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Introduction

En 1878, les vignobles du Sud-Ouest de la Franeceg saovahis par un champignon
parasitaire, le mildiouplasmopara viticolp C’est en 1885 que les premiéeres applications de
cuivre sur le feuillage des vignes ont été utiks@gec succes pour lutter contre le parasite
(Branas, 1984). Depuis, le développement de preduganiques de synthése a amené a une
diminution de la consommation d’antifongique a bdsecuivre mais leur utilisation s’est
néanmoins maintenue du fait de leur plus forteigtensce et efficacité. Les produits a base de
cuivre jouent aujourd’hui encore un réle centrahglda viticulture biologique et restent
indispensables par manque d’alternatives efficacesseuil d’utilisation du métal dans ce
type de culture est fixé a 6 kg / ha / an (Regldni€k) n° 889 / 2008). Par le passé en
revanche on utilisait 20 a 30 kg et parfois jusd@0akg et plus de cuivre par hectare et par an
dans les cultures conventionnelles (Pollution pardivre des sols dans les vignobles, 2009).

Le cuivre est un oligo-élément essentiel pour lastps mais en excés il peut amener a des
problemes de phytotoxicité, ce qui a été frequenmrabeervé en Languedoc Roussillon. La
région Aquitaine et plus particulierement le vigloBordelais, présente des concentrations
élevées en cuivre dans les sols du fait de 'amatnet de I'importance de la surface occupée
par les domaines viticoles de la région ainsi guéichportance des attaques de mildiou. Elle
a été plus particulierement touchée par des phémesnde toxicité liés aux cuivre (Loué,
1986). Il est aujourd’hui indispensable de mieuractriser la contamination cuprique des
sols viticoles et de comprendre les phénoméneshaige sol-plante du cuivre afin de
pouvoir anticiper d’éventuels problemes de toxisité la vigne.

Pour cela, une expérimentation a été mise en mlac&0 parcelles viticoles du domaine de
'appellation Pessac Léognan, parmi les 45 parsétiediées par Mme Anatole-Monnier dans
le cadre de son projet de these visant a caraamtdirmpact de la contamination cuprique des
sols sur la relation plante/pathogéne de la vigne.




1. Etat des connaissances

1.1. Le cuivre

1.1.1. Cuivre et sol

1.1.1.1. Teneur en cuivre dans les sols

Le fond pédogéochimique moyen de cuivre est deld®ode 5 a 30 mg kg—1 (Besnadal,
2001 ; Bruret al, 2001). En France, la valeur médiane recenséke pdseau de mesure de la
qualité des sols est de 14 mg'ket 95 % des valeurs sont inférieures & 54 mg.l&JSLSOL,
2011). Il n'existe pas de seuil réglementaire eanEe ou en Europe pour le niveau de
pollution d’un sol. La valeur de référence utilisst celle reglementant I'épandage des boues
de stations d'épurations sur les sols agricoleéefa 100mg.kjde MS ( Arrété du 8 janvier
1998). Cependant, les importantes quantités daeuitiisées par le passé ont amené a de
fortes concentrations dans les sols de vignoldes150 a 520 mg/kg en Champagne (Besnard
et al., 2001), jusqu’a 1030 mg/kg en Languedoc Bitlas (Chaignon et al., 2003, Michaud,
2007). En effet, lors des pulvérisations de fortgsi on estime que 60 a 70 % du cuivre se
retrouvent sur les vignes, 20 a 30 % se retroustenle sol et environ 10 % se retrouvent dans
'atmosphére (Chaignon, 2001). Le cuivre rejoinswgte le sol soit par lessivage des feuilles
et des ceps de vigne, soit a la chute des feuilles.

1.1.1.2. Spéciation et répartition

La spéciation d'un élément est la répartition dé @ément entre des formes chimiques
définies dans un systeme (IUPAC, 2000). Dans latisol du sol, on retrouve le cuivre sous
plusieurs formes : sous forme d’'espéce ioniqueeliBif* ou complexées & des ligands
organiques et inorganiques. Le Cu de la solutioealueprésente généralement moins de 2 %
du Cu total du sol (Michaud, 2007).Dans la phadielesole cuivre se fixe préférentiellement
sur la matiére organique (Yin et al., 2002 ; Faalgt2011), les oxydes de fer, de manganése,
les carbonates et les argiles. De fait, la pluadgagpartie du cuivre reste fortement adsorbée
dans les quelques centimeétres supérieurs du sah @ral, 1998).

1.1.1.3. Facteurs influencant sa mobilité

La mobilité d’'un élément est définie comme l'amtdude cet élément a passer de la phase
solide du sol a la phase liquide (Juste, 1988)siPlirs processus la gouvernent donc, et
notamment des réactions chimiques telles que dasophenes de précipitation et dissolution,
complexation et dissociation, adsorption et désamptde complexes. Les propriétés
chimiques intrinséques au sol et a la solution dlutsl que le pH, la teneur en matiere
organique, la composition minéralogique et la textdu sol jouent aussi un réle important
dans la répartition du cuivre au sein de ces dempartiments. On admet communément
gue le pH est le principal parametre régissaspkciation d’'un métal dans le sol et donc sa
répartition entre la phase solide et liquide (Rietset al, 1998). Plus le pH augmente, plus
la charge de surface des phases sorbantes de chargdle (matiéres organiques,
oxyhydroxydes de fer) devient négative et ainss pawr affinité pour les cations métalliques
est forte. Le Cti se fixe donc sur ces groupements et n’est plestiment biodisponible.




1.1.2. Cuivre et plante

1.1.2.1. Le cuivre, oligo-élément essentiel

Dans la plante, le cuivre est un oligo-élément garticipe a la photosynthése, au
développement des chloroplastes et il entre dagsrgosition et I'activation d’'un nombre
important de protéines (Loué, 1993). Les teneur€ueans les parties aériennes de la plante
correspondant & un optimum de croissance se simtret 5 et 20 mg kg de matiére séche,
selon I'espéce et le stade de développement dualégé seuil de toxicité du cuivre s’éléve
entre 15 & 30 mg k§dans les parties aériennes, selon I'organismeaeénes (Figure 1).

Les phénomenes de toxicité du cuivre sur la vigaemanifestent par une réduction de
'appareil racinaire (Tosellet al, 2008), une modification des parameétres biochiesq
comme la diminution du flux d’eau et de seve (Rosvkureno et Mas, 1999), qui amenent a
un ralentissement de la croissance de la planten@ral, 2003).

déficience | optimum | toxicité
concentration concentration
critique inférieure critique supérieure

¥ v

! 4R

croissance de la plante

sévere sévere

2-5 15-30

[Cu] parties aériennes, mg kg™

Figure 1 : Courbe de croissance en réponse au statwtritionnel de la plante (Michaud,

2007 d’aprés Reuter et Robinson, 1997)
La résistance de la vigne en place sur une pangelte du fait que la majorité de son systeme
racinaire est établi au-dessous de la zone la eiugchie en cuivre (soit les premiers
centimetres du sol) dans le cas de vignes ancieoiess-a-dire plantées depuis plus de 30 a
40 ans. Les troubles liés a sa toxicité se maeifegténéralement lors de replantations sur des
jeunes plants ou lors d’une culture intercalainelgyparcelle, de céréale par exemple (Coic et
Coppenet, 1989 ; Loué, 1986 ; Wihgtwiekal, 2008).

1.1.2.2. Absorption et transport
Le flux de prélevement du cuivre par les plantésgre deux processus (Bravin, 2008) :

= Jadsorption dans I'apoplasme racinaire et a ldasmier des membranes plasmiques par
des interactions électrostatiques ou par adsorgpeénifique
= |'absorption au travers des membranes plasmigaedgs transporteurs spécifiques
Dans les tissus racinaires, le cuivre se trouveortajrement sous forme complexée, mais
c’est la forme libre Cu2+ qui semble étre la seabbsorbée par les racines (Kabata-Pendias,
2001). Cependant, dans la solution du sol le Cwradssous forme échangeable et le Cu




faiblement complexé représentent un compartimebilelafacilement absorbable par les
racines (Loué, 1993 ; Bruat al, 2001).

1.2. Biodisponibilité

1.2.1. Notion et définition

La biodisponibilité est définie comme le degré leguel des substances chimiques présentes
dans le sol peuvent étre absorbées ou métabopséem récepteur humain ou écologique, ou
peuvent étre disponibles pour une interaction ades systemes biologiques (ISO/DIS
11074). Elle peut étre interprétée comme un prasestynamigue comprenant trois
composantes : la disponibilité environnementale biladisponibilité environnementale, la
biodisponibilité toxicologique (Rapport Record NJ-Q671/1A, 2012).

1.2.1.1. La disponibilité environnementale
Elle est définie comme «la fraction du contaminpatentiellement disponible pour des

organismes et qui résulte des processus physioagines de désorption » (ISO 17402,
2008). Cette définition reste cependant théoriquenee considere que le phénomene de
désorption dans l'interaction entre la phase sofiiéa solution du sol. Or nous avons vu
précédemment que la spéciation d’'un métal est gaitd’autres réactions et parametres
physico-chimiques et joue un réle important dangépartition au sein des compartiments du
sol. De plus, il est admis que les racines peuwvdetagir avec le sol environnant et modifier
ces différents parameétres, comme le pH ou encoceraentration en molécules organiques
(Peijnenburget al 1997 ; Harmseet al 2005). La disponibilité environnementale d’'un ahét
au sein de la rhizosphere dépend donc de sa dpécktt de toutes les interactions qui
gouvernent cette spéciation.

1.2.1.2. La biodisponibilité environnementale
C’est « la fraction du composé disponible dansvi®nnement qu’un organisme absorbe par

des processus physiologiques » (ISO 17402, 2008psbrption d’'un élément est spécifique
a chaque organisme et dépend du temps de contaetlersol et la racine (Harseet al.,
2005), et peut entrainer une accumulation de &&nhent dans le modéle biologique
considéré. De fait, la biodisponibilité environnertade d’'un métal peut donc étre estimée par
la quantité de métal accumulée dans la plante petaaurée d’exposition au sol contaminé
(Bravin, 2008).

1.2.1.3. La biodisponibilité toxicologique
Elle correspond & «la concentration interne d’'témént accumulée et/ou liee a un effet

toxique » (ISO 17402, 2008). La aussi, les sewlsahcentrations auxquels on observe des
effets toxiques sont spécifiques a chaque organgtrae temps d’exposition.

Ainsi, la biodisponibilité du Cu dépend des paraegiet réactions physico-chimiques qui
gouvernent la spéciation du métal au sein du systoth) de I'organisme étudié ainsi que du




temps d’exposition. Dans cette étude, c'est la atigplité ainsi que la biodisponibilité
environnementale du cuivre qui ont été estimées.

1.2.2. Evaluation
Généralement, deux approches sont utilisées pa@dirprla biodisponibilité du Cu (Figure

2):
-par des parametres chimiques du sol : mesurdrdabilité du Cu par des extractants
chimiques (extraction totale, solution du sol, EDTAPA)
-par des paramétres biologiques : analyser lesutenen Cu dans la plante (partie
aérienne, partie racinaire)

S { Mesures chimiques J
|_> Métal en solution DI -
| Meétal phase solide $ .1sp0n1 e
0O environnementale
Métal libre
L o T
1zosphere Biodisponibilité
p Membrane plasmique environnementale
L
A | Bioaccumulation |
Biodisponibilité
N [Mesures biologiques ’ toxicologique
T | Effet phytotoxique |
E

Figure 2 : Concept de biodisponibilité des métauxqur les plantes selon trois
composantes: disponibilité environnementale, biodmonibilité environnementale et
biodisponibilité toxicologique. (D’aprés Bravin, 2@8)
La concentration totale en Cu dans le sol n'estymalson indicateur quant a la concentration
en Cu réellement phytodisponible (Brehal 1998 ; Wightwicket al, 2008). Il en est de
méme pour la concentration en Cu dans la solutiorsal qui ne prend pas en compte la
fraction de Cu échangeable dans le sol (Komate&l, 2010). Les techniques d’extraction
comme I'EDTA peuvent surestimer le compartimentdisponible (Novoa-Munozt al.,
2007).
La nécessité de mettre en place des outils adaitéstégrant I'ensemble des facteurs
environnementaux et des phénomenes physico-chisiicggissant la distribution du métal
dans le sol a amené au développement de nouvedilsxprrmettant d’estimer cette fraction
biodisponible, et notamment les capteurs pasdifgue le systeme DGT (Diffusive Gradient
in Thin Films). La particularité¢ de ce systeme gske comme les plantes, il diminue
localement la concentration en métal dans la swiudu sol et intégre le compartiment labile
de métal a la fois dans la solution du sol et daphase solide (Zharg al.,2001).




Son efficacité a mimer I'absorption de métal pag ptante a déja été démontré (Vandenhove
et al, 2007 ; Mihaliket al, 2012, Zarroulet al, 2013 ) et notamment pour le cuivre (Zhang
et al.,2001). Récemment, son utilisationsitu sur des sols de rizieres (Wiliaresal.,2012)

a montré la possibilité de mesurer directementddisponbilité dans le milieu naturel, ce qui
permet d’intégrer d’éventuelles variations liéetanament aux conditions climatiques.
Cependant, aucune étude n’a été faite sur laité@atidh systeme DGT comme indicateur de la
biodisponibilité du cuivre pour la vigne.

Afin de répondre au probleme d'évaluation de ladisiponibilité du cuivre dans les sols
viticoles, il semble donc aujourd’hui nécessaire viddider I'utilisation du systéme DGT
comme indicateur pour l'espécditis vinifera, espece d’intérét majeur dans la région
bordelaise. Avant de pouvoir proposer ce capteussibacomme indicateur de la
biodisponibilité dans des analyses de routinegriient de vérifier plusieurs points :

O Les flux de métaux dans les sols en place sontattables au cours du cycle de
culture ?

O La mesure DGT realisée en conditions contrélébardidité et de température est-elle
représentative des flux de métaux dans les sqiéaep?

0 La mesure DGT est-elle représentative de I'abgmrmtu cuivre paWitis vinifera?

0 La technigue DGT apporte-t-elle une informatiarpémentaire par rapport aux

autres techniques utilisées en laboratoire ?

Afin de répondre a 'ensemble de ces questionserd#marche a été de sélectionner un seul
cépage, le cépage Merlot premier cépage rouge imgpu monde (IFVV) et le plus répandu
dans le Bordelais, qui sera notre plante modele pefte étude. Nous avons alors sélectionné
des sols de caractéristiques physicochimiques etedeurs totales en cuivre différentes
cultivés en Merlot, pour lesquels nous avons slaivnesure DGT (en conditions contrélées
au laboratoire et sur le terrain) et les conceipinaten cuivre dans les feuilles de vigne.

2. Matériels et Méthodes

2.1. Choix des parcelles
Les parcelles choisies font parties du domainéaggéllation Pessac-Léognan et entrent dans

le cadre de recherches menées dans la these deAabele-Monnier. 10 parcelles ont été
sélectionnées selon plusieurs criteres :
0 Cépage Merlot

0 Vigne de préférence jeune dont le systeme raeirest majoritairement dans I'horizon
de surface
[] Différentes concentration en cuivre total

Les données de concentrations en cuivre ont ét@geenment acquises sur des échantillons
de sols. Ces résultats ont permis de classer teslfes selon un gradient de concentrations en
cuivre, afin de constituer un panel de parcelleplies représentatif possible des vignobles
bordelais (Tableau I).
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Tableau | : Description des 10 parcelles sélectioges selon le type de sol, 'année de
plantation de la vigne, le pH du sol et les concemttions totales en cuivre

AL Texture du sol AIEE B2 p_Iantatlon pH Cu total mg/kg *
parcelle de la vigne

F1 Sableux 2004 7,9 1,43 +0,8
A Sableux 1982 59 16,46 £1,6
Gl Argileux 1940 6,8 101,76 £5,6
F2 Argileux 2004 8,3 105,76 £ 2,8
G2 Sableux 2005 6,6 108,39 £7,2
E Sableux 2007 7,9 110,78 +5,7
B Sableux 1995 6,4 122,68 +1,3
C Argileux 1990 8,3 239,89 +5,8
D1 Sableux inconnue 7,0 237,20 £20,2
D2 Sableux inconnue 6,3 383,35 £ 197,7

*La technique d’extraction du cuivre total (extiacta I'eau régale) est détaillée a la page 14
Le site de référence a été identifié comme la flaréd. En effet, cette parcelle a été plantée
en 2004 sur un ancien sol forestier et n’a a cegabit aucun traitement cuprique.

2.2. Présentation du matériel végétal
Le cépage Merlot est issu de I'esp&bts vinifera qui appartient a 'ordre dé4taleset a la

famille desVitaceae Il est greffé sur un porte-greffe. Dans les défées parcelles étudiées,
nous n'avons pas pu obtenir d’'informations compléstar les porte-greffes utilisés mais dans
la moitié des parcelles, le porte-greffe était 191-

Le développement de la vigne suit 2 cycles théesglistincts annuels :

- le cycle hivernal : stade de repos végétatif alevigne, qui débute a la mi-novembre et
s’arréte au mois de mars

- le cycle veégétatif : stade qui comprend le cyefgroductif, qui s’étend du mois de mars a la
mi-novembre.

La température joue un réle essentiel dans le ayeleie de la vigne : le réveil végétatif
dépend d’'un cumul de température au-dessus de XOf@rtir du ler janvier de I'année, il
faut faire la somme de tous les degrés supériedi®@ de température moyenne par jour
pour atteindre suivant les cépages entre 1500 30@4°C par cycle végétatif. Les conditions
meétéeorologiques des mois de janvier a avril 2013sda région bordelaise ont allongé le
cycle hivernal et retardé le cycle végétatif dut fde faible température (température
moyenne : 8.3°C). En effet, le débourrement desldsun’a été observé qu’a partir du mois
de mai, qui a habituellement lieu entre fin mardédut avril (www.opusvins.com).

2.3. Systéme DGT

2.3.1. Principe de fonctionnement
Le dispositif de gradient de diffusion en couchimae (Diffusive Gradient in Thin film,

DGT) est composé d’'un support plastique (pissam) lequel sont disposés successivement
une phase sorbante (résine Chelex), un hydrogeliffiesion et un filtre. Le dispositif est
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déposé face au sol, afin de permettre le contaot ¢an fenétre de diffusion et le sol étudié
(Figure 3). Ainsi, les ions diffusent a traversfilee et le gel de diffusion pour atteindre la
résine, sur laquelle ils se fixent de maniere gréible. En effet, la résine Chelex possede une
forte affinité pour les métaux, permettant ainsicd@er un gradient de diffusion au sein de
I'nydrogel et d’'induire une concentration en mé&jahsiment nulle a la surface du filtre. Ce
mécanisme entraine une diminution de la conceatragin ions dans la solution de sol a
proximité du dispositif, ce qui peut entrainer umebilisation des ions de la phase solide et un
réapprovisionnement vers la solution du sol.

DGT device

piston ”
outer sleeve resin gel
with a window diffusive gel

membrane filter

_ A | — soil
plant pot

Figure 3 : Schéma d'utilisation du systeme DGT (Zhag et al., 2001)
2.3.2. Utilisation du systeme DGT en laboratoire
La mesure des flux et concentrations de métaudgogechnique DGT est une pratique de
routine en laboratoire. Pour cela, le sol étudiétamisé a 2mm, homogénéisé et humidifié.
Trois répétitions DGT, c'est-a-dire trois dispdsitisont placés sur le sol comme vu
précédemment. L'échantillon est placé a I'étuveBa2durant 48h, seuil a partir duquel on
estime que le systtme DGT a adsorbé la totalitdétal échangeable au contact de sa surface
(Hoodaet al, 1999). Les DGT sont ensuite prélevées, la résshenise dans une solution de
HNO;3; (69%, ARISTAR) a 1M afin de désorber les ions fixgendant au minimum 24h. La
résine est ensuite enlevée et la solution obteonstitue notre échantillon a doser.

2.4. Mise en place du dispositif expérimental

2.4.1. Essai du mode opératoire

L'utilisation du systeme DGTn situ étant peu documentée, il a été nécessaire deop@ez!

un mode opératoire. Pour cela, deux méthodes ériestées : poser les DGT a la surface du
sol et enterrer les DGT a 10cm de profondeur. Laixche cette hauteur s’est basé sur la
reproductibilité et la faisabilité de la méthodachlant que lors de prélevement de sol,
I’échantillon est extrait de 0 a 20cm de profondeur

Le systéme DGT ne présente cependant pas une éti@ngparfaite : un espace entre le piston
et le socle laisse supposer que les DGT enterréggient étre contaminés par un flux
perpendiculaire au dispositif. (Figure 4)
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Piston — |
: Flux de

Socle | contamination

Flux principal

Figure 4 : Systéme de contamination supposé des tegrs DGT enterrés

Afin d’éviter cette contamination, I'espace engesbcle et le piston a été étanchéifié avec du
ruban téflon. Les DGT ont ensuite été poséitu sur une parcelle du domaine viticole de
'INRA, a la surface du sol d'une part et a 10cm de prafond’autre part, pendant 48h.
Durant le temps de pose, les DGT de surface oriadédé par le vent, malgré leur protection
par un fond de bouteille renversé. L'utilisation chpteur en surface n'a donc pas été jugée
pertinente et adaptée aux conditions environnerfemntdl a donc été décidé d’enterrer les
DGT a 10cm de profondeur pour la suite des expéegnafin de mimer au mieux les
conditions racinaires. Le mode opératoire est & annexe 1.

2.4.2. Disposition des systemes DGT
A la suite de ces résultats préliminaires, il acki@isi d’enterrer huit DGT sur chaque parcelle

étudiée, encadrant au total 4 pieds de vigne @antedeux rangs (Figure 5).

[Zone @ enherbement |
o @®
30ch. . I 30cm
40ch IAOcm :
o ® [ Pieds de vigne
) Dispositifs ._ = . -
7 ; 'l | e MR

Figure 5 : Disposition des systémes DGih situ sur chaque parcelle

Chaque pied est donc entouré de deux DGT, disgo88sm de part et d’autre de la base du
cep, comme illustré sur la photo ci-dessus. lliegtortant de remarquer que sur certaines
parcelles et a cette profondeur, on a pu obseegratines de pied de vigne.

Les systemes DGT ont été enterrés durant 48h, sripcés ramenés au laboratoire. La
température du sol a été suivie pendant toute féedde I'essai, ce parameétre entrant dans le
calcul des concentrations en cuivre relevées. |édargentation a été menée au mois de mars
et au mois de mai sur chacune des 10 parcelles.

Une fois au laboratoire, les échantillons ont étéparés selon le méme protocole décrit
précédemment lors de I'utilisation des systemes B&3itu
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2.4.3. Prélevement et préparation des échantillorte feuilles
Lors de la deuxieme campagne au mois de mai, gieatilees au stade F5 F6 ont été prélevés

sur chaque pied entouré de capteurs DGT sur chaayeelle, ce qui constitue un total de 4
echantillons de feuilles par parcelle. Les feuithes$ été rincées, séchées et minéralisées. Pour
cela, les feuilles ont été immergées dans uneisoldtacide nitrique et d’eau oxygénée puis
minéralisées au bain-marie durant 3h.

2.5. Autres techniques
En laboratoire, d’autres techniques d’analyses stligés pour estimer la fraction de cuivre

dans des échantillons de sol. Afin de caractériaecomplémentarité de l'information
apportée par le capteur DGT, ces autres methodest®mappliquées sur des échantillons de
sol prélevés sur les 10 parcelésdiées.

2.5.1. Prélevement par bougie poreuse
La bougie poreuse est une technique permettanttrdiex la solution du sol. Pour un

échantillon de sol, on place 700g de sol humidii@s une boite que I'on place a I'étuve a
28°C durant 24h, afin que le sol se stabilise. Easwne bougie microporeuse (Rhizon,
Eijkelkamp) est insérée dans le sol, reliée a @mmgue récoltant la solution prélevée par la
bougie. Apres 24h, la solution du sol prélevéeaedtifiée a 10% d’acide nitriqgue (HNO
69%, ARISTAR) puis analysée.

2.5.2. Extraction du cuivre a 'EDTA
L’EDTA, ou acide éthylene diamine tétraacétiqué, les complexant qui se lie aux cations

métalliques et permet leur extraction des échansllde sol. Le cuivre extrait a 'EDTA est
considéré comme le cuivre potentiellement biodiggen

Afin de réaliser une extraction a 'EDTA, le sok gséalablement séché et tamisé. Ensuite,
2,5¢g de sol sont placés dans 25mL d’une soluti®&DTA sodique (Analytical reagent grade,
Fisher) préparée au laboratoire. L’échantillon gaté sur une table d’agitation durant 1h
puis centrifugé a 1000g pendant 15min. Le surnagesirprélevé a I'aide d’'une seringue puis
filtré et analysé.

2.5.3. Extraction du cuivre a I'eau régale
L’eau régale est un mélange d’acide chlorhydrigudaide nitrique, permettant d’extraire la

totalité des métaux présents dans un échantillsolde

Pour une extraction a I'eau régale, le sol est &étdmisé puis broyé. 500mg de sol sont
placés dans 3,75mL d’acide chloridrique (HCI 37%shEr Chemical) et 1.75mL d’acide
nitrique (HNG 69%, ARISTAR). L’échantillon est chauffé dans wuif a micro-onde par
rampe de température jusqu'a 180°c pendant 25ménminéralisat est ensuite filtré et
analysé.

3. Analyse des échantillons et traitements et doneg¢
Tous les échantillons ont été analysés en specirené’absorption atomique par

électrothermie (AAS four/flamme).
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3.1. Calcul des concentrations et flux de métal pole systéme DGT
Pour le capteur DGT, la mesure de la masse deecasaumulé sur la résine Chelex ainsi que

la mesure de la concentration en ions dans le§@udude désorption permettent a I'aide de la
loi de Fick le calcul du flux de métal a traverslispositif.
On le calcule ainsi :

F= M
At

On en déduit la concentration en métal C DGT :

CDGT = FAg_
D

Avec :
F = flux de forme labile de métal (en ngfts)

M = masse de I'ion métallique accumulée sur lane¢en g)

A = l'aire de la surface de gel exposée au soéfia 3.14 cf)

t = temps du déploiement du DGT (en s)

C DGT = concentration de métal labile dans la $smfugen pg/cm)

Ag = épaisseur de la couche de gel de diffusiogéfix 0.093 cm)

D = coefficient de diffusion de I'ion (dépend detdémpérature du sol, en éts)

3.2. Traitement des données
Toutes les données présentées ont été traitées gradogiciel R et soumise au test de

normalité de Shapiro Wilk. Suivant les résultatdaenature des échantillons, les tests de
Wilcoxon, Kruskal Wallis, Turkey et une analyse @amposante principale ont été utilisés.
L’ACP a été réalisée grace au logiciel systat11.

4. Résultats et discussion
4.1. Mesure DGT

4.1.1. Analyse des flux mesurés au laboratoire

Les flux de cuivre obtenus selon le protocole Dé&xTsitusont détaillés dans la Figure 6. Les
parcelles ont été classées selon un flux DGT @otsde cuivre.

Les flux mesurés varient d'un facteur d’environef@ire la parcelle la plus contaminée (G2)
et la moins contaminée (F1). Un gradient de cudisponible est bien observé avec le
systeme DGT : la parcelle F1, témoin de I'étudéisente le plus faible flux de cuivre
disponible soit 1,39*10 ng/cnf/s.

Ensuite, nous pouvons constater que les écarts-typanesure DGT pour chaque sol sont
relativement faibles, le seul sol présentant umie feariabilité dans la mesure étant le sol G1.
La répétabilité de la mesure DGT est donc globatntmnne et permet d’obtenir des
résultats sensiblement identiques. L'utilisationsysteme DGT en laboratoire présente donc
des résultats cohérents et intéressants.

Une analyse de Kruskal-Wallis confirme que les poésentent des flux DGT statistiquement
différent (p<0.005). Grace au test de Tukey, dassgs ont pu étre établies, représentées par
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les lettres « a », « b », « c» et «d ». Lesmesprésentant une lettre en commun n’ont pas
été démontrés comme significativement différents. dOnstate que la parcelle F1 présente
des flux de cuivre statistiguement inférieurs a&deues autres parcelles, ce qui était le résultat
attendu, cette parcelle n’ayant subi a ce jour auitement cuprique. Les parcelles A, F2,
C, D1 et G1 ont des flux comparables, les autresefias présentant des flux relativement
différents.

Le classement des parcelles établi selon la coratemt de cuivre total croissante dans le
Tableau | n’est pas le méme que celui pour le dexcuivre DGT : la parcelle D2, la parcelle
présentant la plus forte concentration en cuivia {883 mg/kg), reste une des parcelles avec
un flux de cuivre disponible parmi les plus éleleé8,17*1¢ ng/cnf/s. Cependant, celui-Ci
est plus faible que le flux mesuré sur la parc&®@ (9,89*10° ng/cnf/s), alors que la
concentration totale en cuivre de cette parcellepks de trois fois inférieure a celle de la
parcelle D2. Le facteur pouvant expliquer ces madaliions est lieé aux propriétés des sols : en
effet, La biodisponibilité du métal dépend certesla quantité de cuivre totale mais surtout
des propriétés physico-chimiques du sol qui peenetiu cuivre de passer en solution et d'y
étre présent sous une forme labile. Le pH, la teeaumatieres organiques, la texture, la
composition en oxydes de fer ou de manganese dousmit sur ces propriétés de sorption et
sur la complexation du cuivre. Les sols ne présemtpas la méme texture ni le méme pH et
nous supposons qu’ils n'ont pas la méme teneur atieres organiques ou la méme
composition minéralogique.

1.2E-05- d
1.0E-05-
1,3, cd
E a 8.0E-06 -
8E 6.0E-06 - be
S b
8 c ab
< ~ 4.0E-06 - ab
T ab ab
L 2.0E-06- ab -
a
OOE+OO ____I__ T - T - T T T T T T
F1 A F2 C D1 Gl B E D2 G2
Parcelle

Figure 6 : Moyenne des concentrations en cuivre meseesex situpar parcelle
4.1.2. Comparaison des flux de cuivre mesurés situ au mois de mars et de mai
Lors du premier prélevement, c’est-a-dire au meisrars i situ 1), les flux DGT de cuivre
mesurés sont bien différents entre chaque paraalequi était une des conditions de nos
expériences afin de constituer un panel de sotduke large possible. Pour la parcelle F1, le
flux moyen de cuivre au mois de mars est de 2.67iglcnf/s alors que pour la parcelle G2
le flux est plus de 36 fois supérieur, d'une valeer9.75*1F ng/cnf/s. A I'exception du sol
D1, le classement obtenu a partir des mesarsigu 1 est le méme que celui obtenu avec les
mesures réalisées au laboratoire. L'analyse desnflesurés en mai montre des différences
plus importantes, avec un facteur de 112 entrealauv la plus élevée (parcelle D2) et la
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valeur la plus faible (parcelle F1). Le classentsd sols selon leur disponibilité en cuivre est
ici completement modifié.

Les écarts-type de I'ensemble des valeurs sont asdseés, quelle que soit la date. Cela
s’explique par la variabilité du milieu sol, quitd®e a I'hétérogénéité de sa composition
minérale et organique ainsi qu’a l'action variabks organismes biologiques, notamment la
proximité variable des racines. En effet, alors lgumesureex situest répétée trois fois sur le
méme échantillon de terre préalablement homogéeéigé’elle ne représente en théorie que
la variabilité de réponse du dispositif, la meguarsitu est réalisée a 8 endroits différents de
la parcelle, intégrant a la fois la variabilité e réponse du dispositif et I'hnétérogénéité
spatiale du sol.

La comparaison entre les flux de cuivre mesurés@is de mars et de mai est représentée par
le graphique ci-dessous (Figure 7). En abscissegtoouve I'identification de chaque parcelle
et en ordonnée la valeur des flux correspondantsgyfent/s. Les flux mesurés en mars sont
représentés en rouge, les flux mesurés en mairen ve

1.60E-05 "
*%*
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@120E 05
gl.OOE-OS—
6 8.00E-06 - m Flux in situ 1
[a) *%k **
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X
E 4.00E-06 - * Hok
2.00E-06 - . * ¥ ﬁ i .
**
0.00E+00 = .iI.iI. I.il. I. = W& .
F1 A F2 D1 C G1 B E D2 G2
Parcelle

Figure 7: Moyenne des flux de cuivre obtenus avee bysteme DGT sur le terrain en
mars (in situ 1) et en mai(in situ 2) pour chaque parcelle

Les flux surmontés de deux étoiles ont été démsnt@mme statistiquement différents
contrairement a ceux surmontés d’une seule étoile.
L’analyse statistique de ces données par un tedtidexon fait ressortir que les flux de mars
sont supérieurs aux flux de mai (p<0.005). Dardelkail, cette observation se vérifie pour six
des dix parcelles : F1, D1, B, E, D2, G2. Pourdecplle D1, le flux moyen atteint 4.23+10
ng/cnf/s pour I'essai de mars alors que le flux moyennthis de mai est de 6.11*10
ng/cnf/s, soit un flux prés de sept fois inférieur & tdkimars.
Il n'existe a priori donc aucune relation entre deux mesures. Cette observation est assez
étonnante : elle signifierait que la mesure DGTefan mai semble indépendante de celle faite
en mars. Plusieurs hypotheses peuvent étre avaneéésla mesure est perturbée par des
facteurs biologiques, soit la disponibilité du wei évolue en cours de culture sous
linfluence de facteurs environnementaux (évolutdes parametres physicochimiques sous
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linfluence de facteurs climatiques), soit les ntesuDGT du mois de mai ont été mal
réalisées. Cette derniére hypothése est peu pmbahl effet, les mémes dispositifs DGT ont
éteé utilisés par les mémes opérateurs et le ménde mératoire a été appliqué.

Afin de vérifier 'hypothése concernant I'évolutiate la biodisponibilité du cuivre au cours
du temps de I'expérimentation, il aurait fallu iéat au moins une mesure intermédiaire entre
le mois de mars et le mois de mai pour pouvoirolaficner. Dans le cas ou cette différence
serait liée aux facteurs biologiques, on peut lliggger ainsi : au mois de mars la plante est en
repos hivernal et les racines interagissent peg &vaol environnant. De plus, du fait des
faibles températures (9°C en moyenne au mois ds)mam peut considérer que les micro-
organismes du sol et au sein de la rhizosphéeremmBctivité ralentie. La mesure DGT faite
sur cette période nous permet donc d’évaluer |latij@éathéorique de cuivre biodisponible
pour le végétal. Au mois de mai, la plante est basp végétative, ce qui implique que
I'activité racinaire a repris et qu’elles ont lgpeaité de modifier leur environnement proche.
Ces moadifications peuvent étre de plusieurs typesit d’abord, le pH du sol peut étre
modifié. La respiration racinaire entraine la precittan d'ions HCQ' et les racines peuvent
sécréter des exsudats de type hydroxyles. Ces gauxdendent a élever le pH dans le sol
rhizosphérique, ce qui entraine une diminutionaddi$ponibilité du cuivre. Pour le vérifier, il
aurait fallu prélever le sol apres la mesure DGih, @ mesurer le pH a I'endroit méme ou le
dispositif a été déposé. Bravin (2008) avait efferhent démontré pour le blé que la réponse
de la DGT etait fortement modifiée dans le solabEhérique et que le pH augmentait au sein
de I'environnement racinaire. Il soulignait cepemdgue la modification du pH n’explique
pas a elle seule la variabilité de la mesure DGT.

Ensuite, le prélevement de la solution du sol parrhcines peut entrainer une compétition
avec les différents organismes, et dans notrevesla systéme DGT. De plus, I'élévation de
la température a aussi permis aux micro-organistesol de reprendre leur activité. La
mesure DGT faite au mois de mai rend donc comptd’'aetesemble de ces facteurs.
L'influence des paramétres biologiques et physiooajues expliquerait pourquoi les flux du
mois de mai sont nettement inférieurs aux flux cusnae mars.

4.1.3. Comparaison des flux de cuivri situ et ex situ
Les données mesuréessitu etex situsont comparéedans la Figure 8, avec en ordonnée les

flux de cuivre en ng/cfis, en abscisse le nom de la parcelle. En bleug¢kedtats obtenus au
laboratoire, en rouge ceux obtenus lors de I'edganois de mars et en vert ceux du mois de
mai. Les flux DGT obtenus sur le terrain lors denkesure de mars sont linéairement corrélés
avec les flux obtenus au laboratoire’ (R 0,89) : ce résultat indique que I'utilisation du
systeme DGTin situ présente des résultats cohérents avec ceux obeensisuet que son
utilisation est donc possible en plein champ.
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Figure 8: Moyenne des flux de cuivre obtenus sur$eparcelles avec le systeme DGT en
laboratoire (ex situ) et sur le terrain au mois de marsiq situ 1) et de mai in situ 2)

Cependant, les flux obtenus en miarsitu sont plus élevés que ceux obtenus au laboratoire,
en moyenne d'un facteur 1,7. En revanche, lesdkixuivre de I'essai 2 sont quasiment tous
inférieurs aux fluxex situetin situ 1, cette différence étant plus marquée pour lesefias
D1, G1, B, D2 et G2. Par exemple pour la parce)leeBlux ex situest de 3,84*18 ng/cnf/s
contre 2,88*10 ng/cnf/s pour I'essai 2, soit une différence de plus dfacteur dix. Il ne
semble donc pas y avoir de relation entre le flexcdivreex situet le fluxin situ mesuré en
mai.
L’ensemble de ces résultats semblent cohérentsléypothése avancée précédemment. En
effet, les résultats de laboratoire sont corréEstiyement a ceux de I'essai 1 : I'expérience
in situ 1 reflete le flux de cuivre disponible lorsquecti@ité des racines est inexistante ou
ralentie, ce que miment les conditions de labormatdes sols n’étant pas exposés a des
racines. Cependant, la mesure situest réalisée a 28°C, qui correspond a la températu
optimale de croissance des micro-organismes ;lU@mice de ces derniers sur les mesures
DGT et la disponibilité du cuivre est donc ici pgwbable. Les flux de cuivre de I'essai 2
sont tous inférieurs a ceux obteraxssituet enin situl, ce qui se justifie par la modification
des conditions environnementales qui semblent raduie diminution de la biodisponibilité
du cuivre.
D’autre part, les sols présentant les plus fotts fle cuivre tous essais confondus, c’est-a-dire
B, E, D2, et G2 sont tous des sols sableux (Tahleddr les phénomeénes de toxicité sur la
vigne ont principalement été observés sur deseswlshis en sable (Tosedt al, 2008).

4.2. Relation du flux de cuivre DGT avec la concerdtion en cuivre dans les
feuilles de vignes
La moyenne des concentrations dans les feuillegigiee est de 13,5 mg/kg, qui se trouve

dans la gamme de valeurs permettant un optimumraissance de la plante (Figure 1).
L’analyse statistique des résultats obtenus palAN@VA montre qu’il existe une différence
significative entre les parcelles. En comparanti@msnées entre chaque parcelle par un test de
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Tukey, on peut établir quatre groupes de parcallgagsentés par les lettres a, b et ¢ sur la
Figure 9.
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Figure 9 : Moyenne des concentrations en cuivre daries feuilles de vignes par parcelle

Le groupe « a » est significativement différent gemipes « bc » et « ¢ », le groupe « ab » est
significativement différent du groupe « ¢ ». La tieodes parcelles se trouve dans le groupe
« C », présentant les plus fortes concentrationgwwre dans les feuilles. Une remarque
importante qui peut étre faite est que les paredllest F1, présentant les plus faible flux de
cuivre DGT, se trouvent dans le groupe « c ». Atreoio, la parcelle D2 dont les flux de
cuivre DGT sont parmi les plus élevés présent@lies faibles concentrations en cuivre dans
les feuilles de vigne. Cette tendance indiquerai @lus la quantité de cuivre disponible
augmente dans le sol, plus la concentration danselglles diminue, ce qui est un résultat
inattendu.

Afin de vérifier cette hypothése, la concentratilams les feuilles de vigne a été comparée a la
concentration en cuivre mesurée par le systéme p@if chaque parcelle. Ainsi, la Figure
10 présente la relation entre les moyennes desentmations en cuivre dans les feuilles en
mg/kg en ordonnée et les moyennes des concensdli@T de cuivre en abscisse obtenues
lors de la mesure de mars (A), de mai (B) et laenog des deux mesures DGT.

Cependant, en comparant les concentrations enecdarns les feuilles avec les concentrations
en cuivre mesurées avec les systemes DGT pour elpagoelle, les nuages de points obtenus
pour I'essai 1 (A) et I'essai 2 (B) ressemblentes dourbes dose-réponse (Figure 10) : on
remarque la aussi que plus le flux de cuivre augengplus la concentration en cuivre
diminue dans les feuilles. Une seule parcelle meb$® pas suivre ce schéma et ce pour les
deux essais, la parcelle G2.
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Figure 10 : Moyenne des concentrations en cuivre da les feuilles de vigne en fonction
des concentrations de cuivre DGT par parcelle reléds lors de I'essai du mois de mars
(A) de mai (B) et la moyenne des deux mesures (C)

La concentration en cuivre DGT étant élevée l@s deux mesures, on peut supposer que la
différence avec les autres parcelles vient derdaueen cuivre dans les feuilles qui a pu étre
surestimée ou alors des propriétés biochimiquesifgpées de ces plants de vigne qui
induisent une forte translocation du cuivre vessgarties aériennes.

Il est important de remarquer qu’on obtient le reéype de graphique pour les deux essais
(10A et 10B), en sachant que les flux de cuivreeob$ lors de la mesure de mai étaient
inférieurs a ceux de la mesure de mars ; cettaaBiie®¢ de résultats nous permet de mettre
en évidence que le systeme DGT est un bon indicaeua biodisponibilité du cuivre. En
moyennant les mesures des mois de mars et deemagrhe type de courbe dose-réponse est
obtenue (Figure 10 C) : on peut donc établir lalisiponibilité du cuivre sur un cycle annuel.
Cette tendance de courbe dose-réponse est aussiuebén comparant les concentrations
dans les feuilles a la concentration en cuivre mée®x sity représentée sur la Figure 11. La
parcelle G2 ne suit toujours pas la méme tendanedes autres parcelles.
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Figure 11 : Moyennes des concentrations en cuivreads les feuilles de vigne en fonction
des moyennes des concentrations DGT de cuiveg situpar parcelle

Ces résultats sont étonnants car, compte tenuralesuk précédents (Zhargg al., 2001),
nous nous attendions a une relation positive diatreoncentration dans la feuille et les
concentrations DGT. De plus, des études précédsutdsmoutures franches Wéis viniferaet
Vitis rupestris (Anatole-Monnieret al., 2013), montrent que plus I'exposition au cuivre
augmente, plus la concentration dans les differenganes de la vigne, sauf les feuilles
matures, augmente. Cependant, ces résultats dééredis suivant les cultivars, la variété
utilisée comme porte-greffe Vitis rupestris 101.14) augmentant tres fortement la
concentration dans les racines alors que le céjlaget aurait plutdt tendance a transloquer
le cuivre vers les parties aériennes.

Les résultats obtenus montrant une relation négantre les concentrations en cuivre DGT
dans les sols et les concentrations en cuivre learfsuilles du végétal nous amenent a penser
gue les vignes en plein champ auraient recourseastmatégie d’exclusion du métal. Ce
mécanisme d’exclusion pourrait se traduire par angmentation de la concentration en
cuivre dans les racines du vegétal, ce qui a és&reé pour le mais (Ouzounidet al.,
1995), le concombre et le blé tendre (An, 2006)e@st-il de plantes greffées Merlot sur
Vitis rupestris101.14 ? Le greffage peut-il expliquer les réssltbtenus sur le terrain ? Il
serait intéressant de vérifier cette hypothése diffisultés techniques liées aux prélévements
de plantsin situ ou a l'interprétation des résultats obtenus suteteain avaient déja été
souligné par Michaud en 2007. En effet dans ndtrdes les pieds choisis sont plantés depuis
au minimum 6 ans et cultivés par les viticulteurs. systéme racinaire est donc bien
développé et il n'est pas impossible que les \dgaient une morphologie racinaire leur
permettant de « fuir » la contamination. Dans ldiyy@se ou plus I'horizon de surface est
contaminé, plus les racines des plantes vont puésefléments en profondeur dans des
couches non contaminées, le niveau de concentrati@éments des feuilles produites serait
modifié et non lié a une stratégie d'exclusion duivie de Il'organisme. Ainsi, nos
observations seraient complétement biaisées pasoogortement. Afin de vérifier cette
théorie, il serait nécessaire de compléter cettdecpar des travaux en conditions controlées
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en pots et avec des plants greffés, ou les rageeasient inévitablement exposées a la
contamination cuprique.

4.3. Comparaison des capteurs DGT avec les autreschniques d’évaluation de la
concentration en cuivre dans les sols
En laboratoire, des techniques sont utilisées pwaluer la teneur totale d’'un métal dans un

sol (extraction a I'eau régale), la concentratian @kt élément dans la solution du sol
(extraction par bougie poreuse), ainsi que la digplité de I'élément (extraction a 'EDTA).

Le capteur DGT a été démontré comme un bon outis dévaluation de la biodisponibilité
d’élements métalliques du fait qu’il integre I'engde du pool labile des éléments dans un
sol. L'enjeu est de savoir ici si l'outii DGT apperune information différente et
complémentaire des autres techniques déja utilisgéasutine en laboratoire et si la mesure
DGT pourrait étre déduite des mesures précédeRtas. cela, ces trois extractions ont été
réalisées sur des échantillons de sol des dix peso&tudiées. L'’ensemble des résultats des
extractions ainsi que les résultats obtenus pasireksais de DGTnh situ et ex situsont
regroupés en annexe 2.

Afin d’établir d’éventuelles relations entre ledfélientes techniques, les données ont été
comparées par une analyse en composantes prirciafeP). Le graphique obtenu est
représenté par la Figure 12.
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Figure 12 : ACP de I'ensemble des données mesurées les sols étudiés

L’'axe 1 explique 66% de la variabilité de I'ensemtes données et I'axe 2 en explique 18%,
ce qui indique que les variables sont trés corsékigre elles et qu'une analyse en deux
dimensions, c’est-a-dire suivant ces deux axesugfisante. Plus une variable sera proche du
cercle de corrélation, plus cette variable sera bigliquée et plus elle sera proche d’'un axe
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(c'est a dire plus l'angle entre cette variable Este sera faible), plus elle sera bien
représenté par cet axe.
Les variables Cu DG&x sity Cu DGTin situ 1, Cu solution du sol, Cu DGih situ 2, Cu
EDTA et Cu eau régale se trouvent toutes du mérneedid cercle et toutes assez proches de
'axe 1, ce qui signifie gu’elles sont bien coredéentre elles et relativement bien expliquées.
Ainsi, les concentrations DGT mesurées soit au rltboe, soit sur le terrain semblent
essentiellement corrélées avec la teneur totaleutvre du sol, ou la teneur en cuivre
extractible a 'EDTA, mais pas ou peu avec le pHsLrégressions linéaires entre ces
variables permettent de calculer des régressiogsilies significatives entre la concentration
DGT mesuréén situen mars et en mai et la teneur totale de cuivne t&s sols :

[CuloaT insitu 1= 16 + 0.673 [Culpra (R?=0.76 ; p<0.01)

[CuloeT insiu1= 14.54 + 0.445 [Cu}u regad R*=0.64 ; p<0.05)

[CulpeT in situ 2= 2.563 + 0.168 [Cighra (R?=0.65 ; p<0.005)

[Cu]peT in situ 2= -0.199 + 0.128 [Culy régaAR2=O.61 ; p<0.005)
Les essais de régressions multiples en ajoutargtriable pH n’ont pas permis d’améliorer la
régression. Le modele retenu est donc une régrebsiéaire simple avec la teneur en cuivre
du sol, extraite par I'eau régale ou 'EDTA.
. La concentration en cuivre biodisponible dansdé apparait ici dépendant de la teneur
totale mais indépendante du pH, contrairement qucevait été montré par Brun (1998) et
Fan (2011). Il serait important de confirmer cesut@ats sur un plus grand nombre de
données.

Synthese et recommandations pour l'usage de la DQJour évaluer la
biodisponibilité du cuivre dans les sols viticoles

Cette étude nous a permis de mettre en évidencke gystéme DGT est un bon indicateur de
la biodisponibilité du cuivre dans les sols vitesl Cette mesure est dépendante de la
concentration en cuivre total dans le sol mais pérdintégrer I'influence des paramétres
environnementaux. |l serait tout de méme intérdss@ confirmer ces résultats sur un
nombre plus important de parcelles et sur uneliéctie temps plus longue afin de valider
son utilisationin situ. Dans une perspective d’amélioration de la mesuserait pertinent
d’approfondir la problématique liée a la profondelur prélevement racinaire. Ainsi, des
analyses DGT sur des horizons plus profonds peramtt de valider ou non I'hypothese de
« fuite » du systéme racinaire face a la contanunatuprique. L’analyse en parallele d’'un
autre élément (autre oligoélément comme le zinélément non essentiel comme le plomb
ou le cadmium) permettrait peut-étre de mieux cemgre le comportement de prélévement
de la vigne, expliquant ainsi les relations entoglisponibilité dans le sol et prélévement.

Les phénomenes de toxicité liés au cuivre étancjpalement observés sur les jeunes plants
de vigne (et donc possédant leur systeme racirgares I'horizon de surface, le plus
contaminé en cuivre) ainsi que sur les culturetallé®s apres arrachage d’une vieille vigne,
la mesure DGT pourrait permettre de prévenir cegpsymes. En effet, une mesure préalable
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avant replantation permettrait de diagnostiquemon la nécessité de mettre en place une
décontamination ou une gestion agronomique adaj#éa parcelle. L’élévation du pH par
épandage de chaux ou I'apport de matiere orgarafjoed’immobiliser le métal diminuerait

la biodisponibilité du cuivre et ainsi amélioreragnsiblement le succés de la replantation,
dans la mesure ou une décontamination totale p&senvisageable sur des sols agricoles.
Cette analyse DGT pourrait étre realisée en routizies les laboratoires ou bien par les
professionnels du monde agricoles. Ainsi, le proctablie en annexe 1 pourrait étre
proposé comme outil au diagnostic de la contanonatuprique d’'une parcelle.

Conclusion et perspectives

Les résultats présentés dans cette étude noustpamtrteut d’abord de valider I'utilisation du
systeme DGTin situ; en effet, les flux de cuivre obtenus sur ledierhors période végétative
sont comparables et corrélés a ceux obtenus awalaire. Par contre, la mesure du flux de
cuivre réalisée a des périodes distinctes du cgeleculture deVitis vinifera donne des
résultats significativement différents. Ainsi, kchniquein situ semble permettre d’intégrer
les facteurs environnementaux qui ne sont pas deptibles avec la techniquex sity et
notamment l'influence du systéme racinaire aing tactivité biologique du milieu sol. En
perspective de ces résultats, ces mesures pouri@ien réalisées a d’autres périodes de
'année, afin d’observer I'évolution de la dispaitité du cuivre sur un cycle annuel.
L'observation de la diminution de la concentratiolans les feuilles de vigne avec
'augmentation de la concentration en cuivre dasssbls vient souligner une problématique
qui pourrait amener a controverse : en effet, lailb® bordelaise est utilisée en viticulture
comme fongicide contre le mildiou par pulvérisatidn produit sur les feuilles. Plus la
guantité de bouillie utilisée est importante, ples concentrations en cuivre dans les sols
seront élevées. Les résultats présentés dans pertragvance que plus la quantité de cuivre
biodisponible dans le sol augmente, plus la comagah en cuivre dans les feuilles diminue,
et donc l'effet contre le mildiou diminue. On oltiedonc le résultat inverse de celui
préconisé, a une échelle quantitative certes meinilirest donc aujourd’hui essentiel de
prendre en compte les phénoménes régissant lsspadbilité des éléments afin de gérer au
mieux les pratiques agricoles dans un contexf@ide de conscience environnementale.
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Annexe 1

| Mode opératoire

Préparation et utilisation des systemes DGT in situ

Objet : La technique de Diffusive Gradient in Thin films DGermet de quantifier la disponibilité
physico-chimique vis-a-vis des végétaux

Hygiene et sécurité Port de la blouse et des gants au laboratoire
Port des gants sur le terrain

Principe de la méthode ainsi que va le faire une racine, la DGT prélées métaux présents en
solution, induisant une déplétion et une réalimgonapar la phase solide. La DGT préléve non
seulement les ions libres mais également des espauites, tels que certains complexes métal-ligand
organique. Cette méthode permet d'obtenir un flexntétaux vers la surface, intégrant ainsi les
phénomeénes de diffusion et de réalimentation.

Matériel nécessaire :

Pour la préparation des sols in situ :

» Pelle_en plastique

» Peigne en plastique
* Eau ultra-pure

e Seaux
» Papier absorbant
« Gants

Pour la préparation des systéemes DGT :

* Chelex Gel Strip (0.4mm) * Plague en téflon

» Diffusive Gel (0.8mm) * Pinces plastiques

» Filtre 0.45 um 25nm Versapor-450 » Pissettes d’eau ultra pure
» Pistons » 2 boites de pétrie

* Anneaux de maintient * Ruban téflon

» Poches plastiques
» Emporte piece

Pour la mise en solution des ions :

* Pince plastique » 3 boites de pétrie

» Pissette d’eau ultra pure * Embout de pipette 1 ml

e Tubes de 5 ml (autant que de systeme ¢ Pissette d’eau ultra pure
DGT) « Balance

* Pipette piston de 5 ml * Fiole de 100 ml

* Filtre sans cendre Wattman 50 e Solution de HNO3 a 15.8M

1/3
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Réactif : HNOs; a 1M

Contraintes de la méthode :il est impératifque le temps de contact entre le DGT et le sol soit
relativement égal entre chaque répétition. Il fZaric penser a noter I'heure de pose ainsi quergheu
de dépose et convertir le temps en secondes.

Le mode opératoire :

Pour I'assemblage des dispositifs DGT :

Dans le labo « préparation des solutions » recolarpaillasse a I'aide d'un papier protecteur afin
d’éviter les éventuelles contaminations.
Les chelex et diffusive gel se présentent sousrtaé d'un film qu'il faut découper a I'emporte-pe&c
afin d’obtenir des disques de diametre 2.5cm. eela :
» Retirer le diffusive gel de son tube, le déposenld plat sur la plaque en téflon et réserver le
tube
» Découper des disques de 2.5cm de diamétre en aptpfoyement I'emporte-piece sur le gel.
On peut faire environ 14 disques dans un film
* Récupérer, a l'aide d’'une pince plastique prope,disques et les remettre dans le tube qui
contenait initialement le film
e Laver al'eau ultra pure la plaque de téflon
» Faire de méme pour le chelex

Une fois que I'on a le nombre nécessaire de diffugiel et de chelex gel, on peut procéder a
'assemblage des dispositifs :

» Verser dans une boite de pétrie les disques difugpel contenus dans 'un des tubes

» Verser dans une boite de pétrie les disques dexchgel contenus dans I'un des tubes

» Placer quelques filtres Versapor-450 dans une loigtpétrie pleine d’eau ultra pure Prendre
soin de retirer les disques de séparation de cHitjae

» Prendre délicatement, a I'aide d’'une pince plastigmopre, un des disques de chelex et le

placer sur le piston. Il faut faire attention gaechelex soit dans le bon sens, c’est-a-dire que
la partir la plus « granuleuse » soit sur le dessus

* De la méme maniere, poser le diffusive gel suidtop, peu importe le sens

* Placer ensuite le filtre Versapor-450 (papieréiltr

» Refermer le dispositif a I'aide de 'anneau de rtiam

Pour les DGT a mettre en profondeur :
» Couper une bande de ruban téflon de 20 cm
» Placer cette bande sur la jointure entre le pistdianneau de maintien du DGT

Une fois les dispositifs assemblés :
* Humidifier la fenétre avec de I'eau ultra pure leicer le DGT bien a plat dans une poche
* Recommencer I'opération pour chaque dispositif
» Noter sur les poches si les systemes sont destiée posés en surface ou en profondeur
» Placer les poches au réfrigérateur

Pour la préparation des sols et la pose des disii@&8GT ;

On placera 8 dispositifs DGT par point d’échantilage :
e Creuser sur une profondeur de 10cm
» Eliminer les graves de la surface créée
» Ratisser le sol afin d’obtenir un substrat fin @les mains si sols graveleux)
» Enfoncer le systéme DGT dans le sol 2/3
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* Noter I'heure exacte

e Recouvrir avec la terre extraite
* Noter la position du dispositif

e Attendre 48h

Pour récupérer les dispositifs DGT :

» Creuser sur une profondeur de 10cm

* Récupérer les DGT

* Noter I'heure

* Rincer les dispositifs avec de I'eau ultra pure

» Les placer dans des poches plastiques en inditgiantn de I'échantillon
* Placer les poches dans un seau

Une fois au laboratoire, placer les DGT au réfaggur jusqu’a leur analyse.

Pour la préparation des tubes qui recueillent l@lgx :

» Préparer des étiquettes aux noms des échantillons

» Coller ces étiquettes sur des tubes de 5 ml

» Peser ces tubes et noter la valeur

* Préparer une solution de HNO3 & 1M (soit 6.33 mHHKO3 & 15.8M et compléter a 100 ml
avec de 'eau ultra pure)

* Remplir les tubes avec 2 ml de cette solution

* Peser a nouveau les tubes

Pour démonter les dispositifs DGT et la mise ent&ni des ions :

Ramener les poches contenant les dispositifs DGTlaharatoire « préparation des solutions ».
Recouvrir la paillasse de feuille de protectiom afiassurer un maximum de propreté.

» Préparer une feuille ou sera noté le nom de I'&ill@net sa place

» Ouvrir les poches se rapportant au méme point diédlonnage et placer les DGT a I'endroit
prévu sur la feuille

» [Faire de méme pour tous les DGT

» Rincer les dispositifs a I'eau ultra pure

» Ouvrir avec précaution chaque dispositif DGT restet jeter le filtre et le diffusive gel

* Prélever a I'aide d’'une des pinces les disquehdkex

* Lesrincer a I'eau ultra pure puis les sécher supabpier filtre propre
* Les introduire dans les tubes correspondants
* Peser les tubes pleins

Le temps nécessaire a I'échange des ions entteelaxcet I'acide est de 24h minium a température
ambiante.

o Aprés 24h, retirer la chelex a I'aide d’'un emboaitpipette 1 ml (un embout par tube)

» Jeter les chelex et les embouts de pipettes danpaubelle réservée aux déchets spéciaux

La manip est maintenant terminée, il faut laverdespositifs DGT. Pour cela, les introduire dans un
récipient contenant de I'eau et du TFD4. Frottexqele partie des dispositifs avec une brosse a.dents
Les rincer ensuite 2 fois a I'eau permutée et & &olfeau ultra pure. Les mettre a sécher biemaspr

du papier absorbant puis les recouvrir. 3/3
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Annexe 2

Moyennes des concentrations de cuivre mesuréesdate I'essai DGT ex situ, in situ 1 et
in situ 2, I'extraction de la solution du sol, I'exraction a 'EDTA et I'extraction a I'eau
régale par parcelle

Parcelle [CU] ex situ DGT [CU] in situ 1 [CU] in situ 2 [CU] solution du [CU] EDTA [Cu] Eau Régale
pg/L peT MO/ pet MO/l sol MO/ mg/kg mg/kg
A 626213 | 1437+61 91+63 60.04 951+ 0,1116.46 + 1,64
B | 5489+ 19| 5642204543 £314] 22480 | 7280%251 12268 +1/31
C | 1954:40| 221+9| 1827+14.4 21838 | 102,01 +0,33239.89 £5.77
DL | 27.38+77 1055'94? * 11708+45 38544 | 19035+ 0.4837,20 +2021
11697 + | 231541 ) 208.67 ¢ 383.35 ¢
D2 12.4 1349 |0203+489 474,62 2176 197,77
E | 57.95+15| 86.56+54/417.48 6.6 10353 | 73,72:087 11078 57
F1 | 192:04| 714:03 104:1p 732 228 40/0 1.43 +0.77
F2 | 1921+11| 2268+7 1574+1%3 6069 46,46 £+ 1.5| 10576+ 2.84
Gl | 30,82+08| 34.76+338478+108 97.46 491+ 141 10176 £56
136,49+ | 2201+
b H Z Lq)
G2 .7 Tl 24115114 43456 | 7643053 10839 7,17
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Résumé

L'utilisation de la bouillie bordelaise comme temtent préventif contre un champignon
parasitaire de la vigne, le mildiou, remonte aitades années 1800. Ce produit a base de
sulfate de cuivre fait aujourd’hui I'objet de restions qui limitent son autorisation
uniguement en agriculture biologique a certainesedo Les fortes quantités de bouillie
utilisées par le passé ont amenées a I'accumuldgoouivre dans les sols de vignobles, et
notamment dans le Bordelais. Le cuivre est un énessentiel au développement des
plantes mais a forte dose, il peut amener a dedégmes de toxicité. La compréhension des
systemes de transfert sol-plante du métal est alijou une nécessité afin de mieux
appréhender ces phénomenes de phytotoxicite. Wimitpie pertinente pour évaluer la
biodisponibilité des métaux dans les sols estlidation de capteurs passifs tels que la DGT
(Gradient Diffusif en couches minces).

L'objectif de cette étude est de caractériser latammination cuprique des sols de vignobles
ainsi que de valider I'utilisation d’un capteur pidsle systtme DGT (Diffusive Gradient in
Thin Films), comme outil d’évaluation de la biodigibilité du cuivre pour la vigne. Pour
cela, une campagne de mesures a été menée suardedlgs du domaine de I'appellation
Pessac Léognan, afin d’évaluer les quantités derecitiodisponible sur deux périodes de
'année et donc dans des conditions environnenentdifferentes. Ces données ont été
comparées a celles obtenues en laboratoire airauxjuconcentrations mesurées dans le
modéle végétal. La technique DGT a finalement étérontée aux autres analyses de routine
utilisées pour estimer les quantités de cuivre d=sols.

Abstract

Bordeaux mixture is used as preventive treatmeainagmildew, a parasitic fungus of vine,
since the end of the 19th century. This fungiceleamposed of copper sulphate. It is one of
the only fungicides allowed in biological agricukun small doses.

High quantities used at the beginning of the 2@thtery induced an accumulation of copper
in vineyards soils, particularly in Bordeaux regi@opper is an essential metal for plants but
at high dose, it can have toxic effects. Nowadatyss important to understand transfer
mechanisms between soil and plant to prevent tyxgsues.

One method to assess metal bioavailability inisdihe use of passive samplers such as DGT
(Diffusive Gradients in Thin films).

The objective of this study is to define coppertaamnation in Bordeaux vineyards and to
validate DGT device as an indicator of copper baability in soils. Ten vineyard’s soils
have been chosen in Pessac Leognan appellatiorcopper bioavailability was estimated in
March and May and compared to metal concentrationrne leaves. Finally, DGT technique
was compared to others measurements of copperaiiaanity in soils.
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