 288 masses élémentaires, qui a
une réactivité calculée de 6.9 mmdkget est donc représentative du carbone du sol dans
'ensemble des fractions sauf dans la fraction gjeve du sol CC. Dans cette fraction la
réactivité du carbone est plus faible et peut &ggrésentée par une unité structurale
Co4H3,016 de réactivité théorique 3.5 mmotg

Le pourcentage de réactivité aux protons des smsdux argiles (basé sur la [Al]) est
inversement corrélé a la taille des fractions gi@métriques, passant de 14 % (>250 um) a
58 % (<2 um). Les concentrations des sites réaatifde-base présent sur les argiles se
distribuent préférentiellement dans les fractianed. En prenant en compte, la réactivité de
ces deux substrats (MO, argile), la réactivité wléle de la fraction 63-20 um est, comme on
I'attendait, trop faible par rapport a la réacéviéelle (environ 50 %). La réactivité liée aux
autres composés des fractions est fixée a 0.045,atha représente entre 10 % (>250 um, <2
um) et 50 % (63-20 um) de la réactivité totalealfrdction.

Apres deux ans d’incubation, nous avons recal@iléapacité d’échange de protons des
fractions grossieres en considérant la dégradateota MO de ces fractions. En revanche
nous avons considéré constantes les teneurs dasagglien phases réactives résiduelles, ce
qui nous semble raisonnable, en comparaison avsabdité de la structure du sol. La Figure
IV-12 présente les résultats de la distributiodadetactivité des fractions granulométriques
aprés 24 mois d’incubation. Nous avons utiliséngsmes parameétres de modélisation qu'a
TO mois. Nous faisons I'hypothése que la réactigitdale des fractions n’a pas évoluée, ni la
concentration en argile mais la teneur en carbog&nique a évolué. La Figure V=12 montre
que dans le sol CC la réactivité de la fractiorali@ MO dans les deux fractions grossieres, et
notamment dans la fraction >250 pm, diminue indiqugue la diminution de la
concentration en COT dans ces fractions diminuegéativité lié a la MO. Malgré cela,
I'incubation ne modifie pas la distribution globale la réactivité des trois types de substrats.
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Figure IV-12 Modélisation de la répartition de la capacité d’échange de protons théorique entre la MO (gris),
les argiles (blanc) et les autres composés (résiduel) du sol (noir) dans les fractions granulométriques du sol de
Clessé non amendé (NA) ou amendé en compost de conifere(CC).

Dans I'ensemble des fractions, la somme de ces types de contributions a la réactivité
aux protons des fractions donne une bonne repeigantde la capacité d’échange des
protons du sol de Clessé (sauf pour la fraction0O3281 du sol CC a cause de la plus faible
réactivité de la MO de cette fraction sans dowdelune plus faible surface spécifique). Ces
résultats permettent d’expliquer de maniere simf@deec 2 concentrations facilement
mesurables) la réactivité globale des différentastions granulométriques des deux sols, en
la considérant distribuée entre trois substratstiféaCette modélisation donne des résultats
satisfaisant sauf pour les fractions grossiérear fEsquelles la réactivité des MOP et de la
MO contenue dans les macro-agrégats ont des rié@stives variables. Pour affiner cette
modélisation, il conviendrait donc de mieux cardst cette fraction en terme de
composition et de réactivité de la MO. Ce modelenge donc de combiner linéairement la
réactivité des fractions aux composantes modeggear MO, et résiduel, et met en évidence
gue chaque fraction a une réactivité propre quicegition de sa composition.

IV-3-2-6 Caractérisation et évolution temporelle de la distribution et de

la spéciation du cuivre dans les fractions granulométriques du

sol de Clessé

[V-3-2-6-1 Distribution de la concentration en cuivre totale

On rappelle que la concentration en cuivre solidasdces sols se compose du fond
géochimique (environ 15 + 5 mg:kg cf Chap. Ill) auquel s’ajoute le cuivre apport fe
viticulteur in situ (60 + 5 pg.ds) auquel nous avons ajouté en laboratoire (solsacuinés)
une dose de 240 pgig de cuivre. La distribution du cuivre solide to@8lur,) dans les
fractions granulométriques est présentée en masseancentration dans la Figure IV-13 et
la Figure IV-14, respectivement.
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Figure IV-13 Distribution de la masse de cuivre dans les fractions granulométriques (ug) pour 30 g de sol de
Clessé non fractionné pour les sols NA et le sol CC avant (a) et aprés contamination a 240 ppm (b). Les barres
d’erreurs correspondent a la variation entre les réplicats. (x ug de cuivre pour 30g de sol fractionné).

La Figure IV-13 présente la distribution de la neaske cuivre dans les fractions
granulométriques des sols avant et aprés contaotinati cuivre a 240 ppm. Cette figure
montre que I'apport de matiere organique ne mogiéie significativement la distribution du
cuivre mesurée dans les sols non contaminés (Fiy#&3a) ni dans les sols contaminés
(Figure IV-13b). Ces résultats montrent que le reuapporté au laboratoire se distribue dans
les mémes fractions que le cuivre déja présent aeel, qui est désigné comme le cuivre
initial (fond géochimique + apport du viticulteut)es résultats suggerent donc que le cuivre
initial présente une spéciation similaire a celke clivre apporté en laboratoire. Une
spéciation radicalement différente, par exemple pméeipitation du cuivre introduit, aurait
généré une distribution différente entre le cuinigal et le cuivre ajouté en laboratoire. Ceci
valide notre approche utilisant de faibles dosesuiere pour étudier le comportement de ce
métal en contexte viticole.

Les masses de cuivre sont distribuées de faconolgétée entre les fractions. Les analyses
du sol non fractionné ne sont donc pas représeesatles concentrations réellement percues
par les microorganismes du sol (i.e. les bactéremssi variablement distribués a micro-
échelle. Dans le sol de Clessé, la fraction 20-2gantient entre 36 % et 45 % de la masse
totale de Cu, dans les sols NA et CC, respectivemelils soient contaminés ou non. Les
quatre autres fractions des sols non contaminaomiaminés contiennent des masses de
cuivre similaires d’environ 350 et 13004sgespectivement.

A partir des masses de cuivre retenues dans chiagction, nous avons calculé les
concentrations en cuivre auxquelles les microosyaes peuvent étre exposés dans chacune
des fractions granulométriques du sol et qui sans sloute plus pertinentes d’'un point de vue
de la toxicité du cuivre. La Figure IV-14 présela® concentrations en cuivre des fractions,
calculées en divisant la masse de cuivre dansdetidn par la masse de la fraction.
Conformément a la distribution en masse, la comaBoh en cuivre ajouté en laboratoire
présente la méme distribution que le cuivre init@ah observe que la concentration totale en
cuivre [Cu] augmente avec la contamination dans toutes &gidns, et que le profil de
distribution est trés similaire avant et aprésdatamination indiquant que le cuivre initial et
ajouté ont un comportement similaire. Par ailletas-igure 1V-14 montre qu’au sein d’'un
sol les concentrations en fuvarient d’'une fraction a l'autre. Finalement cdttgire nous
montre aussi un effet de 'amendement organiquelautistribution du cuivre dans les
fractions.
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Figure IV-14 Concentration en cuivre dans le sol de chaque fraction (pg.g') avant (a) et aprés (b)
contamination au laboratoire avec une solution de CuSO4 dans les fractions de tailles granulométriques du sol
de Clessé amendé (CC) ou non (NA) en compost de conifére. Les incertitudes correspondent a la différence

entre les six réplicats.

Dans le sol NA (Figure 1IV-14), la [G&] est maximale dans la fraction argileuse (<2 pum)
et diminue avec I'augmentation de la taille derkfion, excepté pour la fraction 63-20 pm,
ou [Curo] est tres faible. Ces résultats sont significaiien que I'on soit a la limite de
I'incertitude expérimentale. Dans le sol CC, la{§Juest assez similaires entre les fractions
sauf pour la fraction 63-20 um (tres faible). Lemaentrations en Gt dans les fractions
grossieres (>250 et 250-63 um) du sol CC sont supés a celle du sol NA. Ces résultats
montrent que la MO concentre le cuivre dans legtifras ou elle s’accumule (Figure 1V-5).
Ceci indique que dans les sols, la MO qui ne rgmi&sque quelque pourcents en masse,
affecte trés fortement la distribution des conaditns en cuivre, par sa forte réactivité qui lui
confere un fort potentiel de rétention du cuivrar@® et al. 2002; Pietrzak & Mcphail 2004;
Devez et al. 2005; Kumpiene et al. 2007; Madejoal.€2009). La tres faible concentration en
cuivre dans la fraction 63-20 um est en cohéremee Babondance relative des tectosilicates
peu réactifs et la faible teneur en COT et en @sgil

Ces résultats sont confirmés par une étude memda stpartition de la concentration en
cuivre a I'échelle du sol de la parcelle viticoknd le cadre du projet MOBiPo-Cu. Pour cela,
des échantillons des sols NA et CC, de dimensiomspdses entre 2 et 30 Mpont été
cartographiées par p-SXRF (micro Synchrotron-bas€thy Fluorescence) du cuivre avec
une résolution comprise entre 4 x 4 L@t 20 x 20 prhréalisé par A. MANCEAU. Cette
cartographie montre que le cuivre est présent dams les compartiments organiques et
inorganiques du sol (Figure 1IV=15), par une vapiatdu niveau de gris (représentatif de la
concentration en cuivre) sur I'ensemble de la carte
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Figure IV-15 Carte de pu-SXRF représentative de la répartition du cuivre (concentration en Cu proportionnelle
aux niveaux de gris) dans le sol de Macon Clessé, réalisé par A. MANCEAU.
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La répartition du cuivre est extrémement hétérogirmtte échelle. Comme pour nos
résultats, deux pools dominent : un pool matiegawique (MO ; débris végétaux, pépins de
raisin, racines...) le plus riche en Cu, et un pagileux environ 2 a 3 fois moins concentré.
Cependant, comme cette seconde fraction est largedoeninante dans le volume de sol
(celui-ci est limono-argileux), elle contient lauplgrande quantité de cuivre par gramme de
sol. Ces résultats sont en accord avec Jacobsaln (@007) qui ont montré que le cuivre se
distribue majoritaire sur la MO dans les sols.

En résumé, la concentration en cuivre est asséablarentre les fractions, suggérant un
impact sans doute variable sur les communautéghames présentes dans chaque fraction.

[V-3-2-6-2 Evolution de la concentration en cuivre

Dans le Chapitre lll, nous avons montré que la eotration totale en cuivre (G4) est
stable dans le temps a I'échelle du sol non fraogodans les mésocosmes de laboratoire. Sa
distribution a l'intérieur des micro-compartimenis sol évolue tres faiblement dans le temps,
semblablement a I'évolution de la structure du soflépendante du pH des fractions
granulométriques. Comme pour les sols non fracéen(irableau 111-3), les profils de
distribution de la [Cwy] montrent que les bilans de masse de cuivre gahtes au cours de
I'incubation.

La Figure IV-16 présente I'évolution de la concatitm en cuivre lié a la phase solide
dans les deux sols (NA et CC) contaminés. On obsane Iégére évolution de la distribution
du cuivre au cours de l'incubation dans les fraxgtid_es deux sols présentent une évolution
similaire de cette concentration totale en cuierelien avec I'évolution de la structure du sol.
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Figure IV-16 Evolution de la concentration en cuivre total dans le sol de chaque fraction (pg.g’l) lié a la
matrice du sol au cours de lincubation (0, 6, et 24mois) dans le sol contrdle (NA) et dans le sol amendé en
compost de conifére (CC). Pour ces mesures on ne dispose pas de réplicat.

La concentration en cuivre dans la fraction destimfins (20-2 um) diminue au cours de
I'incubation, de maniere corrélée a la diminutianld masse de cette fraction micro-agrégée
au cours de lincubation due a sa légére désagoégatar les cycles d’humectation
dessiccation (Figure 1V=3). Dans les fractions gigres (>63 pum), la concentration en cuivre
semble légérement augmenter dans les deux solsc@tiarement dans le sol CC). Cette
augmentation semble cohérente avec la dégradatida MO grossiére qui produit une MO
plus fine et plus réactive au cuivre conduisanadgmentation des teneurs en cuivre dans ces
deux fractions en accord avec l'effet de conceiotnatiu cuivre dans les MOP, observé par
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Lamy, est observable a I'échelle des macro agré@atie augmentation n’est toutefois pas
proportionnelle a I'évolution du COT.

La distribution du cuivre associé aux phases ssldbs fractions granulométriques du sol
de Clessé, amendé ou non, subit une trés légehatibmoau cours des deux ans d’'incubation.
Cette évolution s’observe principalement dans testibns grossieres en relation avec la
dégradation de la MO de ces fractions (Figure IVet)dans la fraction 20-2 um qui se
désagrege légerement au cours du temps sous kifetycles d’humectation dessiccation,
libérant ainsi des particules argileuses richesuswre qu’on retrouve dans la fraction <2 pm.

[V-3-2-6-3 Role de la réactivité aux protons des fractions granulométrique

sur I'impact du cuivre et de I'effet de 'amendement organique

Les relations entre la concentration en cuivre tgj¢[Curo), en carbone organique total
(COT), et la réactivité en protonaHs) nous informent sur l'interaction du cuivre aves
différents types de sites réactif présents surdé&rioe solide (organique ou minéral) (Figure
IV-17 et Figure 1V-18). Nous avons analysé cesticela en comparant les sols au niveau
global mais aussi au niveau des fractions. Cessratrrespondants ont été calculés pour les
sols contaminés avec 240 ppm de cuivre. La capd@&@thange protoniqué\Hs, dans le sol
de Clessé est d’environ 50 pmdlg et la concentration en cuivre [Gii de 325 pgu.gss
c’est-a-dire 5 umel.g'ss Le rapport [Cyo]/AHs est de 10 %, et montre que la concentration
en cuivre est faible comparée a la quantité des gi®tonique disponible. Il y a donc
suffisamment de sites pour proposer un processusteietion du cuivre par complexation de
surface. On discute par la suite de I'importandatire de ce processus dans les différentes
fractions, sachant que la stoechiométrie des réactinsi que les proportions réactives du
cuivre avec les argiles et la MO sont inconnuesudNte pouvons donc pas faire une analyse
guantitative de ces résultats, mais seulement nalys®e qualitative, car nous ne connaissons
pas la proportion de sites réactifs inorganiqueka guantité de sites réactifs non protonables
(ex : sites d’échange cationique).
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Figure IV-17 Valeurs du ratio de la concentration totale en cuivre sur la teneur en carbone organique total
(Curot/COT) dans les fractions granulométriques du sol de Clessé amendé (CC) ou non (NA) en compost de
conifeére.

Dans les deux sols, le rapport [GliCOT (Figure IV-=17) augmente de maniere
inversement corrélée a la taille de la fractiomgtamétrique, si on ne tient pas compte de la
fraction 63-20 um qui semble essentiellement ctuesti de limons peu réactifs, et avec peu
de MO et d’'argile. Le rapport [Gu]/COT serait constant dans le cas ou (i) seule @ M
retiendrait le cuivre et (ii) cette MO aurait la mé@ réactivité dans toutes les fractions.
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L’augmentation de ce rapport vers les fractionedjnsignifie donc soit qu’il y a une
augmentation de la réactivité des fractions avedi@nution de la taille des fractions, soit
gu'il existe d’'autres constituants réactifs norbearés dans les fractions fines. Etant donné la
composition chimique de ces fractions (Tableau )Ve® peut supposer que les argiles ou les
oxydes de Fe contribuent largement a la rétentioouivre. Dans ces fractions, il est difficile
de différentier la contribution des argiles seubesde la MO trés réactives des complexes
argilo humiques. Pour différentier la part de chade ces deux substrats (MO, argile), il
serait intéressant de travailler a des pH varialtesir la fraction 63-20 um, ce rapport est
tres élevé. En effet, cette fraction est a la fiasivre en MO, en cuivre et en argile. Il est
possible que le cuivre en exces soit retenu suiptlases réactives minoritaires dans le sol
total, mais lesquelles sont majoritaires dans de#tetion (comme les oxydes de Fe). Par
ailleurs, on observe que le rapport {GMCOT est plus faible dans le sol CC que dans le so
NA, car la concentration en COT est plus élevéesdarsol CC, avec une concentration en
cuivre similaire (Figure IV-14).
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Figure IV-18 Valeurs du ratio Curot/AHs dans les fractions granulométriques du sol de Clessé amendé (CC) ou
non (NA) en compost de conifére.

Le rapport [Cuo]/AHs (Figure 1V-18) est assez constant entre lesidras pour les deux
sols (NA et CC), excepté dans la fraction 20-2 nil est plus élevé. Cette constance ne peut
s’expliquer que si tout le cuivre est complexé des sites réactifs acide-base, et si la
stoechiométrie Cii: H" est constante. Ce résultat indique donc que lant&jdu cuivre
solide est retenue sur des sites de complexaticte-base réactif. Par déduction, la
proportion du cuivre liée a des sites d’échangeiafues doit étre faible sauf dans la fraction
20-2 um qui contient également une quantité impoetale site d’échange cationique en
relation avec la forte présence d’argiles. Les oajgpsemblables entre les fractions des sols
NA et CC appuient également cette hypothése. Nagtaés montrent que la MO n’avait pas
la méme réactivité entre les fractions et entredesx sols, et que les complexes argilo-
humiques sont probablement impliqués dans la iéterttu cuivre. Ces résultats montrent
aussi que dans les fractions grossieres le cumriesessentiellement sur des sites réactifs
acide-base de la MO, laquelle est principalememiceotrée dans ces fractions. Dans les
fractions fines, qui contiennent des teneurs esnpéa(complexes argilo humique et oxydes
métalliques) élevées, les sites de complexatioguivre se situent essentiellement soit aux
extrémités des bordures de feuillets des argiléssso les sites de la MO évoluée (AH, AF,
...) des complexes argilo-humiques de tres fortetindgz Cependant, on constate une
augmentation légére mais significative du rappGu]/AHs dans la fraction 20-2 um dans
les deux sols. Dans cette fraction, une petiteigoati cuivre peut étre liee a des sites
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d’échange cationiques, et une autre partie du ewst éventuellement complexée sur les sites
acide-base & une steechiométrié’CwH" différente des autres fractions.

La réactivité des fractions est donc tres dépemrddatsa composition en argile et en MO
qui lui confere une réactivité au cuivre spécifigymur chacune des fractions
granulométriques. Nous avons essayé de modéliseéaetivité au cuivre des fractions
granulométriques du sol de Clessé en prenant epteds propriétés et mécanismes décrits
ci-dessus. Les résultats sont présentés danstia paivante.

[V-3-2-6-4 Spéciation du cuivre en phase liquide.

La spéciation du cuivre en solution a été étudidiguement en termes de concentration
totale en cuivre échangeable au calcium {[[Judans les fractions des sols. En effet les
concentrations de cuivre libre (E) en solution sont trop faibles (<10M) pour étre
mesurées a I'échelle de I'agrégat dans le cadoe deavail.

Nous considérerons par la suite que lacjcdonne une bonne représentation du cuivre
potentiellement mobilisable sous forme dissoute peau de pluie et également la
concentration en cuivre la plus biodisponible. Latrtbution du cuivre échangeable au
calcium dans les fractions granulométriques des cmhtrole (NA) et amendé en compost de
conifere (CC) avant et aprés contamination a 240, gst présentée dans la Figure 1V-19.

Dans les sols non contaminés (Figure IV-19a), taxentrations en Gusont faibles
(0.04 et 0.08 mg.t) et plutét proches pour les différentes fractionss concentrations en
Cuey dans les fractions granulométriques mesurées pstes la contamination en cuivre
(Figure 1IV=19b) montrent que la contamination ‘aaghque’ induit une augmentation de la
concentration en cuivre échangeable dans toutekdetons et dans les deux sols. Apres
contamination, on note que la [GJuest plus importante dans le sol NA que dans le&Csh
pour toutes les fractions sauf la fraction <2 pma.différence de [C4] entre les deux sols
peut étre associée a la différence de teneur enghMiGest plus abondante dans toutes les
fractions du sol CC (Figure IV-5). Le cuivre damssol est ainsi plus efficacement retenu par
la plus grande quantité de matiere organique et dersites réactifs acide-base, a priori plus
fort que les sites d’échange cationique.
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Figure IV-19 Distribution de la concentration total en cuivre échangeable (mg.L!) dans les fractions
granulométriques du sol de Clessé amendé (CC) ou non (NA) en compost de conifere avant (a) et apres (b) la
contamination en cuivre en laboratoire.

Dans les sols contaminés, on observe une forte,[Clans les fractions grossiere
(>250um) et fine (<2 um). Ce profil de distributioln [Cu, variable montre que cette
concentration est spécifique pour chaque fracti@s. fortes concentrations en &dans la
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fraction <2 um de 0.71 mg'Let 0.83 mg.L* pour les sols NA et CC respectivement, peuvent
étre liées a la concentration tres élevée en argledonc en sites d’échange cationique.

La fraction >250 um relargue aussi beaucoup derewn solution en présence de Ca et
présente des [G) de 0.5 et 0.3 mg.L pour les sols NA et CC, respectivement. La
concentration en Gudans la fraction 250-63 um est inférieure a celefa fraction >250um
pour les deux sols. On note que pour ces deuxidrexcgrossiéres (>250 et 250-63 um) la
[Cuey est plus importante dans le sol NA que dans le€C€4 qui sont les fractions les plus
riches en COT. On observe donc un effet de réterdio cuivre par la matiére organique.
Bonten et al. (2008) ont aussi montré la forte trei de la MO pour la complexation du
cuivre. Dans ces fractions (>63 um), la concemmatn argile sous forme de complexe
argilo-humique contenu dans les agrégats joue aussidle important dans la mise en
solution du cuivre, puisque les fractions des dsals relarguent beaucoup de cuivre. La
fraction >250 um possede une MO moins évoluée gueattion 250-63 um, et donc est
moins réactive comme constaté précédemmeis). Ceci explique que la fraction >250 um
relargue plus de cuivre en solution que la fracBbf-63 um. Le rbéle tampon de la MO est ici
bien mis en avant. Ce résultat est en accord awtaMed et al. (2010) qui ont aussi observé
une plus forte rétention du cuivre dans les soleraids en MO. De plus, Ashworth &
Alloway (2007) ont montré qu’aux pH environnememntda complexation des métaux par les
COmMpOsSEs organiques est dominante.

La fraction 63-20 um est celle qui contient la pfaile quantité de cuivre et qui en
relargue aussi le moins en solution, en accord sadres faible quantité d’argiles. La fraction
20-2 um a une teneur en argiles moyenne entredesdns qui I'encadre (<2 et 63-20 um),
et met en solution une concentration enyGuotermeédiaire pour le sol NA et similaire a la
[Cue] mesurée dans la fraction 63-20 um pour le sol CC.

En résumé, la [G4] liée a I'échange cationique des argiles dimines ffactions fines
vers les grossieres. Ceci montre que les concemtsag¢n Ci dépendent de la concentration
relative en chacun de ces substrats réactifs (M&gies) dans chaque fraction, ce qui induit
des [Cuyy maximales dans les deux fractions granulométagertrémes (>250 et <2 um).
Les [Cu,] dans le sol semble donc fortement influencéedgphiérarchisation spatiale du sol
en agrégats. En effet, le cuivre n'a pas la ménerantion avec les phases minérales qui
composent chaque compartiment du sol. Il appamait dju’au moins deux phases réactives
(argiles et MO) contrélent la capacité de rétentidn cuivre dans les fractions
granulométriques des deux sols. La comparaisonréadtats entre les sols NA et CC
confirme le réle tampon de la MO vis-a-vis des mgfaet notamment avec une matiere
organique exogene peu évoluée (sol CC).

Ces résultats nous permettent de faire I'hypotlgggel'impact du cuivre sur les micro-
organismes du sol sera probablement contr6lé paridealisation spatiale dans le sol mais
aussi par le taux de MO du sol.

Modélisation de la concentration en cuivre échablgea

Pour évaluer I'interaction du cuivre avec les défites phases constitutives des fractions
granulométriques nous avons essayé de modéliseoiegntrations en cuivre échangeable au
calcium a l'aide du logiciel PhreeqC. Pour modéliagCu.,] avant et apres la contamination,
nous avons considéré que les fractions sont corapas trois solides réactifs différents : la
MO, les argiles, et une phase résiduelle. A chaalmeces phases nous associons une
réactivité unique sous forme de sites réactifseabiaise complexant des ions’Cat C&". I
devient alors plutét difficile de définir une réiaié globale spécifigue a chaque phase. Pour
la MO, considérée comme la phase réactive domindame nos sols (Figure IV-17), nous
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avons assimilé sa réactivité a celle d'un site tiea@e type malate. En effet, ce ligand
organique a été reconnu comme constituant strdetnesnt dominant des acides humiques
impliqués dans la complexation du cuivre (Mancea&tynia 2010). Notre modélisation
prend donc en compte les constantes de réacticie-hase du malate ainsi que les
constantes de réactivité au cuivre. Les pKa acadellu malate sont fixés a 5.097 et 8.556
(NIST database). Le script du modele est présan#&n@exe H. Ce modeéle tres simplifié ne
tient pas compte de la complexité et de la vaitébiles réactivités des groupes fonctionnels
de la MO existants et doit donc étre considéré cerame premiéere approche. En particulier,
les groupes phénols qui peuvent étre importanbne s considérés ici. Pour les argiles, de
facon similaire nous ne considérons que les siastifs acide-base complexant le cuivre ou
le calcium, mais pas la rétention du cuivre paraége cationiqgue. En effet, dans le
paragraphe précédent (IV-3-2-6-3) nous avons vu gjobalement le ratio CAHs est
similaire entre les fractions riche et pauvre eivreu Ce qui indique que le cuivre est retenu
sur les phases solides des fractions riches ete gggr complexation, et non par échange
cationique. Cette modélisation nous permet aingegir nos hypothéses sur la pertinence de
la simplification des processus de rétention dwreuexclusivement par chélation sur les
fractions fines. Pour définir les propriétés deessréactifs acide-base des phases argileuse et
résiduelle, nous sommes partis des constantes feglitidd des constantes de réactivité
définies pour la phase de la MO. Ainsi, les trdiages (MO, argiles, résidu) retenues dans le
modeéle ont des constantes acide-base unique. lcecwation totale de sites réactifs est fixée
par la concentration de sites calculés a partir @gbases réactives des fractions
granulométriques (Figure IV-11). Ce modele fait dantervenir trois sites de réactivité
différente au cuivre qui sont les sites lies: avi® (Sx), aux argiles (Sy) et a la phase
résiduelle (Sz). Comme nous avons défini que chdrpation présente une composition
spécifique en chacune des phases réactives, ni@ggans ces données tres spécifiqgues dans
le script pour chaque fraction (Annexe H).

Pour réaliser la modélisation de la complexationcdivre sur les trois types de sites
réactifs, la concentration totale en cuivre mesut&es chaque fraction est définie dans le
modeéle. La grande majorité du cuivre s’adsorbelarssant qu’une petite part du cuivre en
solution dans chacune des fractions granulométigdéterminant ainsi la concentration en
cuivre en solution. Une solution de Ca(fOest introduite, le Ca de cette solution s’adsorbe
sur les sites relarguant le cuivre dit ‘échangéadriesolution.

Les constantes de réactivité du calcium avec l&géreints sites réactifs (MO, argile,
résidu) sont identiques pour les trois sites datiiix et quelques soient 'amendement en MO
et la contamination du sol. Pour cette modélisateormoncentration en cuivre relargué en
solution n'est pas sensible a la constante deivéactles sites avec le calcium mais a la
différence entre les constantes de réactivité aueet au calcium des substrats (MO, argile,
et résidu). Nous avons choisi la constante deixéiggctiu malate avec le calcium d’une valeur
de logK = 2.72 (NIST database) pour les trois typessites. Ce traitement est effectué sur
chacune des 5 fractions constituées des trois phedales Sx, Sy, Sz. Pour ajuster les
concentrations de cuivre agueux mesurées a cedllesil€es sur les cing fractions, les
constantes de réactivité au cuivre sur ces tragsgh (SxCy SyCu et SzCUl) sont ajustées
manuellement.

Entre les sols contaminés et non contaminés nousonsidérons pas de différence de
composition des phases réactives entre les diti&sdractions granulométriques. Par contre,
il a clairement été montré que la MO des fractignsssieres est moins réactive que celle
prédite par le calcul des phases, et notammerg dellsol CC (Figure 1V-10). Pour rappel,
ceci est probablement lié a la présence de MORsigirespeu dégradée et moins réactives.
Pour tenir compte de cette différence de réactivités avons diminué la concentration totale
des sites de MO calculés de la fraction grossi&ne fdicteur 3. La concentration de sites par
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rapport & la quantité de MO calculée dans cettifa pour les deux sols : 5.2 mmot.lau
lieu de 15.5 mmol.t pour le sol NA et 16 mmol-tau lieu de 48 mmol.L pour le sol CC.

Dans le modele, nous imposons leyphhal comme étant égal a celui mesuré dans la
solution aprés échange au calcium pour chaquednact

Les résultats de la modélisation des concentratiens Cuyy dans les fractions
granulométriques sont présentés dans la Figure Q\pdur les deux sols avant et aprés
contamination au cuivre des sols a 240 ppm. Lesammtions en cuivre échangeable
modélisées reproduisent globalement bien les deneéeérimentales dans les fractions aussi
bien pour les sols non contaminés que pour lescgmitaminés (Figure IV-20). On observe
que les modeles suivent bien les variations imptetade [Cgy| entre sols contaminés et non
contaminés. Les courbes calculées suivent égaleleemariations des concentrations entre
fractions, qui présente une forme plus incurvée pEsisols contaminés que pour les sols non
contaminés. Un l|éger déficit en Cu échangeabletamgefois noté pour le modéle de la
fraction <2 um, sauf pour CGB. Il est a noter qu’on a porté plus de soin aolamgaraison
entre le modéle des sols contaminés qu’'aux solscootaminés, dans la mesure que les
faibles concentrations des sols non contaminésigongaht une plus forte incertitude des
valeurs mesurées.
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Figure IV-20 Concentration en cuivre échangeable au calcium (mg.L!) mesurée (symboles) et calculées
(lignes) dans les fractions granulométriques du sol de Clessé amendé (CC) ou non (NA) en compost de conifere
avant (a) et aprés (b) contamination.

La différences entre les constantes SqCa et Sq@u (gX,y,z) qui ne varie pas beaucoup
entre les trois sites contrélent majoritairementjlentité de cuivre échangée. A TOm, les
constantes de réactivité sont identiques pour Es@lorganique et la phase résiduelle avec
une valeur de logkcuy = logKszcu = 5.53, et d’'un ordre de grandeur plus faible plesr
argiles (logksycu = 4.53 a logkxca = 10gKsyca = 10gKs.ca= 2.72). Ceci indique, pour des
concentrations totales de sites réalistes, quarigites retiennent moins fortement le cuivre
que la MO. On rappelle que I'échange cationiquecasacterisé ici par des constantes de
sorption quasi-identiques entre le cuivre et lecioah, ce qui n'est pas en accord avec la
modélisation de la réactivité des fractions. Lailté de modélisation appuie donc fortement
I'hnypothése que la majorité du cuivre est retenuedes sites de complexation acide-base
réactifs. La diminution relative de la constantad$orption du cuivre sur les argiles pourrait
indiquer gu’'une fraction mineure du cuivre sur e€efthase serait associée a des sites
d’échange cationique, ou simplement que la corsstdet sorption moyenne sur la phase
argileuse est plus faible. Les constantes de iétedu cuivre dans les sols contaminés sont
similaires a celles des sols non contaminés enrac@eec le comportement identique du
cuivre ‘natif’ et ‘anthropique’.
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Cette modélisation de la réactivité des fractionsnglométriques du sol a trois sites
réactifs, permet de reproduire correctement lesuwalmesurées de [l Cette modélisation
integre la dépendance au pH de la matrice du sdleela solution qui est un parameétre
important dans la spéciation liquide du cuivre. €esltats indiquent que sur les trois phases
réactives présentes (MO, argiles et résiduellelere se lie sous forme de complexes acide-
base capable d’échanger le cuivre et le calcium.rdtantion par chélation est ainsi le
processus principal de rétention du cuivre quekpitla fraction (plus ou moins enrichie en
argiles) du sol.

[V-3-2-6-5 Dynamique du cuivre échangeable total en solution.

L’évolution de la concentration en cuivre échandgabtal ([Cu,]) dans les fractions
granulométriques du sol de Clessé au cours des aeges d’incubation est présentée dans
la Figure 1V-21.

Globalement, la [C4] au calcium diminue fortement dans les cing fiatdi du sol la
premiere année d’incubation (notamment dans lae®iprs mois), puis se stabilise au cours
de la deuxieme année, au niveau observé dans lesi@o contaminés. Ces résultats sont
cohérents avec I'évolution de la [Gudans les non fractionnés (Figure I1I-8) et enoadc
avec d’autres études (Arias-Estévez et al. 200jonLet al. 2008). Une analyse plus fine de la
Figure IV-21 montre que I'évolution des [GJun’est pas identique entre sols NA et CC, et
gue chaque fraction présente une dynamique spéeifig@ [Cy. Les fractions du sol CC
présentes des valeurs de {JUégerement inférieures a celles du sol NA, eatreh avec la
concentration en MO plus abondante dans le sol @@eapt chélater plus fortement le cuivre
comme cela a déja été montré dans la Figure IVaZD0j. L’'exces de sites réactifs dans le
sol CC favorise une adsorption du cuivre plus irntgpue par le déplacement de I'équilibre
chimique du cuivre de la solution vers le solides@sultats confirme I'effet protecteur de la
MO dans le sol CC vis-a-vis des populations bastées car le cuivre est plus fortement
retenu sur le solide dans ce sol et donc moingdpodible.

Nous avons déja observeé (c.f. paragraphe au-deggigsY O juste aprés la contamination,
la [Cu,| est maximale dans les deux fractions ‘extrémes260 um et <2 um). Cette
distribution initiale évolue donc fortement au c®wiu temps. Toutes les fractions des deux
sols présentent des [Gl qui décroissent suivant une loi exponentielle rdissante
caractéristique d’'une cinétique de premier ordeeptincipale différence était le niveau initial
de [Cuy qui est variable entre les fractions et entredesx sols. La diminution de la [}
est particulierement variable, rapide et différeatgre les deux sols dans la fraction des
macro-agrégats (>250 um). Dans le sol NA, laffcdiminue moins rapidement au cours du
temps que dans le sol CC.

La fraction 63-20 um est la fraction ou la [}lLévolue le moins pendant les deux ans
d’incubation en accord avec la stabilité de cetsetion autant en termes de 1gu COT,
masse solide et de biologie. Cette fraction cohtiee quantité de cuivre identique a celle des
autres fractions (Figure 1IV=13) méme si en termesahcentration c’est celle qui présente la
plus faible concentration (Figure 1V-14). Cettecfran contient tres peu de carbone, peu
d’argiles et également peu de cuivre lié, mais beap minéraux primaires (Figure 1IV—-4). On
peut donc supposer que dans cette fraction le ewagt préférentiellement associé a des
phases minérales (par exemple aux oxydes de Fedvqlue peu par rapport aux substrats
carbonés et qui permettent donc un relargage aontiassez constant du cuivre en solution.

Dans la fraction 20-2 um, la [l diminue rapidement au cours de l'incubation et de
maniéere similaire entre les deux sols. Dans cedietibn aussi, le sol CC relargue moins de
cuivre en solution que le sol NA.

138



V-3 Résultats et Discussions

La fraction argileuse (<2 um) présente la plusefaiminution en Cy, passant de 0.71 a
0.09 mg.L* dans le sol NA et de 0.83 & 0.07 mgdans le sol CC, soit un taux de fixation,
similaire entre les deux sols de 0.10 et 0.13 fmgubis’, respectivement. On suppose que
dans cette fraction, le cuivre est retenu prineipeant sur les argiles et/ou sur les complexes
argilo-humiques. Les travaux effectués en PSXRFcroniSynchrotron-based X-Ray
Fluorescence) par une équipe partenaire dans te dadprojet MOBiPo-Cu sur les sols non
contaminés (données de A. Manceau, dans (Navel @04l1)) ont montré qu’une partie
importante du cuivre est incorporée dans les fsillhexagonaux des argiles, qui sont
constitués majoritairement de Kaolinite et/ou Moatiionite. Il est donc possible que la
rapide évolution du cuivre dans les fractions fiees liée a un processus d’incorporation du
cuivre dans les argiles.
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Figure IV-21 Distribution de la concentration en cuivre échangeable totale (mg.L') dans les fractions
granulométrique du sol contrble et amendé en compost de conifére, sur les 2 ans d’incubation (0, 2, 6, 12, 18,
24 mois), par inter comparaison entre les fractions (colonne de gauche), et suivi temporelle de I"évolution pour
chaque fraction granulométrique (colonne de droite).

Nos résultats montrent que la concentration eg, Gminue de fagcon générale avec le
temps, mais que la cinétique est spécifique awtifnas et aux statuts organiques des deux
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sols. La fraction la plus grossiere (>250 um) dtaation la plus fine (<2 um) sont celles qui
relargue le plus de cuivre mais aussi celles gésgmtent le vieillissement le plus rapide du
cuivre échangeable au Ca. La fraction grossiere@sitituée de matiére organique qui est
rapidement dégradée, et la fraction fine constitliaggiles. La forte diminution de la [Gl
dans ces fractions contenant des concentrationéedales deux substrats les plus réactifs du
sol de Clessé suggere fortement I'implication den&tiére organique, prépondérante dans la
fraction grossiere, et les argiles, prépondéramtass la fraction fine. Malgré un effet
identique au niveau macroscopique, deux meécanighfiésents interviennent au cours du
temps.

Modélisation de I'évolution de la concentrationcelivre échangeable

Pour modéliser les concentrations en cuivre éctangeaprés 24 mois d’incubation, nous
avons utilisé la méme conceptualisation qu’a TOsmdlous avons recalculé la capacité
d’échange de protons des fractions grossieres msid@rant la dégradation de la MO de ces
fractions (Figure IV-12). En revanche nous avonssiti#ré constantes les teneurs en argiles
et en phases réactives résiduelles, ce qui nouslsagaisonnable en comparaison de la tres
rapide diminution du [C4]. Dans le modele, les concentrations en sitestiféaet leurs
proportions entre les phases argileuse et résauplévoluent pas avec le temps,
contrairement a la matiere organique des deuxidretgrossieres. Les concentrations en
cuivre échangeable mesurées et calculées pour rehates fractions granulométriques des
deux sols (NA et CC) contaminés a forte doses pasentées dans la Figure 1IV-22.
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Figure IV-22 Concentration en cuivre échangeable au calcium mesurées (symboles) et calculées (lignes) pour
les sols NA (rond) et CC (carré) aprés 0 (a) et 24 mois (b) d’incubation dans le sol Clessé amendé (CC) ou non
(NA) en compost de conifére et contaminés en cuivre.

Pour représenter correctement les valeurs dg dzuns les fractions granulométriques du
sol de Clessé, nous avons du fortement augmenteonstante de complexation du cuivre
avec les trois phases réactives, d’environ un aildrgrandeur. Les constantes lggi (avec
g=X, Y, z) a T24 ont été ajustées a 6.53, 6.5303, Glors qu'a TO elles étaient de 5.53, 4.53
et 5.53, respectivement pour les phases MO, ledesrgt la phase résiduelle. Dans ces
conditions, les concentrations en¢gsont relativement bien modélisées (du méme ordre d
grandeur) aprés 24 mois d’incubation méme si ldsuva calculées sont légerement sous-
estimées dans les deux sols (NA et CC). La corestade aux argiles est celle enregistrant la
plus forte augmentation. Ces résultats indiquesmt lgucuivre nouvellement apporté se fixe
d’abord sur des sites d’affinité relativement failibrs de la contamination, contrairement au
cuivre « vieilli » a T24m qui serait alors assoaiéles sites de rétention plus forts. Dans la
mesure ou I'évolution des concentrations en sitsds ne peut pas étre aussi marquée, ces
résultats confirment une redistribution rapide wies sites réactifs, de plus en plus forts, en
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accord avec des études récentes (Buekers et &I, Réjn et al. 2008; Madejon et al. 2009).
L’augmentation de la réactivité du sol, surtoubag=e a la phase modélisée argileuse indique
gue le cuivre migre progressivement des sitesiféamganiques vers des sites associés aux
argiles ou plus largement aux minéraux (oxydes lfiggias). Un tel processus serait en
accord avec les observations expérimentales ebtla mais son existence ne peut pas étre
considérée sur la base de ces mesures indirea&®s. ddnceptualisation a permis de montrer
gue le cuivre interagit principalement avec desssite complexation acide-base réactifs. La
constante d’échange du cuivre avec les argiles antgrd’environ deux ordres de grandeur
en deux ans, ce qui est important, et influe dem@ent sur la concentration en cuivre
échangeable au calcium. Au cours de I'incubatiercuiivre migre des sites de rétention faible
vers des sites forts, incorporé dans les argilesoobé sur la surface. On constate donc une
dynamique tres rapide de la spéciation du cuivre & cuivre épandu sur le sol ce qui a déja
été suggéré récemment par Lejon et al. (2008) parapproche basée sur des extractions
séquentielles du cuivre.

[V-3-3 Caractérisation microbiologique des fractions granulométriques du

sol de Clessé

Pour évaluer I'impact du cuivre sur les populatibastériennes a I'échelle des fractions
granulométriques du sol de Clessé, nous avonséétadi mémes indicateurs d’'impact du
cuivre que pour les sols non fractionnés (Chap. INous avons ainsi caractérisé la
concentration en bactéries hétérotrophes cultigaoiles (B*) et résistantes au cuivre (B
ainsi que I'empreinte génétigue des communautétii@cnes dans chacune des fractions
granulométriques des sols NA et CC.

IV-3-3-1 Les bactéries hétérotrophes cultivables des fractions

granulométriques du sol de Clessé

Les concentrations en bactéries hétérotrophesvahblés totales (B') et résistantes au
cuivre (B") dans les fractions granulométriques du sol dessBlesont présentées dans la
Figure 1V=23. La concentration en bactéries culiiga (pour les deux conditions
d'énumération B et B™) dans les fractions granulométriques est supériear la
concentration en bactéries cultivables dans les soh fractionnés (l11-3-5-1). Ce type de
résultat est généralement expligué par une medlextraction des cellules bactériennes a
partir des fractions qu’a partir du sol global (Rad et al. 1997; Ranjard & Richaume 2001;
Chotte et al. 2002). La Figure IV-23 montre undritigtion hétérogene entre les fractions
granulométriques mais similaire entre les deux desbactéries B et B*".

La Figure IV—23a montre que pour les deux sols @¥&C), la concentration enBdans
les fractions granulométriques est comprise enfre(83-20 um) et prés de 4WFC.g'%s
(<2um). Les fractions fines (20-2 et <2 um) sord f@us riches en bactéries avec une
concentration de l'ordre de 1@t 16 UFC.g'ss respectivement pour la fraction 20-2 et
<2um. Ces deux fractions contiennent donc plusala 93 % des bactéries cultivables des
deux sols. Les deux fractions grossiéres (>63 pon) aussi riches en bactéries avec des
concentrations de I'ordre de ®LOFC.g%s soit 2 et 8 %La fraction limoneuse (63-20 pm)
présente une concentration de seulementU®C.g'ss c'est-a-dire seulement 0.1 % des
populations bactériennes du sol. Ce type de pd#ildistribution bactérienne n’étant pas
spécifiqgue au sol de Clessé, indique que la hiBisation en agrégats du sol influence la
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localisation de ces populations bactériennes. lkastibns fines (<20 pum) peuvent étre
considéréees comme les micro-habitats les plus g@eates pour les microorganismes face aux
pollutions mais aussi face a leurs prédateurs fldrij& van Veen 1991). Ettema & Wardle
(2002) ont aussi indiqué que la distribution destér@des dans les micro-habitats des sols est
fortement contr6lée par I'hétérogénéité et la distron des nutriments (MO) dans les sols,
mais qu’elle permet aussi la séparation spatiabegdhismes potentiellement compétiteurs.
Bien que I'on observe une augmentation de [€]Blans I'ensemble des fractions du sol CC
(d’un facteur 1.5 a 3), sauf dans la fraction 28046n, I'apport de MO au sol ne modifie pas
significativement la distribution des bactériestigables hétérotrophes.
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Figure IV-23 Concentration en bactéries hétérotrophes cultivable (UFC.g™%) totales (B™) et résistantes au Cu
(B®) dans les fractions granulométriques du sol de Clessé amendé (CC) ou non (NA) en compost de conifére.
Les valeurs dans le graphique de la distribution des B représentent le pourcentage de B™ des B™. Les
incertitudes correspondent a la variation entre les duplicatas.

Comme pour les sols non fractionnés, dans chag@édn granulométrique les bactéries
résistantes au cuivre {B ne représentent qu'environ 0.1 % de la conceatran bactéries
totales (B”). Les profils de distribution des“Bdans les fractions granulométriques du sol de
Clessé sont trés similaires a ceux dé€ Bvec également une dominance dans les fractions
fines (<20 um), qui contiennent 95 % des bactémssstantes au cuivre du sol de Clesse.
L’amendement organique du sol ne semble pas infkresignificativement la concentration
et la distribution des bactéries résistantes, d@gceéans les fractions >250 um (augmentation
x2) et <2 um (baisse x3). Le traitement récurrensal pour la culture de la vigne induit donc
la présencén situ et dans chaque fraction granulométrique du sqagrilations bactériennes
résistantes au cuivre.

IV-3-3-2 Evolution temporelle des populations bactériennes cultivables
des fractions granulométriques du sol de Clessé apres

contamination au cuivre.

Comme pour les sols non fractionnés, I'évolutiomgerelle de I'impact du cuivre a été
suivi & l'aide du ratio [B"/[B™] dans chaque fraction granulométrique au cours de
I'incubation (TO, T1, T6, T18 et T24mois).

La Figure 1V=24 présente I'évolution sur deux ares @k ratio pour chaque fraction
granulométrique du sol de Clessé amendé en conggosbnifere (CC) ou non (NA). La
Figure IV-24 montre que I'impact du cuivre sur pegulations bactériennes est tres différent
entre les fractions granulométriques et égalemetredes sols NA et CC. Dans les deux
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fractions grossiéres (>250 et 250-63 pm), I'évolutilu ratio [B"]/[B "] est proche entre les
deux sols indiquant un impact similaire du cuivre. ratio augmente légerement en début
d’'incubation puis reste stable tout au long declibation. Apres [l'effet initial, nous
n'observons plus d’enrichissement significatif ectéries B*, au cours de I'incubation pour
ces fractions, ni d'effet particulier de 'amenderherganique du sol de Clessé. La fraction
intermédiaire (63-20 pm) semble peu impactée pauire avec une légere augmentation du
ratio ([B"/[B™Y), rapidement pour le sol NA et plus tardivemenuple sol CC, et qui
semble stable également au cours du temps, cendjgiue la persistance de la pression de
sélection exercée par le cuivre. Pour la fractio+221m, on observe un fort impact du cuivre
a court terme (1 mois) pour le sol NA et 6 moisrdewsol CC, qui semble transitoire pour les
deux sols. Sur le long terme, on observe ensuitelégere augmentation du ratio pour les
deux sols. Pour la fraction fine (<2 um), on obsenne évolution similaire du ratio
[BY)/[B™] entre les deux sols (NA et CC) mais avec une anga différente indiquant que
'amendement organique module I'impact du cuivre lauquantité des bactéries résistantes.
On observe un enrichissement €r Bprés un mois dans les deux sols, puis une difoimat

6 mois, qui indique que I'impact du cuivre a caerme est transitoire comme observé dans la
fraction 20-2 um des deux sols. Nos résultats reanhtque 'amendement en MO modifie
I'impact du cuivre sur les communautés bactériemogésen modulant I'amplitude de 'impact
(<2 um) soit en retardant I'impact (20-2 et 63-2)upar rapport au sol non amende.
L’amendement en matiere organique semble donc jaurereffet protecteur pour les
populations bactériennes dans le sol.

A long terme, comme pour les sols non fractionnégufe 111-15), on observe un
enrichissement en®, similaire dans les deux sols (NA et CC), et quirespond surtout &
I'enrichissement observé dans les deux fractiamssf(<20 pm), les plus riches en cuivre, en
accord avec le fait gu’elles contiennent 90 % distdries cultivables (totales et résistantes)
des deux sols. On peut donc dire que I'impact durewbservé dans ces deux fractions est
représentatif de I'impact mesuré dans les sols fractionnés. Dans le sol amendé (CC),
I'impact du cuivre est plus modéré dans toutedrigions. L’amendement organique atténue
I'impact du cuivre sur les populations bactériendessol de Clessé, et cela particulierement
dans les fractions fines, qui contiennent plus dé/re particulierement au début de
I'incubation.

Ces résultats semblent bien en relation avec gy de la concentration en cuivre
échangeable en solution, qui est plus importarii@ dans le sol NA que dans le sol CC et qui
diminue rapidement (en 6 mois) ce qui permet ddegpliquer la résilience de I'impact du
cuivre observé dans cette période. Ces résultatiend donc a montrer que la concentration
en cuivre échangeable au calcium est un bon iraicate I'impact du cuivre, au moins a
court terme, aussi bien dans le sol non fractiogpne dans les différentes fractions. Ceci
s'explique essentiellement, par le fait que la érati organique semble moduler les
concentrations en Guen chélatant le cuivre en solution (a priori plisdisponible).
L'impact du cuivre a long terme est essentiellenmrdervé dans les deux fractions fines
(<20um), qui contiennent le plus de cuivre (en masNous avons émis deux hypotheses
pour expliquer cet impact a long terme : i) diffusidu cuivre a I'intérieur des micro-agrégats
des sols et impact retardé des communautés bawtésiequi y sont protégeées, et ii)
I'évolution de la spéciation dans les sols nontfoemés du cuivre avec une migration vers
des phases réactives différentes. Au vu de nostaisuil semble que ces deux processus
interviennent simultanément mais en proportions aqummtifiables.
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Figure IV-24 Evolution temporelle du ratio [B®] sur [B™] dans les fractions granulométriques du sol de
Clessé amendé (CC) ou non (NA) en compost de conifére, contaminés au cuivre a 240 ppm. Les barres
d’erreurs ont été calculées a partir des réplicats.
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[V-3-3-3 Les communautés bactériennes dans les fractions

granulométriques du sol de Clessé

Les empreintes génétiques des fractions granulaqués des sols NA et CC ont été
obtenues par la méthode ARISA. Ces empreintes ARIBApermis de mesurer I'évolution
de la structure des communautés bactériennes Gordlyise en composantes principales
(ACP) est présentée dans la Figure IV-25. Pouddesx sols (NA et CC), on observe que les
communautés bactériennes sont différentes entrefrdesions granulométriques, ce qui
montre que dans les deux sols, chaque fractionupar@trique présente une structure de
communauté bactérienne qui lui est propre. Ellas/get étre regroupées comme suit : les
deux fractions macro-agrégées (>250 et 250-63 mt)oches, les fractions intermédiaires
représentatives des micro-agrégats (63-20 et 202 ¢t la fraction fine (<2 um) qui est tres
différentiée des autres fractions. Pour le sol NAnote en plus une nette différentiation (sur
le premier axe de I'ACP) des communautés bactéeerselon la taille décroissante des
fractions granulométriques trés marquées. La Higion des communautés bactériennes est
donc influencée par la granulométrie des fractions.

24.4 % =008 419 = a=01
’ NA ! CC :
i g
2 2ob?7 -
= 92.4 %
202 = 26.2 % 250-63
63-20

Figure IV-25 Analyse en composantes principales (ACP) des résultats d’empreintes génétiques des
communautés bactériennes des fractions granulométriques du sol de Clessé amendé (CC) ou non (NA) en
compost de conifére dans le sol controle (NA) et dans le sol amendé en compost de coniféere (CC) dans les
fractions granulométriques obtenues par la méthode B-ARISA.

Pour les deux sols, la communauté bactérienne dieatdion 20-2 um est la plus
ressemblante des communautés bactériennes demsosolsactionnés (ST), tout comme la
fraction 63-20 um pour le sol CC seulement. DansoleCC, les communautés bactériennes
des fractions >250 et 250-63 um sont plus diffééestl'une de l'autre que dans le sol NA
(difféerence selon l'axe 2). La principale differenpghysicochimique entre ces deux fractions
dans les sol NA et CC est leur concentration en ls aussi I'état de sa dégradation plus
OuU Moins avancée, puisque ce ne sont pas les ngopakations qui dégradent la MO brute
(débris végétaux type compost) fraichement app@téesols et la MO particulaire de plus
petites tailles car plus ancienne (Nannipieri et 2003). Cette différence influence
probablement la structure des communautés de aesofrs.

Pour les deux sols, nous pouvons noter que laidrafihe (<2 um) présente la structure
de communautés bactériennes la plus différencieaudiges fractions et du sol non fractionné
(ST). Cette fraction est la plus riche en bactédaekivables totales B' et B°Y, et ses
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propriétés biogéochimiques sont certainement plables (e.g. teneur en COT, en cuivre
mais aussi rétention d’eau liée a la présence itkajg Ceci indique que les populations
bactériennes de cette fraction sont soumises aateltions favorables a I'évolution de leurs
structures de communautés. Zhang et al. (2007)ewpliqué plus particulierement que la
diversité des communautés bactériennes dans laoffac2 pum est due au voisinage des
bactéries dans ces fractions, ainsi qu’a leur m@il accessibilité aux ressources externes des
micro-agrégats et a la présence de pores de fatieeagissant comme facteur de protection
des habitats adaptés pour les microbes

Nos résultats sont en accord avec Chotte et aD2§2qui ont indiqué que certaines
caractéristiques des communautés microbiennes Idielo que I'activité et la diversité ne
sont pas perceptibles dans les sols non fractiommeis sont révélées a micro-échelle (c'est-a-
dire celle des fractions granulométriques). De ,p&essitsch et al. (2001) ont montré que la
diversité bactérienne dans les fractions de dift@&® tailles était plus reliée aux
caractéristiques des agrégats des fractions cagsgléu’aux contraintes environnementales.
En effet, Ettema & Wardle (2002) ont indiqué quieclétérogénéité spatiale ne favorise pas
seulement la diversité des micro-habitats mais perrussi la séparation spatiale
d’organismes du sol potentiellement compétiteurs.

L’analyse de la structure génétique des commundatégriennes au sein de chacune des
fractions granulométriques a donc permis de comiirmne distribution hétérogene des
communautés bactériennes a I'échelle de leur nhakotats constitués par les fractions
granulométriques des sols. Nos résultats sont emré@vec la littérature (Ettema & Wardle
2002; Fall et al. 2004; Green et al. 2004; Youndgfawford 2004; Mummey et al. 2006;
Ruamps et al. 2011) qui considere que la structasecommunautés bactériennes ne varie pas
de maniére non aléatoire a I'échelle locale du malis est plutét fortement contrblée par la
hiérarchisation spatiale des sols.

IV-3-3-4 Impact du cuivre sur les communautés bactériennes dans les

fractions granulométriques du sol de Clessé

Les résultats de I'évolution temporelle, sur lesxdans d’'incubation, de I'amplitude des
modifications des communautés bactériennes (entpseirgénétiques) des fractions
granulométriques des sols contaminés ou non seseptés dans la Figure IV-26. Le nombre
insuffisant de réplicats ne nous permet que dee faine analyse qualitative mais pas
quantitative. Toutefois, nous avons testés statistnent (test de Monte Carlo) les résultats
des échantillons de chaque fraction. Les résutiats indique que I'évolution temporelle des
communautés bactériennes est significatives (p¥0.06ut d’abord, nous notons que
I'évolution temporelle au cours de l'incubation Hienpact du cuivre sur la structure des
communautés bactériennes est différente entre diss MA et CC, mais aussi entre les
différentes fractions granulométriques des solsnme cela a été observé avec l'autre
indicateur de I'impact du cuivre BB

Dans le sol NA, on observe un impact du cuivre lsustructure des communautés
bactériennes essentiellement pour les deux fracfioes (20-2 et <2 um), lesquelles sont les
plus riches en bactéries. Pour ces fractions, ¢& uree modification croissante de la structure
des communautés jusqu’a deux mois d’incubations pharquée dans la fraction 20-2 um.
Cet impact du cuivre sur les communautés est eésijlicar I'amplitude des modifications
diminue ensuite jusqu’au temps 6 mois et restesatable dans le temps jusqu’a deux ans
d’'incubation. Dans la fraction <2 um, l'impact eses rapide et important, et les
modifications de structures des communautés peanttoat au long de l'incubation indiquant
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un contact permanent des bactéries et du cuivi. IBs trois autres fractions (>250, 250-63
et 63-20 um), on remarque un léger impact du cuwede suite apres la contamination. Ces
modifications diminuent |égerement au cours declitmation.

Dans le sol CC, on observe aussi principalementnpact du cuivre dans les fractions
fines, mais cet impact est relativement plus progodans les fractions grossiéres et
notamment dans la fraction >250 um. Dans ces fnagtion a mesuré une augmentation de la
concentration en bactéries cultivables %t B*Y) liée & 'amendement organique. De plus,
ces fractions accumulent plus de cuivre dans |€&bbue dans le sol NA, en relation avec la
présence de MO peu dégradée (plus de MOP dansamm®iis). Cependant cet impact du
cuivre sur les structures des communautés de ¢tidna>250 um se stabilise rapidement.
Dans les fractions 250-63 et 63-20 um, I'impactcdivre sur les communautés bactériennes
n'est pas immédiat et apparait surtout a parti2 deois, suivi d’'une rapide résilience. Pour le
sol CC, 'amplitude des modifications des commuéaliactériennes des fractions fines (20-2
et <2 um) est similaire a celle du sol NA. En effees fractions présentent un
« vieillissement » du cuivre et du COT similaireg{ire IV-21 et Figure IV-6). Ces résultats
impliquent une accessibilité similaire des bactrée la MO et au Cu, qui induit une
dynamique de la diversité des communautés sembl&iliee les deux sols en réponse a un
stress métallique.

Quelque soit le compartiment du sol (taille de tiag, on note que la structure des
communautés bactériennes ne varie plus beaucoup aos, aprés I'impact fort observé a
court terme (environ 2 mois). Ces résultats indiqugie les populations bactériennes se sont
adaptées a la présence du cuivre dans toutesatdmirs granulométriques du sol permettant
ainsi I'évolution vers une structure de communaspécifique a chaque micro-habitat et
stable sur le long terme puisque la structure ggmetdes communautés bactériennes mesurée
a T24 mois est différente de celle a TO. Ceci indi¢galement que la pression de sélection
exercée par le cuivre reste importante pendant tbucubation dans toutes les fractions
granulométriques, ce qui permet d’expliquer I'effatg terme du cuivre sur les bactéries en
accord avec une étude récente (Wakelin et al. 2010)

Ces résultats sur I'évolution de la structure desrounautés dans chaque fraction, nous
permettent de mieux comprendre la dynamique d&uatare des communautés dans les sols
non fractionnés (Figure 11I-16). Dans le sol NA, mmarque que I'évolution de la structure
des communautés bactériennes des fractions file® € <2 um) est proche de celle du sol
non fractionné. Au contraire dans le sol CC, oneolxs une contribution plus complexe des
fractions fines et aussi de la fraction >250 pnernBgue la fraction grossiére représente une
part faible de la masse de ce sol, les populatiacgeriennes qui s’y développent en relation
avec la forte disponibilité de nutriments sont éarent impactées par le cuivre qui Sy
adsorbe trés rapidement en raison de la réactidtéa matiere organique particulaire. Ces
résultats montrent qu’il est donc indispensableddscendre a I'échelle de I'agrégat de sol
pour bien comprendre lI'impact du cuivre sur les samautés bactériennes dans les sols
naturels.

Nos résultats confirment donc que la dynamique ‘tepact du cuivre sur les
communautés bactériennes dépend fortement de dislmiion des communautés dans le sol
et particulierement dans les agrégats, mais aesspubpriétés physico-chimiques de chaque
taille d'agrégat représenté ici par les fractiorenglométriques (MO, argiles, pH,...).

148



V-3 Résultats et Discussions

@ o r Q @ ? @
' i H ' |
| ’ | | ) !
\ \ . i 1
' \ | \
I \ | \
h \ i \
i \ 1 1
O | F \ | |
c | \ | i
1= \ \ i H
o \ \ 1 l
3 ,, 1S \ £ “ !
Q \ 1S 3 \ i |
S ' 5 , oy \ 3 “ E __ €
- | o © \ [=] | I =
= P D Fold \ q ! o ,, N
] | N Q \ o) ! o ! vV
c ! A % | © | Y '
Q ! \ ", |
o | | ' ,
S ,, \ W, _“ |
n A L .o b o 4
\\ \\\\\\ \\\ - !
S Pt i T /__
q Pt - |
N g o O . &
9 - B e ) b
I I I I I | | | | T | | I I I I I I . I M ey . I I I I AP I I I | | |
~N 9 Y M N d O © | Y M N o O~ © | ¥ O N oo ~N 9 ;% o N o R T A R ~N e % m N o
o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o o © o o o o o o o o o o o o
‘suoneayipow sap apnyjdwy ‘suopreayipow sap apnydwy ‘suonesyIpow sap apnyjdwy ‘suonresyipow sap apnyjdwy ‘suoneayipow sap apmidwy ‘suoneayipow sap apnyjdwy
r 1 4 [ 14 [ ]
! ! | |
| i | |
[ ] | i ! i
! ! i | |
“, j _“ | !
o | L / i ! ;
c i 1 | ! j
c | i ! i 1
o | £ ! ! ;,_ i
— | 1
5} ! ! € | | H
3 g " 3 j 5 " E ,“ £ "
= ' i
= i [92] 1 o ! ! 3 |
o | L 0 ! | o ' i
& & | & ;\ & ;, ) | N |
! ! |
c A m ie] | 3 | I ; ;
< | N ; m : ;
pd ! i i ; j
— i ! H ! |
[} 1 ! ' ! |
(%] ° ¢ 8 [ ° ) ]
i ) - \
j / / o i
i \ \‘ \\\\\\ ,,_
| / -
L] [ ] [ R o N 1
. . » e ]
L L L L L L L L L L L @t L L L @ L L L L L L o L L L L L -9 L L L L -
N o9 1w Y MmN 4 o~ 9 1np % o N 9 o~ 9 1y ¥ o o o N o© 1 ™ N o ~Noe o 3 N N e w8 o oo
o o o ©o o o o o © o o o o o o o o o o o =) o © o o o o o o ©o o o o o o o o o o o o [=)

‘suonesayIpow sap apniijdwy

‘suoneayipow sap apnijdwy

‘suoneoayIpow sap apnijdwy

*suonesyipow sap apnydwy

‘suoneayIpow sap apnijdwy

‘suonesayIpow sap apnijdwy

18 24

12
Temps (mois)

18 24

12
Temps (mois)

Figure IV-26 Evolution temporelle de I'amplitude des modifications des communautés bactériennes (distance
euclidienne) entre le sol contaminés et non contaminés au cuivre des les fractions granulométriques et dans le

sol non fractionnés des deux sols (NA et CC). L'échelle des ordonnées est une échelle arbitraire.
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[V-4 Conclusion

Les objectifs de ce chapitre étaient multiples. fleauhaitions notamment répondre aux
guestions évoquées dans le chapitre lll mais ahd¢e des micro-agrégats, qui nous
semblaient la plus pertinente, compte tenu deefeffes modes de gestion des intrants
organiques mis en évidence dans le chapitre llastétention du cuivre et I'agrégation du sol
de Clessé. L'objectif de ce chapitre était doncvaléer I'évolution temporelle de
I’écodynamique et I'écotoxocité du cuivre a I'édbeales fractions granulométriques du sol de
Clessé qui constitue autant d’habitats microbiansp@opriétés biogéochimiques spécifiques
(Chap. II).

Nous présentons donc dans ce chapitre, les résdiafétude biogéochimique effectuée
sur les fractions granulométriques des deux soiseibés en mésocosmes de laboratoire
pendant deux ans apres contamination a 240 ppmide c

Nous avons ainsi caractérisé I'évolution temporeldss propriétés biogéochimiques de
chacune des fractions granulométriques, ce qui mopermis de montrer que ces fractions
granulométriques (>250, 250-63, 63-20, 20-2, et x@) présentent des différences
importantes en termes de distributions de tailee,géométrie mais aussi de composition
chimique, de réactivité au cuivre et de structurabmndance de communautés bactériennes.
Ces resultats nous ont permis de confirmer que ushdiaction granulométrique des sols
représente un habitat spécifique pour les bactériesol.

Nous avons montré que la réactivité aux protonsaetcuivre de chaque fraction
granulométrique du sol est trées variable et dépsstdmment de sa teneur en MO et en
argiles. Frace a ces résultats, nous avons pu medéfficacement et de maniére simple nos
résultats de rétention et de distribution du cudvnmicro-échelle en considérant seulement 3
substrats réactifs majoritaires variablement répaedns les différents compartiments du sol :
la MO, les argiles, et une phase réactive résiduek. oxydes de fer...). La proportion de
chacun de ces substrats étant propre a chaqudomagqiuisque dépendant de leur
composition, cela leur confére une réactivité dppe au cuivre. L’accumulation du cuivre a
micro-échelle n’est donc pas aléatoire dans les mhme pour les bactéries mais varie avec
les teneurs de chacune de ces 3 phases réactiges. dua réactivité des fractions grossieres
est ainsi dominée par la réactivité de la MO, damment des MOP, alors que celle des
fractions fines est liée a la réactivité des asgée de la MO évoluée des complexes argilo-
humiques. Nos résultats ont montré que I'amendereanMO du sol de Clessé modifie
essentiellement la réactivitt au cuivre des frastiogrossieres ou s’accumule
préférentiellement le carbone exogéne. Ces dift®mle réactivité des fractions contrblent
donc I'amplitude et la force de rétention du cuisue les phases solides.

En effet, la capacité de libération du cuivre elutsan (cuivre labile faiblement lié) est
trées variable entre les fractions granulométriqaes sol et dépend principalement du
mécanisme spécifique de rétention du cuivre etadeature de la phase réactive. Ainsi, les
fractions grossiére et fine sont celles qui libédenplus de cuivre en présence de calcium,
c'est-a-dire du cuivre a priori plus toxique puisglus biodisponible.

Nous avons également montré que cette réactividuawe évolue au cours du temps en
relation avec la biodégradation du carbone pam&soorganismes, biodégradation qui n'a
été observé que dans les fractions grossieresetessols.

Par ailleurs, nous avons montré que les différedeepropriétés physico-chimiques des
fractions granulométriques du sol de Clessé indtigkes structures de communautés
bactériennes tres différentes et clairement s a chaque fraction. Ces différences de
structure de communauté bactérienne conferent actéties de ces micro-compartiments une
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sensibilité trés différente au cuivre. Nos résaltant ainsi montré que l'impact du cuivre,
gu’il soit mesuré avec un indicateur quantitativd@tion de la richesse en bactéries
résistantes au cuivre,“B) ou qualitatif (empreintes génétiques RISA), dépanla fois de
'amendement organique et de la fraction granuloopge considérée. Ainsi, nous avons
montré qu’a court terme (quelques semaines), kereumpacte uniquement les bactéries du
sol non amendé, au niveau des fractions. Toutefeisimpact, qui concerne principalement
les populations bactériennes des fractions fin28)fsn), est transitoire et disparait en 6 mois.
Cet impact transitoire est trés bien en relatioecaiévolution temporelle des concentrations
de cuivre en solution qui diminuent rapidement dées premiers mois qui suivent la
contamination, en relation avec le vieillissemantcdivre (changement de spéciation solide).
Le sol amendé en compost, lui, ne semble pas gigtifement impacté par le cuivre, ce qui
indique que la matiére organique exogene joue lenm@tecteur pour les bactéries. Cet effet
protecteur a été montré comme étant dépendantrtiypdavoir de rétention de la MO qui
limite la concentration en solution du cuivre.

En revanche, a long terme (deux ans), nous avosenab un impact tres similaire du
cuivre dans les deux sols, avec un léger enriamisseen bactéries résistantes au cuivfé, B
dans I'ensemble des fractions des deux sols et descamplitudes de modifications de
structure des communautés bactériennes trés prdChagsultat indique que, sur une longue
période, le contact du cuivre avec les communahbaéseriennes du sol est en moyenne tres
semblable dans les deux sols, ce qui ne peut &gyl que par la mise en contact
progressive du cuivre initialement piégé par la BM@c les bactéries. L'évolution du contact
bactéries/cuivre serait elle-méme due a la dégmadarrogressive de la matiere organique
apportée par le compost dans les fractions gressigui a fortement accumulée le Cu au
moment de la contamination. La MO joue donc danpremier temps un réle bénéfique de
piege a cuivre limitant son impact, puis au cowsaddégradation de la matiére organique, un
réle de source de cuivre favorisant cet impact.

Nos résultats ont donc permis de montrer une &pédialisation de I'impact du cuivre sur
les communautés bactériennes du sol de Clessdationmeavec la localisation des bactéries
dans les fractions du sol. En effet, la teneur édTCla structure des communautés
bactériennes, le ratioc®B'™®, ainsi que les [Cyj sont trés différents entre fractions. L’étude
a I'échelle des fractions granulométriques a perdasmettre en évidence des ambiances
chimiques et des micro-habitats microbiens spagifiga la réactivité et sensibilité au cuivre
tres variables

Pour compléter ces résultats, il nous a semblé rtapb de caractériser I'effet de
I’évolution biogéochimique des deux sols sur leatdw physique du cuivre, c'est-a-dire sa
capacité a étre lessivé par I'eau de pluie quutérdans le sol. Pour cela, nous avons suivi au
cours des deux ans d’incubation des sols contarrigeslution de la mobilité du cuivre sous
I'effet d’'une pluie artificielle. Les résultats cespondants sont présentés dans le chapitre V
suivant.
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V-1 Introduction

Dans ce chapitre, nous nous sommes spécifiquemimessés a I'état de la mobilité du
cuivre dans le sol sous vigne de Clessé. Les wersfle contaminants métalliques ont été
étudiés depuis longtemps et sont bien documentés lddittérature. Le transport de métaux
et particules est étudié a différentes échellesafte colonne de laboratoire, échelle du
pore,...), suivant les questions scientifiques poségmur répondre a des problématiques de
compréhension fondamentale des écoulements ourdet@asation plus spécifique du milieu
étudié. En effet, une des difficultés dans I'étddetransfert des métaux est que dans les sols
naturels, l'efficacité des transferts d’eau et détaux sont difficilement découplés de
I'échelle d’observation. Dans notre cas, nous nsomes focalisés sur I'échelle de la
colonne de laboratoire afin d’étudier les mécansme&pondérants du transfert du cuivre a
travers le sol de Clessé. Le transfert de métans tes milieux poreux, remaniés ou non, est
tres étudié pour comprendre les mécanismes de isailwh et de rétention de composés
inorganiques ou organiques. Cette échelle d’étisieue compromis entre I'échelle de la
parcelle et celle du pore, et considérée pertingote I'étude des mécanismes prépondérants
responsables de la mobilité ou de la rétentiomusux dans les sols.

Le sol est décrit comme un milieu triphasique, ades phases solide, aqueuse et gazeuse.
Un des parametres importants dans la caractémsafion milieu poreux est la porosité
définie comme I'ensemble des vides présents. Demsadls, il existe deux types de porosité,
la porosité dite structurale (ou externe) et tedu(ou interne) (Stengel 1979). La porosité
texturale est constituée des vides situés a ligérdes agrégats de sols, généralement de
petite dimension. En revanche la porosité strutdwarrespond a I'ensemble des vides situés
entre les agrégats, dans laquelle le flux d’eaccsike préférentiellement, et dont la taille des
pores est globalement de plus grande dimensiopotasité structurale dépend fortement de
la hiérarchisation de l'organisation du sol en ggté. L'inter connectivité entre les deux
types de porosité joue ainsi un réle prépondérans de transfert de solutés et de colloides.

Le transfert de colloides et de contaminants déggradement, sinon principalement, de
I'ambiance géochimique (force ionique, pH, potdntiedox, concentration des matieres
organiques dissoutes) et de la micro-physique fi@roteneur en eau, débit, agencement des
pores etc.) du milieu (Schéafer et al. 1998; Guihéle 2003; Karathanasis et al. 2005;
Kumpiene et al. 2007; Torkzaban et al. 2008). Lapaosition de la solution de lixiviation du
sol est contrblée par au moins trois processu$ :le@ interactions aux interfaces
solide/liquide, (ii) les échanges avec les gadfjiigtles interactions avec les composeés issus
de I'activité biologique.

Dans les sols, la pluie mobilise par des effetsnajuies ou physiques de nombreux
métaux et peut entrainer un nombre important décphes, ce qui conduit a I'érosion des
sols. Le lessivage représente alors I'entrainententsolutés et de colloides par l'eau
(particules fines, bactéries et matiere organigsgsodite). Le mode de transfert des métaux
sous forme solide (i.e. associée a un colloide xample), ou dissoute, est susceptible de
déterminer son devenir dans la mesure ou les dissagt vitesses de transfert de ces métaux,
en dépendent fortement.

Pour permettre le transport facilité de contamisgpdr les colloides inorganiques et
organiques, trois criteres doivent étre rencontiiésit d’abord les colloides doivent étre
générés. Les colloides peuvent étre généerés dansli| poreux par des perturbations
chimiques dans la solution de transfert (changerdena force ionique, du pH, dessiccation)
et perturbation physique (modifications de viteg&&coulement, infiltration accéléré) du
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milieu (Buffle 1993). Le second critere est que destaminants doivent étre associés a ces
colloides. La plupart de ces colloides (organigunetganique, biotique) sont des agents de
sorption efficaces de polluant de faible solubilitée a leur grande surface spécifique du fait
de leur petite taille. Les colloides inorganiqutesdles que les argiles, les oxydes, et les
carbonates, sont particulierement efficaces daadsdirption de métaux par des transferts
d’'ions et des réactions de complexation de surfaEésenfin les colloides doivent étre
transportés a travers I'eau du sol (Ryan & Elimeld®96). Par exemple, les colloides
biotiques montrent des capacités d’amélioratiorirdnsfert de polluant dans les sols (Guiné
et al. 2003). Cependant si I'interaction entre ymntits et colloides est faible alors le transport
facilité par les colloides ne sera pas garanti $8pal984), car le transport de colloides
dépend aussi de la force d’attachement de ceuxacs@rface du milieu poreux.

Dans le cas du cuivre, les mécanismes précis smure mal conus. En particulier, on
connait mal la proportion de cuivre mobilisée sfmume dissoute (contrélée par la sollubilité
de l'espece chimique dominante), sorbée sur detcplas ou colloides biotiques ou
abiotiques, ou encore complexée a la MO dissoltstldonc difficile, dans ce contexte, de
prédire de maniere précise le risque de contarmimales eaux de surface ou souterraines par
le cuivre apporté de maniére chronique en culter@igne soumise par ailleurs a des modes
de gestions organiques tres variable.

Ce dernier chapitre de la these avait donc poudigtiidier I'évolution de la mobilisation
du cuivre dans le sol de Clessé en relation aveieidissement de la contamination au cuivre
au cours des deux ans d’incubation. Par des edsalsssivage controlés en colonnes de
laboratoire, nous avons caractérisé le potentidixdeation du cuivre dans le sol de Clessé
amendé ou non en compost de conifere et contamingdoa en cuivre. Les sols ont été
prélevés régulierement au cours de l'incubationsdi@s mésocosmes de laboratoire. Les
objectifs de cette étude en colonnes étaient dectEarser les facteurs contrélant la mobilité
du cuivre dans le sol de Clessé amendé ou non gérenarganique. Nous avons pu identifier
les principaux mécanismes de transfert du cuivreagactérisant a chaque pas de temps et
pour les quatre situations testées, I'évolutionperalle des facteurs bio-physicochimiques du
sol susceptibles de contrdler sa mobilité : le pHearbone organique dissous (COD), les
colloides du sol mobilisés et en particulier leBubes bactériennes (trés réactives vis-a-vis
des métaux). Un essai de modeélisation couplée hy@&wohimie du cuivre dans les deux sols
a été mené a l'aide du logiciel PhreeqC sur la baseparamétres suivant : la concentration
en cuivre qui a été modélisé en fonction du COPrésentant 'ensemble de la MO lessivée
incluant les bactéries), la spéciation du cuivaesdmposition minérale et organique du sol.
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V-2 Matériel et méthodes

V-2-1 Mise en place du dispositif expérimental.

L’étude de I'évolution de la mobilité du cuivre dale sol de Macon-Clessé au cours de
I'incubation a été menée par une approche en cebmie sols (Pharmacia Biotech) bien
maitrisée au LTHE. Les essais de lessivage du euwr colonnes ont été réalisés en
conditions transitoires avec l'infiltration d’'unarhe d’eau simulant une pluie de 500 mm (ce
qui correspond a la moitié de la quantité d’eauptiee qui tombe en une année sur le
département de Sadne et Loire) dans le sol prélewée humidité similaire tout au long de
I'incubation @ ~ 20 %). Ces essais de lessivage du cuivre oneétisés avec du sol préleve
dans les mésocosmes de laboratoire aux mémes tpraggécédemment 0, 0.23, 1, 2, 7, 14.
18 et 24 mois d’incubation.

L'outil de mesure se compose d’'une colonne de & 5le diametre contenant le sol, d’'une
pompe péristaltique permettant d’injecter, sur &uthde la colonne, de l'eau bidistillée
représentative d’'une forte pluie. Il n'y a pas denfation d’'une lame d’eau au dessus de la
colonne (sauf dans un cas de colmatage, colonmé btin (c) dans le Tableau V-1). Les
effluents de colonne sont récoltés avec un colleale fractions (Gilson, modele 203), en bas
de colonne (Figure I-1). Une étape critique conediintroduction du sol dans les colonnes
qui a toujours été effectué de la méme maniere.

Le sol prélevé dans les mésocosmes d’incubatiomssté dans les colonnes par couches
de 1 cm environ. Chaque couche ainsi ajoutée gstdénent compactée afin de maintenir une
masse volumique apparente constante sur I'ensedebla colonne et proche de 1 g¥m
inférieure & celle de la parcelle viticole (1.35mg°). Le sol a été introduit & une humidité
moyenne de 15 £ 4 %. A chaque extrémité de la c&loont été apposées des grilles
surmontées d’'un filtre de polypropyléne polyamide 50 um d’ouverture de maille (GE
Healthcare Life Science) pour maintenir les solgwter le lessivage de particules.

Colonne

% Pompe
Collecteur péristaltique
de fraction
Solution de
lixi viation

Figure V-1 : Photo (a) et schéma (b) du systéme de lessivage des sols en colonne, avec de gauche a droite :
le collecteur de fraction, la colonne, le réservoir contenant la solution de lessivage et la pompe péristaltique.
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Pour décrire les caractéristiques spécifiques dieurporeux, on définit :

* Le volume totalVy de la colonne : volume du cylindre en verre darpiéé est
introduit le milieu poreux calculé a partir de sdiametre @ = 2.6 cm) et de la
hauteur ) de remplissage variant entre 10.7 et 11.7 £0.1 cm

\4=(§th [V-1]

* L’humidité massique (W) du sol introduit est obterpar mesure de la différence des
poids humides et secs d’échantillons des sols ywglesimultanément dans les
mésocosmes de laboratoire. Cette analyse permedldéaer la massey du sol sec
présent dans la colonne a partir de la mesure thasse du sol humiday introduit :

w="Th T [V-2]
m

S

* La masse volumique apparente du milieu porepy €st calculée par I'équation
suivante :

_m _
%_W [V-3]

* La porosité i) du sol correspond au volume relatif des videssdamilieu poreux sec
rapporté au volume total de sol :

Vo _q_[Pa i
" (pJ v

AvecV, le volume poral ou volume des vides en milieu efgas est la masse volumique
du solide fixée & 2.65 kg:th

* La teneur en eau volumique, correspond au voluneaud{ea) présent dans la
colonne divisé pa¥r. Le Veaycorrespond au volume total d’eau dans la colodest-
a-dire au volume d’eau introduit par I'humidité dal dans la colonne, plus I'eau
injectée dans le milieu poreux pendant le lessiv@geobtient ce deuxiéme volume en
mesurant la différence de poids de la colonne astaapres le lessivage.

§= e [V-5]

* La vitesse de Darcy, q, est définie comme une sétdictive de I'eau traversant la
section totale d’écoulement de la colonne commnienyjiavait pas de matiére solide
réduisant la section d’écoulement.

Nous avons suivi I'évolution de la mobilité du c@wdans le sol de Clessé non amendé
(NA) et amendé en composte de conifere (CC), can&arfCu) ou non (kD) au cuivre en
laboratoire. Les échantillons ont été préleves desglifférents mésocosmes de laboratoire
aux huit temps d’incubation définit dans le Tablaad. Au total, nous avons effectué 24
essais de lixiviation tout au long des deux ansadibation des sols. L'infiltration d’eau
simulant une pluie de 500 mm se fait a flux permagi s’'établit trés rapidement aprés une
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courte phase initiale transitoire pendant laquellsol se sature en eau (~90 %). Une phase de
flux permanent s’établit alors jusqu’en fin d’exigéice correspondant a 7 (+ 1) volumes de
pores (Vp). Le débit d’écoulement est imposé & &hh ce qui correspond & une vitesse de
Darcy (q) de 5.6 cm:hdans les colonnes. La mesure de la masse destioharrécoltés
nous permet aussi de suivre la stabilité du fluead’ au cours du lessivage. L’analyse des
effluents nous renseigne sur la nature et les cdrat®ns des solutés et particules lessives,
ainsi que leur évolution au cours d’'une expérietedessivage et tout au long de I'incubation
des sols. Nous avons ainsi suivi le pH, la turBidiés concentrations en carbone organique
dissout et en cuivre total mobile (dissous, libteserbé sur les particules mobiles), et le
nombre et la nature des bactéries hétérotropheivahles totales ([BY]) et résistantes au
cuivre ([B*Y])). Dans certains cas, les solutions récupérées léarollecteur d’échantillons ont
été regroupées par trois afin d’avoir un volumdisaifit pour les analyses.

Les différentes méthodes d’analyse utilisées ssidigs ci-dessous :

» La turbidité des échantillons, mesurée a l'aidendspectrométre Biowave Il (Serlabo
technologie, Grenoble), permet de quantifier lai@rmabsorbée par les particules en
suspension a la longueur d’onde 600 nm.

* Le pH de la solution lessivée est mesuré a I'alde gH metre Metrohm.

* Les mesures de carbone organique dissous ont aigéaes avec un analyseur TOC
(SCHIMADZU) localisé a ISTerre, Grenoble.

« Les concentrations en cuivre libre en solution {Twnt été mesurées avec une
électrode sélective au cuivre Metrohm no. 6.025B.(t®mmée ISE-Cu par la suite),
avec une électrode de référence Ag/AgCIl Metrohm.

* La concentration totale dissoute en cuivreffdes effluents a été mesurée a I'ICP-
AES (Perkin Elmer) localisé a ISTerre, Grenoble.

« L'énumération des bactéries hétérotrophes cultestitales (B et résistantes (B)

au cuivre, a été effectuée par dépdts de 100 ffliBat de colonne dilué sur boite de
Pétri avec un milieu de culture nutritif richkeugia Bertani broth ;LB) ou avec un
milieu sélectif au cuivre (YG-Cu) (Annexe C). Noagons également identifié les
souches bactériennes dominantes des populationérieacB® et B qui ont été
isolées sur les milieux LB et YG-Cu, apres ext@gtiamplification et séquencage de
'ADN ribosomique 16S (c.f. Chap. Ill). Les résufftasont présentés sous forme
d’arbres phylogénétiques pour chaque sol (NA et.@&s arbres phylogénétiques
comprennent nos séquences obtenues par séquencaggles du plus proche
organisme bactérien identifié par comparaison deebase de données (NCBI).
L’alignement multiple de toutes les séquences arédbsé en utilisant I'algorithme
CLUSTAL 2.0 (Larkin et al. 2007) inclus dans le logi ClustalX. Les matrices de
distances ont été calculées en utilisant le modeleKimura a deux paramétres
(Kimura 1980). Les arbres phylogénétiques ont @astte construits avec le logiciel
ClustalX et la méthode de « neighbour-joining »it(8a& Nei 1987). Enfin, pour
tester la robustesse des relations phylogénétiguiesantes au sein de l'arbre, la
méthode des « bootstraps » a été appliquée.

V-2-2 Modélisation du transfert de cuivre en colonne de sol de Clessé

La modélisation du transfert du cuivre dans led®Clessé a été conduite avec le logiciel
PHREEQC Interactive — version 2.15.06 (Parkhurst &&p 1999). Ce logiciel permet de
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coupler des calculs d’équilibre chimique en milieamogene et hétérogéne (solution en
présence de gaz et solides et d'interfaces répatifec des calculs de transfert dans les
systemes étudiés pour analyser a la fois les deretdes fonctions géochimiques du sol avec
le transfert.

Pour cette modélisation, le code traite le probl&taetransfert en générant une chaine
verticale de réacteurs chimiques représentant oloame de sol. Le transfert est simulé par le
déplacement simultané des solutions des réactewgssries réacteurs n+1, aprés avoir résolu
le probleme de spéciation chimique individuellemdahs chaque couche de sol dans la
colonne. L'avantage de cette approche est de powamipler des calculs de spéciation
chimique trop complexes pour étre résolus analgtigent simultanément avec le probleme
hydrodispersif. I est démontré que ce procédé, qonsiste en fait a discrétiser
temporellement et spatialement les processus digantlans la colonne de sol, reproduit les
solutions générées par I'équation de convectiopedsson au moins pour les situations de
transfert réactifs les plus courants sur le plaadydigue (élution d’un traceur, sorption de type
Langmuir avec ou sans dégradation de composésnsuiga lois simples pouvant étre résolus
analytiquement). On notera aussi que le code PHRERS®@et également de (i) résoudre
des problemes cinétiques librement définis etd@3 problemes d’écoulement bimodaux non
utilisés dans le cadre de ce travalil.

La simulation des expériences de lessivages durecuigquiert le recensement des
différents processus physigues et chimiques assounais aussi leur conceptualisation et
simplification. On considére donc pour cette madélon, que le sol en colonne est défini
par: (i) une phase solide stationnaire constitdéediverses composantes réactives (par
exemple : matiére organique, argiles, oxydes dg paarvant échanger des cations (le cuivre
en I'occurrence) et des protons, et (ii) une plsadiele et aqueuse, mobile et réactive face aux
protons et au cuivre. Dans le cadre de cette étodene disposait pas de la résolution
analytique permettant de distinguer en détail taneades phases réactives.

Le script PhreeqC permettant la simulation du mold de lessivage posé est présenté en
Annexe J.
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V-3 Résultats et discussion

V-3-1 Caractérisation des colonnes du sol de Clessé.

Les conditions expérimentales et les paramétresigimys des colonnes de sol de Clessé
sont présentés dans le Tableau V-1. Nous avons kuimobilité du cuivre au cours de
I'incubation dans quatre situations suivantes sé¢ de Clessé non amendé en matiere
organique (NA) contaminés en cuivre a 240 ppm (NAGunon (NAHO) et le sol amendé
en compost de conifere (CC) contaminés en cuig€Gappm (CCCu) ou non (CGH). Les
propriétés des colonnes de sols sont relativememistantes montrant la bonne
reproductibilité de la mise en place des sols ¢moslonne.

La masse de sol sec introduite dans les colonngs da 45 g a 68 g entre les différents
sols et conditions de contamination (Tableau V-Bs Imasses volumigues apparentes du
milieu poreux sont constantes et proche de 0.97k-E&m>. La porosité mesurée des deux
sols varie entre 0.55 pour NA et 0.70 pour CC. Gasurs de porosité sont élevées a cause
du faible tassement du sol lors de sa mise en maceolonne pour ne pas détériorer les
agrégats. Les faibles variations de masses volwsi@ll de la porosité dans les différentes
colonnes de sols au cours de l'incubation confitenbonne reproductibilité de la mise en
place des sols dans les colonnes, et permettentddboomparer les résultats obtenus avec les
différentes conditions testées.

La teneur en eau volumique du sol (Tableau V-1) méesan fin d’expérience correspond
au volume total d’eau (eau infiltré + eau du sdiatement présente) par rapport au volume
total de la colonne. Elle a été mesurée en moyerng3at+ 0.1. Le degré de saturation en eau
des sols dans I'ensemble des colonnes en fin diexq® était en moyenne de 0.84 £+ 0.1 qui
est une valeur classique de saturation effectiveean des sols de surface en raison du
piégeage de bulles d’air. Pour modéliser les réwulle lixiviation du cuivre, nous avons
utilisé les valeurs moyennes des parameétres dgpimain
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Tableau V-1 Conditions expérimentales et propriétés physiques des colonnes de sol de Clessé amendé en
compost de conifére (CC) ou non (NA).

Date relative

Sol de Masse de soMasse Volumique Porosité du Teneur en eau

Clessé diznl]’gissal sec m(g) du solpg (g.cm‘s) soln(-) volumique 6 (-)

0 49.61 0.87 0.67 0.58

0.23 52.73 0.92 0.65 0.51

Non Amendé 1 56.71 0.99 0.63 0.46

non 2 61.14 1.07 0.60 0.61

contaming 7(c) 59.90 1.05 0.60 n.d.

(NAHZ0) 14(c) 55.05 0.94 0.64 0.60

18 67.72 1.18 0.55 0.43

24 66.72 1.12 0.58 0.49

0 (c) 49.15 0.88 0.67 0.28

0.23 61.76 1.08 0.59 0.47

Non Amendé 1 57.05 1.00 0.62 0.69

Contaminé 2 56.19 0.98 0.63 0.56

en Cu 7 61.00 1.07 0.60 n.d.

(NACu) 14 57.31 1.00 0.62 0.57

18 57.75 1.01 0.62 0.63

24 63.29 1.07 0.59 0.50

0 49.75 0.87 0.67 0.60

0.23 44.81 0.79 0.70 0.51

] 1 52.91 0.93 0.65 0.42

Amende non 2 54.85 0.96 0.64 nd.
contamine

(CCH,0) 7 45.85 0.80 0.70 n.d.

14 (c) n.d. n.d. n.d. n.d.

18 60.54 1.07 0.60 0.54

24 62.52 1.03 0.61 0.53

0 52.03 0.89 0.66 0.51

0.23 50.83 0.89 0.66 0.47

Amendé 1 52.46 0.92 0.65 0.63

contaminé en 2 52.07 0.91 0.66 n.d.

Cu 7 53.57 0.94 0.65 n.d.

(CCCu) 14 (c) 55.06 0.91 0.66 0.66

18 54.67 0.96 0.64 0.56

24 66.09 1.06 0.60 0.51

n.d. : non déterminé
(c) : colonne colmatée avant la fin de I'expériededessivage.
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Pour caractériser les propriétés de la solutiors@lude Clessé NA ou CC, nous avons
effectué des mesures préliminaires a la mise eceptlu sol en colonne, en mettant en
équilibre du sol et de 'eau déminéralisée. Nousnavalors mesuré la conductivité électrique
(CE), la concentration en majeurs, et la force inai¢fl), pour voir I'effet de 'amendement
sur ces propriétés du sol. Le Tableau V-2 présestenesures de ces différents parametres.
Les conductivités électrigues (CE) de la solution ghl en équilibre avec de l'eau
déminéralisée sont de 424 pStet 616 pS.ci pour les sols NA et CC, respectivement.
L’amendement organique augmente la conductivitétddgie de la solution du sol de Clessé,
ce qui impliqgue une augmentation de la quantit®rdi et/ou de molécules chargées en
solution en présence de MO. Les concentrationsiates majeurs Ca, K*, Mg®*, Na" (en
ordre de concentration décroissant) dans la soluio sol a I'équilibre obtenues avec un
rapport sol/solution de 1/2, sont présentées danableau V-2. Le calcium est fortement
remis en solution dans ce sol avec une concentrao62 mg.L* et 78 mg.[*dans les sols
NA et CC, respectivement. L’apport de MO modifieedégerement la mise en solution du
Ca. Ceci indique que la mise en solution du calcpourrait étre controlée par les argiles
(identique entre les deux sols) via les sites diage cationique. Le calcium entre en
compétition avec les métaux présents dans la ealdkes sols pour I'adsorption sur les sites
réactifs des phases stationnaires et mobiles. Gésoménes de compétitions affectent le
transport des solutés réactifs dont celui du cuivre

Tableau V-2 Propriétés chimiques (Conductivité Electrique, concentration en cations majeurs, et Force
Ionique) de la solution du sol de Clessé amendé en compost de conifere (CC) ou non (NA). Les mesures ont été
effectuées aprés mise en équilibre de 50 g de sol et de 100 mL d’eau déminéralisée.

Sol CE ca* K* Fe* Mg* Na* A®* FI

pS.cmi' mg.L? mgL? mgL* mgL* mgL? mg.L? mmol.L?

Contrdle (NA) 424 61.6 8.9 0.3 9.3 2.6 0.6 0.00413

Amendé en

compost (CC) 616 78.3 12.8 0.2 12.0 2.7 0.4 0.00520

En revanche, bien que le sol de Clessé soit forteemmichi en Fe et Al (Tableau V-2),
ces éléments sont trés peu présents en solutiand@geconcentrations moyennes de 0.25 et
0.5 mg.L, respectivement pour les sols NA et CC. Ceci esbablement lié a la trés faible
solubilité des phases solides hydroxydes correspuadLa force ionique de la solution du
sol, exprimée comme la somme de la concentratioigue multipliée par la charge des ions
affecte principalement la tendance a I'agrégaties mhatiéres suspendues en solution, et peut
donc affecter la mobilité des colloides tres réactvec les métaux (Guiné et al. 2006; Guine
2006; Sen & Khilar 2006; Kumpiene et al. 2007; Tatkan et al. 2008). Dans notre étude,
nous avons mesuré seulement la concentration éonsamajeurs dans les effluents de
colonne de sol. Dans les sols NA et CC, la forceguee ainsi exprimée (sans anions) est de
4.1 et 5.2 mmol.l! respectivement. L’'amendement organique augmemnie Bgérement la
conductivité électrique, ainsi que la force ionigigela solution du sol de Clessé.
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Chapitre V Etude de la mobilité du cuivre et de éwvolution temporelle dans le sol de Clessé

V-3-2 Evolution temporelle de la mobilité du cuivre en colonne de sol

V-3-2-1 Courbes de lessivage du cuivre total

La Figure V-2 présente les courbes de lessivada cencentration en cuivre total mobile
(dissous, libre et sur les particules mobiles)erj@ug, mesurée a I'lCP-AES dans les sols
contaminés (Cu) ou non ¢B). Dans les deux sols NA et CC non contaming®jtu cuivre
(Figure V-2), les [Cuy) dans les effluents sont de I'ordre de 0.1 Mygavec un épuisement
progressif du cuivre jusqu’'a 0.02 mg.LLes courbes de lessivage du cuivre des deux sols
non contaminés n’évoluent pas au cours de 'inéabandiquant que le cuivre présent dans
les sols collectés sur la parcelle, ne semble ‘pieglir' et présente donc une mobilité trés
constante et faible (0.03 % du Cu total). Cecidnei que les liaisons sol-cuivre sont stables
dans les sols non contaminés tout au long de Kiatian en laboratoire.

Dans les sols contaminés au cuivre (Figure V-23)[@4g sont beaucoup plus élevées
gue dans les sols non contaminés indiquant queiveecapporté lors de la contamination est
plus mobile que le cuivre initialement présent diesssols. Juste apres la contamination, les
concentrations maximales en cuivre lessivées soft2B mg.[* et 0.53 mg.L* pour les sols
NA et CC, respectivement. C’est-a-dire que les entrations en cuivre sont 3 et 5.5 fois plus
élevées que dans les sols non contaminés, en aameecdes différences de teneurs totales en
cuivre entre les sols contaminés (325 mg)ket non contaminés (70 mg:Rg soit un facteur
4.7 environ pour les deux sols.
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Figure V-2 Evolution temporelle des courbes de lessivage du cuivre total mobile (mg.L!) au cours de
I'incubation dans le sol de Clessé amendé en compost de conifére (CC) ou non (NA), contaminés en cuivre (Cu)
ou non (H20). NA H,O, CC H,0, NA Cu, CC Cu. NC : avant contamination

De plus dans les sols contaminés, les quantitésudae lessivées a I'eau évoluent
significativement au cours de lincubation. Au c®ude lincubation, on observe une
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diminution évidente des [Gg lessivées par une méme lame d’eau simulant wie ge 500
mm. Cette diminution est plus conséquente poupleCE que pour le sol NA. En effet, le
maximum de concentration en cuivre mobile {{upasse de 0.28 a 0.12 md.dans le sol
NA et de 0.53 & 0.17 mglLpour le sol CC. Les concentrations en cuivre entisn
diminuent au cours de l'incubation des sols, paurapprocher finalement des valeurs de
[Cuyg des sols non contaminés. Cette évolution a laseadu cuivre mobilisable dans les
deux sols au cours de l'incubation est en accoet d&volution des concentrations en cuivre
échangeable, mesurées dans les sols non fracti@riés fractions granulométriques, qui
diminue aussi avec le temps (Chap. Il et V). €atvolution temporelle indique que les
mécanismes de rétention du cuivre évoluent au abeildncubation des sols et donc que la
contamination au cuivre ‘vieillit. On observe domgie plus la contamination au cuivre
vieillit, plus le cuivre est fortement associé glase solide, et il est moins facilement remis
en solution. Ces résultats impliquent que le cungepeut étre que minoritairement fixé aux
colloides, car on peut supposer que le vieillissdgrde cuivre sur les phases solides mobiles
et immobiles étant similaire, on ne devrait paseoler de diminution des quantités de cuivre
lessivées si le transfert colloidal restait inclan@ette hypothése est en accord avec le
vieillissement du cuivre échangé dans le sol nactiivnné des mésocosmes. Ceci semble vrai
en particulier pour le sol CC, puisque les quasitité cuivre varient beaucoup moins dans le
temps pour ce sol. Pour vérifier ces hypotheses awans suivi le lessivage des particules et
de la MO du sol de Clessé au cours du temps pamesere de la turbidité (DO600).

Dans les sols contaminés en cuivre, une partie uirec présent dans ce sol est en
permanence mobilisable bien qu’'une tres grandeepadit retenue sur la phase solide
immobile. Aprés deux ans d’'incubation des sols @mmés, une quantité minimale de cuivre
est mobilisable en solution soit sous forme dissdutinoritaire dans les deux sols), soit sous
forme colloidale (sol NA) sois sous forme complegéla MO (sol CC). Cette interprétation
est appuyeée par les travaux de Schmitt (2003) lat6& El-Fadel (2008) qui ont montré que
I'amplitude des concentrations en cuivre aqueuxfasement dépendante de la teneur en
matiere organique du sol, démontrant ainsi que@afhtilite la mobilité du cuivre.

V-3-2-2 Spéciation du cuivre lessivé

Pour mieux comprendre et identifier les mécanisdegansfert du cuivre dans le sol de
Clessé, nous avons cherché a caractériser la 8paaiu cuivre en solution et en particulier
la proportion de cuivre libre. La Figure V-3 présefes concentrations en cuivre libre
([CU?]) lessivées mesurées avec une électrode séle@iBE-Cu). Les résultats de la
concentration en cuivre libre ont montré que la’[Test trés faible pour les deux sols
(surtout dans CC) et relativement constantes ducantle lessivage~(0.1 %, de [Cy). La
concentration en cuivre libre ne dépend pas aiptela présence de particules et de la MOD,
mais dépend de la concentration totale de siteptéars sur les phases solides et mobile, ce
qui explique que [Cl] soit constant au cours de chaque lessivage. dreres le Cuq (cuivre
total lessivé) doit fluctuer en fonction de I'abamde des phases porteuses mobiles que sont
les particules en suspensions (turbidité) dont daitie le carbone particulaire, et dissous.
Pour vérifier cela, nous avons quantifié dans fésents de colonnes, ces phases porteuses
mobiles par des mesures de turbidité et de GOT

Le fait que le cuivre total mobile (G diminue avec le temps permet d’'affirmer que le
cuivre non libre c'est-a-dire complexé ou partical@st supérieur en concentration au cuivre
libre. Autrement on aurait observé des concentmatien cuivre total lessivé constantes dans
les effluents de chaque essai de lixiviation.
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Figure V-3 Exemple de courbes de lessivage (& TO mois) du cuivre libre [Cu?*] (mg.L-!) dans le sol contréle
(NA) et amendé en compost de conifére (CC) non contaminés (H,O) et contaminés (Cu) au cours de
I'incubation.

Pour mieux comprendre le vieillissement de |la cmimation au cuivre et en particulier
I'évolution temporelle du cuivre lessivable au ude l'incubation, nous avons intégré les
concentrations en cuivre libres et totales moletsivées par une lame d’eau de 500 mm (soit
7 Vp) pour obtenir les quantités cumulées de cutvg, et CU* lessivé a chaque pas de
temps (Figure V—4) pour les sols contaminés unicurem
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Figure V-4 Evolution temporelle des quantités de cuivre total mobile (Cu.q, Symboles pleins) et libre (Cu®*
symboles vides) lessivées par une lame d’eau de 500 mm (soit 7 Vp) dans le sol de Clessé amendé (triangle)
ou non (rond) en compost de conifére. Les barres d’erreurs correspondent aux erreurs analytiques.

Pour les sols non contaminés,@, les concentrations en €wsont proches de la limite
de détection, c’est pourquoi nous ne présentons qess résultats. En absence de
contamination récente la lixiviation du Cu ‘natifans ces sols n’évolue pas significativement
au cours de lincubation et les concentrations smungsi tres faibles, avec une quantité
cumulée de Cy4 lessivé de ces sols qui est de 11 +4 et 12 +5pgr les sols NA et CC
respectivement, et quelque soit le temps d’incobatL’amendement organique ne modifie
donc pas la quantité de cuivre lessivée lorsqueulere apporté sous forme de bouillie
bordelaise est stabilise situ.

Les résultats de la Figure V-4 montre que I'ameratgnorganique du sol modifie
fortement la mobilité du cuivre lors des lessivagd'®au. Ainsi, juste apres la contamination
au cuivre, les quantités de cuivre (42.8 et 80.7dggcuivre pour les sols NA et CC
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respectivement) mobilisables par lessivage sont &tes plus importantes dans le sol CC que
dans le sol NA, méme si elles restent assez faaesculierement pour le sol non amendé en
compost. Dans ces deux sols, le transfert du cus\eiectue donc probablement selon des
mécanismes différents.

Au cours de I'incubation, les quantités de cuiwssivable diminuent rapidement avec le
temps et particulierement dans le sol CC lors derkemiere année, apres laquelle ces
guantités se stabilisent et se rapprochent de ckilessol NA. Dans le sol contrble, en
revanche, la quantité de cuivre diminue faiblemanicours des deux ans d’incubation. Les
mécanismes de rétention du cuivre dans ce sol liéab que faiblement au cours de
I'incubation. Aprés environ un an d’incubation, lg@gantités de cuivre lessivable des deux
sols ne varient plus. Toutefois, aprés 24 mois diation, les quantités de cuivre mobile
restent environ 3 fois plus importantes dans lés S&ACu et CCCu (24 et 31 g pour une
pluie de 500 mm) que dans les sols non contamihés$ {0 pg). L'évolution temporelle des
quantités de cuivre lessivé dans le sol CC monieelg cuivre mobilisable ‘vieillit' au cours
du temps en relation avec I'évolution de sa spiéciadu contact des phases porteuses qui
semblent différentes entre le sol NA et le sol EG.effet, la forme mobilisable du cuivre
semble plutét stable dans le sol NA, suggérantfarte implication des colloides (dont le
lessivage est stable). Au contraire dans le sol K&olution de la spéciation du cuivre
évolue notamment en relation avec les interactiawesc la MO. En effet, Ashworth &
Alloway (2007) ont montré que la MO est importad#éas la lixiviation du cuivre.

En paralléle, & TO, la quantité en cuivre libre {Test de 42.1 et 17.8 pg pour les sols
NA et CC respectivement. Juste apres la contarima@i5 % du cuivre lessivé dans le sol
NA est présent sous forme libre, alors que le euitare compte seulement pour 25 % dans le
sol CC. Dans le sol CC, la majorité du cuivre estalessivé sous une forme non libre, c'est-
a-dire sous forme colloidale ou complexée a la eamatorganique dissoute. Nos résultats
montrent que I'amendement organique modifie sigatfvement la spéciation du cuivre et sa
rétention sur les phases réactives du sol.

On peut supposer que les phases organiques amp@étel’amendement ainsi que
'augmentation de la concentration en MOD sont oespbles de l'augmentation de la
mobilité du cuivre dans ce sol, comme cela a étentréodans des études récentes
(Karathanasis et al. 2005; Bao et al. 2011) mettantelation la formation de complexes
Cu/MO et 'augmentation de la mobilité du cuivremirainghoff et al. (1998) ont également
montré que la coagulation et la mobilité de la sratiorganique dissoute favorisent la
mobilité du cuivre, ainsi que la désorption du ceiivetenu dans le sol. Nos résultats sont
toutefois en désaccord avec ceux de Kumpiene €R2@D7) qui ont montré clairement que
'amendement en MO sur un sol diminue la lixiviatides métaux soumis aux conditions
climatiques (notamment les précipitations) de terra

V-3-3 Evolution du pH au cours du lessivage du sol de Clessé

Au cours de chaque essai de lixiviation, nous awuig le pH des lixiviats récoltés en
sortie de colonnes avec une électrode pH (Figurg) \dans les sols NA et CC. Le pH des
effluents des colonnes varie entre 6.6 et 7.4 temdeux sols et pour les deux conditions de
contamination. Globalement, le pH des effluentderesable au cours des lessivages et
€également au cours du temps pendant les deux ecsilohtion. La contamination en cuivre,
I'apport en MO, et le vieillissement du sol dans teésocosmes de laboratoires ne semblent
pas significativement affecter le pH des effluents.
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Le constat que le pH n’évolue pas au cours de ubation est similaire a la faible
variation du pH dans les mésocosmes de laborgtdir€hapitre 11, Figure [l1-4).
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Figure V-5 Evolution du pH des effluents au cours du lessivage des colonnes de sol de Clessé non amendé
(NA) et amendé en compost de coniféres (CC) contaminés (trait pointillé) ou non (trait plein) au cuivre pour
chaque temps d’incubation.

V-3-4 Evolution du lessivage des particules du sol de Clessé.

Les effluents de colonnes de sol de Clessé prégeante turbidité importante et dont
l'intensité varie au cours du lessivage a I'eaw(Fé V—6a). La turbidité et la coloration des
solutions est d’'abord faible, puis croit avec Ensification de la couleur trés orangée de la
solution (riche en particules), passe par un masinquis décroit en fin de lessivage.
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Figure V-6 Photo d’une série d’échantillons de lessivage en sortie de colonne (a). Evolution de la turbidité (DO
600) des effluents de colonnes de sol de Clessé au cours du lessivage, aprés 2 ans d’incubation dans les sols NA
(triangle) CC (rond) contaminés (vide) ou non (plein) au cuivre (b). Distribution de la taille des colloides
lessivés mesurée par granulométrie laser (c).
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Les mesures de densité optique (a 600 nm) (Figufib)indiqgue une augmentation de la
turbidité des effluents jusqu’a un maximum puis whiminution jusqu'a un plateau. Ces
résultats confirment cette tendance du lessivageptigides qui reste valable quelque soit la
condition de contamination ou d’'amendement en meatéganique du sol de Clessé. Dans les
sols, les colloides sont déstabilisés au passagtuxiul’eau entrant qui posseéde une force
ionique tres faible, ainsi que par la saturatiodrigue croissante du milieu qui peut faire
éclater certains flocs de colloides (Ryan & Elimkl&896; Rousseau 2003).

La turbidité des effluents diminue dans le sol GEnapport au sol NA quel que soit I'état
de contamination du sol (Figure V—6a). L'amendengninatiére organique diminue donc la
mobilité des colloides et des particules du saCbssé. Ces résultats ont aussi été observés a
chaque pas de temps d’incubation. En effet, la ibdak VO (Derjaguin et Landau, Verwey
et Overbeek) considere que la stabilité des cakiest principalement déterminée par la
résultante de l'effet de I'action de deux forcemgipalement opposées, les forces attractives
(forces de Van der Waals, et interactions hydropkbbenforcant la stabilité des colloides, et
les forces répulsives (forces électrostatiquesattcples de charges égales) qui déstabilisent
les colloides et permettent leurs mise en suspensiest sous-entendu dans cette description
gue les colloides ont tous la méme charge de sudaqui s’approche de la réalité puisque
les deux pools de particules réactifs dominants sds, que sont les argiles et la matiere
organique, sont tous les deux chargés négativerbharstabilité des particules du sol dépend
donc des forces de liaison entre les particulekegtfacteurs contrdlant ces différentes forces.
Ainsi, une augmentation de force ionique de la tsmhudu sol diminue I'épaisseur de la
double couche électrostatique, autour des paratleliminue donc la distance séparant deux
particules, ce qui tend a les rapprocher, et pasé@guent a favoriser leur agglomération.

La mobilité des particules du sol de Clessé dépemdiblement de la force ionique de la
solution du sol lié au taux de MO du sol, qui reprde 1.5 % et 2.5 % en masse du sol
respectivement pour les sols NA et CC. Ce réseftben accord avec d’autres études pointant
le méme effet pour des taux de matiere organique @levés (Ashworth & Alloway 2004;
Zhao et al. 2007; Xue et al. 2009). En accord aa¢hdorie DLVO, la conductivité électrique
et la force ionique des effluents sont plus élewisss le sol CC que dans le sol NA. La

diminution de la turbidité dans le sol est donchatilement liée a cet effet indirect de
I'amendement organique sur la chimie de la solutiorsol de Clessé.

Comme I'amendement organique, la contaminationutwre du sol de Clessé affecte de
maniere importante la mobilité des colloides (witl). En effet, la turbidité des effluents de
colonnes des sols contaminés est beaucoup plus taib celle des sols non contaminés et en
particulier dans le sol CC. En présence de cuiweit de concentration en colloides se
déplace de 1 Y(sols non contaminés) vers 2 {6ols contaminés, Figure V-6). Il est bien
connu que l'adsorption de cations métalliques pmutraliser potentiellement la charge
négative des colloides (diminuant ainsi les forégsilsives) et facilite donc leur agrégation et
leur dépodt sur les phases stationnaires, c'egiealdur immobilisation. Les résultats de
mobilisation des particules dans le sol de Cless&ent s’expliquer par la théorie DLVO (sur
le plan qualitatif), bien qu’on ne puisse excluiautres effets.

La distribution de taille des particules présendess les effluents de colonnes a été
mesurée au granulometre laser (Mastersizer 2000yvekfa Ltd) en regroupant tous les
échantillons d’'un méme lessivage (Figure V—6c)cbarbe de distribution de taille présente
un pic de concentration dominant pour les partedle taille comprise entre 2 et 30 um, qui
sont donc les particules majoritairement mobilisgess le sol de Clessé dans nos conditions
expérimentales. Des contributions moins voluminsuteplus petites particules (0.2 et 2 um
de diametre) et de plus grandes particules (50 pomt é€galement enregistrées. Cette
distribution volumique n’est pas représentative ldedistribution de surface, qui peut
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représenter la réactivité des colloides. La réaétide la surface sera naturellement plus
élevée pour la fraction fine (contenant par exengseargiles). On rappelle que cette fraction
peut étre identifiee comme celle concentrant les pducuivre (cf. Chapitre 1V). De la méme
facon, Bao et al. (2011) ont montré que la conegintt de cuivre associée aux colloides
lessivés est dépendante de leur taille, la fra@®@200 nm étant la plus réactive au cuivre.

La mobilité des particules dans le sol est a la éointrolée par 'amendement en matiere
organique qui permet une stabilisation des colkideais aussi par la concentration en cuivre
dans le sol qui induit un retard dans la mobilmaties colloides par leur agrégation.

V-3-5 Evolution temporelle de la mobilité du carbone organique total.

La Figure V-7 présente I'évolution temporelle (da @4 mois) des courbes de lessivage
de Carbone Organique Total en phase aqueuse (CO0 représente ici les concentrations
en carbone organique total lessivé, donc le carlsmus forme dissous et particulaire, en
sortie de colonnes de sol de Clessé dans les atities conditions étudiées (sol amendé en
compost de conifere ou non, sol contaminé en cuouenon). Quelles que soient les
conditions d’étude, a chaque pas de temps, la [g@iminue au cours du lessivage, avec un
maximum en début de lessivage comme déja obsemwélpdurbidité (lié a la présence de
particules et de MOD).
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Figure V-7 Evolution temporelle des courbes de lessivage du carbone organique total mobile dans les effluents
(COT4q) dans les sols amendé en compost de conifere (CC) ou non (NA) non contaminés (H,O) et contaminés
(Cu) au cuivre au cours des deux années d’incubation.

On remarque que la [CQJ est plus élevée dans le sol CC que celle darsolleNA
quelgue soit la condition de contamination en @it indépendamment du temps
d’incubation. Sur ce point, I'effet de 'amendemenganique du sol sur la [CQ] est donc
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inverse de l'effet sur la turbidité, qui est plusv&e pour le sol NA. On rappelle que la
turbidité mesurée (DO600) est due a la fois adsqmce de particules et de matiére organique
dissoutes absorbant la lumiere a 600 nm. Ces aésutidiquent donc que la turbidité des
effluents de colonnes de sol NA est due majoritadet aux particules alors que pour le sol
CC, la turbidité est essentiellement liée la MOD ajusorbe la lumiére. Raisonnablement on
peut supposer que le carbone organique mobilecphaiie diminue quand la turbidité
diminue. La seule explication a I'excés relatif @@T,q dans le sol CC par rapport a NA, est
de considérer que le carbone organique dissouplestélevé pour le sol CC, ce qui a été
confirmé par des analyses de COD mesurées surfftleents centrifugés. Ce résultat est en
accord avec diverses études (e.g. (Ashworth & Adip®004) qui ont montré que I'apport de
matiere organique a un sol induit une augmentateta Matiere Organique Dissoute (MOD)
lessivable.

Apres 24 mois d'incubation, on observe que la [gfPaugmente dans le sol CC. Nous
avons également montré dans les chapitres présédaatla [COT] du sol CC diminue au
cours de lincubation du sol. Cette diminution gpearcute au contraire sur la [CLJTqui
augmente au cours du temps en relation avec laadégon de la MO. En effet, cette
concentration évolue significativement au courstetaps uniguement dans le sol CC, sans
doute en relation avec la libération de composé@aroques solubles au cours du temps en
relation avec la dégradation du COT (Figure lll-iguFe IV-6). Ceci confirme que la MO du
sol CC évolue, contrairement au sol NA, ce quradit par une augmentation de la MOD au
cours du temps.

Par ailleurs, nos résultats mettent en évidenclureffet négatif de la contamination en
cuivre sur la mobilité du carbone organique dissdussol de Clessé. Dans les sols non
contaminés (Figure V—7a et b), la concentratiolC&T,q est plus importante, présentant des
concentrations allant de 10 & 35 mi§du cours du lessivage, & des concentrations aléa8t
16 mg.L* dans les sols contaminés (Figure V-7c et d) gsbient amendé en compost ou
non. Ce résultat est concordant avec les mesurégrigidité. La contamination des sols au
cuivre stabilise donc les particules du sol de €deaxt aussi le carbone organique dissous.

V-3-6 Evolution du lessivage des bactéries du sol de Clessé

V-3-6-1 Lessivage des bactéries du sol de Clessé

Les cellules bactériennes des sols étant des atssts réactifs aux métaux (Ledin 2000;
Guiné et al. 2006) au méme titre que la matiéreamoye, nous avons également suivi
I'évolution temporelle du lessivage de bactériegétuérophes cultivables totales '8 et
résistantes au cuivre {B dans les deux sols contaminés ou non en cuivre.

La Figure V-8 présente les résultats de I'évolutienla concentration (nombre d’Unité
Formant Colonie (UFC) par mL) en bactéries hétépites cultivables totales (B et
résistantes au cuivre B lessivées pour chaque échantillon collecté etiesde colonne
(regroupés par trois). Les concentrations en hiastéultivables B et B> sont présentées
en échelle logarithmique et séparées graphiqueptamtune meilleure lecture des résultats.
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Figure V-8 Courbes de lessivage des bactéries hétérotrophes cultivables totales (B™) et résistantes au cuivre
(B) (UFC.mL') dans le sol de Clessé amendé en compost de conifére CC (symboles vides) et ou non NA
(symbole plein), contaminé (Cu) en cuivre ou non (H,0) mesurées a TO (o), T1 (m), et T24 mois (A).

Le sol de Clessé ayant en moyenne une concentratidractéries cultivables d’environ
1P UFC.g%s (NA et CC) (c.f. chapitre Ill), chaque colonnest# contient donc environ 5.10
UFC (dans 50 g de sol). La quantité de bactérissidées ne représente donc qu’environ
1/1000 et 1/10000 des bactéries cultivables totales des 2 solsucengntre que seule une
faible proportion des bactéries cultivables estilisgie dans les sols par la lame d’eau.

Dans les chapitres précédents nous avions mongé&gns les deux sols, les bactéries
résistantes au cuivre {B ne représentent que 0.1 & 1 % des bactéffésLBs concentrations
mesurées dans les effluents de colonnes lessivééslis méme ordre de grandeur d’environ
10* & 16 UFC.mL™. Ces résultats nous indiquent que la concentratiobactéries cultivables
résistantes lessivées est proportionnelle a leurardration initiale dans le sol.

D’'une maniére globale, on note que les concentratém bactéries cultivables Bet B*"
évoluent peu au cours d'un méme lessivage poudées sols (NA et CC) et les deux
conditions de contamination {8 et Cu). Ceci indigue que la quantité de bactdéessivables
a un temps t ne s’épuise pas pendant le passade ldene d’'eau et reste a un niveau
important. Ces résultats indiquent que les badé&imt des biocolloides mobiles susceptibles
de contribuer au transport du cuivre, au méme diiele carbone organique dissous.

On note également que la quantité de bactériesvéessdiminue fortement au cours de
lincubation des deux sols, autant pour®Bque B ce qui indique qu'au cours de
I'incubation les bactéries se distribuent de m@&@nsnoins en position « externe des agrégats
de sol », c'est-a-dire accessibles a I'eau en énuarit.
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La Figure V-8 montre également que malgré la ditmnudu lessivage de bactéries au
cours du temps, la proportion de bactéries rédetaau cuivre augmente. Ceci est en accord
avec les résultats de I'nmpact du cuivre (Chap. dd) ont montré que la contamination au
cuivre induit une augmentation dé&'Bsur le long terme. Il est donc logique d’obsereer
lessivage de plus en plus de bactéries résistantesivre au cours de I'incubation.

V-3-6-2 Origine des bactéries lessivées, ou micro-biogéographie du sol de

Clessé

Afin d'identifier I'origine des bactéries® lessivées, c'est a dire identifier quelles sost le
fractions des sols qui liberent le plus de bacséviers la solution en mouvement, nous avons
initi€ une étude de microbiogéographie du sol des€d en comparant les bactéries
cultivables identifiées dans les effluents de co&sn(par séquencage de '’ADNrl6S) avec
celles identifiées dans chacune des fractions des sols (par séquencage haut débit). Faute
de temps, nous n‘avons malheureusement pas puerctey travaux sur le séquencage haut
débit. Nous ne présenterons donc ici que les gdsultidentification des bactéries cultivables
des effluents.

Nous avons identifié 116 (B) et 120 (BY) souches bactériennes des effluents de
colonnes lessivées a différents temps d'incubatites, sols NA et CC. Nous n'avons pas
identifié toutes les bactéries isolées, mais seemenies bactéries dominantes qui se
différentiaient morphologiquement. Aprés I'obtentides séquences d’ADN, nous avons pu
identifier les bactéries par alignement des séseavec I'aide du logiciel Clustal X, nous
avons pu construire un arbre phylogénétigue detehes lessivées (avec le logiciel Mega4).
La représentation graphique des arbres phylogaresjgéalisés avec le logiciel njplot, est
présenté dans la Figure V-9 et la Figure V-10.

Les principales affiliations d’especes bactériennescontrées dans les effluents de
colonnes lessivées sont deproteobacteria f-proteobacteria y-proteobacteria firmicutes
et actinobacteria L'ensemble des bactéries proteobacteria sonbdegries a Gram négatif.
En revanche lermicuteset lesactinobacteriasont des bactéries a Gram positif.

Pour les deux sols, les espéces bactériennes &diatian des a-proteobacteria
représentent environ 50 % du nombre total de sauclentifiées (Tableau V-3). Elles sont
majoritairement résistantes au cuivre, et isolégxipalement a partir des sols contaminés au
cuivre. En revanche, la majorité dastinobacteriane sont pas résistantes au cuivre. }-es
proteobacteria et firmicutesreprésentent chacune environ 20 % des bactériasififles, en
accord avec Ellis et al. (2003) qui ont égalementintnéo que lesfirmicutes sont trés
abondantes dans les sols contaminés en multi-étémenproportion d@-, y-proteobacteria
etfimicutes est équilibrée au sein de nos bactérigs& B,
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Tableau V-3 Nombre d’espéces bactériennes identifiées dans les solutions de lessivages pour chaque condition
de contamination.

Sol NA Sol CC
BTOt BCU BTOt Cu TOtal
(NA/CC)
Affiliation HO Cu HXO Cu HXO Cu H,O Cu
Firmicutes 1 2 3 7 6 8 2 8 13/24
Actinobacteria 1 7 1 0 2 11 0 1 9/14

a-proteobacteria 1 2 18 45 0 3 16 31 66/50
p-proteobacteria 0O 1 2 1 1 0 3 4 4/8
y-proteobacteria 13 9 2 0 5 9 3 6 24/23

Total 16 21 26 53 14 32 24 50 116/120

Notre perspective a court terme est donc d’essdgelocaliser au sein des différentes
fractions des sols, les bactéries isolées daneffegents de colonnes de sols, pour mieux
comprendre quelles sont les especes les plusrfaailemobilisables dans les sols naturels en
fonction de leur localisation a micro-échelle etneoent les apports de matiére organique ou
de cuivre peuvent les affecter. Ce facteur esiquéigrement intéressant dans un contexte de
mobilisation facilitée des polluants par les bitaimles dans un contexte d’apport de MO
exogene et de cuivre simultané.

Nous avons déja montré auparavant qu’apres la mamadion au cuivre du sol de Clessé,
les bactéries résistantes au cuivre étaient comEtprincipalement dans les fractions
grossiere (>250 um) et fines (20-2 et <2 um), gomtsaussi celles qui accumulent
préférentiellement le cuivre. Ces résultats sortiéoents avec le fait que les bactéries
résistantes au cuivre peuvent contribuer a sa matidn. Une caractérisation plus poussée de
la réactivité au cuivre des bactéries isolées tEmeffluents de colonnes, pourrait nous aider
a identifier les mécanismes de transfert du cuiames le sol de Clessé.
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V-3-7 Effet de 'amendement en Matiere Organique sur la mobilité du

cuivre.

La Figure V=11 permet d'illustrer les observatidages sur I'évolution du lessivage des
particules et de vérifier les hypotheses assoeigrsnécanismes de transfert du cuivre.
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Figure V-11 Comparaison de la turbidité des solutions lessivées, de la concentration en carbone organique
[COT.q], et de la concentration en cuivre mobile [Cu,q] des effluents du sol de Clessé non amendé (NA) et
amendé en compost de conifére (CC) aprés deux ans d’incubation en mésocosmes contaminés au cuivre a 240

ppm.

Dans la Figure V-11 sont présentées les mesuragladité, de concentration en CQT
(carbone particulaire et dissous) et defedans les effluents des sols NA et CC aprés deux
ans d’incubation. Les concentrations totales enreuiessivé des deux sols (Figure V-11)
sont trés similaires. Cette situation permet urmmaparaison facile du comportement du cuivre
dans les deux sols amendés différemment. On obgesreontrairement au cuivre lessivé, les
valeurs de COZ; et de la turbidité des effluents des deux sols 6a différentes. Dans le sol
NA, la turbidité est tres élevee et la concentrattm COTq plutbt faible, alors que c’est
I'inverse dans le sol CC. Ces observations ainsi lgg résultats présentés précédemment
permettent de proposer I'hypothése suivante : lfaeenent en compost de conifére favorise
la mise en solution de carbone organique par ra@posol NA, expliquant que [CQ] est
élevée pour une turbidité relativement faible (plausol CC). Ceci indique que dans le sol
CC une part importante du cuivre doit étre assogiEeMOD. La situation est inversée pour
le sol NA, pour lequel la [CQJ] est plut6t faible par rapport a la turbidité éeyindiquant
une forte contribution des particules du sol a tdbitnsation du cuivre. Nos résultats indiquent
gue selon le sol (NA ou CC), le cuivre est mobiiséon 3 mécanismes : d’abord le cuivre est
sous forme libre (majoritairement pour le sol NA@ qui devient insignifiant au cours de
I'incubation ; sous forme particulaire (pour lesigesols) ; et sous forme complexée a la MO
(tres faible pour NA).

Ces résultats constituent la base de notre motiéhsde la mobilité du cuivre avec le
logiciel PhreeqC. Dans ce contexte la COD meswepedsente autant la part dissoute que
particulaire du carbone, et donc autant les bagéjue la matiere organique dissoute. Les
résultats montrent trés clairement que I'amendenoeganique augmente le lessivage du
cuivre. De ce fait on peut considérer que cettaarebrganique est le vecteur principal de
mobilité du cuivre. Alors, les particules non orgaes ne sont pas considérées dans le
modele.
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V-3-8 Modélisation de la lixiviation du cuivre dans le sol de Clessé

V-3-8-1 Processus pris en compte dans la modélisation du transfert du

cuivre.

Pour modéliser la mobilisation du cuivre dans ledeoClessé, nous avons da simplifier le
systeme étudié en ne considérant pas les 3 méaigentifies préecédemment mais plutét
un seul processus moyen global.

La premiere simplification a consisté a considéyalil y a une seule phase réactive
immobile et une seule phase réactive mobile. Nonsneencons par la mise en forme de ces
deux phases pour la modélisation.

Les phases mobiles et immobiles sont bien sOrdixkéssifiées en termes de composition.
Toutefois, l'analyse de nos résultats démontre [licapion prépondérante de la matiére
organique dans la rétention du cuivre réactif. gparait alors raisonnable d’estimer les
concentrations totales des sites immobiles surake lWes concentrations totales de matiere
organique du sol (le COT du sol en colonne, noté GYOat la concentration en sites mobiles
sur la base de [CQJ mesurée en sortie de colonne. Nous faisons hgpbthése que ces
deux phases peuvent étre représentées par une MEEdamt une réactivité moyenne
homogene face au cuivre et aux protons.

La prochaine étape a consisté a définir le lienegies concentrations massiques mesurées
en matiére organiques (concentrations G COT,qen g.g" ou g.L") et leur réactivité. La
réactivité des acides humiques varie dans la ditée entre 2 et 10 mmof:gd’acides
humiques (Matynia et al. 2010), tandis que les tsatss bactériens ont typiquement des
réactivités aux protons et métaux de 0.5 & 2 mmalg matiére séche (Borrok et al. 2005;
Guiné et al. 2006). Nous basons notre estimatiotesuéactivités déterminées pour ces deux
substrats. Ce faisant, on prend en compte la libasse de la réactivité des acides humiques
dans la mesure ou les sites de la matiere orgardgusol sont potentiellement moins
accessibles que ceux d’'une suspension d’acidesguesii Par ailleurs, la densité de sites de
la matiére organique non ou peu dégradée de oess@lus faible que la MO dégradée. Par
exemple, la lignine et les cires végétales ont p&s de groupes fonctionnels acide base
réactifs.

En considérant, des blocs moléculairegHzO15 (exemple de la stoechiométrie du
Glucose) de 450 masses €lémentaires portant unaisite réactif par unité, on obtient une
réactivité de 5.6 mmol de sites par g de Carbooit 450/(15x12)), ou de 2.2 mmol de sites
par g de MO (450/(15x12+30x1+15x16)). Ces valeunséawe utilisées pour la modélisation
de la spéciation du cuivre dans ce travail. Onutaldonc la réactivité de nos sols sur la base
de sa teneur en MO. On considere pour la MO desoés I'existence d'une réactivité
universelle identique pour les acides humiquesegtsubstrats bactériens. Cette réactivité
s’appligue de la méme facon a la matiere organmakile et immobile. Ceci signifie que le
nombre de sites réactifs par carbone structuradest pour 15, ce qui se rapproche des
rapports présentés dans les différents modéleststaux des acides humiques (Stevenson
1994). Les sols NA et CC contiennent respectiveniebt % et 2.5 % de MO, ce qui
correspond & 0.045 et 0.075 megf'ss respectivement, en prenant comme référence pour la
MO une concentration moyenne de sites réactifs dmn®oki.g’ss Nos colonnes sont
divisées en couches verticales de 5.6g de sol mantesnviron 2.6 mL d’eau porale. On
obtient donc finalement une réactivité de la MO9@eet 160 mmol.L* d’eau porale pour les
sols NA et CC, respectivement. Les valeurs aingerales sont sans doute approximatives,
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mais présentent tout de méme un sens physique, rmiécegtaines phases réactives ne sont
pas considérées, comme les argiles ce qui pounaidlifier la réactivité globale au cuivre
ainsi estimée. Cette hypothése nous semble tostafmeptable, au moins d’'un point de vue
relatif, puisque les deux sols ont le méme tauxgiles.

V-3-8-2 Modélisation de la mobilité du carbone organique total

Comme démontré par les essais de lessivage, leemoations en carbone organique
dissout ([COT) dans les effluents sont relativement stableg@urs de I'incubation et en
particulier dans les sols contaminés au cuivre ggdionc un effet stabilisateur sur la MO
mobilisable). Ceci nous permet de considérer ungbeode lessivage modele unique du
COTyq pour les deux sols étudiés et pour chaque tempsidiEré. Comme nous l'avons vu
dans le Chap. lll, la concentration totale en caeborganique (CQs) évolue au cours de
I'incubation dans le sol CC contrairement a la @mtation en COZ; Cette différence de
comportement est liee a la dynamique de dégradatiorrarbone (Figure IlI-7), qui est
variable au sein des fractions granulométriguesalu ll a été démontré que les fractions
grossieres contribuent principalement a la perteatbone organique, tandis que les fractions
fines évoluent peu durant lincubation. Le sol étan milieu filtrant, la lixiviation des
particules fines est facilitée par rapport auxipales grossieres, ce qui contribue a expliquer
la constance du CQJau cours de l'incubation.

Avec cette approche simplifiee, nous avons pu nigetele lessivage du CQJ (Figure
V-12). Les courbes calculées représentent assez ®®lution globale de [CO] observee
pour les sols NA et CC a TO et T24 mois. Ces résuttanhfirment que la prise en compte
d’'une réactivité globale constante et proportiolnél [COT,] sur toute la durée de
I'incubation est suffisante pour reproduire coreaeént nos observations.
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Figure V-12 Modélisation du lessivage de sites réactifs au cuivre associés a la MO dissoute dans le sol de
Clessé non amendé (NA) et amendé (CC) en compost de coniféere a TO et T24 mois. La courbe sans symbole
représente la courbe de modélisation du COT,q lessivé, pour les deux temps d’incubation.

Le but de cette modélisation est de reproduire @&uxnet de maniere la plus simple
possible les données expérimentales de lessivageQdy, L'ensemble des parametres du
modele est présenté en Annexe J. Avec cette apmriehcourbes calculées pour NA et CC
représentent une courbe moyenne de lessivage tssnsobiles réactifs. Ce modele a été
établi sur la base d'une équation de Langmuir (Sigygal. 2001), avec Ms le groupe
fonctionnel réactif au cuivre (ou au proton) d’'uparticule ou molécule potentiellement
mobile. Ms_Tot est égal a 0.6 mM et 0.8 mM pourdels NA et CC, respectivement. Les
sites réactifs Ss-m de la phase stationnaire padia@n Ms ont une concentration totale Ss-
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mTot de 1.3 pM pour NA et 1.5 uM pour CC. La constdfds msest de 4.05 pour les deux
sols laquelle définit I'affinité du groupe fonctioel Ms pour son site d’attachement sur la
phase stationnaire. La courbe expérimentale derlaentration en CQyj est ainsi ajustée en
faisant varier ces cinq parametres. Cette apprdiomaous semble suffisante car, dans cette
étude, les analyses réalisées sont insuffisantegu@ntité et en répétitions) pour remonter de
maniéere certaines aux processus physiques corttélamansfert du cuivre dans ce sol. Nous
sommes conscients par exemple que le transfertifr@éas particules du sol (systéeme

complexe) n’est certainement pas exclusivementcédse a un formalisme de type
Langmuir.

Le logiciel PhreeqC ne permet pas de définir descodes mobiles. Pour contourner ce
probléeme, nous avons dissocié conceptuellemenpadicules en définissant une quantité de
ligands mobiles équivalents, pouvant interagir dnagvec un ion cuprique ou un proton. Sur
le plan conceptuel ceci revient a considérer lesfiert particulaire comme un transfert d’'ions
dissous, c'est-a-dire a negliger la masse de lécpla: Les concentrations en CQT
observées et calculées sont constantes tout awdmligpcubation des sols. La diminution de
COT du sol CC n'est donc pas prise en compte danmddélisation par soucis de
simplification et parce que I'effet sur la courtsoulé reste le méme.

Néanmoins, ce parameétre est susceptible d’impdateoncentration en cuivre libre,
lequel est en effet contrblé par cette composdatelQ) qui joue un réle tampon majeur pour
cette espece de cuivre. Nos mesures de cuivrediérant avérées insuffisamment résolutives
pour mettre en évidence le vieillissement du COTisnwavons pas modeélisé son évolution
qui est donc associée a celle du cuivre complexé.

V-3-8-3 Modélisation de la lixiviation du cuivre dans le sol de Clessé

La modélisation de la concentration totale en @iiessivee a été effectuée uniquement
sur les deux sols de Clessé (NA et CC) contaminésuavre a 240 ppm. Dans ces sols, la
concentration finale totale en cuivre est d’enviB2b ppm (cf. chapitre Ill). Ceci correspond
& une concentration, [Gal, de 11 mmol.l* d’eau porale. Le rapport molaire cuivre/COT
solide est ainsi d’environ 1/10 (en considérantclascentrations de 0.045 et de 0.075 mmol/g
de sites de COT calculés pour les sols NA et CGpeaetivement, cf. V-3-7-1). La
concentration molaire en cuivre dans les sols ooimiés est donc, certes, plus faible que la
concentration calculée totale de sites dispon#leda matieére organique, mais n’est toutefois
pas négligeable par rapport a sa capacité totapmgion. Dans le cadre d’'une modélisation
de type Langmuir nous approchons donc la partielingaire de la courbe log Gdd versus
log Cuhg

La modélisation de la lixiviation du cuivre a étalisée a différents temps d’incubation
(0, 1, 7, et 24 mois). Les courbes expérimentaes@ees présentent deux phases distinctes :
une partie ol la concentration en cuivre augmeateespondant a la phase transitoire de
saturation du sol, suivie d’une deuxiéme partidaoconcentration diminue (Figure V-13) et
correspondant a I'’épuisement du cuivre mobiliséailelement regu sur les sites de rétention.
Du fait que la partie montante de la courbe neespond pas a un régime permanent, cette
partie est difficilement reproductible avec notr@dale qui ne résout pas I'équation de
Richards en non saturé. De ce fait, nous avonssichei limiter la modélisation a la partie
descendante de la courbe de concentration en cuivre

Globalement, les courbes expérimentales de Ilonatdu cuivre des sols contaminés
diminuent en concentration au cours de l'incuba{Bigure V-13). Cette diminution n’est
pas liee aux concentrations des phases réactivédesiopuisque le CQJ ne varie pas
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significativement au cours de l'incubation des sokgré la diminution de COT dans le sol
CC. Le vielllissement du cuivre est donc lié a wocpssus indépendant de la phase mobile.
Les processus pouvant étre raisonnablement proposé€xpliquer cette diminution peuvent
étre intégrés de deux fagcons différentes dans tefao

* Soit I'accessibilité du cuivre a la phase liqudiminue progressivement dans les sols
entrainant une diminution de la mise en solutioncdivre. Cette diminution de
I'accessibilité du cuivre peut s’expliquer par wh#usion du cuivre a l'intérieur des
agrégats des sols (porosité texturale) et en péeicau sein des complexes argilo-
humiques.

* Soit le cuivre migre vers des sites d'affinité esainte au cours de lincubation
entrainant une plus faible remise en solution V@rghase mobile. Ainsi, le cuivre
pourrait migrer depuis des sites d’affinité relativent faible (i.e. sites carboxyles)
vers des sites de forte affinité (i.e. sites sudfiues, oxydes de Fe). Cet effet peut
étre conceptualisé par 'augmentation de la cotstapparente de complexation du
cuivre sur les phases immobiles. Pour satisfairmdelele, nous avons fait évoluer
differemment la force de liaison du cuivre avec $#es mobiles et avec les sites
immobiles, car la répartition solide/solution duvte ne change pas si les constantes
de réactivité évoluent de la méme fagon dans aes ciempartiments réactifs des sols.

Il semble raisonnable de considérer que les cotestgopu la concentration totale) de la
phase mobile n’évoluent pas ou peu (résultatsamlition de la turbidité (Figure V-6b) et
du COT des effluents (Figure V-7)). Dans la solutil@s sols, le cuivre est sans doute plus
associé a du carbone organique mobile, dont laivéacau cuivre ne doit logiguement pas
varier car correspondant a des composés organjgoelsiits continuellement au cours de
I'incubation (il N’y a pas de raisons de supposer s ligands organiques deviennent de plus
en plus chélatants au cours du vieillissementepample). Par ailleurs, les particules mobiles
sont potentiellement plus accessibles au cuivrea dieau que lintérieur des agrégats
représentant la phase immobile des sols.

Conceptuellement, il est donc raisonnable de cénsidjue le cuivre présent sur la phase
immobile du milieu poreux devient de moins en mansessible soit par migration vers des
sites réactifs forts (ex : site sulfuré difficiléadces), soit par diffusion vers des zones ou site
moins accessible a 'eau mobile (argiles, agréda, etc...).

Les deux processus (diminution de la concentratitede du cuivreversusrenforcement
de la constante de réactivité) peuvent chacun gxgli nos résultats (diminution de la
mobilité du cuivre) et donc satisfaire la modélmat L'identification de ce processus

dominant peut donc étre considéré comme une péigpeicnportante a ce travail de
modélisation.
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Figure V-13 Modélisation du lessivage du cuivre dans le sol de Clessé non amendé (NA) et amendé (CC) en
compost de conifére de TO a T24 mois. Les courbes sans symbole représentent les courbes de modélisation du
Cu lessivé, et les points correspondent aux concentrations en cuivre expérimentales.

Pour modéliser I'évolution de la concentration eivie lessivé au cours de l'incubation,
nous avons choisi la solution consistant a fairelu®r temporellement la constante de
réaction du cuivre avec la MO (constantgslfcu+2 Annexe J). Les courbes modéles
résultantes sont données dans la Figure V-13, @ Voit que les observations sont
correctement ajustées par les courbes calculées. chastantes K _Ss hCu+2 ajustées,
données dans la Tableau V-4, ont été calculées|'@ge@ation :

Ss h+Cu*™ < Ss_hCu®™,logK [V-6]

Ss_hcu*?

Tableau V-4 Valeurs de la constante de réaction du cuivre avec les sites réactifs immobiles (log_Kss ncu™?) du
milieu poreux pour les sols non amendé (NA) et amendé en compost de conifére (CC).

Temps d’incubation (mois)

Sol
0 1 6 24
Non amendé (NA) 7.35 7.35 7.40 7.55
Amendeé en compost 6.95 7.00 7.05 7.35

de conifére (CC)

On observe une augmentation de la constante avietnigs d’incubation pour les deux
sols. L’évolution de cette constante exprime lallissement du cuivre par une augmentation
de la force de liaison entre le cuivre en soluBbfes sites réactifs immobiles. Cette constante
augmente deux fois plus rapidement dans le sol @dans le sol NA.

On observe également que les constantes d’interadti cuivre avec la MO modele sont
plus faibles dans le sol CC que le sol NA (TablgaB). Il est a noter que ces constantes sont
fortement corrélées aux concentrations totalesits seactifs calculées. Cette différence
exprime que la réactivité des matiéres organignée ées sols CC et NA ne est pas la méme
au moment de la contamination a cause de I'amenaeonganique. Il est aussi a noter que la
constante de réaction du sol CC se rapproche de del sol NA au bout des deux ans
d’incubation en accord avec I'évolution d’autresgmaetres tels que la [CQ], ou Cuexiot
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On constate le méme effet pour I'évolution de laaamtration en cuivre lessivé. Il y a
donc plusieurs faits concordants démontrant quemmés de réactivité, le sol CC se
rapproche du sol NA au cours de I'incubation.

La Figure V-14 présente les courbes de lessivagriigte calculées aux différents temps
d’'incubation des sols NA et CC. A chaque tempsatibation, la concentration en cuivre
mobilisé dans le sol CC est supérieure a celle @uNA. Cependant apres deux ans
d’incubation, la constante de réaction au cuivresauCC est devenue tres proche de celle du
sol NA. Bien que les constantes de réactivité $drés proches (valeurs finales), les teneurs
en cuivre mobile sont différentes. Ceci vient dit épe le nombre de sites de fixation du
cuivre (COT solide) dans le sol NA est inférieuceéui du sol CC. A réactivité égale, le
modéle prévoit logiquement que le cuivre est ‘mdidsdans le sol NA. Globalement les
courbes calculées sont en accord avec les obsmrsatxperimentales et valident donc les
hypothéses émises pour expliquer la fixation dwreuidans les deux sols variablement
amendés en MO. La plus forte concentration en L@u sol CC favorise la mobilité du
cuivre a travers ce sol. Le cuivre est donc prialement lessivé sous forme liée, i.e
complexée a la phase organique mobile (o T’amendement organique favorise la mise
en solution de MOD capable de complexer puis ledvie cuivre. Les résultats de
modélisation sont compatibles avec I'hypothese idénant que le vieillissement du cuivre
observé au cours de l'incubation est lié & une mion de I'accessibilité de I'eau mobile au
cuivre retenu sur des sites réactifs de la phaseolnie, et que ce vieillissement est plus
rapide pour le sol CC que pour le sol NA, indiquairtsi un lien avec I'évolution de la
matiere organique du sol.

8,
- — TOm
=6
3
=z 4 — T7m
®©
3 - — T24m

Figure V-14 Comparaison des courbes modéles de la lixiviation du cuivre entre le sol contréle NA (pointillé) et
le sol amendé CC (plein), pour chaque temps d’incubation.
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V-4 Conclusion

L’objectif de ce chapitre était de mieux comprentrtet du mode de gestion des intrants
organiques des sols sur la mobilité du cuivre darsol de Clessé afin d’évaluer le risque de
contamination des ressources en eau di aux fortesmalations de cuivre a la surface des
sols viticoles. Par des expériences de lessivagmlenmnes des deux sols étudiés (amendé et
non amendé en compost de conifére), nous avongéngmeé I'amendement du sol en matiere
organique modifie la composition et la géochimigrd¢é ionique, COT, ...) des lixiviats des
sols. Nous avons montré dans ce chapitre que I'demant organique du sol de Clessé
augmente fortement la mobilité du cuivre, mémeettiecderniere reste relativement faible car
ne représentant pas plus de 1 % du cuivre totabptalans le sol. Dans le sol contréle (NA),
le cuivre est principalement mobilisé sous fornieeliou associé a des colloides alors que
dans le sol amendé (CC), le cuivre se retrouvekrtian principalement sous forme chélatée
a la matiére organique dissoute.En effet, nous svoontré que la turbidité (DG des
effluents de colonnes est plus faible dans le s@ralé en compost de conifere que dans le
sol contrdle, indiquant une stabilisation des patés mobilisables par la MO ajoutée. De
plus, dans les deux sols, la concentration en neabiganique en solution (C@J est stable
tout du long de I'incubation, malgré la diminutida la teneur totale en carbone organique du
sol CC.

Pour les deux sols (amendé et non amendé), la mtvatien en cuivre diminue au cours
des phases de lixiviation des sols par I'eau, g un épuisement progressif du cuivre
mobile retenu sur les surfaces solides des desx sol

Ainsi, aprés avoir montré que l'amendement orgamigles sols présente un effet
protecteur pour les sols en termes de toxicitéawss des communauté bactériennes des sols,
nous avons montré dans ce chapitre au contraireffeh néfaste de 'amendement du sol,
puisque celui-ci favorise la remise en solutioncdivre sous forme complexée avec la MO
dissoute et donc la mobilité du cuivre en profomdew & la surface des sols sous vigne.
L’importance relative de chacun de ces mécanismegahsfert du cuivre évolue toutefois
avec le temps en relation avec le vieillissementadeontamination. Ainsi, les quantités de
cuivre libre deviennent tres vite négligeables faor quantités de cuivre complexé ou sorbé
sur les (bio)colloides des deux sols, indiquantnétention de plus en plus forte du cuivre sur
les surfaces solides au cours du temps.

L’évolution de la mobilité du cuivre dans les desols a pu étre correctement modélisée
avec PhreeqC en ne considérant, pour simplifiehingu seule phase réactive au cuivre
mobile, avec des constantes de réactivité moyenmepsgsentatives des principales phases
porteuses mobilisables des sols (MO, argiles, oxydellules...). La diminution temporelle
de concentration en cuivre lessivé a été correciemeprésentée par une augmentation des
constantes d'interaction du cuivre avec les sigaxtifs immobiles, pour les deux sols. Ces
résultats s’accordent avec I'évolution de la cotredion en cuivre échangeable au Ca. Pour
le sol CC, la constante a évolué deux fois plus,vitt qui est bien corrélé a la fois a
I'interaction du cuivre avec les phases fixes, naaissi a la dégradation de la MO observée
dans ce sol. On observe donc un ‘vieillissementfadeontamination au cuivre, qui n’est pas
le méme lorsque le sol de Clessé est amendé oamoompost de conifére.

Nous avons aussi montré que des concentrationsriampes de bactéries sont lessivées
dans les deux sols au cours du temps, lesqueligslngent sans doute dans les deux sols au
transfert du cuivre. Les concentrations de bacdessivées diminuent fortement au cours de
I'incubation, tout comme cela a été observé pouruigre, en particulier la premiére année.
Par contre, on a observé une augmentation du &&gsige bactéries résistantes au cuivre au
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cours de l'incubation des sols contaminés, en @cawvec les impacts court et long terme du
métal mis en évidence dans les Chap. Ill et IV.

La contamination au cuivre du sol de Clessé ne fieopias significativement la mobilité
des bactéries cultivables totales ou résistantesddax sols. Un grand nombre de bactéries
cultivables isolées dans les effluents de colomme£té identifiées, dans le but de remonter a
la micro-localisation initiale dans les fractiorssdsols des bactéries mobilisées par I'eau. Nos
résultats ont montré que la contamination a indwuit enrichissement des effluents
principalement enActinobacteria Ce travail de micro-biogéographie est un travall
préliminaire original qui n'a pu étre mené a boansl le delai de cette these, mais qui se
poursuit acutellement et semble trés promettewregnd@tamment aux progres des systemes de
séquencage haut débit.

En termes de perspectives a court terme, en plliartdyse de micro-biogéographie
des deux sols, I'analyse précise des colloidesdbies et abiotiques co-élués avec le cuivre
permettra de mieux comprendre leur implication demsobilisation (travaux en cours). Ces
travaux vont permettre ainsi d’augmenter nos casaaices sur les mécanismes de transfert
de cuivre, et notamment sur son transfert colloédaéssocié a la MO dissoute qui semblent
dominants dans le cas des sols riche en maticamiopag.
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Conclusion

Ce travall pluridisciplinaire a I'interface entr@ §éochimie environnementale, la physique
des sols et la microbiologie visait a contribu¢établissement des relations biogéochimiques
qualitatives et quantitatives controlant la rétemtil’'impact et la mobilité du cuivre dans un
sol sous vigne (sol de Clessé, Bourgogne) sounidférents modes de gestion d’intrants
organiques. L’effet de I'évolution temporelle desaelations sur I'impact du cuivre et son
potentiel de mobilité ont également été évaluésaaus de l'incubation, en mésocosmes, du
sol variablement amendé en MO. Nous souhaitionsi ameux comprendre le réle de la
structuration des sols dans I'impact du cuivrelesmmicroorganismes, en relation notamment
avec leur micro-localisation spatiale dans leséddhts micro-habitats de ce sol. L'effet du
mode de gestion des intrants organiques du soless€ sur le devenir et I'impact du cuivre
ont été étudiés d’abord a I'échelle du sol nontioané puis a celle des sous fractions
granulométriques du sol obtenues par une méthodeaditonnement granulométrique peu
déstructurante.

Effet du mode de gestion des intrants organiques sies propriétés du sol de Clessé

Nous avons tout d’abord évalué l'effet long terme 20 ans) des différents intrants
organiques sur les propriétés bio-physico-chimigdassol de Clessé a I'échelle de la
parcelle. Dans tous les cas, nous avons observaugmentation des teneurs en carbone
organique total (COT) du sol, carbone qui se digtritrés differemment dans les sous
fractions granulométriques pour les cing situatigosntrole, paille, compost de conifere,
fétuque et tréfle) étudiées. Nous avons ainsi néogtie le sol amendé en compost (CC) ou
son enherbement en trefle (Ht) conferent au soClssé sur une vingtaine d’années des
propriétés tres différentes de celles du sol ctmt(BlA). Les intrants organiques, et plus
particulierement le compost de conifére et le éreflugmentent I'agrégation du sol dont les
micro-agrégats sont mieux stabilisés. Dans le aastréfle, on note en parallele une
modification conséquente du pH du sol liée a I'aagtation de son activité rhizosphérique.
Pour ces deux sols, ces changements entrainentgjdbalement une modification de la
distribution du cuivre a micro-échelle ainsi qu’umedification de sa biodisponibilité pour
les bactéries et les plantes par rapport a un xtengans traitement organique. Ces différents
résultats montrent que dans un contexte de gedéda fertilité des sols sous vigne, le choix
de l'intrant organique est important puisqu’'a terimhepeut affecter le fonctionnement
biogéochimique d’un sol et modifier sa sensib#iténe contamination métallique.

Relations réactivité, spéciation et distribution ducuivre a macro et micro-échelle.

L’amendement du sol de Clessé en compost de cer(f&) est celui qui modifie le plus
les propriétés du sol de Clessé. Ce traitement @irgsle sol contrdle ont été retenus pour une
étude détaillée de I'effet et du devenir d’'une eomhation au cuivre dans le sol incubé en
mésocosmes sur le long terme.

Nous avons ainsi suivi sur deux ans I'évolutioralgéactivité, la spéciation, I'impact et la
mobilité du cuivre apporté aux deux sols a 240 ppnthaque pas de temps nous avons
fractionné les sols pour caractériser la distrdoutidu cuivre, de la MO et des
microorganismes a micro-échelle (fractions de sotaille >250, 250-63, 63-20, 20-2, et <2
um). Nos résultats ont montré que chaque fractimmuométrique des sols présente une
composition chimique (composition et réactivité)ewstructure spatiale et des communautés
microbiennes variables, confirmant ainsi le cargcgpécifique des microenvironnements des
sols, qui représentent donc des micro-habitatsainiens spécifiques. En termes de réactivité
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des sols au cuivre, nous avons montré qu’elle Viarement d’'une fraction a l'autre en
relation avec leur teneur en MO et en argiles. €activité des fractions grossiéres est
majoritairement dominée par la réactivité de la Bt@elle des fractions fines par la réactivité
des argiles. La composition spécifique des frastigmanulométriques contréle donc les
processus d’accumulation du cuivre, qui n'est daataire dans les sols et qui varie avec
'amendement organique. Dans les deux sols, lereurgt fortement retenu sur la matrice
solide, le cuivre en solution représentant moin8.d€% du cuivre total du sol. Nous avons pu
montrer que quelque soit I'échelle d’étude (sol ri@actionné ou micro-agrégat), la MO
modifie la spéciation du cuivre. En effet, par pegpriétés de chélation du cuivre, la MO
ajoutée au sol limite la quantité de cuivre potdlgment libérée en solution. La dégradation
du carbone au cours du temps a été observée @miagipnt sur les matieres organiques les
plus grossieres et de maniére accélérée (conditiptimales) par rapport & la situation de
terrain. De plus, ces fractions granulométriquessgjeres des deux sols (>250 um et 250-63
um), ou s'accumule préférentiellement le carbonegere, et dont le turnover est le plus
rapide, voient leur teneur en cuivre significatigmh augmentée. Nous avons également
montré que la contamination au cuivre « vieilliae cours du temps, c'est-a-dire que sa
distribution et sa spéciation évoluent a I'échelel’année, comme cela a déja été suggére
précédemment sur le court terme (Lejon et al. 2008)s avons montré que cette dynamique
de la concentration de cuivre en solution suit cimétique en deux étapes, avec une forte
diminution les premiers 6 mois qui suivent la comtaation, différente pour les deux sols (en
accord avec I'évolution du cuivre échangeable dciwga) et une deuxieme étape beaucoup
plus stable ou le cuivre mobilisable est retenuntBniere similaire dans les deux sols.
L’évolution de la spéciation liquide du cuivre sdenbssez indépendante de la dose initiale de
cuivre, puisque nous avons observé des états fitr@gxsemblables lorsque le cuivre est
apporté en 1 fois (240 ppm) ou en 4 fois (60 ppm)as méme période.

Impact du cuivre

Les amendements organiques et le vieillissemeid dentamination affectent également
I'impact du cuivre sur les communautés bactériempuesnous avons suivi au cours du temps
via deux indicateurs d’impact : la richesse en é&rdes résistantes au cuivre et les empreintes
génétiques de la structure des communautés baumtésiales deux sols et de leurs fractions
granulométriques. Sur la parcelle viticole de Gdeda matiere organique apportée pendant
plus de 20 ans a modifié la structure des commesabactériennes du sol de Clessé a
I'échelle globale mais aussi a I'échelle des m@goégats, en leur conférant une sensibilité
différente aux pollutions métalliques. Nous avonsopserver que la MO et les argiles sont
les phases les plus réactives vis-a-vis du Cu,tkngur contrélant I'accumulation du métal
dans les fractions granulométriques du sol et, déamqotentiel de contact (et donc de
toxicité) avec les microorganismes localisés dassdifférents micro-habitats. La MO labile
des fractions grossiéres des deux sols ayant adéueuauivre apporté, est progressivement
dégradée dans ces fractions, libérant ainsi preiye®ent le cuivre qui redevient alors
toxique sur le long terme pour les microorganisetede maniere similaire pour les deux sols
étudiés. L'impact du cuivre sur les bactéries eltrsacontrolé sur le long terme
essentiellement par la dose totale de cuivre etacbavec les microorganismes plutét que
par sa spéciation (court terme) qui est différatdas un premier temps puis trés similaire
entre les deux sols apres le vieillissement detdamination. Dans un premier temps la MO
joue donc un rdle protecteur (piege a cuivre), fuscours de sa dégradation, un rdle de
source de cuivre modulant ainsi I'impact du cuiebservé dans le sol.
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Mobilité du cuivre

Par une approche de lessivage a I'eau des solsl@nnes, nous avons également évalué
I'effet du mode de gestion des intrants organigsies la mobilité du cuivre, dans le but
d’établir le risque de contamination des ressoume®au par les fortes accumulations de
cuivre a la surface des sols viticoles. Nos réwiltant montré un comportement tres
différencié du cuivre dans le sol de Clessé suigarit est amendé ou non. En effet, bien
gu’elle soit globalement faible, la mobilité du @ est deux fois plus importante dans le sol
amendé en compost que dans le sol controle, medtasit en évidence un effet, non plus
protecteur, mais plutbét néfaste de 'amendemenaroggie du sol. Nos résultats nous ont
permis de montrer qu’en absence d’amendement apganile cuivre est principalement
transporté sous forme colloidale et libre, tandie glans le sol amendé en compost de
conifere, le cuivre libre devient tres minoritag@ntrairement au cuivre chélaté par la matiere
organique dissoute, qui constitue alors le prinapécanisme de transfert du cuivre dans ce
sol.

Modélisation

A chaque étape de notre étude, nous avons essayfevadopper une modélisation
spécifiqgue a I'aide du logiciel PhreeqC pour teft#erhypothéses concernant les mécanismes
d’interaction et de transfert du cuivre dans lesxdsols. Nous avons ainsi considéré les
phases réactives et les mécanismes de transfecigaiix des sols en simplifiant notamment
la réactivité de la matiére organique des deux&akslle d’'une matiere organique standard de
type acide humique. Grace a cette modélisations m@ons pu montrer que les constantes de
réaction du cuivre avec la MO et les surfaces imhasisont différentes.

Au cours du lessivage des deux sols en colonness méavons pas noté d’impact
particulier du cuivre sur la mobilité des bactémedtivables totales ou résistantes au cuivre
identifiées par séquencage de 'ADNr16S, et quiagignnent principalement au groupe des
Proteobacteria classiquement rencontrées dans les sols poligrs.confirme qu’en dehors
d’'un impact fort a court terme observé uniquememsde sol non amendé, le cuivre impacte
de maniére similaire les communautés bactérienaggldux sols, dont les bactéries les plus
mobiles (donc les plus facilement accessibles @u)eont tres similaires et majoritairement
résistantes au cuivre.

Nos travaux ont clairement montré qu'il existe givéétique annuelle de vieillissement du
cuivre apporté sous forme de bouillie bordelaise cuivre est d’abord retenu au contact des
matiéres organiques grossiéres les plus accessilaest d’étre progressivement stabilisé
dans les phases argileuses des fractions fine) (gn2) des sols ou les microorganismes
s’accumulent préférentiellement. Une conséquenaetdi de cette stabilisation du cuivre est
la diminution de sa mobilisation avec I'eau sousne dissoute. En revanche le transfert sous
forme particulaire (associé a la MO particulaire aux argiles), reste donc un mécanisme
prépondérant du transfert du cuivre dans les delsx gui peut contribuer a sa dissémination
vers les rivieres, notamment via des processugiggeetlement de surface.

D’une maniére générale, nos résultats ont montes lgunode de gestion des intrants
organiques des sols sous vigne a l'échelle de leceff@a modifie les propriétés
biogéochimiques du sol a micro-échelle (agrégatdifiant ainsi la réactivité, la spéciation,
I'impact et la mobilité du cuivre.

Il apparait donc indispensable de mener cetteayesliés intrants organiques de maniére
raisonnée a I'échelle de la parcelle en considélestbénéfices mais aussi les retombés

néfastes, notamment en termes de risque pourdssuees en eau.
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Perspectives

Nos travaux ont contribué a une meilleure comprgioendu devenir et de I'impact du
cuivre dans les sols sous vigne, qui dépendergrfant des propriétés biogéochimiques du
sol a micro-échelle. Ces propriétés sont elles nsésaeis le contrdle du carbone exogene
apporté aux sols sous culture lors de leur gestigrande échelle.

Ce travail a fait émerger de nouvelles questionrscstte problématique et un certain
nombre de perspectives peut donc étre envisageélation avec le turnover de la matiere
organiquein situ et en conditions contrdlées, notamment avec ltifleation précise des
phases porteuses de cuivre dans le sol ou en@ulati encore I'évaluation des mécanismes
d’'impact et de résistance au cuivre observé dassleox sols a long terme. Quelques unes de
ces perspectives sont développées ci-apres.

L’évolution de la matiere organique exogene apgoda sol de Clessé a été montrée
comme étant un facteur important dans le contr@el’@volution de la spéciation et de
I'impact du cuivre. Il semble indispensable de @ de mieux caractériser les parametres de
dégradation de la MO et en patrticulier de mieux g@ndre les mécanismes et cinétiques de
dégradation de la MO dans les différentes fractgrasulométriques du sol.

Une possibilité ici serait d'utiliser du compost ctenifere préalablement marqué avec du
13C ou du™N, pour mieux caractériser les voies et cinétiqieslégradation de cette MO par
rapport a la MO naturelle, ainsi que les commurgutécrobiennes impliquées dans la
dégradation. Cette méthode est toutefois trescddfaa mettre en place car elle nécessite des
outils et des compétences complexes. Le role despit@culaires (MOP), qui représentent
une des fractions organiques les plus réactivesalss dans la rétention du cuivre mériterait
également d’étre caractérisée de maniere plus foplie. Cette étude a déja débuté au
laboratoire Pessac de I'INRA de Versailles dangddre du projet MOBIPo-Cu et est en
cours de finalisation, en collaboration avec Islgbedmy. La prise en compte de la réactivité
de cette fraction organique devrait permettre dlarer notablement la modélisation de la
rétention du cuivre par les phases réactives dessas vignes.

Les aspects de modélisation de la réactivité awrewes différents constituants des sols
n'ont été abordés ici que de maniére trés succiiactee de temps. De la méme maniéere, la
modélisation des mécanismes de transfert du cuewresolution n'a été abordée que de
maniere globale, en ne considérant qu’un seul tigpphase réactive organique représentant
'ensemble des phases réactives du sol. Dans ledbutmieux prédire le risque de
contamination des ressources en eaux par le cullreonviendrait d’améliorer la
conceptualisation des processus pris en compte Gareansfert réactif du cuivre, en
identifiant précisément les phases mobiles faaoilita transfert du métal : colloides biotiques
ou abiotiques, nature et quantité de la matierarogye dissoute réactive au cuivre...

Ces phases mobiles réactives pourraient étre t@#igia situ sur la parcelle d’étude afin
de valider I'importance de ce processus en conditioaturelles, en parallele des essais en
laboratoire.

De plus, il serait intéressant de réaliser desi®esgalessivage de sol contaminé en cuivre
non remaniées (préservant ainsi la structure rédllesol de colonne) afin de mieux
comprendre le role de la structure spatiale desdans la mobilité du cuivre.

Enfin, une perspective importante de notre traeail microbiologie, et qui a déja été
initiée au cours de ce travail, concerne I'étuddadmicro-biogéographie (en cours) du sol de
Clessé. Celle-ci permettra d’identifier les micrgamismes dominants des différents micro-
habitats des deux sols afin de savoir lesquelsisgrdactés préférentiellement par le cuivre, et
comment et a quelle vitesse se mettent en placenkxsanismes de résistance dans les
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différentes fractions du sol en relation avec lkexposition au cuivre. On pourra ainsi mettre
en relation la dynamique des populations bactéeemat I'évolution des fonctions associées.
Ces travaux seront confrontés aux résultats difiestion des microorganismes lessivables
en colonnes, effectués au cours de ce travailucearmettra de remonter a leur localisation
initiale dans la structure spatiale des sols etiale mieux comprendre les mécanismes de
mobilisation des bactéries en fonction de leur lisation (accessibilité a I'eau) et de leurs
propriétés de surface intrinseques. On pourraitsatoieux évaluer I'impact des pollutions
métalliques sur les fonctions biogéochimiques irgues des sols, en liaison avec la
distribution des acteurs microbiens dominantsadedtlondance fonctionnelle, ou simplement
de la structure des communautés bactériennes darcda ces micro-habitats.
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Annexe A : Distribution en taille des particules.

Annexe A-1 : Comparaison de la distribution de taille des particules
(DTP) du sol de Clessé sous different mode de gestion en matiere

organique.
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Annexe A-2 Comparaison de la distribution en taille des particules entre
les différents modes de gestion en matiere organique.
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Annexe B : Echantillonnage, préparation et
contamination des sols

Annexe B-1 : Echantillonnage des sols sur la parcelle viticole de Clessé

1 : vue de la parcelle viticole de Clessé. 2 : Surface du sol d’une sous parcelle amendé en
compost de conifere. 3 : Retrait des débris de la surface. 4 : Tracage du carré de prélévement
du sol. 5 : Prélévement a la pelle des 5 premiers cm du sol. 6 : Vérification de la profondeur
de prélévement. 7 : Zone de prélévement apres extraction du sol. 8 : Quantité de sol prélevée

sur la parcelle.

Annexe B-2 : Contamination et incubation des sols en mésocosmes de
laboratoire

Séchage Tamisage Homogénéisation Contamination
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Annexe C : Milieux de culture des bactéries

Composition du milieu de culture LB (Luria — Bertani broth) :

Préparation pour 1 litre :
- bactotryptone (triptone) : 10g
- extrait de levure : 5g
- NaCl: 5g
- Eau déminéralisée : 1L
- Agar:13g
- AjusterlepHa?7
- Passer la solution a I’autoclave et couler dans les boite de pétri quand T =
50 °C. Il commence a se solidifier a 35°C.

Composition du milieu de culture YG-Cu :

Préparation pour 1 litre :

- Extrait de levure : 1g

- Ky;HPO4: 0,3g

- KH;PO4:0,2¢g

- MgSO4, 7TH,0 : 0,2¢g

- Agar: 15¢g

- Ajuster a pH 8 passer a I’autoclave et attendre T = 50°C

- Ajout des autres produits par filtration a 0.2pum

- Glucose : 1g

- CuCl; : 4mL a 0,5 mol/L (concentration, final du milieu YG_Cu a 2
mmol/L)

- Cycloheximide (fongicide) : 4 mL réalisé en diluant 500mg dans 10mL
d’éthanol (concentration final en YG_Cu égale a 200mg/L)

Le glucose, CuCl,; et cycloheximide sont filtrés a 0,2um.

Composition du milieu de culture DMM :

Préparation pour 500mL :
- mH4)ZSO4 05g
- MgSO4(7H20) 0.0Sg
- KPO, dibasique 3.5¢g
- KPO4 monobasique 1.5g
- Citrate Na(3H,0) 0.25¢g
- Peptone Casein 1g
- Extrait de levure 1g
- Autoclave a 121°C pendant 20 minutes
- Ajout de 0.8% glucose au final
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Annexe D : Méthode d’analyse des bactéries du
sol de Clessé

Annexe D-1 : Enumération des bactéries cultivables hétérotrophes
totales (B™) et résistantes au cuivre (B“")

Dilution au 1/10°™

Vb N

Etalement de 100uL sur bofite de Pétri
Broyage

- PRBD @
mécanique Sédimentation Prélévement
- SPB® ©

Dénombrement aprés incubation

Annexe D-2 : Séquencgage de I’ADNTr des bactéries cultivables

]

Mise en culture L
30°C
1 semaine

S
/\

Stockage " Amplification
bactérien | =" PCR
ey L A A7

Vérification de
I'amplification

M g e 11 e G113 s 1 8 D1 03 =t

Séquencage

(Genome express)
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Annexe D-3 : Empreinte génétique des communautés bactériennes du
sol de Clessé par ARISA

échantillon de sol

Extraction de ’ADN

-lyse mécanique et chimique

ADN brut

Purification de ’ADN &

Amplification par PCR
16Srrs | 1GS | 23Srrl
PN~
Purification des
produits PCR
L 8 éch L
X
Gel Licor 8
E % X
Conversion des X%
données (1D-Scan) 5

ACP
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Annexes E : Distribution de la concentration totale en cuivre sur la
parcelle viticole

Chaque valeur correspond a la concentration totale en cuivre mesurée sur chaque prélévement de la parcelle, ayant permis d’obtenir la
cartographie de la répartition du cuivre sur la parcelle viticole de Clessé.

65| 114] 847 78
59, 97| 88 90
450 40 127, 161 125
101, 127 94
- 127| 101 88
93| 92 73
102 75 89
64 70 71 80 | 94/ 78
40 50 Cuivre total

(en ppm)

222



Annexes

Annexe F : Dynamique des communautés
bactériennes dans les sols non fractionnés

Les figures ci-dessous présentent les ACP de la dynamique des communautés bactériennes
dans les sols non fractionnés non amendé (a) et amendé¢ en compost de conifere (b). Les
résultats d’empreinte génétique des sols non et contaminés sont regroupés pour calculer
I’amplitude des modifications de la structure des communautés des bactériennes a I’aide des
calculs de distance euclidienne (DE).

T6m

a
f]H d=0.1
-
T3m T6m
\ " Tfon]
A
b
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Annexe G Theorie des titrages acide-base des
surfaces réactives du sol de Clessé

Les méthodes titrimétriques permettent d’évaluer la capacité d’échange de protons d’un
composé en solution aqueuse. Outre les acides et bases sous formes liquide, d’autres
particules sont susceptibles de relarguer des protons en solutions. En effet, ces composés
réactifs peuvent étre capables d’adsorber ou relarguer des protons en solutions, en fonction
des variations de pH du milieu. Cette capacité d’échange de protons se quantifie aisément au
laboratoire par des méthodes titrimétriques classique.

Par convention, on désignera [Hs] comme étant la concentration en protons mis en
solution depuis la surface solide. Dans le processus chimique suivant :

SiteH — H" + Site” [Annexe-1]

SiteH désigne le site de surface protoné, et Site”, le méme déprotoné, H™ désigne le proton
provenant de la surface SiteH ayant été mis en solution, désigné par la suite comme Hs. Dans
la réaction suivante :

SiteH «» H" + Site” ; logk [Annexe-2]
Les SiteH et Site” désignent les activités des deux types de sites, et H+ désigne 1’activité
des protons en solution.

Un site est considéré comme une unité structurale pouvant s’associer a un proton, par
exemple : un groupe carboxyle d’un composé organique, ou un hydroxyle d’un oxyde.

La concentration en proton de la surface libérée en solution [Hs] peut étre quantifiée par
un calcul de bilan de masse des protons. La concentration en [Hs] apparait alors comme un
exces de protons par rapport a la concentration initiale d’acides, et des acides et bases fortes
ajoutés au réacteur au cours du titrage. Dans un titrage acide-base on mesure donc une
différence de concentrations de protons, ce qui requiert une bonne précision analytique. Dans
notre cas, le bilan des protons est donné par I’équation suivante :

[H]=[H°] - [B] + [OH] + [Hs] [Annexe-3]

Avec :

—  [H']: la concentration des protons en solution, mesurée a 1’aide d’une électrode pH

combinée.

— [H®]: la concentration d’acide fort présent dans le réacteur au début du titrage
(ajouté pour atteindre un pH de consigne pour le démarrage du titrage). Sa
concentration, est précisément connue du fait de 'utilisation de solutions acides

standardisées (Fixanal titrisol).

— [B]: la concentration précise de base ajoutée au réacteur. Au cours d’un titrage un

ion OH™ ajouté par la burette neutralise un ion H", d’ou le signe négatif devant [B].
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— [OHT] la concentration en ions OH" dans le réacteur, générée par autodissociation
des molécules d’eau. La nécessité de considérer la concentration en OH" s’illustre
par le fait que le bilan de protons d’une solution d’eau pure s’écrit comme suit :
[H'] = [OH]. Sa concentration est égale a K,,'' / [H'], avec K,,"" le produit ionique

de I’eau a la force ionique (FI) du milieu.

— [Hs]: la concentration des protons libérés de la surface vers la solution. On

quantifiera ce terme par la différence a tous les autres termes connus.

Les titrages ont été acquis en conditions standard, 20 £2 °C, une pression atmosphérique
de 1 bar, et en absence de gaz atmosphérique CO, interférant dans le bilan des protons grace
au bullage d’azote dans le réacteur. Les titrages ont été faits a force ionique constante (FI =
0.1 M NaNO3) ce qui permet de fixer les coefficients d’activité, et également de calibrer
1’¢lectrode pH précisément en concentration (Guiné et al. 2006), selon 1’équation suivante :

E=E® +klog[H] etE>=E°+klogyu [Annexe-4]
Avec :
— E (mV) le potentiel de I’¢lectrode pH, lu sur le pH-métre,
— E° et k le potentiel standard et le facteur de Nernst (Sigg et al. 2001) et E’© le

potentiel standard corrigé obtenu par régression linéaire sur des données E en

fonction du pH.
400
| y =-57,885x + 392,46
300 \ R*=0,9998
200 |- .
< ~
ElOO - o
w 07 R
-100 |- T
-200 | .
'300 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Exemple de droite de calibration de I’¢lectrode pH.
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Annexe H : Modélisation de la réactivité aux
protons des fractions granulomeétriques du sol
de Clessé

Mod¢élisation de la réactivité des fractions granulométriques a partir de 3 substrats réactifs : la
matiere organique (MO), les argiles, et les autres composés du sol (Res).

Paramétres de la modélisation :

e Molécule unitaire de la MO :
Formule chimique :C;,H;60s
- Masse molaire : 288 g.mol™
- Nombre de site par gramme de carbone : 6.94 mmolgie. g'lc
e Facteur de pondération de la concentration en Al : 200000

e Facteur de correction 1i¢ a la phase résiduel : 0.0045.

HSCeaic = 6.94/(COT/1000)
HsAlcae = ([AIJ*200000)*1000
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Sol Fraction  AHsg 9 (HSexp) [Al] CcOoT HsCealc* HsAlca* HsRescac*  Hs(CHAI+Res)cac*
0
pm mmol g'1 mg.g'1 mgc.g'lss mmol g'1 mmol g'1 mmol g'1 mmol g'1
>250 0,254 9,9 34,7 0,241 (95%) 0,049 (19%) 0,045 (18%) 0,335 (132%)
250-63 0,285 16,3 23,6 0,164 (57%) 0,081 (29%) 0,045 (16%) 0,290 (102%)
Contréle 63-20 0,080 4,0 3,0 0,021 (26%) 0,020 (25%) 0,045 (57%) 0,086 (108%)
(NA) 20-2 0,217 18,9 19,0 0,132 (61%) 0,094 (43%) 0,045 (21%) 0,271 (125%)
<2 0,410 43,5 15,3 0,106 (26%) 0,217 (53%) 0,045 (11%) 0,369 (90%)
ST 0,176 20 15,3 0,106 (60%) 0,100 (50%) 0,045 (26%) 0,240 (136%)
>250 0,393 7,6 107,6 0,747 (190%) 0,038 (10%) 0,045 (11%) 0,830 (211%)
250-63 0,370 8,8 51,1 0,355 (96%) 0,044 (12%) 0,045 (12%) 0,444 (120%)
Amendé 63-20 0,103 3,5 5,0 0,035 (34%) 0,017 (17%) 0,045 (44%) 0,097 (94%)
(CC) 20-2 0,269 17,8 22,8 0,158 (59%) 0,089 (33%) 0,045 (17%) 0,292 (109%)
<2 0,394 40,5 21,0 0,146 (37%) 0,202 (51%) 0,045 (11%) 0,393 (100%)
ST 0,213 20 30 0,208 (98%) 0,100 (37%) 0,045 (21%) 0,332 (156%)

*La valeur entre parathése correspond au pourcentage de la réactivité du substrat par rapport a la réactivité total expérimentale de la fractions :

HsCeale/HSexp HsAlcalc / HSexp HsReScaie/HstexpHs(C+Al+ReS)caic/Hs
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Annexe | : Modélisation de la concentration en
cuivre échangeable dans les fractions
granulométriques. (PhreeqC Interactive)

Exemple du script de la modélisation de la concentration en cuivre échangeable a TO mois
d’incubation.

PHASES
Fix-pH ; H+=H+ ; log k 0
user_graph ;

-chart_title "Fraction speciation calculation"

-axis_titles "Fraction" "Log Conc. mol/1"

-axis_scale x_axis 1 24
-axis_scaley axis 0 0.01
-head Fraction Sx- Sy- Sz- SxCu+ SyCu+ SzCu+ SxCa+ SyCa+ SzCa+2 Cat++ Cu++ pH
-start ; 10 graph x "Fraction"

15 graph y mol("Sx-"), mol("Sy-"), mol("Sz-"), mol("CuSx+"), mol("CuSy+"),
mol("CuSz+"), mol("CaSx+"), mol("CaSy+"), mol("CaSz+"), mol("Ca+2"), mol("Cu+2"), -
LA("H+")

End

SOLUTION MASTER_SPECIES
Sx  Sx- 0.0 C12.0111
Sy  Sy- 0.0 C12.0111
Sz Sz 00 C12.0111

SOLUTION_ SPECIES # constante pour les sols non contaminés en laboratoire
Sx- =Sx-; log k0 # Site Carbone

Sy-=Sy-;log k0 # Site Argile

Sz-=Sz-;log k0 # Site Résiduel

Sx- + H+ = SxH ; log_k 5.097 #constante de protonation du malate
Sx- + 2H+ = SxH2+ ; log_k 8.556 #deuxi¢me cste de protonation du malate

Sy- + H+=SyH ; log_k 5.097 #constante de protonation du malate
Sy- + 2H+ = SyH2+ ; log_k 8.556 #deuxi¢me cste de protonation du malate

Sz- + H+ = SzH ; log_k 5.097 #constante de protonation du malate

Sz- + 2H+ = SzH2+ ; log_k 8.556 #deuxi¢me cste de protonation du malate
Cu+2 + Sx-=CuSx+; log k 5.83 # 5.53 malate cste

Cat+2 + Sx-=CaSx+; log k 2.72 #2.72 malate cste
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Cut+2 + Sy-=CuSy+; log k 4.83 #4.53 malate cste
Cat2 + Sy-=CaSy+; log k 2.72 #2.72 malate cste

Cut+2 + Sz-=CuSz+; log k 5.83 # 5.53 malate cste
Cat2 +Sz-=CaSz+; log k 2.72 #2.72 malate cste

# Sol NATW

solution 1 ; Sx 5.2 ; Sy 3.7 ; Sz3.4 ; Cu(+2) 0.11 ; pH 7.6; reaction ; Ca(NO3)2 ; 0.14 ;

equilibrium_phases ; Fix-pH -6.6 HNO3 ; end # > 250 pm #Sx= 15.5

solution 1 ; Sx 12.3 ; Sy 7.1 ; Sz 3.9 ; Cu(+2) 0.17 ; pH 7.55; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

equilibrium_phases ; Fix-pH -6.4 HNO3 ; end # 250263 pm

solution 1 ; Sx 4.9 ; Sy 5.5 ; Sz 12.4; Cu(+2) 0.13 ; pH 7.3; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

equilibrium_phases ; Fix-pH -6.1 HNO3 ; end # 63220 pm

solution 1 ; Sx 28.3 ; Sy 23.6; Sz 11.3 ; Cu(+2) 0.36 ; pH 7.4; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

equilibrium_phases ; Fix-pH -6.25 HNO3 ; end # 20a2 pm

solution 1 ; Sx 5.7 ; Sy 13.6; Sz 2.8 ; Cu(+2) 0.12 ; pH 7.5; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

equilibrium_phases ; Fix-pH -6.05 HNO3 ; end # <2 pm

SOLUTION_SPECIES

Cut2 + Sx-=CuSx+; log k 5.53 # 5.53 malate cste
Cat+2 + Sx-=CaSx+; log k 2.72 #2.72 malate cste

Cut2 + Sy-=CuSy+; log k 4.53 # 5.53 malate cste
Cat+2 + Sy-=CaSy+; log k 2.72 #2.72 malate cste

Cut2 + Sz-=CuSz+; log k 5.53 #5.53 malate
Cat+2 + Sz-=CaSz+; log k 2.72 #2.72 malate cste

# Sol CCTW

solution 1 ; Sx 16.0 ; Sy 2.9 ;Sz 3.4 ; Cu(+2) 0.15; pH 7.5; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

equilibrium_phases ; Fix-pH -6.4 HNO3 ; end #> 250 pm #valeur Sx=48

solution 1 ; Sx 26.6 ; Sy 3.8 ; Sz 3.9 ; Cu(+2) 0.15; pH 7.5; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

equilibrium_phases ; Fix-pH -6.3 HNO3 ; end # 250263 pm

solution 1 ; Sx 8.2 ; Sy 4.8 ; Sz 12.4; Cu(+2) 0.09 ; pH 7.3; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

equilibrium_phases ; Fix-pH -6.05 HNO3 ; end # 63220 pm
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solution 1 ; Sx 33.9
equilibrium_phases

solution 1 ; Sx 7..8
equilibrium_phases

SOLUTION_SPECIES

; Sy 22.3;Sz11.3; Cu(+2) 0.39 ; pH 7.2; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

; Fix-pH -6.2 HNO3 ; end #2032 pm

; Sy 12.6 ; Sz 2.8 ; Cu(+2) 0.11 ; pH 7.2; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;
; Fix-pH -6.0 HNO3 ; end # <2 pm

#constante pour les sols contaminés T0

Cut2 + Sx-=CuSx+; log k 5.53

Cat+2 + Sx-=CaSx+; log k 2.72

Cut2 + Sy-=CuSy+; log k 4.53

Cat+2 + Sy-=CaSy+; log k 2.72

Cut2 + Sz-=CuSz+; log k 5.53

Cat+2 + Sz-=CaSz+; log k 2.72

# Sol NACuAc

solution 1 ; Sx 5.2 ; Sy 3.7 ; Sz 3.4 ; Cu(+2) 0.41 ; pH 7.6; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;
equilibrium_phases ; Fix-pH -6.5 HNO3 ; end #>250 pm #Sx=15.5

solution 1 ; Sx 12.3
equilibrium_phases

solution 1 ; Sx 4.9
equilibrium_phases

solution 1 ; Sx 28.3
equilibrium_phases

solution 1 ; Sx 5.7
equilibrium_phases

; Sy 7.1 ; Sz 3.9 ; Cu(+2) 0.56 ; pH 7.6; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14 ;

; Fix-pH -6.35 HNO3 ; end # 250263 pm

; Sy 5.5 ;Sz12.4 ; Cu(+2) 0.50 ; pH 7.2; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

; Fix-pH -6.0 HNO3 ; end # 63420 pm

; Sy 23.6 ; Sz 11.3 ; Cu(+2) 1.87 ; pH 7.2; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

; Fix-pH -6.2 HNO3 ; end # 2042 pm

; Sy 13.6 ; Sz 2.8 ; Cu(+2) 0.57 ; pH 7.5; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

; Fix-pH -6.0 HNO3 ; end # <2 pm

SOLUTION_SPECIES

Cu+2 + Sx- = CuSx+ ;
Ca+2 + Sx- = CaSx+ ;

Cu+2 + Sy- = CuSy+;
Cat2 + Sy- = CaSy+;

Cu+2 + Sz- = CuSz+;
Ca+2 + Sz- = CaSz+ ;
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# Sol CCCuAc

solution 1 ; Sx 16.0 ; Sy 2.9 ;Sz3.4 ; Cu(+2) 0.52 ; pH 7.1; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

equilibrium_phases ;

Fix-pH -6.3 HNO3 ; end #>250 pm  #valeur Sx=48

solution 1 ; Sx 26.6 ; Sy 3.8 ; Sz 3.9 ; Cu(+2) 0.73 ; pH 7.25; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

equilibrium_phases ;

solution 1 ; Sx 8.2

equilibrium_phases ;

Fix-pH -6.1 HNO3 ; end # 250263 pm

; Sy 4.8 ;Sz212.4; Cu(+2) 0.47 ; pH 6.9; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

Fix-pH -5.9 HNO3 ; end # 63220 pm

solution 1 ; Sx 33.9 ; Sy 22.3;Sz11.3; Cu(+2) 1.84 ; pH 7.1; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

equilibrium_phases ;

Fix-pH -6.0 HNO3 ; end # 20a2 pm

solution 1 ; Sx 7.8 ; Sy 12.6 ; Sz 2.8 ; Cu(+2) 0.45 ; pH 7.2; reaction ; Ca(NO3)2; 0.14;

equilibrium_phases ;

Fix-pH -5.8 HNO3 ; end # <2 pm
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Annexe J : Modélisation du transfert du Cuivre
(PhreeqC interactive)

Exemple d’un Script PhreeqC de la modélisation de la concentration en carbone organique
dissous et en cuivre lessivé, pour le sol NA, car les deux script sont similaires seule les
constantes différent.

#Colonnes Aline  NA soil

#Lessivage de Cu++ et MO particulaire et dissoute.

#Analyses en sortie de colonnes : [Cu++], COD, bactéries cultivables, pH,
#Analyses solide : COT, Cutot, CEC argiles,

SOLUTION MASTER_SPECIES
#Element species Alk gfw gfw_of _element
Ms  Ms-1 0 121.14 121.14 # Mobile site creation

SURFACE_MASTER_SPECIES
Ss m Ss m #Surface site for mobile site attachment : creation
Ss h Ss h #Surface site for H and Cu attachment : creation

SOLUTION_ SPECIES
Ms-1  =Ms-1 ;log k 0 # Mobile site definition
Ms-1+H+=MsH ;log k 4.7 # Mobile site exchanges a proton
Ms-1 + Cut2 =MsCu+;log k 7 # Mobile site complexes copper #CC21j=7

SURFACE_SPECIES

Ss m=Ss m ; log_k 0.0 #Definition of the Surface site fixing the mobile sites
Ss m+ Ms-1=Ss mMs-1 ;log k 4.05 # Surface site attaches mobile site
Ss m+ Ms-1+H+=Ss mMsH ;log k 8.75 # the attache mobile site exchanges a proton

# this logK equals logK(MsH) + logK(SX) = 4.7 + 4.05 = 8.75 to keep the same
microscopic affinity on bound and free COT

Ss m + Ms-1 + Cu+2=Ss mMsCu+; log k 11.05 # the attached mobile site complexes a
copper ion

# this logK equals logK(MsCu) + logK(SX) = 7.0 + 4.05 = 11.05 to keep the same
microscopic affinity on bound and free COT

Ss h=Ss h ; log_k 0 #Definition of the Surface site fixing H+ and Cu++

Ss_ h+ H+=Ss hH+ ;log k 4.7 #(Cu,H)-Surface site exchanges a proton

Ss h+ Cut+2 =Ss hCut2 ;log k 7.55 #(Cu,H)-Surface site complexes Cu
#7.35/7.40/7.55/7.55=NA0_7 21/180/360/720j 7=NA
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HiHIHEHEHAHH Simulation | #HEHEHHHHIHHIHEH

SOLUTION 1-10 # Define initial solution in the column before flushing

units mmol/kgw

pH 3.2 #charge

C(4)1 CO2(g)-3.51

Cu(+2) 11 # 11 mmol=340ug/g/10 la charge totale, 11=100% (21j), et 5.5=64% (720j): ,
Ms 0.60 #=NA 0.8=CC # Concentration totale des sites mobiles, valeur arbitraire

end

Solution 0

pH 7 charge
C4)1 CO2(g)-3.51
end

SURFACE 1-10 # Surface adsorption in column cells

#Densité de site : 1.5% MO massique, estimé 3 mmol/g de densité de site: 15 g/1000g * 3
mmol/g = 45 mmol/kg

# porosité 0.35 (Veau/Vtot); masse volumique apparente 1.35 kg/L
# 45 mmol/kg x 1.35 kg/L / 0.35 = 174 mmol/L

# -equilibrate with solution 1 ;

-no_edl

Ss m 0.0013 ; -no_edl # valeur arbitraire

Ss h 0.097 ; -no_edl # 0.097 pour NA Valeur calculée 0.24
END

END # prevent from selecting out (in file) the solution composition

TRANSPORT # Flush column with bidistilled water prior entering metals
-cells 10
-shifts 250 # 30
-time_step 319
-flow_direction forward
-boundary conditions flux flux
-lengths 10*0.0108
-dispersivities 10*0.0008
-correct_disp true
#  -diffusion_coefficient 0.144 # unit m2/s = 0.4 cm2/h
-stagnant 0
-warnings true
-punch_cells 10
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-print_cells 10

SELECTED OUTPUT
-file out.sel
-selected out true
-high precision false
-reset false
-solution true
-distance true

-time true

-step true

-pH true

-alkalinity false
#Collordes en solution MOD en solution
attaché Site de surface
#-molalities Ms-  MsH MsCu+ Dc- DcH
Ss_ mMsCu+ Ss_dDc- Ss_dDcH

Cu+2
-molalities Cu+2
-totals Ms Cu
END

colloide attaché

MOD

DcCu+ Ss_mMs- Ss_mMsH

Ss_dDcCu+ Ss_h

Ss_hH+ Ss _hCu+2

Figure : Courbes de la modélisation de la concentration en cuivre lessivé dans le sol de
Clessé non amendé (NA, trait pointillé¢) et amendé en compost de conifere (CC, trait plein) au
cours des deux d’incubation. TOm : noir, T1m : bleu, T7m : vert, T24m : violet.
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Annexe K : Concentrations ne cations majeurs
normalisées dans les fractions
granulomeétriques.

Tableau du pourcentage de la concentration en cations majeurs normalisée dans les fractions
granulométriques (>250, 250-63, 63-20, 20-2 et <2 um) du sol de Clessé¢ amendé en compost
de conifere (CC) ou non (NA)

Sol Fractions Concentration en éléments (%)
0
pm Fe Mn Al Ca Mg K Na Cu
>250 30,1 63,7 10,7 38,0 10,0 9,2 14,1 33,7
250-63 14,4 15,5 17,6 23,6 18,9 18,8 21,1 30,1
Contrdle (s 20 42 27 43 32 55 44 14 24
(NA) 1 1 ’ ’ ) ) H )
20-2 17,3 8,6 20,4 13,8 25,3 21,3 21,1 15,7
<2 34,0 9,5 47,0 21,4 40,2 46,3 42,3 18,1
>250 21,8 62,0 9,8 35,3 12,6 8,6 16,7 37,7
C 250-63 14,2 16,0 11,2 23,4 11,0 10,8 16,7 24,6
ompost de
Conifere 63-20 4,9 34 4.4 4,3 6,1 4,5 n.d. 2,9
(CO) 20-2 194 8,9 22,8 16,1 26,2 24,3 16,7 17,4
<2 39,7 9,8 51,8 21,0 44,1 51,8 50,0 17,4
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