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Avant-propos 
 
 
 

Ce mémoire de thèse est le résultat d’un travail mené au sein de l’Institut Fédératif de 
Recherche CAREN (Centre Armoricain de Recherche en Environnement) dans l’UMR 6553 
Ecobio – Université de Rennes 1. Ce travail a nécessité des collaborations avec d’autres unités 
de recherche : Le CPB-CNRS de Nancy, l’UMR Microbiologie et Géochimie des Sols de l’INRA 
de Dijon et l’UMR Environnement et Grandes Cultures de l’INRA de Paris-Grignon. 

 
Ce travail a été dirigé par François BINET (CR-UMR6553 Ecobio) en co-direction avect 

Paul TREHEN (PR-UMR6553 Ecobio) durant les 3 premières années, et avec André-
Jean FRANCEZ (MC-UMR6553 Ecobio) durant la 4e année. 
 

Cette thèse a été financée par une bourse doctorale régionale accordée par le Conseil 
Régional de Bretagne. Ce travail de thèse a été financé par le programme de recherche 
TRANZAT issu de l’appel d’offre « Devenir des Contaminants dans l’Environnement et Effets 
sur les Ecosystèmes » lancé par le Programme Environnement Vie et Sociétés du CNRS, 
comité Ecosystèmes et Environnement puis par l’ACI « Eau et Environnement » du 
Ministère de la Recherche. 
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I.1 Problématique environnementale liée à 

l’usage des pesticides 
Ce travail de recherche se rapporte aux problèmes environnementaux liés à l’usage des 
pesticides en agriculture. Pour satisfaire une productivité végétale grandissante, les milieux en 
particulier les sols, ont été intensivement utilisés. Cette intensification de l’utilisation des milieux 
se traduit par un agrandissement des parcelles, une diminution des couvertures végétales 
pérennes, une exportation accrue de biomasse et des apports supplémentaires d’intrants, 
pesticides et fertilisants. Ces modifications d’usage des milieux favorisent à la fois l’érosion des 
sols, leur appauvrissement en carbone ainsi qu’une pollution diffuse généralisée des sols, des 
eaux et de l’air par les surplus d’éléments apportés. Ansi un des impacts majeurs concerne 
l’enrichissement des eaux marines et continentales en azote et en phosphore. De même les 
apports de pesticides et la multiplication des expositions à long terme constituent un risque 
supplémentaire de pollution diffuse. 
Projetés dans le futur, ces changements laissent présager des impacts sur la biodiversité, la 
composition et le fonctionnement des écosystèmes « naturels », c’est à dire des écosystèmes 
non-agricoles environnants les agrosystèmes (Tilman, 1999). Ainsi se pose la question générale 
de la réactivité et du temps de réponse de ces écosystèmes non agricoles aux modifications 
d’usage apportées (concept de résistance et résilience des écosystèmes). Or le maintien d’une 
biodiversité des systèmes non agricoles est tout autant nécessaire au développement des 
cultures (pollinisation, prédateurs…) qu’à leur capacité à fournir des services à la société 
(Tilman, 1999).  
Ce travail de recherche s’inscrit dans le contexte de contamination des sols par les pesticides 
utilisés en agriculture. Cette problématique est un enjeu majeur et actuel puisque l’étendue 
spatio-temporelle de la contamination est méconnue. La pollution diffuse et multiple des milieux 
représente en effet, des risques pour les communautés non cibles des écosystèmes, pour le 
fonctionnement des cycles biogéochimiques et pour l’homme, notamment avec la contamination 
des sols et des nappes phréatiques. Il s’agit donc de mieux comprendre la dynamique des 
pesticides dans les écosystèmes pour mieux en évaluer les risques a priori.  
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I.1.1 Usage des pesticides 

La consommation de pesticides en France représente environ 110 000 tonnes par an, dont 
l’essentiel est utilisé en agriculture (96 936 tonnes en 2001, UIPP – UPJ, 2001). Les herbicides 
à usage agricole représentaient alors près de 31 000 tonnes, soit 29 % des pesticides. La 
France est le troisième consommateur mondial, après les Etats-Unis et le Japon et le premier 
utilisateur de pesticides en Europe en raison de l’étendue de sa Surface Agricole Utile (22 % de 
la SAU de l’Union Européenne). Les pesticides, étymologiquement « tueurs de fléaux », sont 
des produits dont les propriétés chimiques contribuent à la protection des végétaux. Ils sont 
destinés à détruire, limiter ou repousser les organismes nuisibles à la croissance des plantes 
(insectes, parasites et adventices). Les pesticides utilisés pour la protection des végétaux sont 
appelés produits phyto-pharmaceutiques (directive 91/414/CE) ou communément produits 
phytosanitaires et les autres, biocides (directive 98/8/CE). Par exemple, un insecticide sera un 
produit phytosanitaire s’il est utilisé sur du blé mais un biocide dès lors qu’il est utilisé sur du 
bois de charpente. Les données sur l’utilisation des pesticides ne sont disponibles publiquement 
que par grandes catégories (figure I.1). Ces catégories séparent les pesticides selon les 
organismes nuisibles ciblés : les fongicides (51 % d’utilisation en 2000 en France, UIPP – UPJ, 
2001), les herbicides (38 %), les insecticides (3 %) et d’autres pesticides à usage moins 
important, les acaricides, les nématicides, les rodenticides et mollucicides. Les pesticides sont 
obtenus par synthèse chimique de 10 à 15% de matières actives, le reste étant constitué de 
supports et adjuvants destinés à accroître leur efficacité. Les produits phytosanitaires 
actuellement utilisés en France représentent un panel de 500 molécules actives qui sont 
commercialisées sous forme d’environ 8000 préparations (IFEN, 2002). 
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I.1.2 Etendue des risques liés à l’usage des pesticides. 

Au delà de leur effet sur les organismes ciblés, ces molécules présentent des risques pour 
l’homme et pour les écosystèmes avec des impacts immédiats ou à long terme, variables dans 
la nature et l’intensité des préjudices portés.  

I.1.2.a Risques sanitaires et toxicité pour l’homme 

Pour les populations exposées les risques sanitaires sont de nature cancérigène, affectent la 
reproduction, le développement ou sont d’ordre neurologiques ou neuro-comportementaux. 
L’intensité des risques sanitaires est fonction du degré d’exposition des populations (profession, 
proximité des zones traitées, consommation d’eaux et d’aliments contaminées) ou de leur 
sensibilité (âge).  
Pour l’homme l'atrazine est classé comme « produit nocif » dont les effets se manifestent après 
inhalation ou contact dermique. Toutefois les risques d'effets graves apparaissent en cas 
d'exposition prolongée par ingestion (dose journalière acceptable est de 40 µg.kg-1 de poids 
corporel). Cet herbicide est présumé toxique pour l’homme et ses effets sont suspectés se 
répercuter sur la reproduction. Il est en effet un perturbateur endocrinien inhibiteur de la 
testostérone, de la progestérone et des oestrogènes. Des perturbations de la reproduction 

Figure I-1 : Quantités de substances actives commercialisées en France de 1990 à 2000
basées sur les déclarations (volontaires) des adhérents de l’Union des industries de la
Protection des Plantes (en tonnes) (CPP, 2001). 
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sexuée (hermaphrodisme et perte de caractères sexuels secondaires) chez la grenouille 
Xenopus laevis ont été récemment observés pour des expositions à des doses réalistes 
d’atrazine (Hayes et al., 2002). L’atrazine perturbe aussi le système immunitaire, augmentant 
ainsi les risques de cancer et de maladies infectieuses. Des études en laboratoire ont montré 
qu’il pouvait causer des troubles génétiques et retarder la puberté. En revanche, l'atrazine a été 
classé non cancérigène par le Centre international de recherches sur le cancer en 1998. 
Aujourd'hui, les inquiétudes viennent moins de la molécule que de son métabolite, le DEA, 
considéré comme plus toxique que la molécule mère (PAN, 2001).  
 
L’usage des pesticides dans la production des produits d'alimentation est étroitement 
réglementé. Les Limites Maximales de Résidus, LMR (exprimées en milligrammes par kilo) sont 
fixées au niveau national, européen ou international (CPP, 2001). Elles sont fixées par produit et 
par catégorie de fruit (avec notamment des limites spécifiques pour les pommes et le raisin de 
table...). L’écart entre les limites peut varier et ainsi la teneur en résidus de pesticides tolérée 
dans les fruits est 100 à 500 000 fois plus élevée qu'elle ne l’est dans l'eau potable. Cependant 
47 % des échantillons prélevés en Europe (2001) contiennent des résidus de pesticides à des 
doses inférieures aux LMR et 4 % en moyenne, dépassent ces LMR (EU-FVO, 2003). 

I.1.2.b Risques sanitaires et écologiques à l’échelle de l’écosystème 

En fonction des conditions d’utilisation et selon les caractéristiques du milieu, ces molécules 
actives sont susceptibles de se retrouver dans les différents compartiments de l’environnement 
(air, sol, eau, sédiments…). Les contrôles en aval sont encore les seuls outils disponibles pour 
évaluer a posteriori l’étendue de la contamination et les risques encourus. 

9 Risques pour la ressource en eau 
En Europe, depuis 1988, pour les eaux destinées à la consommation humaine les 
Concentrations Maximales Admises (CMA) sont respectivement, par substance et pour 
l’ensemble des substances, 0,1 et 0,5 µg.L-1 dans l’eau de boisson (80/778/CEE), et 2 et 5 µg.L-

1 dans les eaux brutes pour la production d’eau potable. En ce qui concerne les eaux 
souterraines, aucune norme n’est imposée mais le Système d’Evaluation de la Qualité des Eaux 
(SEQ) a introduit la notion d’état patrimonial pour exprimer un degré d’altération. Il se traduit par 
un dépassement ou non du seuil de détection du produit concerné (atrazine : 0,01µg.L-1).  
Dans un objectif de protection de la qualité des eaux, une réduction de l’usage de l’atrazine a 
été mise en place avec i) une diminution des doses d'emploi (la dose homologuée fixée à 2,5 
kg.ha-1.an-1 en 1959 a été successivement réduite à 1,5 en 1990, puis à 1 kg.ha-1.an-1 en 1997–
JO 15/2/97), ii) une restriction des usages (interdiction des épandages sur les zones non 
agricoles telles que jardins, fossés, bordures des voies : avis JO du 4 juillet 1997) – (Ministère 
de l'Agriculture et de la Pêche). Des interdictions locales ont été décidées en 1998. Ce fut 
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notamment le cas en Bretagne où des arrêtés préfectoraux d'interdictions temporaires 
d'utilisation de l'atrazine à proximité des cours d'eau et des points de captage on été mis en 
place. En France, malgré les limites instaurées, une pollution généralisée par certaines 
substances de la ressource en eau de surface et littorale est atteinte (IFEN, 2002), les eaux 
souterraines étant moins touchées. 
Malgré les précautions imposées, des dépassements fréquents et importants du seuil d'atrazine 
dans les prélèvements d'eau potable, d’eaux souterraines ont été constatés (DDASS et DRASS 
-directions départementales et régionales des affaires sanitaires et sociales). Une distribution 
trop fréquente d’une eau non conforme au regard du paramètre atrazine a été constatée dans 
les 10 départements du Grand Ouest (départements des régions Bretagne - Pays de Loire et 
département des Deux-Sèvres) où 2,7 millions de personnes ont été alimentées en 1997 par 
une eau non conforme. En Ille et Vilaine en 2001, 11 communes (26563 habitants) se sont vues 
distribuer une eau non conforme à la norme de potabilité. 
La CORPEP a recherché la présence de matières actives dans les rivières bretonnes (l'Aven, 
l'Arguenon, le Gouessant, la Rance, la Seiche, la Flume et le Meu) en période pluvieuse prenant 
ainsi en compte les pics de pollution liés au ruissellement (Tableau I-1). Le nombre de 
molécules décelées dans les eaux de surface est de plus en plus élevé entre 1997 et 2000. A 
l'inverse, l'importance des dépassements élevés (1 µg soit 10 fois le seuil) et les concentrations 
maximales ont, dans l'ensemble, baissé après les restrictions. En revanche, l'impact des 
restrictions est faible sur la fréquence de détection, même à des niveaux élevés comme pour 
l’atrazine fréquemment détectée deux ans après son interdiction d'usage à proximité des cours 
d’eau. L'effet des interdictions et des restrictions est donc très progressif et temporellement 
décalé. 
 
Tableau I-1 : Fréquences de détection et pic de concentration de l’atrazine et l’isoproturon dans 
les rivières bretonnes entre 1997 et 2000 (CPP, 2001). 

 Atrazine 
(désherbant maïs) 

 Isoproturon 
(désherbant blé) 

 1997 1998 1999 2000  1997 1998 1999 2000 

Nombre de recherches 51 62 70 77 19 60 61 78
% d'analyses > 0,1 µg.L-1 96 % 81 % 66 % 64 %   71 % 35 % 38 % 27 % 

% d'analyses > 1    µg.L-1 51 % 24 % 7 % 9 %  - 7 % 15 % - 

Pics observés (µg.L-1) 29 4,1 6,3 11,1  0,5 5 7,7 0,8 

Lieu du pic Flume Arguenon Flume Flume  Flume Rance Gouessant Rance 

 
L'interdiction (avis du 27 novembre 2001 et autorisation d’utilisation jusqu’au 30 septembre 
2003) fait suite i) à l'inquiétude provoquée par la fréquence et l'importance de la contamination 
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des eaux par l'atrazine, ii) au faible effet des mesures de restrictions d’usage sur les détections 
dans les eaux iii) à l’effet retard des contaminations par l’atrazine dû à sa persistance et aux 
processus complexes de diffusion dans les sols. Elle est également motivée par l'observation 
d'une efficacité de moins en moins avérée de l'atrazine et de ses dérivés, liée non seulement à 
la réduction des dosages autorisés mais aussi à l'apparition de phénomènes de résistances de 
certaines mauvaises herbes à cette famille de pesticides. 
 

9 Risques pour les organismes aquatiques 
En ce qui concerne les organismes aquatiques, le SEQ reconnaît des concentrations au dessus 
desquelles le maintien de la diversité et de l’abondance spécifique est difficile. La toxicité de 
l’atrazine est avérée sur le milieu aquatique (effet inhibiteur sur les plantes aquatiques, mort 
d’invertébrés pour de faibles doses : 0,2 à 7 mg/litre d'eau pendant 2 jours d'exposition). La dote 
létale se situe entre 0,75 et 4 g d'atrazine par kilo de poids d'animal (IFEN 2002). 
 

9 Risques pour la qualité de l’air 
La présence de produits phytosanitaires dans l’atmosphère a été montrée aussi bien en milieu 
rural, qu’en milieu urbain (Trevisan et al., 1993 ; Chevreuil et al., 1996 ; Sanusi et al., 1997). Ces 
composés peuvent être soumis au transport atmosphérique. La diffusion est possible sur de 
grandes distances comme en témoigne la détection de pesticides organochlorés dans les 
précipitations en Antarctique (Bidleman et al., 1993). Aucune norme française ou européenne 
n’existe concernant le prélèvement ou l’analyse des produits phytosanitaires dans l’air ambiant. 
 
 
Pour un xénobiotique agricole, le sol est le compartiment obligatoire précédant son transfert vers 
les compartiments aquatiques (eau de surface et souterraines). L’étude spatio-temporelle de la 
contamination des sols et les risques envers i) les communautés non cibles qu’il abrite, ii) le 
fonctionnement des cycles biogéochimiques et, par effet retard, iii) envers les milieux aquatiques 
sont mal connus. Appréhender les risques sanitaires et écologiques des produits phytosanitaires 
nécessite de prendre en compte les processus physico-chimiques et biologiques susceptibles 
d’intervenir en amont dans les sols. En effet, le risque toxicologique d’un produit phytosanitaire 
réside autant dans sa transformation biotique et abiotique des molécules (métabolites) que dans 
les modalités de circulation, d’accumulation et / ou de rétention dans les sols (persistance). Ainsi 
l’accumulation, la rétention puis la remobilisation et l’accessibilité aux organismes des molécules 
et métabolites aux différents niveaux d’organisation du sol (moléculaire, organismes ingénieurs, 
microsites, interface matrice / solution, profil de sol) demeure une question ouverte à ce jour. 
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I.2 Les pesticides à usage agricole 

I.2.1 Classification des molécules 

De façon générale, les nombreuses molécules pesticides utilisées sont classées en familles 
chimiques selon la similitude de leur structure chimique : l’atrazine fait partie des s-triazines.  
Récemment, une nouvelle classification des pesticides suivant les propriétés chimiques qui 
déterminent leur comportement dans les sols et eaux (figure I.2) a été proposée (Gevao et al., 
2000). 
 

Figure I.2 Classification des pesticides, d’après Gevao et al. (2000). 
 

I.2.2 Dynamique des pesticides dans les écosystèmes 

Dans un premier temps, les principales voies d’évolution des molécules dans le sol seront 
présentées. Puis nous décrirons les caractéristiques majeures de la molécule et du milieu qui 
interagissent et déterminent l’évolution des produits phytosanitaires appliqués sur les sols. 

I.2.2.a Schéma conceptuel de base 

Les quantités de pesticides dans les sols, sous forme adsorbée ou dissoute, sont dépendantes 
de la quantité appliquée au départ, des caractéristiques du milieu mais aussi des 
caractéristiques propres aux molécules. C’est sous la forme dissoute que les produits sont le 
plus rapidement absorbés par les plantes mais aussi les plus susceptibles d’être dégradés ou 
mobilisés. L’efficacité des produits dépend de leur devenir et seule une partie de la dose 
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appliquée atteint l’organisme-cible. Le reste subira des transformations en fonction de facteurs 
physico-chimiques, climatiques et biologiques (figure I.3). 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.3 Schéma conceptuel des voies d’évolution des pesticides 

 
Les différents processus en jeu dans le devenir des pesticides sont donc : 
La volatilisation. Elle correspond, pour les composés les plus volatils, au transfert vers 
l’atmosphère. Elle se produit principalement pendant l’application, et après pour les quantités de 
produits qui restent à la surface du sol ou des plantes. Les facteurs en jeu sont la pression de 
vapeur des molécules, les coefficients de partage (air / eau, air / phase solide) et la température 
(Jamet et Deleu, 1993). Certains composés très volatils sont appliqués par incorporation dans le 
sol. 
La photodécomposition est la dégradation de la molécule sous l’action de l’énergie lumineuse 
et elle se produit à la surface du sol ou des plantes. 
Le transfert s’opère soit latéralement par ruissellement, soit verticalement par lixiviation. Il peut 
également avoir lieu en phase soluble ou en phase solide. Le transfert de la molécule dans les 
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sols est lié à de nombreux facteurs comme la pente, les caractéristiques de précipitations ou 
d’irrigation, la stabilité structurale du sol, les pratiques agricoles ou la couverture végétale, mais 
aussi à la solubilité de la molécule dans l’eau ou à son adsorption. C’est ainsi qu’à partir de la 
surface ou d’autres horizons du sol, les pesticides contribuent à la contamination des eaux 
superficielles et des nappes phréatiques. 
L’adsorption. Il s’agit de l’accumulation des molécules phytosanitaires par attraction 
moléculaire aux interfaces des différents constituants du sol comme la matière organique, les 
oxydes, les argiles (Khan, 1978 ; Jamet et Deleu, 1993). Une autre définition est donnée par 
Vallet (1988) ; c’est la fixation partielle d’un soluté qui passe de la phase en solution à la phase 
solide par mise en jeu de liaisons. Elle se produit soit en phase liquide, soit en phase gazeuse 
du sol (Jamet et Deleu, 1993). 
La désorption correspond au mécanisme inverse. C’est le passage en solution du pesticide 
adsorbé, par suite d’une diminution de l’herbicide dissous ou par dégradation de l’adsorbant 
comme la matière organique. 
La dégradation est constituée de l’ensemble des phénomènes par lesquels une molécule est 
métabolisée et peut suivre plusieurs voies réactionnelles : oxydoréduction, hydrolyse, 
substitutions radicalaires, enzymatiques. L’altération, biotique ou abiotique, est une dégradation 
partielle et conduit à la formation de nouveaux composés (métabolites ou résidus de 
dégradation). La minéralisation correspond à l’élimination totale en molécules de faible poids 
moléculaire (CO2, H2O, Cl-…). Elle est essentiellement biotique mais des processus abiotiques 
peuvent également intervenir dans la minéralisation (Scheunert, 1992). 
 

I.2.2 b Caractéristiques déterminant le devenir des molécules 

La nature chimique de la molécule est le premier facteur en jeu. Bailey et White (1970) 
distinguent quatre facteurs déterminants du caractère chimique de la molécule pesticide qui 
influencent leur adsorption sur les colloïdes de sol. La nature des groupes fonctionnels 
(carboxyl, carbonyl, hydroxy et amino), la nature et la position des groupes de substitution, et les 
insaturations au sein de la molécule. La charge d’une molécule phytosanitaire est probablement 
le facteur le plus important vis-à-vis de son adsorption et le pH du système est également 
déterminant puisqu’il dirige la ionisation de la majorité des molécules organiques. L’adsorption 
sera donc différente selon que le composé se comporte comme un acide (donneur de proton à 
pH élevé, ex : 2,4-D, Dicamba) ; comme une base (receveur de proton, ex : s-triazines) ; ou 
comme un composé neutre (ex : thiocarbamates, phenylamides, phenylurées).  
La solubilité dans l’eau du composé. Le degré de corrélation solubilité-adsorption varie d’une 
molécule active à l’autre (corrélation positive, négative ou aucune corrélation), (Khan (1978).  



Chapitre 1 – Introduction générale. 

12

Le Koc est le coefficient de partage carbone organique / eau. Relativement indépendant de la 
nature du sol, il indique la mobilité des substances et permet leur comparaison. Un Koc élevé 
traduit un fort pouvoir d’adsorption et donc une faible mobilité.  
 
Le DT50 ou demi-vie de la molécule dans le sol, correspond à la période nécessaire à la 
dégradation de la moitié du produit appliqué. Elle traduit la persistance du produit et est un bon 
indicateur de l’évolution de sa concentration sous l’effet des processus de dégradation ou de 
dissipation. 
 
Les herbicides désherbants du maïs sont classés en trois groupes suivant leur risque potentiel 
pour l’écosystème. Ce classement est établi à partir de la dose d’application, la DT50, et le Koc 
(tableau I.2). En fonction des risques, des recommandations d’usage sur les zones d’application 
sont alors exprimées.  
 
Tableau I.2: Groupes d’herbicides désherbants du maïs en fonction de leur risque pour 
l’environnement. Chambre d’Agriculture de Bretagne, 1999. 

 Groupe 1 
risque faible 

Groupe 2 
risque limité dans le 

temps 

Groupe 3 
risque élevé 

Dose.ha-1  < 500 g > 500 g > 500 g 

 ou et et 
DT50  < 8 jours 8 à 30 jours > 30 jours 
 ou et et 
Koc (cm3.L-1) > 1000 < 1000 < 1000 

Exemples Bromoxynil-
octanoate, 

Diméthinamid, 
Rimsulfuron, 
Nicosulfuron, 
Sulcotrione 

2,4-D, 
Alachlore, 

Bentazone, 
Bromoxynil-phénol, 

Dicamba 
 

Atrazine, 
Linuron, 

Métolachlore, 
Simazine, 
Terbutrine 

 
 
Les caractéristiques physico-chimiques et biologiques du sol sont des facteurs 
déterminants la dynamique des molécules. La texture et la structure du sol correspondent 
respectivement aux proportions de limon, d’argile et de sable et à l’agencement des constituants 
du sol (structure grumeleuse, compacte). La teneur en matière organique favorise l’agrégation 
des particules entre elles et assure ainsi la stabilité structurale des sols (Auzet, 1987 in Simon, 
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1995). Cette influence est d’autant plus importante que le taux d’argile est faible. L’état de 
surface du sol détermine la capacité d’infiltration de l’eau dans le sol et influence ainsi le 
ruissellement. Les organismes du sol, micro-organismes, végétaux et invertébrés agissent sur 
les propriétés physico-chimiques du sol (structure, porosité…) et assurent pour une large part 
les transformations bio-géochimiques des molécules circulant dans le sol. 
 
Les caractéristiques topographiques et géographiques de site sont également à considérer 
dans une approche des risques. La pente qui influence la répartition de l’érosion. Le couvert 
végétal de la zone d’application peut constituer une protection vis-à-vis des précipitations. Les 
cours d’eau ou les zones humides (rétention des molécules dans les eaux de ruissellement) 
présents sur la zone d’application amplifient les risques de contamination. La localisation 
géographique qui correspond à un type de climat et donc de précipitations, à des types de sols 
et à un panel de micro-organismes est un facteur qu’il faut également considérer. 

I.2.3 Devenir de l’atrazine : principaux processus connus 

L'atrazine (2-chloro-4éthylamino-6-isopropylamino-1,3,5-triazine) est un herbicide de la famille 
des triazines (figure I.4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il est utilisé en agriculture, principalement comme désherbant du maïs ou du sorgho et, plus 
modestement, en arboriculture. L’atrazine est facile d’emploi, efficace (efficacité de 2 à 6 mois 
dans le sol) et d’un faible coût. Sa consommation importante a atteint 5000 tonnes annuelles en 
France, depuis les années 60, jusqu’aux restrictions d’usage dès 1997 et jusqu’à son interdiction 
récente en 2003. Cet herbicide qui agit sur la cible au stade plantule, est absorbé par les racines 
et circule en suivant le courant de transpiration jusqu’aux organes transpirants, les feuilles. La 
photosynthèse est inhibée par fixation de la molécule sur une protéine du photosystème II 
(protéine D1), empêchant ainsi la transformation de l’énergie lumineuse en énergie 
électrochimique. Elle agit en effet par blocage du transfert électronique chloroplastique 
photodépendant qui se produit lors de la phase de réduction photochimique conduisant à la 

Figure I.4 Schéma de la molécule d’atrazine 
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formation massive d’un cofacteur de forme réduite : le NADPH (Tasli, 1995). La réussite du 
traitement à l’atrazine est liée au comportement de la matière active dans les premiers 
centimètres du sol i. e. à son adsorption et sa dégradation. L’adsorption de la molécule 
xénobiotique sur les constituants du sol i) réduit son efficacité (toxicité) envers l’organisme cible, 
ii) diminue sa biodisponibilité à la dégradation notamment à la minéralisation microbienne, 
iii) l’immobilise davantage réduisant ainsi son transfert et sa lixiviation (Berry et Boyd, 1985 ; 
Calderbank, 1989 ; Bolag, 1992 ; Dec et Bollag, 1997). 

I.2.3.a Adsorption et rétention de l’atrazine 

9 Les interactions entre le sol et les pesticides 
L’adsorption est probablement le mode d’interaction le plus important entre le sol et les 
pesticides et contrôle la concentration des pesticides dans la phase liquide du sol. Les 
interactions varient de la réversibilité à la totale irréversibilité (Gevao et al., 2000). Le degré 
d’adsorption dépend des propriétés du sol et du composé : taille, forme, configuration, structure 
moléculaire, fonctions chimiques, solubilité, polarité, polarité potentielle et distribution de 
charges lors d’interaction, et nature acido-basique de la molécule) (Bailey et White, 1970 ; 
Senesi, 1992 ; Pignatello et Xing, 1996).  
L’adsorption des pesticides sur les substances humiques du sol met en jeu des liaisons 
ioniques, hydrogènes et covalentes, des transferts de charge ou des mécanismes d’échange 
d’électrons, les forces de Van Der Waals, l’échange de ligand et les liaisons hydrophobes 
(Khan, 1978 ; Gevao et al., 2000). Tous les mécanismes n’interviennent pas simultanément 
mais certains peuvent interagir. La formation de résidus liés n’est pas équivalente à une 
adsorption forte des composés puisque ces processus sont réversibles via des techniques 
d’extraction (Gevao et al., 2000). 

9 Le concept de résidus liés ou résidus non extractibles et de biodisponibilité 
L’IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) a défini le concept de résidus liés 
ou résidus non extractibles dans le sol ou les plantes (Kearney, 1982 ; Roberts et al., 1984 ; 
Führ, 1987). Ce sont des produits chimiques (ingrédients actifs, métabolites ou fragments de 
molécules) provenant de pesticides utilisés selon l’usage conseillé en agriculture et qui ne sont 
pas extractibles par les méthodes ne changeant pas significativement la nature chimique de ces 
résidus. Ces résidus excluent ceux recyclés par voies métaboliques et conduisant à des produits 
présents naturellement. Cette définition a été modifiée par Calderbank (1989) qui introduit la 
notion de biodisponibilité : « …Le point important n’est pas tant comment le résidu est défini 
mais la question de sa disponibilité biologique ». Une modification de la définition a ensuite été 
suggérée pour inclure une référence à la structure de la matrice par Führ et al. (1998) : « les 
résidus liés représentent les composés dans le sol, les plantes ou animaux qui persistent dans 
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la matrice, après extractions, sous la forme de la substance ou de métabolite(s). La méthode 
d’extraction ne doit pas altérer les composés eux-mêmes ou la structure de la matrice. La nature 
des liaisons peut-être clarifiée en partie par des méthodes d’extractions altérant partiellement la 
matrice, et par des techniques d’analyses sophistiquées. Par exemple les liaisons covalentes 
ioniques, les liaisons d’adsorption ou le piégeage on été identifiées de cette manière. En général 
la formation de résidus liés réduit significativement la bioaccessibilité et la biodisponibilité. ». 
La biodisponibilité et la bioaccessibilité correspondent respectivement à la disponibilité et 
l’accessibilité des molécules pour les organismes vivants (absorption par la plante ou la faune 
du sol, dégradation par les microorganismes …). 
Les processus d’adsorption et de dégradation de l’atrazine sont en interaction dans la mesure 
où plus grande est l’adsorption par la matrice sol (Bellin et al., 1990 ; Martinez-Inigo et 
Almendros, 1992 ; Guo et al., 1993) plus faible est la disponibilité de la molécule à une 
dégradation microbienne (Doyle et al., 1978 ; Guerin et Boyd, 1992 ; Smith et al., 1992 ; 
Barriuso et al., 1994 ; Barriuso et al., 1997). 

9 Les déterminants de la formation des résidus liés 
La formation de résidus non extractibles est déterminée par plusieurs facteurs : la concentration 
initiale dans le sol, la température et surtout le temps d’exposition (Scheunert, 1992). Le temps 
d’exposition ou temps de contact comme déterminant majeur dans la formation de résidus non 
extractibles est également cité par Best et Weber (1974) ; Khan et Hamilton (1980) ; Khan et 
Ivarson (1981). Le temps de contact de la molécule avec la matrice entraîne soit la formation de 
liaisons plus fortes, soit le piégeage (ou occlusion physique) du composé dans la matière 
organique ou la matrice minérale (Gevao et al., 2000). Dans le sol à l’échelle moléculaire, des 
processus passifs se produisent également avec l’augmentation du temps d’exposition des 
molécules chimiques : adsorption sur les particules de sol (Ball et Roberts, 1991a ; Fu et al., 
1994 ; Burgos et al., 1996) ; diffusion dans des zones spatialement protégées comme les 
micropores (Ball et Roberts, 1991b ; Beck et Jones, 1995 ; Burgos et al., 1996 ; Pignatello et 
Xing, 1996) et piégeage dans la matière organique (Brusseau et al., 1991a, b ; Fu et al., 1994). 
La diffusion dans des microsites protégés de la matrice de sol combinée à l’adsorption relèvent 
du vieillissement et conduisent à la séquestration des molécules (Alexander, 1995), laquelle est 
considérée comme une adsorption lente (Pigntello et Xing, 1996). A l’échelle de la parcelle, des 
facteurs supplémentaires affectent la formation de résidus liés : les applications répétées, les 
amendements organiques et inorganiques et le mode d’application sur le sol (Gevao, 2000). La 
formation de résidus non extractibles est augmentée quand le pesticide est uniformément 
incorporé au sol par comparaison avec une application en surface (Racke et Lichtenstein, 1985). 



Chapitre 1 – Introduction générale. 

16

9 Rôle de la composition des sols 
La composition minérale, le contenu et la nature de la matière organique ont des rôles clefs sur 
le comportement des pesticides dans le sol (Senesi et Miano, 1989 ; Barriuso et al., 1992).  

• Influence de la matière organique 
La matière organique des sols a un rôle prédominant dans l’adsorption des molécules 
hydrophobes. L’adsorption de l’atrazine est reconnue pour augmenter avec la quantité de 
matière organique contenue dans le sol (Khan, 1978 ; Walker et Crawford, 1968 dans Huang et 
al., 1995 ; Barriuso et Calvet, 1992). Ainsi, un apport de matières organiques exogènes sous 
forme de compost sur un sol limono-argileux, favorise l’adsorption des herbicides atrazine et 
sulcotrione (Barriuso et al., 1996).  
L’atrazine faiblement basique s’associe facilement aux protons H+ pour former un composé 
protoné, et se comporte alors comme un cation organique (Khan, 1978) qui peut être adsorbé 
sur des sites chargés négativement de la matière organique (Weber et al., 1969, 1974). 
L’adsorption des pesticides basiques par la matière organique du sol est dépendante du pH : 
elle décroît pour des valeurs élevées de pH (Doherty et Warren, 1969 ; Weber et al., 1969 ; 
Lowder et Weber, 1972; Khan, 1978).  

• Influence du complexe argilo-humique 
Khan (1978) souligne la nécessité de prendre également en compte les complexes matière 
organique – argiles dans l’adsorption des pesticides. Des études ont en effet démontré que 
l’atrazine était très adsorbée sur des smectites de référence (Laird et al., 1992 in Stehouwer et 
al. 1994) et que l’addition de montmorillonite favorisait son adsorption (Moyer et al., 1972). 
Cependant Hance (1969a) suggère que dans le sol, l’argile et la matière organique sont 
associés de telle manière que peu de surface minérale de l’argile est accessible aux molécules 
herbicides. Ainsi l’auteur souligne que la contribution des fractions argileuses à l’adsorption dans 
les sols est inférieure à ce que les études avec des argiles seules peuvent démontrer. A 
l’inverse d’après Mortland (1968), les composés de la matière organique du sol, en interaction 
avec l’argile, peuvent faciliter et stabiliser l’adsorption des pesticides par rapport à un système 
argileux inorganique. 
 
La mobilité des métabolites de dégradation est tout aussi importante puisqu’elle détermine 
leur devenir et leur persistance dans le sol. Ainsi, Schiavon (1988) a observé sur un sol brun 
lessivé, dans des lysimètres (H : 60 cm), que les trois métabolites de dégradation dealkylés de 
l’atrazine (DEA, DIA et DEDIA) étaient plus mobiles que la molécule mère à l’inverse du 
métabolite dechloré (OH-A) moins mobile. 
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I.2.3.b. Dégradation et minéralisation  

Les dégradations biotiques et abiotiques des pesticides conduisent à l’atténuation naturelle 
des molécules dans les sols. 

9 Dégradation abiotique 
La frontière entre les altérations biotiques et abiotiques est difficile à définir mais certains 
auteurs définissent comme abiotiques, toutes les réactions initiées par des composés chimiques 
réactifs, des fonctions moléculaires du sol ou catalysées par des substances comme les 
surfaces organiques ou minérales (Scheunert, 1992). La photodécomposition est un processus 
de dégradation purement abiotique qui n’est possible que lorsque la molécule est capable 
d’absorber le rayonnement UV (λ>290nm) (Mansour et al., 1989 In Scheunert, 1992).  

9 Dégradation biotique 
Les réactions biotiques correspondent aux transformations se produisant dans les organismes 
vivants du sol ou catalysées par des enzymes à l’intérieur ou à l’extérieur des cellules 
(Scheunert, 1992). On distingue les oxydations, les réductions et les hydrolyses. Parmi les 
altérations biotiques deux situations se différencient : dans le premier cas, le pesticide est 
dégradé en produits inorganiques de faible poids moléculaire (CO2, H2O, Cl-…), cette 
dégradation totale s’appelle la minéralisation. Dans le deuxième cas, le pesticide est 
partiellement dégradé en molécules organiques de faible poids moléculaire. Lorsque la 
dégradation est accompagnée d’une augmentation de biomasse des organismes qui obtiennent 
via ces réactions l’énergie et le carbone pour la synthèse biologique, elle correspond au 
métabolisme. En absence de croissance, la dégradation partielle est appelée co-
métabolisme ; les microorganismes provoquent la transformation chimique des pesticides en 
utilisant une autre source de C et d’énergie pour leur croissance (Scheunert, 1992 ; Soulas 
1999).  
Les produits de transformation biotique des pesticides ou métabolites, principalement issus de 
processus co-métaboliques sont parfois des intermédiaires dans la séquence de minéralisation. 
Ainsi la minéralisation et la formation de métabolites de dégradation sont liés alors que ces 
processus sont opposés : en effet alors que la minéralisation est le seul processus conduisant à 
l’élimination totale d’un composé xénobiotique dans l’environnement, la formation de métabolites 
permet l’apparition de nouveaux xénobiotiques qui suivant leur plus ou moins grande toxicité par 
rapport à la molécule mère s’inscrivent respectivement dans les processus d’activation ou de 
détoxification des sols (Scheunert, 1992).  
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I.2.3.c. La dégradation de l’atrazine et les concepts attenants 

La dégradation de l’atrazine est d’origine abiotique et biotique mais la dégradation microbienne 
est depuis longtemps considérée comme la principale voie de dissipation de l’atrazine dans les 
sols (Kaufman et Kearney, 1970). Une grande variété de microorganismes est capable de 
dégrader partiellement l’atrazine par N-dealkylation (figure I.5, voie 1 et 2), (Yassir et al., 1988 
pour les bactéries et champignons ; Kaufman et Blake, 1970 pour les champignons) ou 
déhalogenation (figure I.5, voie 3) (Bouquard et al., 1997 pour les bactéries) ou les deux voies 
(Mougin et al., 1994 pour les champignons ; Behki et Khan, 1986 pour les bactéries). La voie de 
dégradation microbienne de l’atrazine classiquement décrite, conduit à la formation de 
composés déalkylés (DEA et DIA). Levanon (1993) souligne les interventions conjointes et 
successives de bactéries et de champignons pour dégrader l’atrazine dans les sols. 
L’atténuation naturelle de l’atrazine est réalisée par le consortium microbien présent dans les 
sols. En effet, Mandelbaum et al. (1993) ont observé que plus de 200 cultures bactériennes 
isolées de sols exposés au préalable à l’atrazine, ne pouvaient utiliser l’atrazine comme source 
d’azote. Cependant, le mélange des cultures isolées restaure l’activité de dégradation de 
l’atrazine. 
Un schéma (figure I.5) a été proposé pour représenter la dégradation de l’atrazine et des noyaux 
des s-triazines. L’acide cyanurique (2,4,6-trihydroxy-1,3,5-triazine) y est le composé 
intermédiaire final soumis à une hydrolyse du noyau pour former du CO2 et du NH4

+ via une 
hydrolyse du biurate et de l’urée (Cook et al., 1985 ; Cook, 1987). La dégradation du noyau se 
produirait après hydroxylation de la molécule (Kaufman et Kearney, 1970). 

Figure I.5 : Voies de dégradation de l’atrazine : voie 1 :deethyl-atrazine, voie 2 : deisopropyl-
atrazine et voie 3 : hydroxyatrazine. Les gènes codant pour les enzymes dégradant l’atrazine 
chez Pseudomonas sp. ADP sont indiqués sur le schéma (AtzA,B,C,D,E,F). 
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9 Le concept de dégradation accélérée 
Récemment la minéralisation complète et rapide de l’atrazine en CO2 a été rapportée pour un 
consortium bactérien (Gschwind, 1992 ; Mandelbaum et al., 1993a; Assaf et Turco, 1994), pour 
des isolats bactériens purs comme les souches Pseudomonas  (Yanze-Kontchou et Gschwind, 
1994 ; Mandelbaum et al., 1995), Agrobacterium radiobacter J14a (Struthers et al., 1998) et la 
bactérie M91-3 (Radosevich et al., 1995). De même une minéralisation rapide de l’atrazine a pu 
être observée pour des bactéries isolées inoculées en sols stériles à partir des souches 
Pseudomonas (Wenk et al., 1998 ); M31-3 (Radosevich et al., 1997) ou Streptomyces (Fadullon 
et al., 1998) ou Nocardioides sp. (Topp et al., 2000) ou encore inoculées en sols non stériles 
pour la bactérie Pseudomonas sp. ADP (Mandelbaum et al., 1995 ; Newcombe et Crowley 
1999) ou le champignon Phanerochaete chrysosporium (Entry et al., 1995) ainsi que pour des 
populations présentes dans les sols (Topp et al., 1995 ; Barrisuo et Houot, 1996).  
Certains micro-organismes se développent en utilisant le carbone du noyau de l’atrazine comme 
seule source de carbone (Bekhi et Khan, 1986 ; Yanze-Kontchou et Gschwind, 1994 ; 
Radosevich et al., 1995) et d’autres réalisent leur croissance par utilisation de l’azote du noyau 
(Cook et Hütter, 1981 ; Mandelabaum et al., 1993 ; Radosevich et al., 1995) mais les deux 
processus ne sont pas exclusifs. 
Pour des molécules de la même famille, la dégradation accélérée a été observée pour la 
simazine (une chloro-s-triazine) mais pas pour la terbutryn (methyl-s-triazine). La dégradation 
accélérée serait donc dépendante de la substitution du chlore par un groupement hydroxyl (-OH) 
sur la molécule (Barriuso et Houot, 1996). Mandelbaum et al. (1993b) et de Souza et al. (1995) 
ont observé que l’hydroxylation (déchlorination) était la première étape de la dégradation de 
l’atrazine et qu’elle était d’origine microbienne. Cette première étape était auparavant connue 
pour être catalysée chimiquement (Skipper et al., 1967), se produisant en conditions acides et 
impliquant des fonctions acides des substances humiques (Khan, 1978) (voie de dégradation de 
l’atrazine n°3 sur figure I.4) Apparemment, le clivage du noyau se produirait seulement après 
hydroxylation (Kaufman et Kearney, 1970). L’hydroxylation est effectuée par la souche 
Pseudomonas sp. ADP (Mandelbaum et al., 1995) pour laquelle les gènes AtzA, B, C , D, E et F 
issus du plasmide transmissible pADP1 (de Souza et al., 1998) qui codent pour des enzymes 
impliquées dans la minéralisation de l’atrazine ont été séquencés et caractérisés (figure I.4) 
(Boundy-Mills et al., 1997 ; de Souza et al., 1995 ; de Souza et al., 1996 ; Mandelbaum et al., 
1995 ; Martinez et al., 2001 ; Sadowsky et al., 1998).  

9 Adaptation des sols à la dégradation accélérée de l’atrazine 
L’historique de cultures des sols agricoles et par conséquent l’historique du traitement 
phytosanitaire est un facteur important dans la réponse des sols à la dégradation de l’atrazine 
(Barriuso et Houot, 1996) comme démontré pour d’autres pesticides. Barriuso et Houot (1996) 
ont en effet observé que 75 % de l’atrazine appliquée étaient minéralisés en 64 jours par des 
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sols en monoculture de maïs (pendant 34, 16 et 5 ans), 50 % en 64 jours pour un sol en rotation 
blé-maïs et moins de 4 % pour un sol jamais cultivé en maïs. Cette dégradation accélérée 
correspond à une adaptation du sol à la minéralisation de l’herbicide. Les auteurs l’expliquent 
par un développement de la microflore capable de dégrader l’atrazine et il serait liée aux 
applications répétées d’atrazine, résultat confirmé par d’autres études (Pussemier et al., 1997 ; 
Vanderheyden et al., 1997 ; Yassir et al., 1999 ; Piutti et al., 2002).  
Le pH du sol est déterminant dans le processus de dégradation accélérée de l’atrazine. Pour 
des sols acides (pH < 6,0), la dégradation est lente et ne dépasse pas 25 % de l’atrazine initiale 
appliquée en 35 jours même après des applications successives d’atrazine. Pour un pH 
supérieur à 6,5 une minéralisation accélérée a été observée atteignant 50 à 80 % de 
minéralisation de l’atrazine appliquée. Pour les pH intermédiaires l’augmentation de la 
minéralisation de l’atrazine est progressive avec le pH (Houot et al., 2000). La dégradation 
biologique de l’atrazine est directement reliée au pH du sol alors que sa dégradation chimique 
était connue pour être inversement proportionnelle au pH (Armstrong et Chester, 1967 ; Harris, 
1967 ; Skipper et al., 1967 ; Skipper et Volk, 1972 ; Best et al., 1975 ; Kells et al., 1980).  
Deux processus en compétition sont proposés par Barriuso et Houot (1996) : i) une dissipation 
rapide par clivage du noyau d’atrazine et une minéralisation pour les sols où l’atrazine est 
appliquée tous les ans, ii) une dissipation plus lente et progressive par formation de résidus liés 
ce qui semble être le comportement observé dans la majorité des sols. 

9 La biorémédiation des sols 
La dégradation rapide de l’atrazine et l’isolation de bactéries impliquées dans ces processus 
introduit la notion de biorémédiation des sols contaminés. La biorémédiation s’applique aux 
sols contaminés qui montrent une absence ou une insuffisance de cellules actives, ou encore 
une insuffisance d’activité métabolique de ces enzymes cellulaires (Soulas, 1999). La 
biostimulation correspond à la stimulation de l’activité dégradante des microorganismes 
naturellement présents dans les sols alors que la bioaugmentation correspond à l’inoculation 
dans le sol de souches préalablement sélectionnées (Soulas, 1999).  
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I.3 Bioturbation des sols par la macrofaune 

lombricienne 
 

Les lombriciens (annélides, oligochètes) sont présents en grandes quantités dans les sols 
tempérés, en prairies (600-700 ind.m-2 pour une biomasse supérieure à 1000 kg.ha-1) comme 
dans les agrosystèmes (300-400 ind.m-2 pour une biomasse de 500 kg.ha-1) (Binet, 1993). Les 
activités lombriciennes d’ordre mécanique ou métabolique, conduisent à des transformations de 
la matière organique, au recyclage des nutriments et au transfert de matière et d’énergie entre 
les différents horizons. Leur importance dans le brassage des horizons du sol a été soulignée 
par Darwin dès 1881, dans son ouvrage « The formation of vegetable mould through the action 
of worms, with observations on their habits ». 
En affectant les propriétés physiques et chimiques du sol ils modifient le biotope des 
communautés microbiennes. Ainsi les lombriciens ont été qualifiés d’ « organismes 
ingénieurs » des sols (Stork et Eggleton, 1992 ; Lavelle, 1997) dans la mesure où ils 
influencent la diversité et l’activité d’organismes appartenant à des groupes fonctionnels 
subordonnés (transformateurs de litière, microprédateurs et microorganismes) et qu’ils régulent 
les transformations de nutriments (Lavelle et al., 1997). 
 

I.3.1 Diversité lombricienne et diversité des modes d’action 

La majorité des vers de terre rencontrés en France appartiennent à la famille des Lumbricidae. 
Cette famille est de loin la plus importante en Europe (Bouché, 1972). En France, il existe 
97 espèces, 49 sous-espèces et 33 variétés, soit un total de 180 taxons différents (Bouché, 
1972).  
L’action des lombriciens se situe à différentes échelles de temps et d’espace et varie selon 
l’espèce, leur taille ou leur mode de vie. Bouché (1977) classe les lombriciens en trois 
catégories écologiques selon des critères morphologiques et comportementaux : les épigés, les 
anéciques et les endogés.  
Les épigés (Bouché, 1977 ; Lee, 1985) sont de petite taille (10 à 30 mm en général) et vivent 
généralement dans la litière ingérant peu de matière minérale. Plusieurs groupes se distinguent 
en fonction de leur régime alimentaire : les straminicoles (litière), les corticoles (écorce et tronc 
d’arbre en décomposition, composts et fumier), les détritiphages (déchets organiques divers) et 
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les coprophages (déjections de mammifères). Ces espèces sont localisées en surface et sont 
donc particulièrement sensibles à la prédation, aux variations climatiques et aux facteurs 
anthropiques tels que le labour des horizons de surface et l’usage de phytosanitaires. Les 
épigés sont rarement présents en sols cultivés. Des introductions intempestives sont parfois 
réalisés lors d’épandages de fertilisants organiques comme  le fumier et le lisier (Binet, 1993). 
Les anéciques (Bouché, 1977) sont des individus de taille moyenne à géante, dans le cas des 
espèces méditerranéennes, (10 à 110 cm) vivant dans des galeries verticales à subverticales 
plus ou moins ramifiées et s’ouvrant en surface. Au cours de l’ingestion du sol et de 
l’enfouissement de la matière organique, ils assurent un mélange intime de la matière organique 
et de la fraction minérale des différents horizons du sol. Ces espèces, localisées sur toute la 
hauteur du profil, disposent d’une forte musculature leur permettant de s’adapter à des 
compacités de sol relativement élevées et de résister aux pressions anthropiques connues en 
sols cultivés. 
Les endogés (Bouché, 1977) sont de taille variable (1 à 20 cm) et creusent des galeries 
d’orientation quelconque. Ces vers se nourrissent de la matière organique incorporée dans la 
matrice du sol et se déplacent donc beaucoup pour satisfaire leurs besoins alimentaires. Lavelle 
(1981) précise cette classification en fonction de la richesse en matière organique du milieu où 
évolue le ver. Il distingue les oligohumiques, les polyhumiques et les mésohumiques (i. e. vivant 
dans des milieux respectivement pauvres, riches et moyennement riches en matière organique). 
Des espèces à mode d’action intermédiaire existent entre ces trois catégories. Les deux 
espèces concernées par cette étude ont un comportement épianécique pour 
Lumbricus terrestris et endogé voire épi-endogé pour Aporrectodea caliginosa (figure I.6). 
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Figure I.6 Diagramme situant quelques espèces communes dans le système tripolaire des
catégories écologiques (d’après Bouché, 1977).
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I.3.2 Les lombriciens, organismes ingénieurs des sols 

Les activités mécaniques des lombriciens comprennent i) l’élaboration d’un réseau de galeries 
où ils se déplacent et ii) l’excrétion de déjections dans les galeries (fèces) ou en surface 
(turricules). La sécrétion de mucus épidermique et l’excrétion d’urine dans le sol résultent 
d’activités métaboliques. D’autres activités métaboliques se déroulent également dans le tractus 
digestif : activités enzymatiques, ajout de mucus intestinal, régulation du flux de calcium.  
La drilosphère est la zone d’influence des lombriciens sur le fonctionnement des sols. Elle 
comprend toutes les structures physiques dépendantes des lombriciens (le contenu du tube 
digestif, les turricules et les galeries des lombriciens) ainsi que les communautés d’invertébrés 
et de micro-organismes qui y sont présentes. Il s’agit là d’un système biologique de régulation 
dans le sol qui en termes d’interactions biotiques présente des analogies avec la rhizosphère 
(Beare et al., 1995 ; Lavelle et Spain, 2001). La structure et l’importance relative de la 
drilosphère sont déterminées par le climat, les paramètres du sol et la qualité des apports 
organiques (Lavelle et al., 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
L’effet des lombriciens sur le fonctionnement des sols dépend des interactions avec les facteurs 
biotiques et abiotiques, à différentes échelles spatiales et temporelles (Lavelle et al., 1998 ; 
figure I.7). Ces effets affecteront des structures de tailles différentes et persisteront pendant des 
durées variables. Les structures physiques créées par les lombriciens en interaction avec les 

Figure I.7 : Impacts des activités lombriciennes sur le fonctionnement du sol à différentes
échelles spatiales et temporelles (Lavelle et al., 1998).
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composants du sol, persisteront plus longtemps que le flush d’activité des microorganismes 
dans le sol excrété (Lavelle et al., 1998). En raison de leurs particularités physico-chimiques, les 
biostructures (galeries et turricules) ou microsites d’origine biotique, participent à la création 
d’une hétérogénéité dans le sol.  
 

I.3.2.a Hétérogénéité des structures créées par les lombriciens  

Selon la compacité du sol, les vers construiront leurs galeries en se faufilant par compaction 
latérale ou en ingérant et excrétant  le sol au fur et à mesure de leur progression. 

9 Les galeries 
Selon la catégorie écologique des lombriciens le réseau de galeries sera différent (étendue, 
orientation, diamètre…). Le nombre de galeries dans un sol dépend de l’abondance 
lombricienne mais peut atteindre plusieurs centaines par m2 (Lee, 1985). Dans les sites avec 
des communautés lombriciennes importantes, le volume des galeries peut constituer une part 
importante des pores du sol et fournir ainsi une voie de passage pour l’air et l’eau dans le sol 
(Lee, 1985, Tomlin et al., 1995). Par exemple dans un pâturage dominé par des espèces 
anéciques, Kretzschmar (1978) cite un volume de 5 L et une aire d’ouverture de galeries de 
4,9 m2 par m2 de surface de sol.  
 
Au laboratoire, le réseau de galeries créé par les espèces Lumbricus terrestris, et 
Aporectodea caliginosa en microcosmes de sol (hauteur 27 cm), représente respectivement 
14 cm3 et 22 cm3 par gramme de ver introduit, pour 246 jours (Jégou, 1998). Les galeries de 
L. terrestris sont continues et longues de plus de 10 cm (Jégou, 1998). Pour 
Aporrectodea caliginosa la longueur du réseau de galeries est inférieur à 25 cm (Mc Kenzie et 
Dexter, 1993) avec une longueur moyenne de 3 à 4 cm (Mc Kenzie et Dexter, 1993, Jégou, 
1998).  
 
Lumbricus terrestris creuse une ou deux galeries continues semi-permanentes avec une 
ouverture débouchant à la surface (Schrader et al., 1995). Au champ ses galeries peuvent 
atteindre 1 m de profondeur (Lee, 1985). Le ver y vit en se déplaçant vers la surface pour y 
rechercher sa nourriture (feuilles mortes, débris organiques) qu’il incorpore dans la galerie. Les 
galeries et les parois des galeries de L. terrestris sont des structures très stables. Des 
observations en forêt suggèrent que la durée de vie des galeries excède celle de l’individu 
(Tiunov et Kuznetsova, 2000), celles-ci pouvant être habitée pendant plus de 6 ans (données 
non publiées dans Tiunov et Scheu, 1999). L’effet de cette espèce via la biostructure galerie 
perdure ainsi plus longtemps que l’effet de l’individu. 
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Aporrectodea caliginosa construit un réseau plus ramifié et à orientation quelconque à la 
recherche de fines particules organiques de la matrice de sol. Contrairement à L. terrestris peu 
de galeries sont observées dans les horizons profonds et leur position est dépendante de la 
compacité du sol (Schrader et al., 1995). Les teneurs en matière organique étant faibles en 
agrosystèmes, A. caliginosa tend à se concentrer au niveau de la rhizosphère des plantes 
cultivées (Binet et al., 1997) et fréquente davantage l’horizon de surface pour bénéficier des 
apports de litière (épi-endogé). 
 

9 Les turricules 
Le sol est ingéré puis excrété par les lombriciens. Les turricules correspondent au sol excrété à 
la surface du sol et les fèces au sol excrété le long des parois de galeries ou dans les galeries. 
 
Les turricules représentent 2 à 250 tonnes ha-1 an-1 en sols tempérés, les valeurs moyennes en 
prairies étant 40 à 50 tonnes ha-1 an-1, soit une épaisseur de sol de 3 à 4 mm (Lee, 1985). La 
production et l’abondance des turricules sont variables en fonction du milieu considéré 
(conditions climatiques, type de sol), du peuplement lombricien et du couvert végétal. En sol 
cultivé tempéré sous culture de maïs, sur la parcelle concernée par cette étude, Binet et 
Le Bayon (1999) ont évalué la production de turricules de 2,5 à 3,5 kg (poids sec).m-2.an-1 pour 
100 g de vers.m-2. La durée de vie moyenne d’un turricule varie de 4 jours en période pluvieuse 
à 14 jours en période sèche. Les turricules plus âgés atteignent au moins deux mois. La pluie 
est le facteur prépondérant de dégradation des turricules. En effet la disparition des turricules 
est de 70 % au cours des pluies et de 20 % en période sèche. En période sèche, les turricules 
sont progressivement intégrés à la matrice du sol (Binet et Le Bayon, 1999). 
Les lombriciens se nourrissent sélectivement de sol enrichi en matière organique (Lee, 1985 ; 
Mulongoy et Bedoret, 1989 ; Zhang et Schrader, 1993 ; Doube et al., 1994d). De nombreuses 
espèces et notamment L. terrestris et A. caliginosa concernées par cette étude, consomment 
préférentiellement un mélange de particules minérales fines et de matière organique que de la 
matière organique seule (Doube et al., 1995).  
Les champignons constituent un source importante de nourriture pour beaucoup de vers de 
terre (Dash et al., 1979, 1986 ; Edwards et Fletcher 1988). Les lombriciens se nourrissent 
également de protozoaires (Piearce et Phillipps 1980), de bactéries (Schmidt 1994) même si le 
rôle de ces dernières dans le régime alimentaire des lombriciens est moins connu et d’algues 
(Doube et Brown 1998). 
Les conditions dans le tube digestif (enzymes diverses, mucus intestinal, CaCO3, substances 
bactéricides) influencent la capacité des organismes ingérés à survivre à l’ingestion (Brown 
1995). Les organismes ayant survécu (surtout des spores de champignons et de protozoaires 
ainsi que des bactéries résistantes) constitueront l’inoculum qui colonisera le turricule par la 
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suite et orientera les processus microbiens (Dash et al., 1986 ; Spiers et al., 1986 ; Brown 
1995). 

I.3.2.b Hétérogénéité des processus liés à l’action des lombriciens 

La diversité des comportements fouisseur et alimentaire des lombriciens conduit à une grande 
variabilité dans la composition des galeries et des turricules qui possèdent alors des 
caractéristiques significativement différentes du sol initial non ingéré. Dans les galeries et les 
turricules des processus physico-chimiques et biologiques interviennent à des échelles de 
temps différentes. Ces biostructures contribuent à une structuration spatiale des communautés 
de micro-organismes et à une hétérogénéité des processus biogéochimiques dans le sol. 
 

9 Les galeries  

• Hétérogénéité physique liée aux galeries 
Les vers de terre contribuent à la diversité de la taille de la macroporosité (Binet, 1997). La 
taille des pores des galeries est comprise entre 40 et 160 mm2 pour les espèces L. terrestris, 
A. giardi et A. caliginosa (Jégou, 1998). Jégou (1998) a montré que l’orientation des macropores 
diffère avec l’espèce.  
Des études au champ et au laboratoire (Joschko et al., 1989 ; Kretzschmar, 1988 ; Kretzschmar, 
1989 ; Edwards et al., 1990 ; Joschko et al., 1992) ont montré que la présence de galeries a une 
influence sur la circulation de l’eau, des solutés et des gaz dans le sol. L’efficacité des ces 
transports dépend du diamètre des pores (Mc Gredie et Parker, 1991 ; Roth et Joschko, 1991), 
mais aussi de la densité des galeries (Schrader et al., 1995), de la longueur et la continuité des 
galeries (Kretzschmar, 1988 ; Schrader et al., 1995) des connections entre les galeries, de la 
surface du sol et des micropores du sol environnant (West et al., 1991 ; Urbanek et Dolezal, 
1992). Des expérimentations en microcosmes au laboratoire ont montré que la conductivité 
hydraulique d’un sol était multipliée par 8 à 9 en présence de L. terrestris et dans une moindre 
mesure avec A. caliginosa (Joschko et al., 1989, 1992). Des études au champ ont confirmé ces 
résultats avec des galeries de L. terrestris (Edwards et al., 1989, 1992).  
 
Une diminution de la porosité a pu être observée au niveau des parois de galeries des espèces 
L. terrestris et A. caliginosa (Joschko et al., 1991 ; Binet et Curmi, 1992, Jégou, 1998). Pour 
L. terrestris, elle résulte de la formation de cutanes (tassement de déjections dans les galeries). 
Cette réduction de la porosité au niveau des parois de galeries est susceptible de modifier 
l’efficacité des galeries dans le transfert d’eau dans le sol (Elhers, 1975 ; West et al., 1991 ; 
Urbanek et Dolezal, 1992).  
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• Hétérogénéité des teneurs en nutriments 
Le rôle fouisseur actif des espèces anéciques favorise le transfert de composés dans les 
différents horizons de sol. L’incorporation de matière organique dans les parois a été démontrée 
pour A. giardi en microcosmes (Jégou et al., 1998) et pour L. terrestris en forêt (Van Hoof, 
1983). 
Les parois de galeries sont tapissées de mucus sécrété et de déjections riches en nutriments 
excrétées aux cours de leur passages successifs (cutanes, Jégou, 1998) (Sims et Gerard, 
1985 ; Binet et Curmi, 1992). Par rapport au sol environnant, les parois de galeries de 
L. terrestris sont plus riches en carbone organique (Binet, 1993 ; Flegel et al., 1998) et en azote 
(Binet, 1993). Tiunov et Scheu (1999) quantifient cet enrichissement d’un facteur de 1,8 à 3,5 
pour le carbone organique et de 1,3 à 2,2 pour l’azote total, avec L. terrestris en écosystèmes 
forestiers. 

• Structuration des communautés de micro-organismes et 
Hétérogénéité des activités métaboliques 

L’enrichissement en nutriments favorise la colonisation des galeries par les micro-organismes. 
La texture plus fine des cutanes (Ladd et al., 1993, Zang et Schrader, 1993) précédemment 
citées en fait des microhabitats favorables aux micro-organismes les plus petits (bactéries) 
(Elliot et Coleman, 1988 ; Santruckova et al., 1993). 
Dans les parois de galeries, une augmentation de la biomasse microbienne et des changements 
dans la composition des communautés ont été observés par Tiunov et Dobrovolskaya (2002). 
Ainsi la biomasse microbienne s’accroît d’un facteur compris entre 2,3 et 4,7 dans les parois de 
galeries de L. terrestris par rapport au sol environnant, ce qui serait principalement lié à 
l’augmentation du volume bactérien (Tiunov et Scheu, 1999). Cette croissance microbienne se 
traduit par une augmentation de la respiration (Binet, 1993) d’un facteur de 3,7 à 9,1 (Tiunov et 
Scheu, 1999) en écosystèmes forestiers. La minéralisation de l’azote y est favorisée (Binet, 
1993) et Parkin et Berry (1999) ont également mis en évidence de fortes activités de nitrification 
et dénitrification dans les galeries de L. terrestris.  
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9 Les turricules 
Les caractéristiques physico-chimiques et biologiques des turricules fraîchement déposés en 
surface et dans les galeries varient selon les espèces, le sol et la végétation (Tomlin et al., 
1995). 

• Hétérogénéité structurale liée aux turricules 
A l’échelle du turricule, les lombriciens modifient la texture du sol. Des analyses de 
fractionnement granulométrique ont montré que les lombriciens ingèrent en priorité les particules 
fines du sol. Les turricules contiennent des proportions plus importantes d’argile et de limon que 
le sol environnant (Sharpley et Syers, 1976 ; Shipitalo et Protz, 1988). La taille des particules 
ingérées est fonction de celle du ver. 
 
De même à l’échelle du turricule, les lombriciens modifient la structure du sol via le mélange 
intime entre les composés organiques et minéraux dans leur tube digestif. Lors du transit, de 
multiples contractions musculaires broient finement les constituants minéraux et organiques 
ingérées. La structure du sol est modifiée et des composés organiques et l’argile sont libérés, 
d’autres composés organiques peuvent alors être protégés par la formation du turricule et des 
nouveaux agrégats (Shipitalo et Protz 1988 ; Barois et al., 1993).  
Des observations ont montré que les lombriciens pouvaient accroître la stabilité des agrégats en 
renforçant les liaisons entre la matière organique et les argiles par l’ajout notamment de sucres 
et de polysaccharides au cours du transit intestinal (Bhandari et al., 1967 ; Shipitalo et Protz, 
1989).  
La stabilité des agrégats formés dépend du degré d’humidité des turricules. Les argiles sont plus 
mobiles et la matière organique non protégée dans les turricules fraîchement émis. La 
minéralisation est potentiellement favorisée avant que le sol ne s’assèche et que la matière 
organique ne soit protégée dans les agrégats (Marinissen et al., 1995). La stabilité des turricules 
déposés en surface augmente avec les cycles de réhumectations-séchages lors des 
événements pluvieux (Hindell et al., 1997b). Avec le temps, la prolifération d’hyphes de 
champignons sur la surface des turricules peut également favoriser leur stabilisation (Parle, 
1963b ; Marinissen et Dexter, 1990 ; Hindell et al., 1997b). Avec l’âge des turricules, la stabilité 
des agrégats varie ainsi que l’accessibilité des composés organiques.  

• Hétérogénéité des teneurs en nutriments  
L’ajout de mucus au cours du transit intestinal constitue un apport en carbone pour les turricules 
mis en évidence notamment par une augmentation de 90 % de la respiration dans les turricules 
d’A. caliginosa sur une période d’un mois (Scheu, 1987). 
Quelles que soient les catégories écologiques, les teneurs en azote total (Lunt et Jacobson, 
1945 ; Parle, 1963b ; Tiwari et al., 1989, Binet, 1993 ; Buck et al., 1999 ; Zhang et al., 2003) et 
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en carbone organique (Tiwari et al., 1989 ; Binet, 1993 ; Kang et Ojo, 1996 ; Buck et al., 1999 ; 
Zhang et al., 2003) sont plus élevées dans les turricules que dans le sol non ingéré. Ces 
résultats traduisent une ingestion sélective par les lombriciens et suggèrent leur influence dans 
les cycles des nutriments dans les sols : sur la minéralisation et la disponibilité à court terme de 
l’azote (Didden et al., 1994 ; Chapuis-Lardy et al., 1998 ; Ablain, 2002) et de la matière 
organique (Blanchart et al., 1990 ; Marinissen et al., 1995). 

• Structuration des communautés de micro-organismes et 
hétérogénéité des activités métaboliques 

Parle (1963a) montre un enrichissement des turricules en bactéries et en actinomycètes pour 
L. terrestris et un développement d’hyphes de champignons à leur surface (Parle, 1963b). Des 
travaux plus récents montrent qu’en ingérant de la litière, L. terrestris modifient la structure de la 
communauté fongique par rapport à celle de la litière ou du sol. Il favorise ainsi la colonisation 
de la litière par la microflore du sol mais il étend aussi le domaine d’action de la microflore de la 
litière au sol (Tiunov et Scheu, 2000a). Orazova et al. (2003) précisent que l’effet significatif à 
l’échelle du turricule (mm) n’est plus visible à celle de la litière (cm). Les auteurs soulignent ainsi 
l’importance de la notion d’échelle spatiale dans la compréhension des interactions entre micro-
organismes et invertébrés. 
L’échelle temporelle est également importante dans la compréhension de ces interactions. En 
effet, Tiunov et Scheu (2000b) montrent que si la biomasse microbienne est peu affectée par 
l’ingestion (L. terrestris), elle diminue durant les 5 premiers jours d’âge du turricule. D’autre part, 
la respiration qui dépassait de 30 à 120 % les valeurs attendues dans les turricules frais devient 
inférieure aux valeurs attendues après 10 jours d’incubation.  
Tiwari et al. (1989) ont montré que les activités de l’uréase, de la déshydrogénase et de la 
phosphatase étaient plus intenses dans les turricules. De fortes proportions d’ammonium (action 
de l’uréase) ont été mesurées dans les turricules frais (Syers et al., 1979). Les turricules frais 
constituent des microsites préférentiels de dénitrification (processus 5 fois plus important 
comparé au sol) (Elliott et al., 1990). La variabilité de ces activités métaboliques microbiennes et 
enzymatiques jouent sur la biodisponibilité des nutriments dans l’espace (turricules vs sol non 
remanié) et dans le temps (turricules frais vs turricules âgés). 
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I.4 Cadre de l’étude et hypothèses de recherche 
Ce travail de thèse a reçu le soutien du Conseil Régional de Bretagne par l’attribution d’une 
bourse doctorale régionale. Il s’est aussi inscrit dans le programme de recherche TRANZAT issu 
de l’appel d’offre « Devenir des Contaminants dans l’Environnement et Effets sur les 
Ecosystèmes » lancé par le Programme Environnement Vie et Sociétés du CNRS, comité 
Ecosystèmes et Environnement. Programme pluridisciplinaire associant sept laboratoires qui 
représentent quatre domaines disciplinaires : chimie, microbiologie, biogéochimie et écologie, 
TRANZAT aborde plusieurs aspects de la dynamique d'un herbicide contaminant dans un éco-
complexe agrosystème / zone humide / cours d'eau. La molécule atrazine a servi de modèle à 
l’ensemble des recherches. Le questionnement majeur est de savoir dans quelle mesure et par 
quels mécanismes les organismes édaphiques régulent les dynamiques physiques et chimiques 
de l’atrazine. Les investigations ont été menées à trois échelles d’investigation : étude des 
interactions herbicide/argiles/bactéries à l’échelle moléculaire, étude du rôle d’organismes 
représentatifs du sol (plante crucifère sauvage, macrofaune lombricienne) et de leurs 
interactions avec les microorganismes à l’échelle du profil de sol et à celle des microsites de sol. 
De façon complémentaire, ce projet aborde aussi les effets de la circulation de ce contaminant 
dans le milieu naturel (risques a posteriori), d’une part sur les communautés algales et 
dulcicoles non cibles présentes en zone réceptrice avale et, d’autre part sur la dénitrification, 
processus –clef des zones humides en matière de régulation des pollutions par les nitrates 
(conséquences fonctionnelles). 
 
Dans le cadre de ce projet et au regard des actions reconnues des lombriciens sur les 
propriétés des sols d’une part, et de leurs interactions avec les microorganismes du sol d’autre 
part, nous nous sommes attachés à caractériser et à quantifier leur rôle régulateur sur le devenir 
d’un herbicide modèle, la molécule atrazine. Il s’est agit plus particulièrement de tester deux 
hypothèses : 

 
Hypothèse 1 : La macrofaune lombricienne contribue à la dégradation partielle ou totale 

de l’atrazine en stimulant l’activité de la microflore dégradante. 
Il s’agira ici de savoir si les lombriciens, en tant qu’organismes structurants des sols, participent 
aux mécanismes microbiologiques qui favorisent l’atténuation naturelle des pollutions dans les 
sols. Autrement dit, les lombriciens sont–ils des acteurs et / ou régulateurs potentiels dans un 
processus de bioremédiation des sols ? 
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Hypothèse 2 : La macrofaune lombricienne favorise la liaison de l’atrazine avec les 
complexes argilo-humiques du sol, au sein de microsites conduisant ainsi à une 

rétention et une rémanence de l’herbicide. 
Il s’agira ici de déterminer et de quantifier la distribution spatiale de l’atrazine et de ses 
métabolites en lien avec la présence de lombriciens, dans les biostructures lombriciennes 
(turricules, galeries) et le sol non remanié. Autrement dit, les lombriciens contribuent-ils à la 
séquestration et donc à l’augmentation du temps de résidence (rémanence) de l’atrazine dans le 
sol ? 
 
L’approche méthodologique repose sur des expérimentations contrôlées et reproductibles à trois 
échelles de perception : à l’échelle du microsite et du microcosme lors d’expérimentations 
menées au laboratoire et à une échelle supérieure, en mésocosmes, lors d’expérimentations 
menées au terrain.  
 
Dans un premier temps, les indicateurs biologiques, témoins du fonctionnement des sols au 
cours de nos expérimentations ont été contrôlés de manière à valider les résultats sur la 
dynamique de l’atrazine dans le sol. Puis la contribution de la macrofaune lombricienne à la 
dégradation partielle ou totale de l’atrazine par stimulation de l’activité de la microflore 
dégradante est étudiée par mesure des cinétiques de minéralisation de molécule marquée (14C-
atrazine). D’autre part des mesures de capacité potentielle de dégradation de l'atrazine par la 
microflore présente et par une bactérie dégradante inoculée (Pseudomonas sp. ADP) ont été 
comparées dans les biostructures et dans le sol non influencé par la macrofaune. 
Enfin la redistribution et la circulation de l’atrazine ainsi que sa disponibilité (formation de résidus 
non-extractibles) dans le sol et dans les biostructures ont été quantifiés après différentes 
périodes d'incubation. 
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II.1 Introduction 
Les objectifs de cette étude sont d’identifier les mécanismes fins par lesquels les lombriciens 
influencent la minéralisation, la distribution et la biodisponibilité de l’atrazine dans le sol. Les 
expérimentations ont été menées pour quantifier ces voies d’actions et en appréhender la portée 
à l’échelle du sol et de son fonctionnement. Notre démarche repose sur l’utilisation de 
microcosmes, de mésocosmes et de traceurs moléculaires.  
 
Les études au terrain sur les lombriciens sont limitées. En effet de multiples variables sont non-
contrôlables et susceptibles de créer des contraintes vis à vis des expérimentations : le nombre 
d’espèces, leur activité, l’âge des structures lombriciennes, les perturbations anthropiques. 
Toutes les espèces n’ont pas le même mode d’action dans les sols et sont ainsi à l’origine de 
structures hétérogènes en taille, en forme et en propriétés (Bouché, 1977). Pour identifier et 
quantifier l’influence des lombriciens sur le devenir de l’atrazine dans les sols et pour comparer 
les résultats, il apparaît nécessaire de contrôler les individus impliqués dans les 
expérimentations (espèce, biomasse, stade de développement). 
 
L’usage de systèmes contrôlés et incubés au laboratoire permet de s’affranchir des variations 
des conditions biotiques et abiotiques du milieu naturel et de comparer les effets des lombriciens 
dans une même unité de temps et d’espace. Les lombriciens et l’atrazine constituent alors les 
seuls facteurs variants entre les systèmes. L’usage d’un sol homogénéisé permet de dater et 
compartimenter les structures mises en place par les lombriciens (biostructures) et ainsi de 
comparer ainsi leur influence respectives de manière répétitive. En limitant le nombre de 
variables agissant au sein des dispositifs expérimentaux, l’approche quantitative est ainsi ciblée 
sur l’action des individus et sur leurs interactions avec les micro-organismes.  
 
Le microcosme est une enceinte dans laquelle sont introduits un nombre limités de 
compartimentes issus du milieu naturel (sol, litière, vers…) et maintenu dans des conditions 
mésologiques contrôlées (Beyers, 1963). Les microcosmes présentent des inconvénients 
connus puisque ce sont des dispositifs de volume limité où le tassement du sol, l’absence de 
gradient thermique et hydrique et l’effet de bordure (volume de sol par rapport au volume de 
parois) interfèrent dans l’étude. Ainsi les résultats obtenus ne sont pas directement 
généralisables. Leur portée est limitée au fonctionnement du dispositif expérimental étudié mais 
ils ont pour intérêt majeur d’apporter des réponses sur les mécanismes mis en jeu dans le 
fonctionnement observé.  
 



Chapitre 2 – Méthodologie, expérimentation contrôlée et changement d’échelle. 

36

Nous nous sommes donc attachés à rapprocher les observations obtenues au laboratoire en 
microcosme avec celles obtenues au terrain, en mésocosmes, dans une tentative de validation 
des observations. A l’instar des microcosmes, les mésocosmes sont des enceintes plus grandes 
où l’échelle des compartiments introduits est supérieure (Volume de sol considéré, assemblage 
de populations et non d’individus), et qui sont placées au terrain et ainsi soumises aux 
conditions naturelles de température et de pluviométrie. Ces dispositifs physiquement limités 
permettent d’approcher davantage les conditions naturelles tout en conservant un contrôle sur 
les systèmes mis en place. 
 
L’usage d’enceintes closes permet d’éviter à la fois la fuite des lombriciens comme celle de la 
molécule apportée. En effet l’analyse du devenir de l’atrazine dans le sol est ici approchée au 
moyen de molécule marquée au 14C, et les microcosmes ou les mésocosmes présentent 
l’avantage de limiter les pertes vers l’extérieur et de quantifier son devenir de manière plus 
précise. Les molécules radiomarquées présentent également des contraintes d’utilisation et pour 
des raisons évidentes de contamination son utilisation in situ est impossible. L’usage de la 
radioactivité au cours de nos expérimentations est motivé par la traçabilité précise de la 
molécule apportée au sol, dans ses transferts entre les différents compartiments. La 
minéralisation de la molécule et sa distribution au sein des compartiments de sol sont ainsi 
quantifiables. De plus la quantification des résidus non extractibles d’une molécule organique 
est par définition impossible par extraction via des solvants ; elle est réalisée au final par la 
détection de la radioactivité restante après combustion du sol. 
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II.2 Les dispositifs expérimentaux 

II.2.1 Les enceintes expérimentales 

II.2.1.a Etude au laboratoire, en microcosme de sol 

Le microcosme est une enceinte composée de deux cylindres de polychlorure de vinyl (PVC) 
superposés (figure II.1). L'enceinte est fermée hermétiquement par deux bouchons vissant aux 
deux extrémités. La partie supérieure constitue l'habitat des vers de terre. Elle comprend le 
piège à gaz carbonique et la colonne de terre d’un volume de 1,04 dm3 (hauteur: 15 cm, 
diamètre intérieur: 9,4 cm). La partie inférieure, séparée de l'élément supérieur par une toile de 
nylon (vide de maille 0,5 mm), comporte un bécher pour la récupération des percolats. 

 
  

Figure II.1 : Schéma du dispositif expérimental ou microcosme (d'après Binet et Tréhen, 1992). 
 

II.2.1.b Etude au terrain, en mésocosme 

Un important travail de conception et de construction des mésocosmes a été réalisé au 
laboratoire par M. Lefeuvre. Le mésocosme est une enceinte en PVC (30 cm * 30 cm * 40 cm de 
hauteur ; volume de sol contenu : 36 dm3), avec un fond concave et percé en son centre 
(figure II.2). En contrebas, un tuyau horizontal d’1 m de long permet l’évacuation des percolats à 

piège à CO2 (NaOH)

apport trophique 

colonne de sol 
tamisé

(0- 2 mm ; 0-4 mm)
H = 15 cm

percolats

bouchon hermétique, vissant

altuglass transparent

support

cylindre PVC,
diam : 10 cm, H :  30 cm

toile nylon ( 500 µ)

récupérateur des 
percolats

cylindre PVC,
diam : 10 cm, H :  18 cm

bouchon hermétique, vissant

(litière de maïs)
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l’extérieur du mésocosme. Les percolats sont collectés dans un flacon placé à l’extrémité du 
tuyau et protégé par un tube en PVC vertical (hauteur 80 cm ; diamètre : 20 cm). 
A l’embouchure du tube évacuateur, une grille en inox (de maille de 0,5 cm) est placée, afin 
d’éviter la fuite des vers et son colmatage par le sol. A la base du mésocosme le lit de graviers 
constitue une épaisseur de 5 cm. 
 

Figure II.2 : Photos du dispositif expérimental en cours d’installation et installé. 
 
Un monolithe de sol de volume correspondant à celui du mésocosme vide a été excavé par 
couches successives. Chacune a été replacée dans l’ordre respectif après avoir été émiettée à 
la main, puis est recompactée à la main de manière à respecter la densité initiale (1,40 g.cm-3). 
Afin d’éviter la fuite de vers, un couvercle non hermétique, constitué d’un cadre en bois sur 
lequel est fixée une toile de maille 0,5 mm, couvre le mésocosme.  

II.2.2 La terre 

La terre utilisée provient de l'horizon superficiel (0-30 cm) d'une parcelle cultivée en alternance 
maïs-féverole depuis au moins 1997 et située sur le domaine expérimental de l'INRA (35, Vezin-
Le-Coquet). Il s'agit d'un sol limono-argileux (sables: 11%; limons: 74%; argile: 15%) à très 
faible teneur en matières organiques (1,81 %) et légèrement acide (pH = 6,4) (Gascuel-Odoux 
et al., 1995). 
 
Pour les expérimentations au laboratoire, en microcosmes, la terre récoltée est conditionnée 
(tableau II.1). Séchée à l’air libre pour la première expérimentation, nous avons par la suite 
utilisé directement du sol frais pour conserver l’activité microbienne initiale. D’autre part, la terre 
est tamisée à 2 mm dans la première expérience et à 4 mm dans les autres expérimentations au 
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laboratoire. La déstructuration trop poussée conduit à des problèmes d’engorgement et 
d’asphyxie du sol à la base.  
 
Tableau II.1 : Conditionnement de la terre pour les expérimentations au laboratoire et au terrain 

Expérimentation 1 : 
Minéralisation et 
distribution de 

l’atrazine 

Expérimentation 2 : 
Minéralisation réelle et 

potentielle 

Expérimentation 3 :   
Inoculation de 

bactérie dégradante

Expérimentation 4 
au terrain 

Sol séché (air libre) Sol frais  Sol frais  Sol frais  
Tamisage : 0-2 mm Tamisage : 0-4 mm Tamisage : 0-4 mm Non tamisé mais 

émietté 
Réhumecté à 20 % 
avant compactage 

humidité du sol 22,3% humidité du sol 21,6%  

150 mL d’eau 
distillée en surface 

25mL d'eau distillée   

 
Chaque microcosme reçoit 1520 g de sol en poids équivalent sec (105°C) répartis en 3 fractions 
compactées à la densité apparente in situ soit 1,46 g.cm-3. Dans l’Exp. 1 avec du sol séché, la 
terre est réhumidifiée à 20 % du poids sec, avant introduction et compactage (tableau II.1). 
De même, en fonction du conditionnement de la terre, la colonne de sol est humidifiée par des 
apports d’eau distillée en surface (tableau II.1). 
 
Au terrain, le sol est émietté à la main, débarrassé des cailloux, des végétaux et des vers puis 
replacé au sein des mésocosmes par couches respectives i. e. 0-5 cm ; 5-10 cm ; 10-20 cm ; 
20-30 cm ; 30-40 cm. Le sol est alors compacté à la main à l’aide d’un tasseur de manière à 
replacer la quantité de sol correspondant au bloc prélevé et à la contenance du mésocosme.  
 

II.2.3 Les lombriciens. 

Dans le cadre des expérimentations conduites au cours de cette thèse les vers introduits 
appartiennent à des catégories écologiques différentes et ont des modes d’action différents 
(Bouché, 1977). Les espèces introduites sont les deux espèces dominantes du peuplement de 
la parcelle agricole étudiée : l’espèce épi-anécique : Lumbricus terrestris (Linné, 1758) et 
l’espèce endogée : Aporrectodea caliginosa (Savigny, 1826). Les vers sont collectés, sur la 
même parcelle que la terre, par la méthode au formol (Bouché et Aliaga, 1986) puis rincés à 
l'eau plusieurs fois, et acclimatés pendant une semaine au minimum dans la terre utilisée pour 
l'expérience. Les lots de vers constitués, présentent des biomasses totales proches. 
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Au laboratoire, les vers introduits dans les microcosmes sont au nombre de trois, un individu 
juvénile Lumbricus terrestris et deux individus adultes: Aporrectodea caliginosa dont les 
caractéristiques de biomasses individuelles et totales sont reportées dans le tableau II.2. 
 
Tableau II.2 : biomasses individuelles et totales des lombriciens pour les trois expérimentations 
en microcosmes 

Poids moyen  
(± erreur standard) 

Expérimentation 1 Expérimentation 2 Expérimentation 3 

Lumbricus 
terrestris 

2,55 g (± 0,19) 2,54 g (± 0,10) 1,44 g (± 0,05) 

Aporrectodea 
caliginosa 

0,54 g (± 0,02) 0,42 g (± 0,02) 0,38 g (± 0,01) 

Biomasse totale 
par microcosme 

3,63 g  
(min: 2,45g, max: 4,66g) 

3,38 g (± 0,06) 2,20 g (± 0,04) 

 
Pour les microcosmes avec vers, les lombriciens sont posés en surface. Les turricules émis 
consécutivement à la pénétration des vers dans le sol sont enlevés. 
 
Au terrain, le nombre d’individus présent par m2 sur la parcelle, est utilisé pour calculer le 
nombre de vers à introduire dans les mésocosmes : 275 individus.m2, avec 69 % 
d’Aporrectodea caliginosa et 11 % de Lumbricus terrestris (Le Bayon, 1999). Dans les modalités 
avec vers, un premier apport de lombriciens est effectué au mois de février : 7 Lumbricus 
terrestris (14,62 g ±0,08 dont 2 adultes et 5 juvéniles) et 16 Aporrectodea caliginosa (5,48 g 
±0,00 dont 10 adultes et 6 juvéniles), soit une biomasse totale de 20,9 g (±0,08). Pour pallier à 
d’éventuelles et probables mortalités et fuites d’individus, deux lots complémentaires ont été 
apportés (10 % de la biomasse initiale apportée). En avril 2 L. t. juvéniles (2,84 g ±0,11) et 
3 A. c. (1,01 g ±0,02) sont ajoutés. En juin (81e jour) 4 L. t. juvéniles (4,80 g ±0,02) sont ajoutés. 
La biomasse totale théoriquement introduite est de 28,74 g (±0,10) soit 22,25 g (±0,11) pour 
Lumbricus terrestris et 6,49 g (±0,02) pour Aporrectodea caliginosa. La biomasse totale 
introduite est intermédiaire (319 g.cm-2) aux données de biomasse obtenues au champ par 
Le Bayon (1999), soit 100 g.m-2, et les biomasses utilisées en microcosmes pour les 
expérimentations au laboratoire (523 g.m-2). Les quantités de vers récupérées au terrain ne 
correspondent pas aux quantités introduites. D’une part, des mortalités ou des fuites possibles 
dans un premier temps, nous ont conduits à introduire de nouveau des individus L. terrestris et 
A. caliginosa. D’autre part, les volumes de sol manipulés augmentent la probabilité de ne pas 
retrouver tous les individus existants. Toutefois, les quantités récupérées correspondent, au 
maximum, aux quantités introduites lors du premier apport, ce qui indique que les biomasses 
lombriciennes introduites ne sont pas surestimées pour l’aire des mésocosmes. Ceci permet 
donc de valider les résultats acquis au terrain. 
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II.2.4 Inoculum de Pseudomonas sp. ADP 

La souche bactérienne inoculée dans l’Exp. 2 est Pseudomonas sp. ADP, une souche 
bactérienne dégradant l’atrazine.  
Pseudomonas sp. ADP était maintenue sur un milieu de culture solide avec atrazine. La culture 
est maintenue, à partir d’une unique colonie dans des flacons erlenmeyer de 50 mL contenant 
10 mL de milieu de culture auquel de l’atrazine est ajoutée (30 mg.L-1, de concentration finale). 
Pour leur croissance les cultures sont soumises à une agitation continue (28°C, 150 rpm). La 
pureté de la culture bactérienne est vérifiée par analyse de l’ADN ribosomal 16S (ADNr-16S) et 
des gènes atz par PCR. 1 mL de la culture mère est ensuite utilisé pour inoculer 400 ml de 
milieu TY placés dans des flacons erlenmeyer de 1 litre. La croissance des cultures est assurée 
par agitation continue pendant 15 H (28°C, 150 rpm). Les cellules bactériennes sont récoltées 
par centrifugation à 6000 rpm pendant 10 min. Les boulettes bactériennes sont lavées deux fois 
avec un tampon minéral salé (K2HPO4 (1 g.L-1), KH2PO4 (1 g.L-1), MgSO4, 7H2O (40 mg.L-1), 
FeCl3 (4 mg.L-1) ; pH 6,6) et finalement remises en suspension dans 500 mL de milieu de culture 
sans atrazine.  
Le sol est inoculé avec 4,4.106 cfu par gramme de sol (soit 30 mL d’inoculum de concentration 
2,2 cfu 108 mL-1 par microcosme). Un volume équivalent de milieu de culture est appliqué sur les 
modalités sans bactérie. La colonne est ensuite reconstituée par compactage en trois fractions.  
 

II.2.5 L'apport trophique. 

L'apport trophique pour les vers est constitué de feuilles de maïs séchées et découpées en 
fragments de 1 cm environ. La litière est répartie de manière homogène sur la surface et de 
l’eau distillée est immédiatement apportée afin de la réhumidifier. 
Au laboratoire, la litière est régulièrement apportée en surface de colonne. Le premier apport est 
réalisé 24H après l’application d'atrazine. Les quantités de litière et d’eau apportées aux 
différentes dates sont répertoriées au sein du tableau II.3. 
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Tableau II.3 : Quantités (en poids sec, air) et dates des apports de litière et des apports d’eau 
distillée consécutifs au cours des incubations des microcosmes au laboratoire 

 Expérimentation 1 Expérimentation 2 Expérimentation 3 
Quantité de 
litière apportée 
 
Quantité totale 
 
 
Quantité d’eau 
distillée apportée 
 

0,5 g aux jours 1, 11, 25, 
40, 53 et 68. 
 
43 jours : 1,5 g 
86 jours : 3 g 
 
10 mL à chaque date 
 
 

0,25 g au jour 1 
0,15 g aux jours 7, 15, 25, 
35, 45 et 55. 
11j- :0,4 g ; 21j- :0,55 g ; 
32j- :0,7 g ; 40j-:0,85 g ; 
50j- :1 g ;       60j- :1,15 g. 

10 mL à chaque date  

Aucun apport de litière ni 
d’eau distillée durant les 9 
jours d’incubation 
Total : 0 
 
 
Total : 0 

 
Pour l’Exp. 1, dans les microcosmes sans vers, afin de limiter la prolifération et le 
développement de champignons filamenteux sur la litière (Binet, 1993) et pour imiter le 
comportement fouisseur des vers, la litière est partiellement enfoncée dans les premiers 
centimètres du sol, environ 72H après son apport. Ce moment correspond à un remaniement 
effectif de la litière par les vers, dans les microcosmes où ils sont présents. 
Dans l’Exp. 2, dans les microcosmes sans vers, la litière est enfouie dans une « galerie » 
manuellement creusée afin de palier les effets secondaires provoqués par la technique 
précédemment utilisée, à savoir une litière partiellement enfoncée dans les premiers centimètres 
du sol. Cependant pour permettre la comparaison avec l’Exp. 1, l’enfouissement partiel sur toute 
la surface du sol est appliqué à une série de microcosmes (A+ V2-, une répétition par date, soit 
un total de six microcosmes) de manière à comparer avec les résultats précédents. Au cours de 
cette expérimentation, la litière est remaniée 96H après son application pour les microcosmes 
des modalités sans vers, délai de remaniement effectif de la litière dans les modalités avec vers. 
 
Au terrain seulement 1 et 0,5 g de litière respectivement pour les modalités avec et sans vers 
sont apportés à 88 jours, peu de temps après le dernier apport de lombriciens (81e jour). La 
litière est réhumidifiée par apport de 300 ml d’eau. 

 

II.2.6 Apport de l'herbicide. 

La dose d'application choisie pour l’ensemble des expérimentations de notre étude, est celle 
conseillée pour les applications au champ à savoir 1 Kg de matière active / ha.  
En microcosmes, au laboratoire, cette dose d’application correspond à 0,7 mg et 9 mg d’atrazine 
respectivement pour la surface correspondante des microcosmes et des mésocosmes. Pour 
identifier et quantifier les voies de transfert, une partie de l’atrazine appliquée est radioactive et 
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le reste est non marqué. L’atrazine est marquée au 14C sur le noyau de la molécule. Les 
caractéristiques des sources utilisées sont répertoriées en fonction des expérimentations dans 
le tableau II.4. 

 
Tableau II.4 : Caractéristiques des molécules d’atrazine 14C et non marquées, utilisées au cours 
des expérimentations 

 Expérimentations 
concernées 

Exp. 1 en 
microcosmes 

Exp. 2 en 
microcosmes 
Exp. 2 en 
microsites 

Exp. 3 en 
microcosmes 

Exp. 3 en 
microsites 

Exp. 4 
au 
terrain 

Atrazine 
froide 

Origine Atrazine Pestanal, Riedel-de-Haën 

Origine Sigma-Aldrich 
Radioactivité 
spécifique  
(mCi.mmole-1) 

18,6  16,6  / 24,6  
 

37,7  
 
Atrazine 14C 

Pureté 95 %  95 %  98% 95 % 

 
Pour l’Exp. 2, une deuxième application d’atrazine est réalisée sur des microsites de sol isolés à 
partir des colonnes. Les quantités de solution apportées sont ajustées en fonction des quantités 
de sol et donc de leur humidité résiduelle (La liste des quantités de radioactivité apportée est 
présentée en annexe 1). 
Dans l’Exp. 3, les microsites de sol incubés ont la même masse (0,5 g en équivalent sec), la 
quantité de radioactivité appliquée est donc identique pour tous (0,16 KBq par microsite).  
Les pourcentages d’atrazine marquée, la solubilité utilisée pour la préparation des solutions et la 
quantité de radioactivité apportée par échantillon sont répertoriés dans le tableau II.5 en fonction 
des expérimentations. 
Tableau II.5 : Caractéristiques des solutions d’atrazine appliquées sur les colonnes de sol au 
cours des trois expérimentations au laboratoire 

Expérimentation Exp. 1 Exp. 2 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 3 Exp. au 
terrain 

  microcosmes microsites microcosmes microsites mésocosmes
% de 14C-atrazine 54,2 % 19,4 % 2,4%  0 % 0,43 % 8,6 % 
Solubilité choisie 33 mg.L-1 31 mg.L-1 20,5 mg.L-1  28 mg.L-1 30 mg.L-1 27 mg.L-1 
Radioactivité totale  965,5 KBq. 340,6 KBq ≈ 8,7 KBq / 0,16 KBq 4207 KBq 
Radioactivité.g-1sol 635 Bq 224 Bq 872 Bq / 320 Bq 84 Bq 

 
En microcosmes, la solution d’atrazine est répartie à la pipette sur la surface des colonnes après 
que les lombriciens se soient introduits dans le sol. Un volume d'eau distillée équivalent a été 
apporté sur les microcosmes ne recevant pas d'atrazine (tableau II.6). 
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Tableau II.6 : Volume de l’apport d’eau distillée et d’atrazine et délai séparant l’introduction des 
vers et l’application d’atrazine. 

 Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 
Volume apporté avec 
l’atrazine  

23,10 mL 23 mL 25 mL 333 mL 

Délai entre l’apport de 
vers et l’application 
d’atrazine 

48 H 96 H 24 H - 92 jours 
vers avant atrazine 

 

II.2.7 Incubation et maintenance des dispositifs 

Les microcosmes sont incubés à 12°C (température moyenne du printemps et de l’automne en 
régions tempérées) avec une photopériode 12 : 12 pendant des temps d’incubation différents en 
fonction des expérimentations et notées dans le tableau II.7. 
 
Tableau II.7 : Temps d’incubation des microcosmes au cours des trois expérimentations au 
laboratoire et temps d’expérimentation au terrain. 

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 3 Exp. 4 
microcosmes microcosmes microsites microcosmes microsites mésocosmes
43 et 86 jours 11, 21, 32, 40, 50 et 

62 jours 
26-29 jours 9 jours 28 jours 174 jours 

 
Durant l’Exp. 1, des apports réguliers d’eau distillée sont effectués: 10 mL d'eau juste après 
l'ajout de litière pour la réhumecter (sauf au premier apport), puis 15 mL, 6 jours plus tard, soit 
un total de 25 mL en 2 semaines. Pour les six dernières semaines (et donc pour la moitié des 
microcosmes), seuls 10mL sont apportés tous les 15 jours. Ainsi, les quantités totales d'eau 
apportées sur 43 et 86 jours sont respectivement de 50 et 80mL. 
Pour l’expérimentation 2, 10 mL d’eau distillée sont apportés consécutivement à l’apport de 
litière, ainsi les quantités totales apportées pour les six durées d’incubation sont respectivement 
de 20, 30, 40, 50, 60 et 70 mL. 
 
Les mésocosmes sont installés au terrain et de ce fait soumis aux conditions de pluviométrie et 
de température naturelles. 
L’introduction de vers en février est précédée d’un apport d’eau distillée (1,5 L) de manière à 
faciliter leur insertion. 
L’atrazine est appliquée le 04 mai, compte tenu des fortes précipitations avant cette date. 
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II.3 Les expérimentations et leurs modalités 

II.3.1 Expérimentation 1, au laboratoire en microcosmes : 

minéralisation, distribution et biodisponibilté de l’atrazine 

Dans un premier temps, nous avons testé séparément et conjointement le rôle des vers sur la 
minéralisation de l'atrazine et sur la distribution de l’atrazine d’une part et l’effet de l’atrazine sur 
l’activité minéralisatrice du carbone d’autre part. Les traitements appliqués aux microcosmes ont 
été avec ou sans vers et avec ou sans atrazine (tableau II.8). 
 
 Tableau II.8: Modalités expérimentales de l’Exp. 1. 

 Sans Vers Avec Vers 

Sans Atrazine A- V-  (n = 6) témoin A- V+ (n = 6) 

Avec Atrazine A+ V- (n = 6) A+ V+ (n = 6) 

 
La minéralisation du carbone du sol (voir § II.4.2), la minéralisation de l’atrazine (voir § II.4.2) et 
la percolation de radioactivité (voir § II.4.3 sont suivies. Chacune des quatre modalités 
comprend six répétitions dont la moitié est déstructurée après 43 jours d’incubation et l’autre 
moitié après 86 jours d'incubation. Des microsites de sol sont alors prélevés et analysés pour 
déterminer la distribution de la radioactivité en tenant compte de sa biodisponibilité grâce à 
l’extraction différentielle des résidus de l’atrazine à partir du sol (voir § II.4.3). 
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II.3.2 Expérimentation 2, au laboratoire  : minéralisation 

potentielle de l’atrazine à l’échelle des microsites de sol 

De manière à expliciter les différences de minéralisation de l’atrazine entre les microcosmes 
avec vers et ceux sans vers, une étude expérimentale a été établie pour rechercher quels 
microsites de sol sont en cause. La première partie de l’expérimentation est effectuée en 
microcosmes. Les traitements appliqués sont : avec atrazine et avec ou sans vers (tableau II.9). 
 
Tableau II.9 : Modalités expérimentales de l’Exp. 2. 

 Avec Vers Sans Vers 
Litière enfouie dans une 

fausse galerie 

Sans Vers 2 
Litière enfouie sur la 

surface 
Avec Atrazine A+ V+  (n = 3 * 6) A+ V-  (n = 3 * 6) A+ V2-  (n = 1 * 6) 

 
La minéralisation du carbone total (voir § II.4.3) et de l’atrazine (voir § II.4.3) sont suivies en 
microcosmes. Une série de microcosmes est déstructurée à chacune des six dates choisies 
11 jours, 21 jours, 32 jours, 40 jours, 50 jours et 62 jours : trois répétitions des modalités A+ V+ et 

A+ V- et une colonne pour la modalité A+ V2-. Des microsites de sol de taille approximativement 
identique sont alors prélevés et incubés (à 20°C, à l’obscurité) en bocaux (75 cL) (voir § II.) 
après une deuxième application d’atrazine-14C. Cette deuxième application d‘atrazine constitue 
une stimulation des microorganismes et en particulier des microorganismes dégradant l’atrazine. 
Les résultats obtenus correspondent donc à la minéralisation potentielle de l’atrazine. La 
minéralisation du carbone total (voir § II.4.3) et de l’atrazine (voir § II.4.3) sont alors suivies en 
continu au sein de ces microsites de sol pendant environ 26-29 jours. 
La modalité « Sans vers 2 » correspond à la modalité témoin de l’Exp. 1 et a été mise en place 
pour établir une correspondance des résultats de minéralisation du carbone total et de l’atrazine 
entre les deux types d’enfouissement de litière (sur la surface Exp. 1 et dans une fausse galerie 
Exp. 2) pour imiter le comportement du ver au sein de la modalité témoin. 
 



Chapitre 2 – Méthodologie, expérimentation contrôlée et changement d’échelle. 

47

II.3.3 Expérimentation 3, au laboratoire : minéralisation de 

l’atrazine, interactions lombriciens-microorganismes à l’échelle des 

microsites 

De manière à expliciter les différences de minéralisation de l’atrazine entre les microcosmes 
avec vers et ceux sans vers, une étude expérimentale a été établie pour rechercher quelle est 
l’influence des interactions entre lombriciens et microorganismes dans les microsites de sol 
remaniés ou non par les vers.  
La première partie de l’expérimentation est effectuée en microcosmes. Les traitements 
appliqués sont : avec ou sans vers, avec ou sans atrazine, avec ou sans inoculation de 
Pseudomonas sp. ADP (tableau II.10). Chacune des huit modalités comprend trois répétitions. 
 
Tableau II.10 : Modalités expérimentales de l’Exp. 3. 

 Avec Vers Sans Vers 
Sol SV  (n = 3) S (n = 3) 
Sol + Atrazine  SAV (n = 3) SA (n = 3) 
Sol + Pseudomonas SPV (n = 3) SP (n = 3) 
Sol + Pseudomonas + Atrazine SPAV (n = 3) SPA (n = 3) 

 
Au terme des neuf jours d’incubation les microcosmes sont déstructurés et des microsites de sol 
sont échantillonnés. 
A partir de ces échantillons de sol, les acides nucléiques sont extraits (voir § II.4.4). Un 
rendement d’extraction et le ratio ADN / ARN qui exprime l’activité globale dans les microsites 
sont calculés (voir § II.4.4.b). L’ADN extrait est analysé : la diversité des communautés 
bactériennes et fongiques au sein des microsites de sol est caractérisée par RISA (voir § 
II.4.4.b). D’autre part des gènes codant pour des enzymes responsables des premières étapes 
de la dégradation accélérée de l’atrazine chez Pseudomonas sp. ADP (gènes AtzA, B et C) sont 
quantifiés par PCR en temps réel (voir § II.4.4.b). 
 
La capacité dégradante de microsites de sol de l’ensemble des modalités a été déterminée. Des 
microsites de sol échantillonnés à partir des microcosmes incubés et précédemment décrits sont 
aliquotés. Ces microsites sont incubés à 20°C, à l’obscurité après un seconde application 
d’atrazine marquée au 14C sur le noyau. La minéralisation de l’atrazine est quantifiée sur 
28 jours (voir § II.4.2). 
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II.3.4 Expérimentation 4, au terrain au laboratoire : minéralisation, 

distribution et biodisponibilité de l’atrazine  

 
Afin de tester les premiers résultas obtenus au laboratoire en conditions contrôlées et pour 
étudier le rôle des vers sur la minéralisation, la distribution et la biodisponibilité de l'atrazine 
dans le sol de façon plus réaliste, l’expérimentation 4 a été mise en place au terrain et dans des 
dispositifs de taille supérieure, les mésocosmes. Les traitements appliqués sont : avec atrazine 
et avec ou sans vers, avec six répétitions par modalité (tableau II.11). 
 
Tableau II.11 : Modalités expérimentales de l’Exp. 4. 

 Sans Vers Avec Vers 

Avec Atrazine A+ V+  (n = 6) A+ V-  (n = 6) 

De l’atrazine marquée au 14C sur le noyau est apportée en surface du sol des mésocosmes et 
l’activité minéralisatrice du carbone du sol (voir § II.4.2), la minéralisation de l’atrazine (voir § 
II.4.2), comme la lixiviation de l’herbicide (voir § II.4.3) sont suivies durant 174 jours (de mai à 
octobre). Au terme de cette période, les mésocosmes sont déstructurés et des microsites de sol 
sont échantillonnés pour déterminer la distribution de la radioactivité en tenant compte de sa 
biodisponibilité grâce à l’extraction différentielle des résidus de l’atrazine à partir du sol (voir § 
II.4.3). Les métabolites de dégradation de l’atrazine sont déterminées dans certains échantillons 
lixiviés et microsites de sol (voir § II.4.3b). 
 

II.3.5 Microsites de sol représentatifs  

II.3.5.a Description 

A la déstructuration des microcosmes et des mésocosmes, des microsites de sol sont isolés 
pour analyse ou pour incubation. Le sol non remanié par les vers est prélevé à différentes 
hauteurs pour l’ensemble des modalités avec et sans vers. Les différentes profondeurs 
auxquelles sont prélevés les microsites de sol non remanié en présence et en absence de vers 
sont répertoriées au sein du tableau II.12 en fonction des expérimentations. 100 g d’aliquote 
sont collectés à chaque expérimentation, au moins à 2 cm de toute trace d’activité lombricienne. 
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Tableau II.12 – Prélèvements des microsites de sol non remanié 

Expérimentations Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. au terrain 
0-5 cm 0-2 cm  0-5 cm 

 2-5 cm 2-5 cm  
5-10 cm 5-10 cm  5-10 cm 
10-15 cm 10-15 cm  10-20 cm 

   20-30 cm 

 
Sol non remanié 
en présence et en 
absence de vers 

   30-40 cm 
Parois de galeries Toutes les profondeurs mélangées Par niveau de sol non remanié
Turricules Tous les 

15 jours 
Au moment de la déstructuration 

Déjections  Par niveau de sol non remanié
Endentères oui non oui non 

 
Pour les dispositifs contenant des vers, des compartiments supplémentaires sont définis. Ils 
correspondent à des éléments de la drilosphère. Les caractéristiques de prélèvements de ces 
microsites de sol aux vers sont répertoriées au sein du tableau II.12. On distingue :  
 Les parois de galeries : les deux premiers millimètres des parois des galeries sont 
prélevés. En microcosmes, l’ensemble des parois de galeries est regroupé en un seul 
échantillon. En mésocosmes, les parois de galeries sont séparées par niveaux correspondant 
aux niveaux de sol non remanié (tableau II.12). 
 Les déjections : ce sont les déjections des lombriciens déposées au sein des galeries. 
Elles sont collectées au terrain par niveau de sol non remanié (cf tableau II.12) des niveaux de 
sol non remanié). 

Les turricules : ce sont les déjections des lombriciens en surface. Pour l’Exp. 1, il sont 
prélevés tous les 8 jours et regroupés par lots d’une quinzaine de jours. Les turricules ont alors 
des âges maxima de 14, 28, 42, 56, 70 et 86 jours. Pour les autres expérimentations en 
colonnes ou en mésocosmes, ils sont récoltés au moment de la déstructuration des systèmes. 

Les endentères : ce sont les contenus du tube digestif des lombriciens obtenus au 
moment de la destructuration des dispositifs. Après isolement des individus sur papier filtre 
humidifié, en boîte de pétri pendant 24H, les lombriciens excrètent le contenu de leur tube 
digestif. 
 
Pour l’Exp. 2 en microcosmes où la capacité du sol à dégrader l’atrazine est analysée en 
fonction des microsites de sol liés à l’action des vers ou non, les microsites de sol sont incubés 
pour effectuer leur suivi. L’annotation des microsites en fonction de leur profondeur d’origine est 
répertoriée au sein du tableau II.13 avec S et V pour les microsites isolés respectivement à 
partir des colonnes sans et avec vers. 
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Tableau II.13 : Annotations des microsites de sol isolés de l’expérimentation 2 sur la 
minéralisation potentielle de l’atrazine au sein de microsites de sol liés au vers ou non. 

 Microsites Avec Vers Sans Vers 
Litière enfouie 

dans une fausse 
galerie  

Sans Vers2 
Litière enfouie 

sur toute la 
surface 

0-2 cm V.2 S.2 S2.2 
2-5 cm V.5 S.5 S2.5 
5-10 cm V.10 S.10 S2.10 

Sol non 
remanié par les 
vers 

10-15 cm V.15 S.15 S2.15 
Turricules V.T   Sol remanié 

par les vers Galeries V.G   
 
Pour l’Exp. 3, les annotations sont, pour le sol environnant des microcosmes sans vers : S-Se ; 
pour le sol non remanié des microcosmes avec vers : Sv-Se ; pour le sol des turricules Sv-Tu ; 
pour le sol des parois de galeries Sv-Ga et le sol endentères Sv-En. 
 

II.3.5.b Incubation 

Après déstructuration des microcosmes et des mésocosmes, des microsites de sol sont 
échantillonnés et préparés pour être incubés.  
Au cours de l’Exp. 2, 100 g ou le maximum de sol disponible sont collectés par microsite étudié 
et environ 10 g sont placés au sein de coupelles aluminium elles-mêmes placées au fond des 
bocaux en verre de 75cL. L’humidité des échantillons est calculée et le jour suivant la 
déstructuration, de l’eau distillée est apportée pour réhumidifier les échantillons et un volume de 
solution d’atrazine est appliqué sur les microsites en fonction de la quantité de sol. Les bocaux 
sont ensuite maintenus fermés pour le suivi de la minéralisation du carbone totale et de 
l’atrazine et incubés à 20°C, à l’obscurité pendant 26-29 jours. Le piège à soude est constitué 
d’un bécher placé en suspension au dessus du sol et accroché  à l’ouverture du bocal. 
 Au cours de l’Exp. 3, 100 g ou le maximum de sol disponible sont collectés par microsite 
étudié. Des aliquotes de 0,5 g de sol de chaque microsite (en équivalent sec) sont placés dans 
les puits de plaques de micro-titration (24 puits). Un apport d’eau distillée est réalisée juste 
avant l’application de solution d’atrazine 14C, de manière à ce que l’humidité finale soit de 21 %. 
Les plaques sont recouvertes de papier Whatman constituant le piège pour le suivi de la 
minéralisation de l’atrazine et qui maintenu par une plaque en inox. L’ensemble est incubé à 
20°C, à l’obscurité pendant 28 jours. 
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II.4 Analyses et dosages 
 

II.4.1 Suivi biologique des vers. 

Il s’agit d’évaluer la qualité des conditions d’incubation. Trois paramètres sont mesurés : 
les gains ou pertes de masse des vers en fin d’incubation,  
la consommation de litière  
la présence de cocons et de juvéniles au moment de la déstructuration des dispositifs. 
 

II.4.2 Minéralisation du carbone total et de l'atrazine en 

particulier. 

II.4.2.a Suivi de l'activité respiratoire par titrimétrie 

La dynamique de la minéralisation du carbone sous forme de CO2 est réalisée grâce à des 
pièges à soude dont les caractéristiques et les durées et fréquences de piégeages en fonction 
des expérimentations concernées sont répertoriées dans le tableau II.14. 
 
Tableau II.14 : Caractéristiques des analyses du carbone total expiré 

 Exp. 1 Exp. 2  Exp. 2 Exp. 4 
 au laboratoire au laboratoire au laboratoire au terrain 

Suivi des microcosmes microcosmes  microsites mésocosmes 
NaOH : 0,5 N 0,5 N  0,5 N 0,5 N 
Quantité 30 mL 30 mL  10 mL 60 mL 
Durée de piégeage 24H 24H  48, 72 puis 96H 24H 
Fréquence de 
piégeage 

48H 48H  Continu 2 fois / semaine 
1 fois / semaine 

Durée du suivi 43 et 86 jours 11, 21, 32, 40, 50 et 
60 jours 

 26-29 jours 174 jours 

 
Le CO2 est piégé par la soude selon le principe : 
 2 NaOH + CO2 → Na2CO3 + H2O  
soit 40mg de NaOH mobilisé par 22 mg de CO2 produit. 
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Une aliquote du piège (10 mL) diluée avec 10 mL d'eau distillée (20 mL à 0,25 N) est titrée avec 
de l'acide chlorhydrique (0,25N) selon les équations : 
 2 NaOH + BaCl2 → 2 NaCl2 + Ba(OH)2  
(le chlorure de Baryum empêche la fixation de CO2) 
 Ba(OH)2 + 2 HCl → BaCl2 + 2 H2O 
La quantité de CO2 respirée est mesurée par différence avec un blanc selon l'équation : 
QC02 = (Vblanc- Vtest)HCl * 0,25 * 36,5 * 22/40 
L'expression en mg de carbone est :   
QC-CO2 = QCO2 * 12/44 * (Q NaOH du piège en fonction de Q NaOH dosée) 

II.4.2.b Suivi de la minéralisation de l'atrazine par dosage de la 
radioactivité 

Le suivi de la minéralisation de l’atrazine au cours de nos expérimentations est fondé sur le 
dosage de radioactivité émise sous forme de CO2. En effet, l’atrazine appliquée est marquée au 
14C sur les carbones du noyau de la molécule. Ainsi sa dégradation totale émet du CO2 marqué, 
noté 14C-CO2, quantifié ici par deux méthodes. 
 
Au cours des expérimentations en microcosmes (Exp. 1, Exp. 2), en mésocosmes (Exp. 4) et au 
sein des microsites incubés lors de l’Exp. 2, la capacité du sol incubé dans les dispositifs à 
dégrader l’atrazine est dosée par l’intermédiaire du 14carbone retrouvé sous forme de CO2 au 
sein des pièges à CO2 (NaOH). Il est détecté à l’aide d’un compteur à scintillation liquide 
(Helwett-Packard). Avant l’ajout de BaCl2 pour le dosage du CO2, 1 mL de soude à 0,5 N est 
pipeté puis ajouté à 5 mL de liquide scintillant (Hionic-Fluor, Packard dans Exp 1 ou Ultimagold, 
Packard dans les autres) dans une fiole de comptage, qui est ensuite stockée à 4°C avant 
comptage. 
La quantité de radioactivité contenue dans la fiole mesurée par comptage en dpm, (1 mL 
échantillon / 5 mL LS : Hionic-Fluor, Packard ou Ultimagold, Packard ; Comptage : 2*5min) est 
ramenée au volume du piège pour avoir la quantité totale respirée et exprimée en Becquerel : 
Q14C-CO2 (en Bq) = (Dpm – Dpm Blanc) * (V NaOH du piège) / 60 
 
1 Becquerel = 1 dps = 60 dpm 
1 µCi = 3,7. 104 dps 
 
Au cours de l’Exp. 3 avec inoculation d’une bactérie dégradant l’atrazine, la capacité des micro-
organismes indigènes du sol et de la communauté bactérienne inoculée (Pseudomonas sp. 
ADP) à dégrader l’atrazine sont suivies au niveau de microsites de sol par radiorespirométrie sur 
des dispositifs miniaturisés. Les échantillons de sol traités à l’atrazine marquée au 14C sont 
incubés dans des plaques de 24 micro-puits et recouverts avec un papier Whatman trempé avec 
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une solution de barium hydroxide (BaOH) (Soulas 1993). Le 14C-CO2 provenant de la 
minéralisation de l’atrazine est précipité sur la papier Whatman et après 2H de séchage à 80°C, 
les membranes sont scannées à l’aide d’un phosphore imager (Storm®, Molecular Dynamics, 
Sunnyvale, Ca, USA). Les données obtenues sont analysées avec le programme ImageQuant 
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, Ca, USA). 
Les cinétiques de dégradation de l’atrazine ont été modélisées en utilisant le model de 
croissance Gompertz modifié [ y=ae-e(-k(t-ti))

+ ct] avec SigmaPlot® 4.0. Quatre paramètres ont été 
déterminés : a, le plateau ou pourcentage maximum de minéralisation, ti, l’abscisse du point 
d’inflexion, k la constante du taux de minéralisation et c, le taux de renouvellement de 14C et de 
minéralisation co-métabolique. Trois répétions ont été réalisées pour chaque traitement. 
 

II.4.3 Distribution, disponibilité et mobilité de l'atrazine 

Dans l’Exp. 1, les percolats sont récoltés toutes les deux semaines. Dans l’Exp. 4, au terrain, les 
percolats sont quant à eux vérifiés après chaque événement pluvieux et collectés. Leur volume 
est mesuré et la radioactivité présente est détectée par comptage à scintillation liquide après 
filtration ou non ; les caractéristiques des quantifications de la radioactivité sont répertoriées 
dans le tableau II.15. 
 
Tableau II.15 – Caractéristiques des comptages de radioactivité dans les eaux percolées 

 Expérimentation 1 Expérimentation au terrain 
Filtration / 0,45µm (GFC Whatman, µfibre 

de verre) 
Composition  1 mL échantillon / 5 mL LS  1 mL échantillon / 4 mL LS 
Répétition / 3 reps 
Liquide Scintillant Hionic-Fluor, Packard Ultimagold, Packard 
Durée du Comptage  2 * 5 min 1 * 10 min 
Compteur Helwett-Packard Tricarb 2100TR-Packard 

 
La quantité de radioactivité est calculée en fonction du volume du percolat mesuré : 
Q14C (en Bq) = (Dpm – Dpm percolat témoin) * V du percolat / 60 
 
 Pour l’expérimentation 1 en microcosmes, en fin d'incubation, les vers et les cocons 
trouvés sont rincés et l’eau de rinçage est contrôlée au compteur à scintillation liquide dpm 
(1 mL échantillon / 5 mL LS : Hionic-Fluor, Packard ; Comptage: 2*5min). La quantité de 
radioactivité est calculée en fonction du volume du liquide de rinçage : 
Q14C-CO2 (en Bq) = (Dpm – Dpm eau témoin) * V liquide de rinçage / 60 
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II.4.3.a Extraction des résidus d'atrazine 14C et quantification des 
résidus non extracibles à partir du sol. 

Plusieurs compartiments de sol ont été définis pour l'extraction de l'atrazine et ses résidus et les 
prélèvements sont conditionnés pour l’extraction différentielle de l’atrazine et de ses métabolites. 
L’extraction différentielle est une extraction à l’aide de solvants à pouvoir d’extraction croissant, 
ici un solvant aqueux et un solvant au méthanol suivi d’une combustion du sol pour obtenir les 
métabolites non extractibles. Deux méthodes présentant quelques différences ont été 
appliquées pour les extractions différentielles entre les données obtenues à partir des 
microcosmes (Exp. 1) et des mésocosmes (Exp. 4, au terrain). 

9 Méthode d’analyse dans Exp. 1 
Les analyses ont été réalisées en collaboration avec le CPB-CNRS de Nancy et la méthodologie 
alors utilisée a consisté en une extraction de la radioactivité répétée jusqu’à épuisement pour 
chaque solvant (aqueux et méthanolique). 
Les échantillons sont séchés (60°C), broyés et homogénéisés. Des aliquotes de 3 à 5 g pour les 
turricules et les galeries (suivant les quantités disponibles) et 10g pour le sol environnant sont 
utilisées pour les extractions. 
Extraction à l’eau et quantification des résidus : les échantillons de sol (3 et 5 g ou 10g) sont 
agités avec de l’eau distillée (30 mL ou 100 mL) pendant 1 heure, puis centrifugés 20 min à 
20000 tours/min ou 11000 t/min. Le surnageant est récupéré et 1 mL est prélevé pour comptage 
de la radioactivité (1 mL échantillon / 5 mL LS : Ultimagold ; Comptage : 1*5 min, compteur à 
scintillation Packard Tri-Carb modèle 4430). Les extractions sont répétées jusqu’à épuisement 
de la radioactivité dans le surnageant. 
Extraction au méthanol et quantification des résidus : le même protocole est utilisé mais le 
solvant est un mélange méthanol / eau (50 : 50). Après épuisement de la radioactivité dans 
l’extrait méthanol / eau, on effectue un rinçage du culot à l'eau distillée en procédant de la même 
manière que pour l’extraction à l'eau. L'eau de rinçage est ajoutée au volume d'extraction 
méthanol / eau. 
Le total des extraits (eau ou méthanol / eau) pour chacun des échantillons est homogénéisé, le 
volume total est mesuré et 10 mL sont prélevés. Les 10 mL sont filtrés et 1 mL est prélevé pour 
comptage de la radioactivité (1 mL échantillon / 10 mL LS : Ultimagold ; Comptage : 3*10 min).  
Q14C (en Bq / g de sol) = (dpm – dpm Blanc) * V total / Quantité de sol utilisé pour 
l’extraction / 60. 
Quantification des résidus non extractibles : après extraction, les culots rincés sont séchés à 
40°C, puis broyés au broyeur à bille. Pour doser la radioactivité résiduelle, on effectue la 
combustion de quelques mg d'échantillons avec un analyseur C H N (Carlo Erba type NA 1500). 
Le 14CO2 issu de la combustion est piégé dans 10 mL de soude sur lesquels 1 mL servent au 
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comptage (1 mL échantillon / 10 mL LS : Ultimagold ; Comptage : 3*10 min). Un rendement de 
combustion et de comptage est déterminé par combustion d'étalon de glucose de radioactivité 
connue. 
Q14C (en Bq / g de sol) = (cpm – cpm Blanc) * Rendement / Quantité de sol utilisé pour la 
combustion / 60. 

9 Méthode d’analyse dans Exp. 4 
Les analyses ont été réalisées en collaboration avec l’INRA-Grignon et la méthodologie utilisée 
a consisté en une extraction aqueuse et deux extractions méthanoliques. Les extractions ne se 
font pas jusqu’à épuisement de la radioactivité qui peut déplacer l’équilibre dans les solutions 
d’extractions. Les échantillons de sol de turricules, de galeries et de déjections sont séchés à 
l’air libre, afin de ne pas perdre de matériel pour le calcul des humidités. Des aliquotes de 2, 5 
ou 10 g équivalent sec sont pesés suivant les quantités disponibles.  
Extraction à l’eau et quantification des résidus : les échantillons de sol (2, 5 ou 10 g) sont agités 
avec une solution de CaCl2 (0,01 M) (le Ca2+ favorise la floculation des argiles et la séparation 
solide-liquide après centrifugation), avec le rapport sol / solvant (1 / 1) pendant 18 heures, puis 
centrifugés 15 min à 4900 tours/min à 20°C (échantillons de 10 g) et 15 min à 4900 tours/min à 
20°C (échantillons de 2 et 5 g). La quantité de radioactivité du surnageant est quantifiée par 
comptage à scintillation liquide à l’aide d’un Tricarb 2100TR (Packard) (2 répétions * 0,5 mL 
échantillon / 4 mL LS : Ultimagold ; Comptage : 2*10 min). 
Extraction au méthanol et quantification des résidus : à la suite de l’extraction à l’eau, les 
échantillons de sol (2, 5 ou 10 g) sont agités avec du méthanol, avec le rapport sol / solvant 
(1 / 2). Trois extractions successives sont réalisées au méthanol, deux où l’agitation dure 18 H 
et la dernière qui dure 4 H. Après agitation les échantillons sont centrifugés 15 min à 
4900 tours/min à 20°C et la radioactivité au sein des surnageants est quantifiée au moyen d’un 
compteur Tricarb 2100TR (Packard) ; (2 répétions * 0,5 mL échantillon / 4 mL LS : 
Ultimagold ;Comptage : 2*10 min). 
La quantité de radioactivité présente dans les surnageants est ensuite calculée 
Q14C (en Bq / g de sol) = (dpm – dpm Blanc)* V total / Quantité de sol utilisé pour 
l’extraction / 60. 
Quantification des résidus non extractibles : après extraction, les culots sont séchés sous hotte 
et broyés. Pour doser la radioactivité résiduelle, on effectue la combustion d’environ 200 mg 
d'échantillons avec un Oxidizer (Packard, Modèle 307). Le 14CO2 issu de la combustion est 
piégé dans une colonne contenant un absorbant chimique du CO2 : le carbosorb (Packard) qui 
est ensuite expulsé de la colonne à l’aide d’un liquide scintillant le permafluor (Packard). Le 
mélange ainsi formé est collecté directement dans un flacon à scintillation (10 mL) et prêt à 
compter en scintillation liquide (3 répétitions / mélange carbosorb / permafluor ; Comptage : 
1*10 min). 
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Un rendement de combustion et de comptage est déterminé par combustion d’une solution 
étalon d’atrazine de radioactivité connue. 
Q14C (en Bq / g de sol) = (cpm – cpm Blanc) * Rendement / Quantité de sol utilisé pour la 
combustion / 60. 

9 Rectificatif apporté aux donnés pour une comparaison entre les 2 
méthodes 

En ce qui concerne la différence entre les deux méthodes d’extractions différentielle des résidus 
de l’atrazine au sein du sol, la différence est surtout importante pour l’extraction à l’eau des 
résidus potentiellement disponibles. En effet des extractions répétées avec renouvellement du 
solvant et jusqu’à épuisement de la radioactivité finissent par déplacer l’équilibre du mélange et 
des quantités supérieures sont susceptibles d’être extraites avec le solvant aqueux. Ainsi pour 
établir une correspondance entre les deux méthodes d’analyse, un rectificatif est effectué entre 
les résidus extractibles à l’eau et extractibles au méthanol, pour l’Exp. 1. Pour l’Exp. 1, seule la 
première extraction aqueuse est prise en compte. La radioactivité extraite lors des extractions 
suivantes à l’eau est ajoutée à celle obtenue lors des extractions méthanoliques. 

II.4.3.b Identification des métabolites de l’atrazine présents aux 
sein des échantillons 

A partir de données collectées au terrain, les métabolites de l’atrazine sont recherchés par 
HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Les échantillons concernés sont issus de 
l’Exp. 4 : d’une part, quelques percolats principalement sur les premières dates de récolte et 
d’autre part, des extraits méthanoliques de l’extraction différentielle de la radioactivité du sol ont 
pu être analysés. En effet, seuls les échantillons de sol des premiers centimètres collectés dans 
les mésocosmes, ont révélé une radioactivité suffisante pour être détectés en HPLC. 
Les volumes aqueux récoltés après lixiviation au travers des mésocosmes sont filtrés à 0,45 µm 
(GFC Whatman, µfibre de verre) puis concentrés sur colonne (Env+ 200 mg, IsoluteTM SPE 
columns) à l’aide d’une pompe à vide. Avant le passage des échantillons les colonnes de 
concentration sont conditionnées par passage de 5*2 mL de méthanol suivi de 5*2 mL d’eau 
distillée. Puis les échantillons sont percolés lentement au travers des colonnes. Les colonnes 
sont ensuite lavées (2*2 ml d’eau distillée) et séchées à vide pendant 15 min au moins. Les 
échantillons sont décrochés de la colonne et récupérés par passage de 3*3mL de méthanol au 
travers des colonnes. L’échantillon aqueux concentré une première fois dans le méthanol est de 
nouveau concentré par évaporation à 39°C sous vide à l'aide d'évaporateurs rotatifs (Büchi RE 
111) puis repris dans le méthanol. 
Les volumes de méthanol des extractions à partir des échantillons de sol sont rassemblés en un 
seul échantillon et concentrés par évaporation à 39°C sous vide à l'aide d'évaporateurs rotatifs 
(Büchi RE 111) puis repris dans le méthanol. 
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Avant analyse des échantillons en HPLC, tous les extraits méthanoliques sont filtrés à 0,45 µm 
(filtre Nylon pour seringue 13 mm, MSI). 
 
Les extraits sont analysés à l'aide d'une chaîne HPLC sur une colonne C18 Waters-Novapack 
(5 µm, 25 cm x 4,6 mm) couplée à un détecteur U.V. (Water 996 Photodiode Array Detector) et 
à un détecteur de radioactivité (Flo-one β A-500 Packard). Le matériel chromatographique 
(Waters) est équipé d’un passeur automatique d’échantillons (TM 717 Autosampler) et d’un 
formateur de gradient (600 E System Controler). Pour l’atrazine, la technique utilisée est la 
chromatographie de paire d’ions. Les deux solvants, acidifiés avec 5 ml d’acide chlorhydrique 
0,2 M contiennent également 5 mM de Dodécylsulfate de sodium pour constituer la paire d’ions. 
La composition des éluants est la suivante : A, eau (95) et acide chlorhydrique (5) et B, 
méthanol / eau (90/10). Le programme de gradient est composé de : départ 100 % de A, 
passage à A / B (62 / 38) à 1 min, jusqu’à 6 min ; 60 / 40 à 8 min ; 40 / 60 à 10 min, jusqu’à 
20 min ; 0 / 100 à 30 min ; 100 / 0 à 35 min puis nouvelle injection à 50 min. 

II.4.3.c Répartition des résidus non extractibles de l’atrazine dans 
les fractions de la matière organique 

Les fractions considérées sont selon un gradient de polymérisation, les acides fulviques, les 
acides humiques et l’humine qui correspond à la fraction non extractible de la matière 
organique. L’atrazine non extractible des échantillons de sol est quantifiée dans les trois 
fractions de la matière organique. Trois répétitions pour le sol non remanié et trois pour les 
turricules collectés après 43 jours en microcosmes, sont analysés. 

9 Séparation des acides humiques et fulviques de l’humine 
Le sol est tamisé à 2 mm et on ajoute à l’échantillon de sol de 2 g, un volume 30 mL de solution 
NaOH 0,1 N et 1 % Na4P2O7. Après agitation (1 h) puis centrifugation (15 min à 18000 tours.min-

1), on sépare le culot du surnageant. On répète les extractions jusqu’à ce que le surnageant soit 
nettement moins coloré (marron). Les surnageants d’un même échantillon sont filtrés et 
regroupés. Ils représentent les argiles et les acides humiques et fulviques. 
Pour diminuer son pH, le culot est rincé avec 10 mL d’eau distillée qui sont, après agitation et 
centrifugation, ajoutés au volume total des surnageants. Le culot représente la fraction non-
extractible, l’humine. 

9 Floculation des argiles 
Après mesure du volume total du surnageant, on ajoute du KCl tel que la proportion soit de 1 % 
(1 g / 100 mL de surnageant, soit ici 1,3 g). La solution est ensuite placée à 4°C pendant 12 h 
au moins. Les argiles floculées sont ensuite récupérées par centrifugation (15 min, 
12000 tours.min-1) et le culot argile est ajouté au culot de la fraction non extractible, c’est le culot 
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après extraction alcaline. On comptabilise la quantité d’atrazine dans la fraction non extractible 
et argiles par comptage à scintillation liquide après combustion CHN (broyer à bille). 
La radioactivité présente dans le surnageant, i. e. au sein des acides humiques et fulviques est 
quantifiée par comptage à scintillation liquide (1 mL d’échantillon / 5 mL LS : Hionic -Fluor, 
Packard ; Comptage : 2*5 min).  

9 Extraction acides humiques – acides fulviques 
Une aliquote de 25 mL du surnageant récupéré après extraction alcaline est centrifugé puis 
acidifié jusqu’à un pH compris entre 1,6 et 2,2 avec de l’HCl 1 N et 0,1 N. L’échantillon est 
ensuite placé à 4°C pendant 12 h. Après centrifugation (15 min, 18000 tours.min-1) on sépare le 
culot contenant les acides humiques, du surnageant contenant les acides fulviques. Le culot est 
rincé avec de l’HCl 0,1 N qui est ajouté aux surnageants dont les volumes sont ajustés à 50 mL. 
Le 14C présent en solution dans les acides fulviques est quantifié par comptage à scintillation 
liquide (1 mL d’échantillon / 5 mL LS : Hionic -Fluor, Packard ; Comptage : 2*5 min). La quantité 
de radioactivité présente au sein des acides humiques est déduite à partir des quantités 
contenues dans l’ensemble acides humiques - acides fulviques et dans les acides fulviques. 
 

II.4.4 Analyse des communautés microbiennes 

Les analyses des communautés microbiennes ont été réalisées en collaboration avec L’INRA de 
Dijon. 

II.4.4.a Extraction des acides nucléiques 

Le sol échantillonné au sein des colonnes sous forme de microsites est séché à température 
ambiante et les trois répétitions par modalité sont réunies. Le sol est tamisé à 4 mm et trois 
réplicats de 250 mg (en équivalent sec) dans chaque modalité sont pesés pour l ‘extraction des 
acides nucléiques selon la méthode décrite par Martin-Laurent et al. (2001). 
Les échantillons de sol sont homogénéisés dans 1 mL de tampon d’extraction (Tris-HCl 100 mM 
(pH 8.0) ; EDTA 100 mM (pH 8) ; NaCl 100 mM ; 1 % (wt/vol) polyvinylpyrrolidone ; 2 % (wt/vol) 
sodium dodecyl sulfate) pendant 30 s à 1,600 rpm dans un broyeur (Mikro-Dismembrator S, B. 
Braun Biotech International, Germany). Le sol et les débris cellulaires sont enlevés par 
centrifugation (1 min à 14000 g) et les protéines sont ensuite enlevées par précipitation en 
ajoutant 1/10e du volume d’acétate de sodium 5 M, pH 5,5. Après incubation dans la glace 
pendant 10 min et centrifugation (5 min à 14000 g), le surnageant est récupéré et les acides 
nucléiques sont précipités en ajoutant un volume identique d’isopropanol (à – 20°C), en plaçant 
le mélange au froid (15 min à – 20°C). Après centrifugation le surnageant est éliminé et le culot 
est lavé soigneusement avec de l’éthanol (70 %). L’ADN du sol est purifié sur colonne de 
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sépharose 4B. L’extraction d’ADN est contrôlée par électrophorèse sur gel d’agarose 1 % et 
l’ADN est quantifié à 260 nm à l’aide d ‘un BioPhotomètre (Eppendorf, Hamburg, Germany). 

II.4.4.b Analyse des acides nucléiques  

9 Rendement d’extraction 
Un rendement d’extraction des acides nucléiques extraits est calculé à partir du dosage des 
quantités par le biophotomètre et exprimé en mg.g-1 de sol sec.  

9 Quantification du ratio ADN / ARN 
Les acides nucléiques extraits migrent par électrophorèse sur gel d’agarose 1 %, et les gels sont 
analysés avec le programme One-DScan 2.03 (Scanalytics program). Les données sont 
analysées avec le programme ImageQuant (Molecular Dynamics, Sunnyvale, Ca, USA) et le 
rapport ADN / ARN est quantifié par indice de similarité. 

9 RISA 
Les Risa (Ribosomal Inter-Space Analysis) sont des analyses de longueur de l’espace inter 
géniques de l’ADN des ribosomes bactériens 16 S et de l’ADN des ribosomes fongiques 18 S. 
Ces espaces inter-gènes sont non codant, ainsi ils sont soumis à moins de pression de sélection 
et sont susceptibles de présenter plus de variations que l’ADN codant. Cette analyse permet 
donc d’avoir une idée de la diversité bactérienne et fongique du sol. 
 
Les espaces inter géniques de l’ADN ribosomal bactérien 16S-23S sont amplifiés à partir des 
extraits d’ADN en utilisant les amorces 38r (5’-CCG GGT TTC CCC ATT CGG-3’) - 72f (5’-TGC 
GGC TGG ATC TCC TT-3’) (Gürtler et Stanisich, 1996). Les réactions sont mises en place dans 
un volume final de 25 µL avec 25 ng d’ADN du sol, avec 1 µM des amorces spécifiques et 2,5 U 
du Taq ADN polymérase (Appligene Oncor, France). Les PCR (Polymerase Chain Reaction) 
sont effectuées dans un PTC 200 gradient cycler (MJ Research, Waltham, Mass.) en utilisant le 
programme suivant 5 min à 94°C, 35 cycles de 1 min à 94°C, 1 min à 55°C, et 2 min à 72°C, 
plus un cycle supplémentaire de 15 min à 72°C. 8µL d’aliquotes sont séparés par 
électrophorèse sur gel d’acrylamide 6 % pendant 17 H à 16 mA. Les gels sont révélés avec du 
SYBR green II (Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) selon le protocole de Martin-
Laurent et al., (2001). Les profils RISA sont analysés avec le programme One-DScan 2.03 
(Scanalytics program). Les matrices de covariance déduites des gels (présence-absence et 
intensité relative de chaque bande) sont analysées en analyse de composantes principales 
(ACP). 
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9 Quantification du nombre de copies des gènes dégradant l’atrazine AtzA, 
B et C 

Des PCR quantitatives sont effectuées avec un Smart Cycler (Cypheid, USA) en utilisant le 
Smart Kit pour Sybr Green I conformément aux recommandations du fabricant (Eurogentec, 
Belgium).  
25 ng de l’ADN du sol sont utilisés pour la PCR quantitative en temps réel effectuée sur un 
volume final de 25 µL en présence de 0,625 µg de produit T4 Gene 32 (Qbiogene, UK). Les 
conditions d’amplification suivent le protocole suivant : 95°C 600 sec ; 45 cycles de 15 sec à 
95°C ; 15 sec à 60°C ; 15 sec à 72°C suivies d’un cycle de mélange effectué de 60°C à 95°C en 
augmentant la température de 0,2°C par sec.  
Les amorces spécifiques des gènes pour l’amplification de atzA (Afor/Arev), atzB (Bfor/Brev) et 
atzC (Cfor/Crev) sont : Afor 5’-ACG GGC GTC AAT TCT ATG AC-3’, Arev 5’-CAC CCA CCT 
CAC CAT AGA CC-3’, Bfor 5’-AGG GTG TTA GGT GGT GAA C-3’, Brev 5’- CAC CAC TGT 
GCT GTG GTA GA-3’, Cfor 5’-GCT CAC ATG CAG GTA CTC CA-3’ et Crev 5’-TCC CCC AAC 
TAA ATC ACA GC-3’. La PCR en temps réel est calibrée en amplifiant une série de dilution de 
la séquence spécifique cible clonée (de 108 à 101 copies). Les courbes de calibration mettant en 
relation le log du nombre de copies du gène cible en fonction du Ct (cycle seuil) sont 
déterminées par la relation log(atzA)=-3,86 x Ct + 41,6 (R2 0,997) ; log(atzB)=-3,54 x Ct + 40,4 
(R2 0,981) et log(atzC)=-3,48 x Ct + 38,9 (R2 0,996). 

II.5 Traitements statistiques  
L’ensemble des traitements statistiques réalisés dans ce travail relève des comparaisons 
multiples. Cette procédure consiste à comparer deux à deux l’ensemble ou une partie des 
résultats (Sokal et Rohlf, 1981).  
En non paramétriques sont utilisés : les tests de Mann-Whitney pour comparer les échantillons 2 
à 2 et de Kruskal-Wallis pour comparer les échantillons 2 à 2 et l’ensemble des échantillons.  
Des ANOVA, à un facteur contrôlé et des ANOVA en Modèle Linéaire Généralisée (GLM) sont 
également utilisées pour tester la réponse des variables respectivement à un facteur et à 
plusieurs facteurs en testant leurs interactions. 
Une ACP est effectuée pour caractériser les communautés bactériennes analysées des 
microsites de sol par RISA. 
Le risque d’erreur est fixé à 5 % quel que soit le test utilisé. L’ensemble des tests statistiques a 
été effectués avec le logiciel Minitab, 13,31 à l’exception de l’ACP réalisée avec le logiciel ADE-
4. 
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Les indicateurs biologiques, interviennent dans la validité des résultats observés qui sont 
présentés par la suite. Ils sont les témoins du fonctionnement des sols au cours de nos 
expérimentations au sein de microsites, en colonnes de sol ou microcosmes et au terrain en 
mésocosmes. 

III.1 Activité biologique du sol 
Au cours de cette partie, les quantités de carbone respirées en présence ou en absence de vers 
et / ou en présence et en absence d’atrazine seront comparées, de façon à déterminer leurs 
influences respectives sur l’activité minéralisatrice du carbone. 

III.1.1 Activité respiratoire au sein de microsites de sol 

La minéralisation du carbone du sol pour les microsites de sol collectés à partir des 
microcosmes est présentée en figure III.1. L’âge des microsites, lors de la seconde application 
d’atrazine est celui des temps d’incubation des microcosmes i. e. 11, 21, 32, 40, 50 et 62 jours. 
Quelle que soit l’âge des microsites, au terme de l’incubation, les turricules minéralisent des 
quantités totales de carbone supérieures aux autres microsites. Les galeries de 11 à 30 jours 
minéralisent des quantités de carbone équivalentes au sol non remanié. A 40 et 50 jours, elles 
minéralisent des quantités de carbone proches des turricules et supérieures au sol non remanié 
en présence et en absence de vers. Après 40 et 50 jours, dans les turricules et les galeries, la 
respiration est supérieure aux autres dates, (voir tableau III et expression des taux de carbone 
minéralisé / jour / g de sol sec). Pour le sol non remanié, les quantités minéralisées sont proches 
entre les différents horizons et aucune tendance ne se distingue. 
Quelle que soit l’âge des microsites, les quantités expirées après 26 à 29 jours d’incubation sont 
inférieures à 3,5 mg /10 g sol sec, à l’exception des turricules 11 jours (figure III.1-a). Les 
turricules de 11 jours minéralisent au moins 2,3 fois plus de carbone (11,9 mg /10 g sol sec) que 
les autres microsites, après 26 jours. 
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Figure III.1 Cinétique de minéralisation du carbone total dans les microsites de sol
échantillonnés à 11, 21, 32, 40, 50, 62 jours à partir des microcosmes sans vers (S.2,
S.5, S.10, S15) et des microcosmes avec vers (V.2, V.5, V.10, V15, V.T, V.G), (Exp. 2).
Les barres indiquent les erreurs standards. 
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III.1.2 Activité respiratoire en microcosmes 

 Au cours des Exp. 1 et 2, au laboratoire, les colonnes de sol sont reconstituées 
respectivement avec du sol réhumecté et du sol frais. Les quantités cumulées de carbone 
minéralisé au cours des 86 jours d’incubation (Exp. 1) et des 62 jours d’incubation (Exp. 2) sont 
représentées en figure III.2 et III.3 en mg C / 24H / microcosmes. 
 

Les cinétiques de minéralisation ont un déroulement similaire au cours de l'incubation mais elles 
sont significativement différentes en termes de quantités de CO2 respirées.  
En absence de vers, l’apport d’atrazine augmente la respiration. Pour l’Exp. 1, (A- V- versus 
A+ V-), l'écart de 19 % à 43 jours, s'accroît à 24 % après 86 jours d'incubation.  
La respiration est également supérieure en présence de vers. En absence d’atrazine (Exp. 1), la 
différence de carbone expiré atteint + 79 % après 43 jours puis décroît légèrement (+ 68 %) en 
fin d'incubation (A- V- vs A- V+). Avec atrazine, (A+ V- versus A+ V+), l’effet des vers sur la 
minéralisation du carbone total est 3 fois moindre dans l’Exp. 1 : + 44 % à 43 jours et + 22 % à 

Figure III.2 Cinétique de minéralisation du carbone total en microcosmes (Exp. 1), avec
atrazine et vers (A+ V+), avec atrazine sans vers (A+ V-), sans atrazine avec vers (A- V+), sans
atrazine ni vers (A- V-), au cours de l'incubation. Les quantités totales de carbone
minéralisées après 43 et 86 jours sont indiquées et les barres indiquent les erreurs
standards. 
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86 jours. Pour l’Exp. 2 l’écart entre les modalités avec et sans vers est de + 62 % après 62 jours 
d’incubation. Au cours de l’incubation il s’accroît jusque 84 % (22 jours) puis diminue.  
Pour l’Exp. 1, les vers et l’interaction vers-atrazine ont une influence sur la respiration du sol 
mais pas le facteur atrazine (ANOVA, à 86 j, atrazine f = 0,01, p = 0,911 ; vers f = 22,78, 
p = 0,001, et interaction atrazine x vers f = 8,75, p = 0,018). Pour l’Exp. 2, les vers et la durée de 
l’incubation ont une influence sur la respiration du sol mais pas l’interaction entre les facteurs 
vers et durée d’incubation (Modèle Linéaire Généralisé, à 174 j, vers f = 40,00, p = 0,000 ; durée 
d’incubation f = 17,01, p = 0,000, et interaction vers x durée d’incubation f = 2,53, p = 0,057). 
Les calculs de quantité de C-CO2 dégagé par le sol par jour et par gramme de sol sec sont 
présentés dans le tableau III.1. 

 
Les courbes, linéaires en début d'incubation, présentent un infléchissement vers le 40e et le 
45e jour d’incubation, respectivement pour l’Exp. 1 et 2. Ce ralentissement traduit une diminution 
progressive de la respiration avec l'allongement de la durée d'incubation, diminution 
particulièrement marquée en présence de vers.  
Dans l’Exp. 2, la modalité sans vers A+ V-2 (enfouissement de la litière sur toute la surface de la 
colonne) ne présente pas de différence avec la modalité sans vers A+ V- (enfouissement de la 
litière dans une fausse galerie) en ce qui concerne les quantités de C-CO2 expirées au cours de 
l’incubation (Mann-Whitney U-test, 95%, à 20 jours, n = 15/5, p = 0,1378 ; à 31 jours, n = 12/4, 

Figure III.3 Cinétique de minéralisation du carbone total en microcosmes au cours de
l'incubation (Exp. 2), en présence d’atrazine, avec vers (A+ V+), sans vers avec enfouissement
de la litière dans une fausse galerie (A+ V-), sans vers avec enfouissement de la litière sur
toute la surface de la colonne. Les quantités totales de carbone minéralisées après 31 et
62 jours sont indiquées et les barres indiquent les erreurs standards. 
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p = 0,5853). La deux types d’enfouissement de la litière n’entraînent pas de respiration 
différente. 
Les dynamiques de minéralisation du carbone total sont représentées en annexe 2 et 3. Les 
apports de litière sont le plus souvent suivis d'une augmentation de la minéralisation pour les 
microcosmes avec vers (A- V+ et A+ V+). Aucune influence des apports de litière n'est visible 
pour les modalités sans vers (A- V- et A+ V-). 

III.1.3 Activité respiratoire du sol, au terrain, en mésocosmes 

 Les quantités cumulées de carbone minéralisé au cours des 174 jours d’incubation, au cours de 
l’Exp. 4, au terrain, en mésocosmes sont représentées en g / 24 H / mésocosme sur la 
figure III.4, en présence d’atrazine et avec vers et avec vers. 

 

Les cinétiques de minéralisation représentées ont une évolution similaire. L’écart entre les 
quantités respirées est inférieur à 10 % au cours des 20 premiers jours, puis inférieur à 5 % à 
partir du 30e jour. Les quantités respirées sont similaires + 2,8 % après 174 jours (A+ V- vs 
A+ V+). Elles ne présentent pas de différence significative, (Kruskal-Wallis, 95%, à 174 jours 
n = 6, p = 0,337). Les quantités de C-CO2 dégagées par le sol par jour et par gramme de sol sec 
sont représentées dans le tableau III.1 et les quantités de carbones minéralisées en g par jour 
sont représentées en annexe 5. 

Figure III.4 Cinétique de minéralisation du carbone total en mésocosmes, au terrain (Exp. 4)
en présence d’atrazine, avec vers (A+ V+), sans vers (A+ V-) au cours du temps. Les quantités
totales de carbone minéralisées après 87 et 174 jours sont indiquées et les barres indiquent
les erreurs standards. 
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A la différence des microcosmes, les mésocosmes ne sont pas incubés à température constante 
de 12°C mais soumis aux variations climatiques du terrain (précipitation en annexe 4). Les 
courbes sont linéaires en début d’incubation, et présentent un léger ralentissement une 100e de 
jour après l’application d’atrazine, début août.  
 

III.1.4 Activité respiratoire des lombriciens 

De façon à s’affranchir des différences de biomasse de vers de terre entre les microcosmes des 
modalités A- V+ et A+ V+ de l’Exp. 1, les quantités de carbone minéralisées liées aux vers 
(obtenues respectivement par différence A- V+ - A- V- et A+ V+ - A+ V-) sont rapportées à la 
biomasse lombricienne correspondante (figure III.5). La minéralisation de carbone liée aux vers 
ralentit avec l’allongement de l’incubation : sans atrazine, elle croît légèrement alors qu’elle 
devient nulle à partir du 55e jour en présence d’atrazine. Elle est supérieure de 53 %, en 
absence d’atrazine, au terme des 86 jours d’incubation. 

Figure III.5 Respiration spécifique des vers en microcosmes, au laboratoire (Exp. 1) en
présence d’atrazine (A+ V+ - A+ V-) et en absence d’atrazine (A- V+ - A- V-) au cours du temps.
Les quantités totales de carbone minéralisées après 43 et 86 jours sont indiquées. 
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Au cours de l’Exp. 2, l’expression de la quantité de carbone minéralisée liées aux vers et 
exprimées par gramme de ver, augmente avec le temps d’incubation (figure III.6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Au terrain, en mésocosmes (Exp. 4), cette quantité est en relation avec les conditions 
climatiques (température et humidité) (annexe 4) (figure III.7). 

Figure III.6 Respiration spécifiques des vers en microcosmes, au laboratoire (Exp. 2) en
présence d’atrazine (A+ V+ - A+ V-) au cours du temps. Les quantités totales de carbone
minéralisées après 31 et 62 jours sont indiquées. 

Figure III.7 Respiration spécifiques des vers en mésocosmes, au terrain (Exp. 4) en présence
d’atrazine (A+ V+ - A+ V-) au cours du temps. Les quantités totales de carbone minéralisées
après 87 et 174 jours sont indiquées. 
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RESUME : Les expérimentations à différentes échelles d’investigation (microsites – 
microcosmes – mésocosmes) permettent de souligner les effets de l’apport d’atrazine et des 
vers sur l’activité minéralisatrice du carbone dans le sol. Malgré les différences notées le 
facteur atrazine n’augmente pas significativement l’activité minéralisatrice du sol (Exp. 1). En 
présence de vers la respiration est également supérieure mais cet effet est atténué en 
présence d’atrazine. D’autre part l’activité minéralisatrice du sol est supérieure dans les 
microsites turrcules et galeries mais cette augmentation en fonction de l’origine du sol 
s’atténue avec le temps (Exp.2). Avec l’augmentation de la taille des dispositifs les 
différences observées sont atténuées. Les quantités de carbone minéralisées (exprimées en 
µg.jour-1.g-1 de sol) et les pourcentages d’augmentation en présence de vers sont 
répertoriés dans le tableau III.1 en lien avec les caractéristiques des expérimentations. 

 
Tableau III.1 : Quantités de carbone minéralisées (µg C / 24H / g de sol sec), durée et 
température d’incubation, conditionnement du sol, et échelle d’investigation, au cours des 
expérimentations 

Total minéralisé en 
µg C / 24H / g de sol sec 

Echelle 
 

Durée 
(jours) 

Sans Vers Avec Vers 

Ecart V- / V+ 
(pourcentage) 

Sol (éq. sec) 
Température 

S.0 : 8,45 V.T : 45,82 + 442 % 26 j- 
âge : 11 j-  V.G : 11,53 + 37 % 

S.0 : 5,27 V.T : 10,02 + 90 % 27 j- 
âge : 21 j-  V.G : 4,71 - 11 % 

S.0 : 4,70 V.T : 5,72 + 22 % 28 j- 
âge : 32 j-  V.G : 4,60 - 2 % 

S.0 : 3,62 V.T : 10,12 + 180 % 28 j- 
âge : 40 j-  V.G : 9,38 + 159 % 

S.0 : 4,89 V.T : 9,59 + 96 % 29 j- 
âge : 50 j-  V.G : 8,77 + 80 % 

S.0 : 4,47 V.T : 9,15 + 105 % 

Microsites 
 

29 j- 
âge : 62 j-  V.G : 8,05 + 80 % 

10 g de sol 

Sol frais 

20°C 

A- : 3,25 A- : 5,46 + 68 % Microcosmes 

 

86 j- 

 A+ : 4,01 A+ : 4,89 + 22 % 

Ecart A- / A+  +A : + 23 % +A : - 10 %  

1520 g de sol 

Sol réhumecté 
12°C 

Microcosmes 

 

62 j- 1,47 2,37 + 62 % 1520 g de sol 

Sol frais 

12°C 

Mésocosmes 

 

174 j- 1,41 1,44 + 2,8 % 50400 g de sol 

Sol frais 

Temp. extérieure 
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III.2 Effet de l’atrazine sur la biologie et 

l’activité des lombriciens 
Pour contrôler l’effet de l’atrazine sur les lombriciens dans nos microcosmes, différents indices 
biologiques sont suivis : la biomasse et des indices d’activité. 
En fin d’incubation les vers sont pesés pour déterminer les gains ou les pertes de masse. 
Les indices d’activités des lombriciens sont également des témoins de leur état physiologique 
dans les dispositifs expérimentaux. L’activité fouisseuse des lombriciens se traduit par 
l’enfouissement de litière, quantifié en disparition de litière en surface, et par la quantité de 
turricules émis en surface, pour l’espèce Lumbricus terrestris essentiellement. La reproduction 
des lombriciens est un autre indice d’activité quantifié avec le nombre de cocons et de juvéniles 
retrouvés au moment de la déstructuration des microcosmes. 
 

III.2.1 Evolution de la biomasse lombricienne  

Le suivi de la biomasse lombricienne est réalisé à l’issu des deux expérimentations où un suivi 
de la minéralisation de l’atrazine a été effectué (Exp. 1 et 2).  
 
 

Aucun effet délétère de l’atrazine n’a été observé sur l’évolution de la biomasse lombricienne.  

Figure III.8 Effet de l’atrazine sur la variation de masse (en % de la masse initiale) des
espèces L. terrestris et A. caliginosa après respectivement 43 et 86 jours d’incubation au
cours de l’Exp. 1. Les barres indiquent les erreurs standards. 
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Pour l’Exp. 1, en présence d’atrazine, on observe une diminution moyenne de la biomasse de 
17 % et 12 % respectivement à 6 et 12 semaines (figure III.8). Cependant les biomasses ne sont 
significativement différentes entre les modalités avec et sans atrazine (Mann-Whitney U-test, 
95%, n = 3, à 43 jours, p = 0,3827, à 86 jours, p = 1,000). L’atrazine semble avoir un effet 
supérieur sur la biomasse des vers au cours des six premières semaines d'incubation. Pour 
l’Exp. 2 (figure III.9), la biomasse totale des vers de terre augmente significativement entre le 
début et la fin d’incubation (3,38 ±0,06 vs 3,59 ±0,14), (Mann-Whitney U-test, 95%, n = 18, 
p = 0,0279). En considérant chaque date de déstructuration, seuls les vers de terre des 
microcosmes déstructurés après 32 et 40 jours présentent une diminution de la biomasse totale 
(-5 %). Cette diminution de biomasse est essentiellement due à un individu d’une répétition.  
Sans atrazine la biomasse totale des vers reste stable quel que soit le temps d'incubation. Les 
gains et pertes de masse des deux espèces (gain pour L. terrestris avec une grande variabilité 
et perte pour A. caliginosa) au sein du traitement témoin se contrebalancent et ainsi la biomasse 
globale des microcosmes apparaît équivalente sur les 86 jours d’incubation. 
 

Si on considère les deux espèces, l’anécique L. terrestris est moins affectée en biomasse que 
l’endogé A. caliginosa (- 10 et – 6 % versus - 30 et – 26 %, après 43 et 86 jours d’incubation, 
respectivement (Exp. 1, figure III.8). Pour l’Exp. 2 (figure III.9), aucune différence n’est notée 
pour L. terrestris (Mann-Whitney U-test, 95%, n = 18, p = 0,1687) ni pour A. caliginosa (Mann-
Whitney U-test, 95%, n = 36/35, p = 0,3575). Aucune mortalité n’est observée pour L. terrestris 
contrairement à A. caliginosa : deux et une individus sont retrouvés morts après 86 jours 
d’incubation (Exp. 1) et après 62 jours d’incubation (Exp. 2). Au cours des expérimentations 
nous avons pu observer que la mort d’individus A. caliginosa est souvent suivie d’un gain de 
masse pour l’individu L. terrestris. 

Figure III.9 Effet de l’atrazine sur la variation de masse (en % de la masse initiale) des
espèces L. terrestris et A. caliginosa après 10, 20, 32, 40, 50 et 62 jours d’incubation, au cours
de l’Exp. 2. Les barres indiquent les erreurs standards. 
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III.2.2 Indices d’activités mécaniques des lombriciens : litière, 

turricules et cocons 

Au cours de l’Exp. 1, la consommation de litière (6,8 ± 0,7 mg.j –1.g-1 de ver), la production de 
turricules en surface (0,18 ± 0,02 g.j –1.g-1 de ver), la reproduction (présence de cocons de 
juvéniles nouvellement éclos) n’étaient pas affectées de manière significative par leur exposition 
à l’atrazine (tableau III.2). 

 
Tableau III.2 Réponse des vers à l’application d’atrazine mesurée par l’enfouissement de litière, 
la production de turricules et la reproduction après 43 et 86 jours d’incubation (Exp. 1). 

 Enfouissement de litière 
(mg / jour /g de vers) 

Production de turricules 
(g) 

Reproduction 

(cocons + juvéniles) 

 43 jours 

(n = 3) 

86 jours 

(n = 3) 

43 jours 

(n = 6) 

86 jours 

(n = 3) 

L. terrestris A. caliginosa

Atrazine+ 4,98 ±0,65 (a) 9,20 ±1,02 (a) 31,56 ±4,65 (a) 56,99 ±5,78 (a) 8 C 9 C + 1 J 
Atrazine- 5,35 ±1,46 (a) 7,53 ±0,83 (a) 28,58 ±2,76 (a) 42,81 ±9,54 (a,b) 9 C 12 C 

Des lettres différentes au sein d’un même colonne indiquent une différence statistique, 
(p = 0,05) selon le test U, Mann-Whitney. 
 
Indépendamment de l’application d’atrazine, la consommation journalière de litière par ver et par 
jour augmente significativement avec le temps d’incubation (Mann-Whitney U-test, 95%, n = 6, 
p = 0,0131). De même la production de turricules augmente sans que les différences notées 
soient significatives (163 mg vs 191 mg.jour–1.g-1 de ver à 43 jours et 86 jours respectivement ; 
Mann-Whitney U-test, 95%, n = 6, p = 0,5752). 
 
Au cours de l’Exp. 2, la production de turricules par jour et par gramme de vers est équivalente 
d’une récolte à l’autre malgré une production supérieure pour les microcosmes déstructurés 
après 21 jours d’incubation (tableau III.3). La présence de cocons et de juvéniles de l’espèce 
endogée A. caliginosa témoigne de la survie et de la reproduction des vers de terre. 
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Tableau III.3 Indices d’activité biologiques des vers : production de turricules et reproduction aux 
différents temps d’incubation (Exp. 2). 

Reproduction 
(cocons + juvéniles) 

Temps 
d’incubation 

Production de 
turricules 

(mg / jour / g de vers) 
L. terrestris A. caliginosa 

11 jours   46,6 ±  8,6 (a) / / 
21 jours 118,5 ±28,6 (a) / 1 J 
32 jours   69,8 ±28,3 (a) / / 
40 jours   89,9 ±  9,8 (a) / 1 C + 1 J 
50 jours   72,7 ±28,6 (a) / 1 C + 2 J 
60 jours   70,5 ±  9,4 (a) / / 

Des lettres différentes au sein d’un même colonne indiquent une différence statistique, 
(p = 0,05) selon le test U, Mann-Whitney. 
 
RESUME : l’atrazine n’affecte pas l’évolution pondérale des vers de terre. Une tendance à la 
diminution de biomasse est observée après 43 et 86 jours d’incubation (respectivement 17 % et 
12 %). Les pertes de biomasse ne sont toutefois pas significativement différentes entre les 
traitements avec et sans atrazine. Pour l’Exp. 2, la biomasse totale des lombriciens augmente 
significativement entre le début et la fin d’incubation. L’espèce A. caliginosa est plus touchée 
que L. terrestris en perte de biomasse et en mortalité. 
L’enfouissement de litière, la production de turricules et la reproduction ne sont pas affectés par 
la présence d’atrazine. La consommation de litière a tendance à augmenter avec l’allongement 
de la durée d’incubation. 
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III.3 Discussion 
 

III.3.1 Influence de l’atrazine 

En microcosmes, l'activité respiratoire du sol est augmentée de 24 % après application 
d'atrazine. L'utilisation de l’atrazine comme source de carbone par les micro-organismes du sol 
a été démontrée par divers travaux (Bekhi et Khan, 1986 ; Yanze-Kontchou et Gschwind, 1994 ; 
Radosevich et al., 1995 ; Struthers et al., 1998). Elle pourrait expliquer cet accroissement de 
carbone minéralisé. Cependant, la quantité d'atrazine apportée par microcosme (0,7 mg soit 
0,26 mg de carbone) est trop faible pour expliquer le surplus de carbone respiré 
(+ 94 mg / 86 jours). L’atrazine est également utilisée comme source d’azote par les micro-
organismes (Cook et Hütter, 1981 ; Cook, 1987 ; Mandelbaum et al., 1993 ; Radosevich et al., 
1995 ; Struthers et al., 1998). Les travaux de Alvey et Crowley (1995) et Houot et al. (1998) 
montrent que l’activité des micro-organismes du sol mesurée par l’expiration de CO2 et la 
minéralisation d’atrazine marquée sur le noyau sont indépendantes. A l'évidence, l'origine du 
surplus de carbone minéralisé provient de la matière organique du sol et / ou de la litière 
apportée. Ceci traduit donc que l'application d'herbicide conduit à une augmentation de l'activité 
minéralisatrice du carbone par les micro-organismes. Une stimulation des micro-organismes du 
sol après un apport de l’herbicide 2,4D a été obtenue alors que des apports répétés de cet 
herbicide conduisent au phénomène inverse i. e. une diminution de l’activité microbienne 
probablement liée à la toxicité des métabolites de dégradation (Prado et Airoldi, 2000). Andrea 
et al,. (2000) montrent pour différentes molécules de pesticides que la réponse des 
communautés microbiennes du sol (réponse enzymatique et biomasse microbienne) est nette 
mais transitoire. Un usage à long terme (20 ans) de l’atrazine en sols cultivés altère la 
composition de la communauté microbienne méthanotrophe sans en modifier ni son abondance 
sa fonction d’oxydation du méthane. (Seghers et al., 2003).  
 
 

III.3.2 Influence des lombriciens 

Quelle que soit l’échelle d’investigation, la présence de lombriciens augmente également la 
respiration du sol en présence ou non d’atrazine : au terrain en mésocosmes (+ 3 %), au 
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laboratoire en microcosmes avec du sol réhumecté en absence (+ 68 % ) et en présence 
(+ 22 %) d’atrazine ; au laboratoire en microcosmes avec du sol frais (+°62 %).  
Le surplus respiratoire lié aux vers s’atténue avec l’accroissement des échelles d’étude et ceci 
de façon non linéaire (microsite, ≈ 4 µg C-CO2.jour-1.g-1 sol sec – microcosme ≈1 µg C-CO2.jour-

1.g-1 sol sec – mésocosme ≈ 0,05 µg C-CO2.jour-1.g-1 sol sec). Plus l’échelle des dispositifs est 
multipliée, plus l’effet des lombriciens sur l’activité minéralisatrice du sol est dilué. Ceci souligne 
l’hétérogénéité des réponses biologiques en fonction des échelles d’investigation . 
 
Différents travaux (Cortez et al., 1989 ; Haimi et Huhta, 1990 ; Haimi et Einbork, 1992 ; Zhang et 
Hendrix, 1995 ; Binet et al., 1998) montrent qu’à court terme, la présence de vers (toutes 
espèces confondues) contribue à augmenter la minéralisation du carbone. Ceci est dû au 
métabolisme propre du ver et à la stimulation microbienne par l’activité lombricienne 
(Satchell, 1967 ; Binet et al., 1998). 
 La respiration moyenne des vers calculée, en absence d'atrazine, pour les deux espèces 
conjointes atteint 0,84 mg C-CO2 / jour / g de ver. Cette valeur est supérieure à celles rapportées 
par la littérature : 0,76 mg pour L. terrestris et 0,77 mg pour A. caliginosa (Byzova, 1965) et 
0,64 mg pour L. terrestris (Binet et al., 1998). Ceci pourrait être dû au fait que les individus 
L. terrestris, globalement responsables de la majeure partie de l'activité respiratoire détectée, 
étaient tous juvéniles dans notre expérimentation. 
 
 La stimulation microbienne en présence de vers, se traduit par l’augmentation de la 
respiration dans les microsites de sol créés par les vers, les galeries et les turricules. Une 
respiration stimulée du sol a été observée dans les parois de galeries (Binet, 1993 ; Tiunov et 
Scheu, 1999) et les turricules (Tiunov et Scheu, 2000b) L’activité de la macrofaune lombricienne 
conduit à un rajeunissement des populations microbiennes, à une plus forte mobilisation des 
nutriments microbiens et donc à une stimulation de l’activité microbienne (Coleman et al., 1983). 
Les turricules et galeries sont enrichis en carbone (turricules : Tiwari et al., 1989 ; Binet, 1993 ; 
Zhang et al., 2003 ; galeries : Binet, 1993 ; Fegel et al., 1998), en carbone issu de la litière 
(Jégou, 1998) surtout pour Lumbricus terrestris et dans des proportions moindres pour 
Apporectodea caliginosa. Ces microsites sont aussi enrichis en azote (turricules : Lunt et 
Jacobson, 1945 ; Parle, 1963b ; Tiwari et al., 1989, Binet, 1993 ; Zhang et al., 2003 ; galeries : 
Binet, 1993). Les turricules ont en général une diversité et des quantités de micro-organismes 
plus importantes que le sol non remanié (Parle, 1963a ; Shaw et Pawluk, 1986a ; Scheu, 1987 ; 
Tiunov et Scheu, 2000a,b) de même que les galeries (Tiunov et Dobrovolskaya, 2002 ; Tiunov 
et Scheu, 1999). La stimulation microbienne observée en présence de vers serait due à une 
utilisation de ces substances nutritives supplémentaires (produits de sécrétion et d’excrétion) 
que les invertébrés apportent (Lee, 1985). Scheu et al. (2002) précisent cette hypothèse en 
observant que la présence de vers diminue l’activité catabolique réelle des micro-organismes 
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par compétition pour la ressource. En revanche les lombriciens stimulent l’activité potentielle des 
microorganismes en optimisant leur utilisation de la ressource. Les auteurs observent ainsi une 
réponse plus rapide de la communauté microbienne au « pulse » de ressource et une 
exploitation plus efficace des nouvelles ressources. 
 

III.3.3 Influence croisée de l’atrazine et des lombriciens 

La minéralisation du carbone attendue dans un sol en présence des deux facteurs "vers" et 
"atrazine" devrait être supérieure à celle d'un sol où seulement l'un des deux facteurs s'exprime. 
Mais nos observations au laboratoire, en microcosmes (Exp. 1, sol sec réhumecté), ont montré 
que le sol inoculé avec des vers respirait davantage en absence qu’en présence d'atrazine 
(714 mg versus 640 mg, en 86 jours). La différence de biomasse lombricienne entre les deux 
modalités “ avec atrazine ” versus “ sans atrazine ” pouvant être responsable de ce phénomène, 
nous nous en sommes affranchis en exprimant la respiration par unité de biomasse de vers (g 
de ver). La minéralisation du carbone alors supérieure de 34 % après 86 jours en absence 
d'atrazine, confirme les précédents résultats. Il y a bien un effet atrazine sur les vers qui se 
traduit par une diminution de leur activité respiratoire et une tendance à la diminition de leur 
biomasse.  
 
Si l’on considère la respiration spécifique des vers (figure III.5, III.6, III.7), elle diminue mais elle 
ne peut toutefois être nulle sans mortalité de ces derniers. Aussi la stagnation de "l'effet vers" 
dans Exp. 1 (figure III.5) à partir de 55 jours peut n’être qu'apparent : une respiration de la 
microflore du sol différente et probablement plus élevée en absence de vers qu'en leur 
présence, masquerait la respiration des vers. Au contraire dans Exp. 2, la respiration liée aux 
vers augmente régulièrement sans plateau. L’artéfact expérimental lié à l’utilisation de sol 
réhumecté (Exp. 1) pourrait expliquer la différence entre Exp 1 et Exp 2 : La réhumectation 
brusque du sol constitue un stress qui conduit à une sur-activité des micro-organismes (flush 
microbien) (Binet, 1993). La respiration du sol A+ V- est supérieure dans l’Exp. 1 (sol réhumecté) 
par rapport à l’Exp. 2 (sol frais) : 4,0 µg C-CO2.jour-1.g-1 sol sec versus 1,5 µg C-CO2.jour-1.g-1 
sol sec. Dans un tel contexte, l’effet vers s’en trouve d’autant masqué, mais est effectif. 
 

III.3.4 Dynamique temporelle de l’activité respiratoire 

La minéralisation du carbone est spatialement hétérogène et variable au cours du temps. Elle 
est d’intensité différente selon les microsites de sol et elle évolue aussi différemment avec l’âge 
de ces structures (figure III.1).  
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Le surplus de respiration est maximal dans les turricules frais. Cependant un second surplus de 
respiration est observé dans les turricules et galeries âgés (40 et 50 jours). Cette augmentation 
pourrait correspondre à la mobilisation et à la minéralisation d’un 2e pool de carbone après 
épuisement d’un premier pool plus disponible. Ce 2e pool de carbone serait épuisé après 
62 jours. 
En microcosmes, malgré la température constante (12°C) et l’humidité maintenue, la respiration 
des sols s'affaiblit avec l'allongement de la durée d'incubation. Cet affaiblissement, à partir de 
40, 45 jours traduit vraisemblablement la stabilité du dispositif expérimental, activité sur-stimulée 
lors de la mise en place des microcosmes. 
 
 

III.3.5 Réponse des lombriciens à l’écotoxicité de l’atrazine 

D’une manière générale, les lombriciens présentent des réponses variables aux pesticides 
suivant la molécule, la dose et le mode d’application. Les effets toxiques de deux molécules 
molluscicides apportés sous forme de granulés, ont été étudiés sur L. terrestris et Allolobophora 
chlorotica chlorotica. Seul l’une d’entre elle provoque la mortalité des vers de terre (Fayolle et 
Stawiecki, 1990). Les activités d’Aporrectodea caliginosa sont inhibées par une exposition à une 
dose sublétale d’aldicarb, un insecticide nématicide (mélangé au sol de la colonne) (Texier et 
al., 1995). Après 4 ans, la réduction des utilisations de pesticides au champ (au moins de 50 % 
et pas d’application de nématicides, ni d’insecticides) n’a pas entraîné de différences 
écologiques significatives entre les populations de lombriciens (Tarrant et al., 1997). L’atrazine 
est un herbicide toxique pour les grenouilles Xenopus laevis (Hayes et al., 2002), les souris 
(Liskova et al., 2000) et diminue la production de cytokines humaines (Hooghe et al., 2000). 
Fischer (1989) a observé des mortalités, des retards de croissance, une diminution du potentiel 
de reproduction et une altération de l’épithélium intestinal chez Eisenia foetida après exposition 
à l’atrazine. Toutefois dans cette étude les doses par kilogramme de substrat étaient 260 à 
1300 fois supérieures à celles de nos expérimentations. Nos observations n’ont pas montré de 
toxicité aiguë de l’atrazine à court terme, toutefois aucune mesure écotoxicologique spécifique 
n’a été entreprise. Par contre à long terme, la respiration des lombriciens est ralentie en 
présence d’atrazine et les individus peuvent subir une perte pondérale mais qui n’est pas 
systématique (A caliginosa est ici plus touché que L terrestris). 
Une contamination radioactive à la surface des cocons a également été mise en évidence. Son 
origine peut être liée à une contamination de leur environnement immédiat ou à une 
contamination par l'intermédiaire du ver lors de la formation du cocon. La contamination à la 
surface des cocons ne semble pas interférer leur développement ni sur la survie des juvéniles 
obtenus. La contamination radioactive plus importante à la surface des vers s'explique par le 
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déplacement du ver, surtout dans les couches superficielles du sol où il se nourrit, et où 
l'atrazine est abondante. La probabilité de rentrer en contact avec les molécules herbicides est 
donc bien supérieure pour les vers.  
Aucun effet significatif n’est observé sur le comportement des lombriciens, ni sur la reproduction. 
Les différences observées entre les microcosmes avec et sans atrazine à propos des indices 
d’activité ne permettent pas de conclure à un effet direct significativement néfaste de l’atrazine 
sur les individus de nos expérimentations. La diminution de la respiration des vers en présence 
d'atrazine est l’effet le plus net observé. 
 
En conclusion, dans les conditions expérimentales définies aucune modification significative du 
comportement, ni des activités biologiques, ni de l’état physiologique des lombriciens n’a été 
constatée après une exposition prolongée à l’atrazine. Les lombriciens sont des ingénieurs des 
sols (Stork et Eggleton, 1992 ; Lavelle, 1997), et sont donc susceptibles d’être des acteurs 
potentiels de la régulation du devenir des molécules herbicides dans le sol.  
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Les lombriciens sont connus pour stimuler l’activité microbienne du sol. D’autre part, les micro-
organismes sont responsables de la minéralisation de l’atrazine. L’hypothèse, ici testée, est la 
contribution de la macrofaune lombricienne à la dégradation partielle ou totale de l’atrazine par 
stimulation de l’activité de la microflore dégradante. 

IV.1 Minéralisation de l’atrazine 
L’influence des lombriciens sur la minéralisation de l’atrazine à été étudié à différentes échelles 
d’investigation. 

IV.1.1 Le constat : minéralisation ralentie en présence de vers  

IV.1.1.a A l’échelle des colonnes de sol : les microcosmes 

9 Dynamiques de minéralisation 
Les dynamiques de minéralisation sont exprimées en pourcentage de carbone marqué au 14C, 
retrouvé sous forme de CO2 et issu de l’atrazine initiale appliquée, au cours des 86 et des 
62 jours d’incubation de l’Exp. 1 et 2 (figure IV.1 et 2). 
A partir de sol réhumecté, l’Exp. 1 en microcosmes, au laboratoire, nous a permis de suivre la 
minéralisation de l’atrazine, en présence et en absence de vers. La dynamique de minéralisation 
de l’atrazine est globalement supérieure en absence de vers. Elle présente deux phases : un 
début de minéralisation de l’atrazine rapide sans temps de latence qui augmente jusqu’au pic de 
minéralisation 7 et 9 jours après l’application d’atrazine (respectivement avec et sans vers 0,51 
et 0,74 % de l’atrazine initialement appliquée [U-ring-14C] par jour) avant de ralentir. La vitesse 
de minéralisation de l’atrazine se stabilise à moins de 0,25 % de la quantité initiale, 19 jours 
après son application. L'écart entre les deux modalités décroît progressivement de 45 % à 43 
jours (Test de Kruskal-Wallis, 95%, 43 j-, n = 6, p = 0,004) à 34 % à 86 jours (Test de Kruskal-
Wallis, 95%, 86 j-, n = 3, p = 0,050), mais reste significativement supérieure en absence de vers.  
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A partir de sol frais, l’Exp. 2, en microcosmes au laboratoire, nous a permis de suivre la 
minéralisation de l’atrazine, en présence et en absence de vers sur 62 jours. La dynamique de 

Figure IV.2 Dynamique de la minéralisation de l’[U-ring-14C]atrazine (en % de l’atrazine
initialement apportée) avec vers (A+ V+), sans vers avec enfouissement de la litière dans
une fausse galerie (A+ V-) et sans vers avec enfouissement de la litière sur la surface de
la colonne (A+ V2-), pendant 62 jours d’incubation (Exp. 2). Les barres indiquent les
erreurs standards. 

Figure IV.1 Dynamique de la minéralisation de l’[U-ring-14C]atrazine (en % de l’atrazine
initialement apportée) avec vers et sans vers, pendant 86 jours d’incubation (Exp. 1). Les
barres indiquent les erreurs standards. 
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minéralisation présente également deux phases : un ralentissement rapide de la minéralisation 
de l’atrazine jusqu’au 19e jour, suivi d’un ralentissement plus progressif. Aucun pic de 
minéralisation n’est observé et la vitesse de minéralisation diminue depuis le jour suivant 
l’application d’atrazine avec 0,26 et 0,23 % d’atrazine minéralisée en absence et en présence de 
vers (Test de Kruskal-Wallis, 95%, au jour 1, n = 18, p = 0,327). Après 19 jours d’incubation, la 
vitesse de minéralisation reste inférieure à 0,11 et 0,10 % respectivement sans et avec vers. 
Durant cette phase l’écart entre les deux modalités est inférieur ou égal à 0,02 % d’atrazine 
minéralisée par microcosme et par jour mais est parfois significatif (Test de Kruskal-Wallis, 95%, 
au jour 17, n = 15, p = 0,021 ; au jour 23, n = 12, p = 0,015). 
 

9 Atrazine totale minéralisée 
Les quantités cumulées d’atrazine minéralisée exprimées en pourcentage de carbone marqué 
au 14C de l’atrazine initiale appliquée, au cours des 86 et des 62 jours, sont représentées en 
figure IV.3 et 4. 

Figure IV.3 Minéralisation de l’[U-ring-14C]atrazine (en % de l’atrazine initialement apportée) 
avec vers (A+ V+) et sans vers (A+ V-), pendant 86 jours d’incubation (Exp. 1). Les barres 
indiquent les erreurs standards.  
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A partir de sol réhumecté, en microcosmes, au laboratoire (Exp. 1), les quantités cumulées 
d’atrazine minéralisée sont équivalentes sur les 30 premiers jours au sein des deux traitements 
avec et sans vers (figure IV.3). Après 25 jours d’incubation, les quantités diffèrent et l'écart entre 
les deux modalités s'accroît : après 86 jours un quart (24 %) en moins d'atrazine est minéralisé 
en présence de vers. Après 86 jours d’incubation, 15,2 % de l'apport initial d’atrazine est 
métabolisé en absence de vers et 11,7 % en présence de vers mais les quantités ne sont pas 
significativement différentes (Test de Kruskal-Wallis, 95%, 86 j-, n = 3, p = 0,127). 
 

Figure IV.4 Minéralisation de l’[U-ring-14C]atrazine (en % de l’atrazine initialement apportée) 
avec vers (A+ V+) et sans vers avec enfouissement de la litière dans une fausse galerie (A+ V-) et 
sans vers avec enfouissement de la litière sur la surface de la colonne (A+ V2-), pendant 62 jours 
d’incubation (Exp. 2). Les barres indiquent les erreurs standards. 
 
 
A partir de sol frais en microcosmes, au laboratoire (Exp. 2), les quantités cumulées d’atrazine 
minéralisée évoluent de manière similaire entre les différentes modalités (figure IV.4). Elles sont 
légèrement supérieures en absence de vers au cours de l’incubation. Après 62 jours 
d’incubation, 6,3 % de l'apport initial d’atrazine est métabolisé en absence de vers et 5,8 % en 
présence de vers (A+ V+ vs A+ V- : – 8%) mais ne sont pas significativement différentes (Test de 
Kruskal-Wallis, 95%, 62 j-, n = 3, p = 0,275). 
L’atrazine totale minéralisée en absence de vers et avec enfouissement de la litière sur toute la 
surface de la colonne est intermédiaire aux deux autres modalités jusqu’à 49 jours d’incubation. 
Le nombre de répétitions de cette modalité est moindre par rapport aux deux autres. Après 
déstructuration progressive, seul un microcosme représente A- V2-, après 51 jours, ce qui 
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explique l’augmentation de minéralisation en fin d’incubation avec 6,5 % de l’apport initial en fin 
d’incubation (A+ V- vs A+ V2- : – 3,6 %). 

IV.1.1.b A l’échelle des mésocosmes, au terrain 

 La dynamique de la minéralisation de l’atrazine, au terrain en mésocosmes (figure IV.5) 
présente également deux phases : une minéralisation rapide sur les 45 premiers jours avec des 
maximums à 24 jours (0,81 et 0,70 % d’atrazine minéralisée respectivement en absence et en 
présence de vers). Après le pic de minéralisation la vitesse ralentit et reste inférieure à 0,10 % 
après 80 jours. La dynamique de minéralisation de l’atrazine est globalement inférieure en 
présence de vers même si l’écart entre les deux modalités est faible et non significativement 
différent (Test de Kruskal-Wallis, 95%, à 24 jours, n = 6, p = 0,423). 
 

 
Les quantités cumulées d’atrazine minéralisée, en pourcentage de l’apport initial évoluent de 
manière similaire et asymptotique (figure IV.6). Le point d’inflexion se situe après le 24e jour.  
 
 
 

Figure IV.5 Suivi de la minéralisation de l’[U-ring-14C]atrazine (en % de l’atrazine
initialement apportée) avec vers (A+ V+) et sans vers (A+ V-), pendant 174 jours. Les
barres indiquent les erreurs standards. 
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Après 174 jours, les quantités totales d’atrazine minéralisée sont supérieures en absence de 
vers (+ 4 %), mais pas significativement différentes (Test de Kruskal-Wallis, 95%, à 174 jours, 
n = 6, p = 0,423). Après 6 mois, 31,3 % de l'apport initial d’atrazine est métabolisé en absence 
de vers et 30,0 % en présence de vers. 
 

IV.1.1.c A l’échelle des microsites de sol : minéralisation potentielle 
de l’atrazine 

Différents microsites de sol représentatifs de l’activité des vers et du sol non remanié par les 
vers ont été échantillonnés dans les microcosmes, après différents temps d’incubation (11, 21, 
32, 40, 50 et 62 jours). Après un second apport d’atrazine ces microsites de sol sont incubés 
pendant 26 à 29 jours. Les quantités cumulées d’atrazine minéralisées sont représentées en 
figure IV.7, suivant l’âge des microsites.  
Les turricules minéralisent des quantités d’atrazine supérieures aux autres microsites à 11 jours 
d’âge. Les quantités minéralisées au cours de l’incubation, diminuent progressivement et sont 
après 40 jours d’âge équivalentes au sol non remanié des premiers horizons. Après 62 jours les 
turricules minéralisent de faibles quantités d’atrazine équivalentes à celles minéralisées par le 
sol des horizons inférieurs (35,2 % de la quantité initiale). Les 200 % d’atrazine minéralisée à 

Figure IV.6 Minéralisation de l’[U-ring-14C]atrazine (en % de l’atrazine initialement apportée)
avec vers (A+ V+) et sans vers (A+ V-), pendant 174 jours. Les barres indiquent les erreurs
standards. 
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11 jours, dans les turricules correspondent à la minéralisation de la totalité (100 %) de l’atrazine 
apportée sur le microsite (2e apport) et à la minéralisation d’une partie de l’atrazine apportée sur 
les colonnes (1er apport) et retenue dans les turricules. Deux cas extrêmes se présentent :100 % 
du 2e apport minéralisé + 100 % du 1er apport soit 2,3 % de l’atrazine du 1er apport minéralisée 
(une fois recalculé en fonction de la quantité appliquée lors du 1er apport) ou bien 0 % + 200 %, 
soit 4,7 % (après recalcul) de l’atrazine du 1er apport minéralisée.  
Pour les galeries de 11 jours, les quantités minéralisées sont équivalentes à celle du sol non 
remanié des premiers horizons (V.G :65,8 % vs S.2 :59,3 %). Avec l’âge les quantités 
minéralisées diminuent et sont intermédiaires à celles minéralisées dans le sol non remanié des 
premiers horizons et des horizons inférieurs (à 62j-, V.G : 56,4 % vs S.2 :67,6 % et S.10 : 
37,2 %).  
Le sol non remanié par les vers minéralise des quantités différentes en fonction de sa 
profondeur et de la présence de vers dans le microcosme. Les quantités totales sont 
supérieures dans le sol non remanié des horizons de surface (0-2 cm et 2-5 cm : > 40 % 
d’atrazine minéralisée versus 5-10 cm et 10-15 cm : < 45 % de l’atrazine appliquée). Pour les 
horizons 0-2 cm et 2-5 cm, les quantités minéralisées dans le sol en absence de vers (S.2 et 
S.5) sont respectivement supérieures à celles minéralisées en présence de vers (V.2 et V.5). 
Les quantités minéralisées sont plus élevées pour V.10 et V.15 que pour S.10 et S.15. 
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Figure IV.7 Minéralisation de l’[U-ring-14C]atrazine (en % de l’atrazine initialement
apportée) dans les microsites de sol échantillonnés à 11, 21, 32, 40, 50, 62 jours à partir
des microcosmes sans vers (S.2, S.5, S.10, S15) et des microcosmes avec vers (V.2,
V.5, V.10, V15, V.T, V.G), (Exp. 2). Les barres indiquent les erreurs standards. 
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Pour les turricules, les galeries et le sol non remanié S.2, les taux de minéralisation sont les plus 
élevés respectivement à 11j-, à 11 et 40j-, et entre 30 et 50 jours d’âge. Pour le sol en 
profondeur, avec ou sans vers les taux sont inférieurs et relativement stables (<1,5 % 14C-CO2 
.jour-1.g-1, pour 5-10 et 10-15 cm) (figure IV.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
RESUME : la minéralisation de l’atrazine se fait en deux temps, après un pic consécutif à 
l’application de l’herbicide, le taux de minéralisation journalier se stabilise. Au terme de 
l’incubation ou de la période de suivi la quantité d’atrazine minéralisée est ralentie en présence 
de vers (en microcosmes :15,2 % versus 11,7 % avec du sol ré-humidifié, 6,3 % vs 5,8 % avec 
du sol frais ; au terrain : 31,3 % s 30,0 %). Dans les microsites de sol isolés à partir des 
microcosmes, la minéralisation potentielle de l’atrazine est toutefois supérieure dans les 
turricules à11 jours d’âge. Les quantités minéralisées y sont par la suite inférieures à celles dans 
le sol de surface. Les parois de galeries prélevées sur toute la hauteur de la colonne 
minéralisent des quantités d’atrazine inférieures au sol de surface sans vers et équivalentes à 
celles du sol de surface avec vers. 
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Figure IV.8 Taux de minéralisation de l’[U-ring-14C]atrazine (en % de l’atrazine initialement
apportée) dans les microsites de sol remaniés ou non par les vers et prélevés à différentes
profondeurs en fonction de leur d’âge. 
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Tableau IV.1 : Atrazine minéralisée et taux de minéralisation, durée et température d’incubation, 
conditionnement du sol, et échelle d’investigation, au cours des expérimentations 
 

Total minéralisé (% 14C-CO2) 
et taux de minéralisation 

(% 14C-CO2/ 24H / g sol sec) 

Echelle 
 

Durée 
(jours) 

Sans Vers Avec Vers 

Ecart V- / V+ 
(pourcentage) 

Sol (éq. sec) 
Température 

S.0 : 59,34 
0,23 

V.T : 199,83 
0,77 

+ 237 % 26 j- 
âge : 11 j-  V.G : 65,76 

0,25 
+ 11 % 

S.0 : 78,37 
0,29 

V.T : 57,92 
0,21 

- 26 % 27 j- 
âge : 21 j- 

 V.G : 27,21 
0,10 

- 65 % 

S.0 : 91,14 
0,33 

V.T : 83,29 
0,30 

- 8 % 28 j- 
âge : 32 j- 

 V.G : 44,10 
0,16 

- 52 % 

S.0 : 95,79 
0,34 

V.T : 76,78 
0,27 

- 20 % 28 j- 
âge : 40 j- 

 V.G : 66,07 
0,24 

- 31 % 

S.0 : 94,29 
0,33 

V.T : 65,97 
0,24 

- 30 % 29 j- 
âge : 50 j- 

 V.G : 63,63 
0,22 

- 33 % 

S.0 : 67,58 
0,23 

V.T : 35,17 
0,12 

- 48 % 

Microsites 
 

29 j- 
âge : 62 j- 

 V.G : 56,35 
0,19 

- 17 % 

10 g de sol 

Sol frais 

20°C 

Microcosmes 

 

86 j- 

 

15,33 

117,3.10-6 

11,68 

89,3.10-6 

- 24 % 1520 g de sol 

Sol réhumecté 
12°C 

Microcosmes 

 

62 j- 6,28 

66,6.10-6 

5,80 

61,5.10-6 

- 8 % 1520 g de sol 

Sol frais 

12°C 

Mésocosmes 

 

174 j- 31,34 

3,6.10-6 

29,99 

3,4.10-6 

- 4 % 50400 g de sol 

Sol frais 

Temp. extérieure 
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IV.2 Mécanismes impliqués dans le 

ralentissement de la minéralisation  
Il s’agit ici de déterminer si le ralentissement de la minéralisation de l’atrazine est lié aux 
interactions lombriciens-communautés microbiennes dégradant l’atrazine.  

IV.2.1 Effets du pré-traitement atrazine et des vers de terre sur la 

structuration des communautés microbiennes du sol 

Au cours de cette partie les communautés microbiennes des microsites de sol prélevés dans les 
microcosmes en présence et en absence de vers sont analysées. 

IV.2.1.a Rendement d ‘extraction 

Le rendement d’extraction des acides nucléiques i.e. ADN et ARN totaux varie de 0,03 à 
0,21 mg.g-1 de sol sec (tableau IV.2) et les différences ne sont pas constantes d’un traitement à 
l’autre. Les rendements d’extraction sont en général supérieurs dans les endentères et 
participent probablement à l’effet microsite observé en Modèle Linéaire Généralisé (tableau 
IV.3).  
 
Tableau IV.2 Rendement d’extraction (en mg.g-1 de sol sec) des acides nucléiques (ADN et 
ARN) dans les microsites sol non remanié en absence (S Se) et en présence (SV Se) de vers, 
dans les turricules (SV Tu), les galeries (SV Ga) et les endentères (SV En), issus des différentes 
modalités expérimentales avec ou sans atrazine et / ou avec ou sans inoculation de 
Pseudomonas sp. ADP. 

 S SA SP SPA 
S Se 0,12 (±0,02) 0,08 (±0,01) 0,04 (±0,01) 0,09 (±0,02) 
SV Se 0,05 (±0,01) 0,03 (±0,00) 0,16 (±0,01) 0,09 (±0,02) 
SV Ga 0,05 (±0,00) 0,19 (±0,02) 0,08 (±0,01) 0,09 (±0,01) 
SV Tu 0,20 (±0,04) 0,09 (±0,02) 0,08 (±0,01) 0,08 (±0,01) 
SV En 0,16 (±0,00) 0,21 (±0,08) 0,14 (±0,02) 0,17 (±0,01) 
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Tableau IV.3 Modèles linéaires généralisés des rendements d’extraction des acides nucléiques 
en fonction des facteurs pré-traitement à l’atrazine (A)atrazine, inoculation de Pseudomonas sp. 
ADP (P), microsites de sol (M) et de leurs interactions.  

 Rendement 
d’extraction 

 F P 
Atrazine 0,41 0,526
Pseudomonas sp, Adp 2,15 0,151
Microsites 8,21 0,000
A*P 0,00 0,970
A*M 7,14 0,000
P*M 7,33 0,000
A*P*M 5,29 0,002

 

IV.2.1.b Communautés microbiennes au sein des microsites de sol 

La structure des communautés microbiennes des différents microsites de sol a été évaluée en 
appliquant l’Analyse des espaces inter-géniques des ribosomes (RISA) sur l’ADN extrait 
directement des échantillons de sol. La RISA a révélé le polymorphisme de longueur de l’espace 
inter-génique 16S-23S de l’opéron bactérien (Borneman, 1997 #322). La RISA effectuée sur 
l’ADN extrait directement du sol non remanié sans vers (S-Se), avec vers (Sv-Se), le sol des 
parois de galeries (Sv-Ga), des turricules (Sv-Tu) et des endentères (Sv-En) échantillonnés des 
microcosmes des modalités avec ou sans atrazine et avec ou sans inoculation de Pseudomonas 
sp. ADP (S, SA, SP et SPA) a permis de mettre de évidence des profils complexes (30 ou 40 
bandes par échantillon) (figure IV.9 et 10). Dans la plupart des cas , ils étaient similaires entre 
les répétitions. Leur comparaison permet de différencier trois types de sols. L’analyse en 
composante principale basée sur l’intensité et le nombre de bandes observées nous a permis de 
différencier les communautés bactériennes associées aux différents traitements (figure IV.11a, 
b, c, d).  
Pour le sol S le premier et le second axes résument respectivement 53,5 % et 15,1 % de l’inertie 
(figure IV.11a). Le premier axe permet de différencier les communautés bactériennes suivant 
leur microsite d’origine. Les communautés de S-Se, Sv-Se et Sv-Tu sont assez similaires et 
fortement différentes de celles de Sv-Ga et Sv-En. Les vers ont donc modifié la structure globale 
de la microflore du sol. 
Pour le sol SA, le premier et le second axes résument respectivement 40,99 % et 20,11 % de 
l’inertie (figure IV.11b). Seules les communautés bactériennes du sol des endentères (Sv-En) se 
différencient de celles des autres microsites qui sont, dans ce cas très similaires. L’application 
d’atrazine a modifié l’impact des vers sur la structuration des communautés microbiennes.  
Pour SP, le premier et le second axes résument respectivement 42,58 % et 23,28 % de l’inertie 
(figure IV.11c). Suivant l’axe 2, le sol bioturbé par les vers se différencie du sol non remanié (Sv-
En, Sv-Tu, Sv-Ga vs Sv-Se, S-Se). En fonction de l’axe 1 les communautés bactériennes de Sv-
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EN se différencient de celles de (Sv-Tu, Sv-Ga). Les vers ont donc modifié la structure de la 
microflore du sol. La présence de Pseudomonas sp. ADP a modifié la structure globale des 
communautés (SP vs S). 
Pour SPA, le premier et le second axes résument respectivement 72,50 % et 12,47 % de 
l’inertie (figure IV.11d). Suivant l’axe 1, les communautés bactériennes de l’endentère se 
différencient de celles des autres microsites de sol. Suivant l’axe 2 les communautés 
bactériennes de S-Se se différencient de celles de Sv-Se, Sv-Tu et Sv-Ga. L’interaction entre 
atrazine et Pseudomonas sp. ADP a modifié significativement la structure globale des 
communautés.  
 
Pour les champignons les analyses statistiques sont en cours mais il semble que les 
communautés fongiques soient également structurées par les lombriciens.  
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Figure IV.9 Gels acrylamides (6 %) des Risa 16s 23s (PCR IGS), traduisant la diversité bactérienne dans les microsites 
de sol (S-Se, SvSe, SvTu, Sv-Ga et Sv-En), des modalités S et SA.
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Figure IV.10 Gels acrylamides (6 %) des Risa 16s 23s (PCR IGS), traduisant la diversité bactérienne dans les microsites de sol (S-Se, 
SvSe, SvTu, Sv-Ga et Sv-En), des modalités SP et SPA.
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Figure IV.11 : Analyse en Composantes Principales (ACP) des Risa 16s et 23s sur les microsites
de sol (S-Se, SvSe, SvTu, Sv-Ga et Sv-En), des modalités S, SA, SP et SPA. 
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IV.2.2 Effet du pré-traitement atrazine et des vers de terre sur 

l’activité des communautés microbiennes 

IV.2.2.a Niveau d’activité de la microflore au sein des microsites de 
sol 

Le ratio ADN / ARN témoigne du niveau d’activité de la microflore tellurique dans les différents 
microsites de sol en fonction des quatre modalités étudiées (figure IV.12 ). Le niveau d’activité, 
inversement proportionnel au ratio ADN / ARN est globalement supérieur au sein des microsites 
turricules et endentères (effet microsite, MLG A, tableau IV.4). Il est similaire dans les microsites 
de sol non remanié en présence et en absence de vers quelle que soit la modalité (SV-Se et S-
Se). Le niveau d’activité dans les galeries prélevées à partir du sol non inoculé (S et SA) ont un 
niveau d’activité intermédiaire à celui des turricules - endentères et du sol non remanié. 
L’analyse en Modèle Linéaire Généralisé confirme l’effet des microsites sur le niveau d’activité 
de la microflore. L’atrazine comme l’inoculation de Pseudomonas sp. ADP n’a pas d’effet sur le 
niveau l‘activité de la microflore (MLG A, tableau IV.4). En revanche les galeries et le sol non 
remanié (S-Se et SV-Se), ont un niveau d’activité respectivement inférieure et supérieur dans 
SP et SPA (effet P*M, MLG A, tableau IV.4). L’analyse en Modèle Linéaire Généralisé confirme 
l’effet de l’interaction entre les microsites et Pseudomonas sp. ADP.  
 

 
 
 

Figure IV.12 Ratio ADN / ARN des extractions d’acides nucléiques à partir des
microsites de sol non remanié en présence et en absence de vers, parois de galeries,
turricules et endentères à la suite d’incubation de colonnes avec ou sans atrazine
et / ou avec ou sans inoculation de Pseudomonas sp. ADP. Les barres indiquent les
erreurs standards. 
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Tableau IV.4 Modèles linéaires généralisés des ratio ADN / ARN des extractions d’acides 
nucléiques en fonction des facteurs pré-traitement à l’atrazine (A) atrazine, inoculation de 
Pseudomonas sp. ADP (P), microsites de sol (M) et de leurs interactions.  

 Rendement 
d’extraction 

 F P 
Atrazine 0,06 0,807
Pseudomonas sp, Adp 0,01 0,916
Microsites 13,62 0,000
A*P 6,41 0,016
A*M 3,55 0,016
P*M 9,78 0,000
A*P*M 3,31 0,021

 

IV.2.2.b Cinétique de minéralisation de l’atrazine  

Les microsites de sol échantillonnés (0,5 g) à partir des microcosmes des quatre modalités (S, 
SA, SP et SPA) sont soumis à une seconde application d’atrazine. La minéralisation de 
l’atrazine est exprimée en pourcentage de l’atrazine initiale minéralisée au cours des 28 jours 
d’incubation (figure IV.13).  
Le modèle de Gompertz est appliqué aux données issues de l’analyse de la minéralisation de 
l’atrazine au sein de microsites échantillonnés de microcosmes incubées avec ou sans atrazine 
et / ou avec ou sans Pseudomonas sp. ADP. Trois constantes sont extraites des courbes 
modélisées (tableau IV.2.) : la quantité totale d’atrazine minéralisée après 28 jours d’incubation 
(en pourcentage de l’atrazine marquée au 14C apportée), la pente de la courbe de Gompertz qui 
traduit la vitesse de minéralisation et le point d’inflexion qui traduit le temps à partir duquel la 
vitesse de minéralisation ralentit.  
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En absence de Pseudomonas sp. ADP (S et SA) la minéralisation est similaire dans et entre le 
traitement S et A. La minéralisation totale de l’atrazine n’y excède pas 20 % par rapport à 
l’atrazine apportée(constante de Gompertz). La minéralisation de l’atrazine est un peu réduite au 
sein des microsites parois de galeries et turricules (15 % de l’atrazine appliquée). Le pré-
traitement atrazine ne modifie pas la minéralisation (analyse MLG : pas d’effet atrazine 
tableau IV.5 et SA versus S figure IV.13). 
 

Figure IV.13 Minéralisation de l'atrazine au sein de microsites de sol (sol non remanié en
présence et en absence de vers, parois de galeries et turricules) isolés à partir de colonnes
incubées avec ou sans atrazine et / ou avec ou sans inoculation de Pseudomonas sp. ADP. 
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Tableau IV.5 Constantes des modèles de Gompertz appliqués aux courbes de minéralisation de 
l’atrazine au sein des microsites de sol (sol non remanié en présence et en absence de vers, 
parois de galeries et turricules) isolés à partir de colonnes incubées avec ou sans atrazine 
et / ou avec ou sans inoculation de Pseudomonas sp. ADP. 

Traitement Microsites 14C-CO2 (%) Pente 
(min-1) 

Point 
d’inflexion 

(days) 
S     -Se 15,49 ±2,76 10,30 ±0,89 17,75 ±0,91 

V-Sv 20,96 ±2,79 10,29 ±0,88 18,13 ±1,04 
V-Ga 13,64 ±9,79 10,01 ±1,66 17,02 ±1,95 
V-Tu 14,58 ±6,95 10,43 ±0,94 18,30 ±0,75 

SA     -Se 18,79 ±8,37 10,89 ±2,82 18,95 ±4,97 
V-Sv 18,26 ±0,59 11,32 ±2,90 19,31 ±4,85 
V-Ga 14,82 ±2,10 6,34 ±5,75 19,73 ±1,24 
V-Tu 18,08 ±1,02 10,71 ±3,91 21,35 ±3,00 

SP     -Se 77,72 ±1,06 5,79 ±4,95 19,13 ±2,18 
V-Sv 81,29 ±8,09 6,69 ±5,32 17,16 ±2,30 
V-Ga 4,76 ±2,52 11,58 ±3,16 19,69 ±5,87 
V-Tu 13,30 ±1,22 11,52 ±3,18 19,38 ±6,05 

SPA     -Se 74,68 ±0,84 10,94 ±4,02 21,22 ±4,51 
V-Sv 74,09 ±0,68 8,86 ±2,54 18,68 ±1,39 

 V-Ga 18,52 ±7,02 9,62 ±3,61 16,88 ±2,59 
 V-Tu 12,74 ±4,03 9,62 ±3,61 19,18 ±0,67 

 
 
Tableau IV.6 Modèles linéaires généralisés des constantes des modèles de Gompertz (quantité 
minéralisée 14C-CO2, pente et point d’inflexion) en fonction des facteurs pré-traitement à 
l’atrazine (A) atrazine, inoculation de Pseudomonas sp. ADP (P), microsites de sol (M) et de 
leurs interactions. 

 14C-CO2 Pente Point 
d’inflexion 

 F P F P F  P 
Atrazine 0,53 0,473 0,01 0,917 0,38 0,543 
Pseudomonas sp, Adp 369,99 0,000 0,15 0,704 0,73 0,401 
Microsites 183,09 0,000 5,24 0,005 2,51 0,077 
A*P 0,04 0,852 1, 70 0,203 1,65 0,208 
A*M 3,05 0,043 1,65 0,198 0,92 0,441 
P*M 151,34 0,000 1,73 0,182 1,40 0,261 
A*P*M 2,37 0,090 1,40 0,263 0,85 0,477 

 
En présence de Pseudomonas sp. ADP, les quantités totales d’atrazine minéralisée sont 5 fois 
supérieurs dans le sol non remanié en présence et en absence de vers (SP-Se, SP-Sv, SPA-Se 
et SPA-Sv) par rapport aux turricules et galeries des modalités S, SA, SP, SPA (constante de 
Gompertz). L’inoculation de Pseudomonas sp. ADP augmente le potentiel de minéralisation de 
l’atrazine au sein du sol. L’effet de la bactérie sur les quantités minéralisées est statistiquement 
validé par l’analyse MLG (tableau IV.6). Les quantités totales minéralisées au sein des 
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microsites de sol non remaniés par les vers et inoculés (SP-Se, SP-Sv, SPA-Se et SPA-Sv) sont 
du même ordre que celles observées dans les cas de dégradation accélérée de l’atrazine au 
sein de sol adaptés (70-80 % de l’atrazine appliquée minéralisée rapidement).  

 
 
Dans les turricules et les parois de galeries, en présence de Pseudomonas sp. ADP, la 
minéralisation atteint seulement 20 % de l’atrazine appliquée  (SP-Ga, SPA-Ga, SP-Tu et SPA-
Tu). L’effet des microsites sur la vitesse de minéralisation (pente) et les quantités minéralisées 
(%14C-CO2) est statistiquement validé par l’analyse MLG (tableau IV.6). La différence de 
minéralisation entre le sol non remanié de SP et SPA et le sol non remanié S et SA d’une part et 
les turricules et galeries de tous les traitements (S, SA, SP et SPA) est soulignée en figure IV.14 
où l’atrazine totale minéralisée (constante des courbes de Gompertz) est représentée en 
fonction de la pente (constante des courbes de Gompertz). Après bio-augmentation de la 
bactérie dégradant l’atrazine, Pseudomonas sp. ADP, l’action des vers (ingestion du sol, 
construction de galeries) ralentit la minéralisation de l’herbicide au sein de sol remanié. L’apport 
d’atrazine, l’inoculation de Pseudomonas sp. ADP et les microsites n’ont pas d’effet sur la point 
d’inflexion des courbes modélisées de minéralisation. 

Figure IV.14 Atrazine totale minéralisée (%14C-CO2) en fonction de le pente des cinétiques de
minéralisation (min-1), à partir des constantes des courbes modélisées (Gompertz), dans les
microsites de sol (sol non remanié en présence et en absence de vers, parois de galeries et
turricules) isolés à partir de colonnes incubées S, SA, SP et SPA. 
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IV.2.2.c Quantification du nombre de copie des gènes Atz A, B et C 
par PCR en temps réel 

Les gènes codant pour les trois premières enzymes intervenant dans la dégradation de 
l’atrazine (voie de dégradation hydroxyatrazine) ont été quantifiés par PCR en temps réel dans 
des microsites de sol échantillonnés à partir des microcosmes des quatre traitements (S, SA, SP 
et SPA).  
Les quantités de gènes AtzA, B et C dans les microsites suivent sensiblement le même profil 
(figure IV.15 ).  
Dans S et SA, les gènes sont inférieurs à 100 000 copies gr-1 sol dans tous les microsites de sol 
(S-Se, Sv-Se, Sv-Ga, Sv-Tu et Sv-En) sauf pour AtzA dans l’endentères et pour des échantillons 
à forte variabilité. Le pré-traitement à l’atrazine n’affecte pas les quantités de gènes AtzB et C  
(S versus SA et MLG tableau IV.7). 
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Figure IV.15 Quantités de gènes AtzA, B et C dans les microsites de sol (sol non remanié en
présence et en absence de vers S-Se et Sv-Se, parois de galeries Sv-Ga, turricules Sv-Tu et
endentères Sv-En) échantillonnés à partir des microcosmes des 4 modalités S, SA, SP et SPA. 
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Tableau IV.7 Modèles linéaires généralisés des quantités de gènes AtzA, B et C en fonction des 
facteurs pré-traitement à l’atrazine (A)atrazine, inoculation de Pseudomonas sp. ADP (P), 
microsites de sol (M) et de leurs interactions.  

 Atz A Atz B Atz C 
 F P F P F  P 
Atrazine 6,59 0,015 1,19 0,284 1,34 0,254 
Pseudomonas sp, Adp 35,85 0,000 115,54 0,000 30,51 0,000 
Microsites 2,84 0,038 6,88 0,000 6,90 0,000 
A*P 0,00 0,976 1,86 0,181 3,65 0,064 
A*M 5,70 0,001 7,07 0,000 6,29 0,001 
P*M 32,01 0,000 19,77 0,000 15,21 0,000 
A*P*M 4,97 0,003 6,14 0,001 10,22 0,000 

 
Dans SP et SPA, les quantités de gènes sont supérieures (de 70 000 à 287 000 copies.gr-1 sol) 
dans le sol non remanié (S-Se et Sv-Se). L’inoculation de Pseudomonas sp. ADP a augmenté 
les quantités de gènes AtzA, B et C dans les microsites (MLG : effet du facteur Pseudomonas, 
tableau IV.7). L’effet de Pseudomonas est indépendant du pré-traitement atrazine (MLG : pas 
d’effet atrazine ni d’interaction entre les facteurs atrazine et Pseudomonas, tableau IV.7). Les 
quantités de gènes Atz dans les parois de galeries sont intermédiaires (environ 150 000 
copies.gr-1 sol) aux quantités mesurées dans le sol non remanié et à celles mesurées dans les 
turricules et les endentères (environ 50 000 copies gr-1 sol). L’effet microsite est statistiquement 
validé par l’analyse MLG traduit l’action des vers au sein d’un sol inoculé avec la bactérie 
dégradante. Durant l’ingestion et dans une moindre intensité lors du creusement de galeries, les 
lombriciens sont responsables d’une diminution des quantités de gènes Atz dans le sol. 
 
 
RESUME : l’action des vers sur la communauté dégradant l’atrazine (Pseudomonas sp. ADP) 
inoculée dans les microcosmes se traduit par un ralentissement de la minéralisation d’au moins 
50 %-75 % (données brutes-données modélisées, Gompertz). En revanche le sol non remanié 
et en présence de Pseudomonas sp. ADP présente une forte minéralisation de l’atrazine (80 % 
vs 20 %) du type des sols adaptés à la dégradation accélérée de l’atrazine. Malgré un niveau 
d’activité supérieur dans les turricules les galeries et les endentères, l’effet de la bio-
augmentation (inoculation de Pseudomonas sp. ADP) est ici réduit par l’action des lombriciens : 
les lombriciens restructurent les communautés bactériennes dans les turricules et les parois de 
galeries. De plus les quantités de gènes AtzA, B et C codant pour des enzymes responsables 
de la dégradation de l’atrazine sont inférieures dans ces microsites de sol créés par les 
lombriciens (+ endentère). 
Le sol n’est pas initialement adapté à la dégradation accéléré de l’atrazine. 
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IV.3 Discussion 
 

IV.3.1 La présence des lombriciens ralentit la minéralisation de 

l’atrazine 

Nous avons montré à différentes échelles d’investigations spatiales (microcosme et 
mésocosme) et temporelles (cinétiques de 62, 86 et 174 jours) que la minéralisation effective de 
l’atrazine est ralentie en présence de vers. Ce ralentissement varie en fonction des tailles des 
dispositifs expérimentaux et du conditionnement du sol : - 24 % en microsome avec du sol 
réhumecté (après 86 jours), - 8 % en microsome avec du sol frais (après 62 jours) et – 4 % en 
mésocosmes au terrain (après 174 jours).  
L’effet des lombriciens sur la minéralisation de l’atrazine dans les sols est toujours débattu 
puisque les rares résultats reportés dans la littérature sont contradictoires. Récemment 
Farenhorst et al. (2000a) ont observé une minéralisation inférieure de l’atrazine en présence de 
Lumbricus terrestris : - 32 % après 46 jours d’incubation à 12°C, dans 100 g de sol frais (13 % 
d’humidité) fréquemment mélangés et – 26 % après 68 jours d’incubation à 12°C, en colonnes 
de sol frais (sol d’humidité 13 %, ramenée à 25 % avant compaction). Notre étude appuie les 
observations de Farenhorst et al. (2000a). Les quantités d’atrazine minéralisées avec vers sont 
réduites de - 24 %, - 8 % et - 4 % respectivement en microcosmes après 86 et 62 jours et en 
mésocosmes, après 174 jours. A l’inverse, d’autres auteurs rapportent que les lombriciens 
augmentent la minéralisation de l’atrazine. Meharg (1996) observe un doublement de la 
minéralisation de l'atrazine en présence de l’espèce anécique L. terrestris, après 4 semaines, à 
température ambiante (15-23°C) dans des microcosmes de 40 g de sol. Plus récemment une 
minéralisation supérieure de + 47 % a été démontrée avec une autre espèce anécique 
Aporrectodea longa (34 % vs 0,7 % avec vs sans vers) après 4 semaines dans des 
microcosmes de 2 kg (Gevao et al., 2001). 
 
Ces contradictions ne sont probablement qu’apparentes et principalement dues à des 
différences dans les durées des expérimentations : une minéralisation accrue de l’atrazine en 
présence de vers à courte échelle (moins de un mois) (Meharg, 1996 ; Gevao et al., 2001) ; une 
minéralisation ralentie au delà d’un mois (Farenhorst et al., 2000a ; notre étude). Des 
différences de protocoles rendent difficiles les comparaisons. Les microcosmes constitués soit 
de flacons de sol, soit de colonnes de sol compactées produisent des écarts dans le ratio 
biomasse des vers / quantité de sol ainsi que dans le comportement des vers (1,27 g / 40 g 
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versus 3,63 g / 1,5 Kg respectivement Meharg (1996) et notre étude). En outre la compacité du 
sol détermine l’intensité de bioturbation du sol par les vers (Binet et al., 1997). 
De même, les caractéristiques du sol utilisé peuvent créer des différences entre les 
expérimentations. L’atrazine est une molécule basique facilement protonée, sensible au pH et 
qui manifeste une forte réactivité moléculaire pour la matière organique et la fraction argileuse 
de la matrice de sol (Khan, 1978 ; Hance, 1988 ; Laird et al., 1992). Selon les études de Meharg 
(1996) et de Gevao et al. (2001), l’augmentation de la minéralisation en présence de vers était 
obtenue pour des sols riches en matière organique (sol d’un horizon de forêt de hêtre et de pins, 
et sol cultivé, avec 9,9 % de matière organique) mais avec des pH différents (4,4 et 6,8). Le 
ralentissement de la minéralisation en présence de vers observé dans les deux 
expérimentations avec des colonnes de sol compactées (Farenhorst et al., 2000a ; notre étude) 
ont été obtenues avec des sols cultivés limoneux similaires, légèrement acides (6,35 et 6,40) et 
de faibles quantités de matières organiques (1,63 % et 1,80 %). Meharg (1996) explique la 
minéralisation plus rapide en présence de vers par une plus grande biodisponibilité de l’atrazine 
due à sa plus faible adsorption et rétention dans le sol enrichi en mucus déposé par les vers. 
Gevao et al. (2001) ont, quant à eux, suggéré une augmentation de l’activité microbienne et 
surtout de celle des bactéries capables de minéraliser l’atrazine. Ces bactéries faisant partie de 
la communauté bactérienne du tube digestif des vers A. longa, auraient été ajoutées durant le 
transit. Ainsi pour comprendre les mécanismes fins par lesquels les lombriciens agissent, deux 
facteurs doivent être considérés : i) les changements en substrat carboné qui se produisent via 
les activités lombriciennes et qui peuvent être déterminants selon la teneur en carbone du sol 
initial et aussi ii) les changements dans la taille de la microflore capable de minéraliser l’atrazine 
non mesurées dans les expérimentations citées. 
 
Parmi nos expérimentations, le ralentissement de la minéralisation de l’atrazine en présence de 
vers est moindre dans Exp. 2 que dans Exp. 1 (– 8 % vs- 24 %). Pour Exp. 2, les turricules ne 
sont pas collectés ni retirés en cours d’incubation (pas de sur-activité des vers) et surtout le sol 
utilisé est frais (pas sur-activité microbienne liée au flush), ce qui explique vraisemblablement le 
ralentissement plus faible. Même s’il est moindre, le ralentissement de la minéralisation 
demeure effectif dans Exp. 2, après 62 jours (- 8 %) et au terrain en mésocosmes après 
174 jours (- 4 %). Les facteurs limitants la métabolisation des pesticides peuvent être microbiens 
ou chimiques (Scheunert, 1992). Il est désormais bien admis que la présence de lombriciens 
change les conditions microbiennes du sol. En effet, ces derniers modifient la structure des 
communautés de micro-organismes en enfouissant la litière où ils se développent, en 
s'alimentant de certains champignons ("broutage") et en bioturbant le sol (Cooke et Luxton, 
1980 ; Binet, 1993). Les quantités et la diversité des micro-organismes sont modifiées dans les 
turricules (Parle, 1963a ; Shaw et Pawluk, 1986a ; Scheu, 1987 ; Tiunov et Scheu, 2000a,b) et 
les galeries (Tiunov et Dobrovolskaya, 2002 ; Tiunov et Scheu, 1999). Les interactions que les 
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vers entretiennent avec les micro-organismes ont probablement joué un rôle essentiel dans 
notre étude. 
L’action des vers sur les micro-organismes se traduit majoritairement par une modification du 
rapport de densité de champignons et de bactéries dans le milieu, en faveur des bactéries (Blair 
et al., 1995). Zhang et Hendrix (1995) ont développé l’hypothèse qu’en modifiant le ratio 
bactéries / champignons, les lombriciens pouvaient favoriser la minéralisation par rapport à un 
sol sans vers. Deux essais ont été entrepris pour pallier les différences de développement de 
champignons filamenteux saprophages à la surface de la litière entre les microcosmes sans 
vers et avec vers (Binet, 1993) : un enfouissement partiel de la litière sur la surface du sol 
(Exp 1) et un enfouissement dans une fausse galerie (Exp 2). Entre les deux méthodes aucune 
différence n’a été observée concernant le développement de champignons en surface. De 
même, aucune différence dans les quantités d’atrazine minéralisées n’est observée entre ces 
deux méthodes (figure IV.2 et IV.4). Le ralentissement de la minéralisation de l’atrazine ne 
semble donc pas lié à un développement anarchique de champignons en surface dans les 
microcosmes sans vers. Toutefois il est vraisemblablement lié à la restructuration des 
communautés de microorganismes par les vers. Il convient donc de s’intéresser aux microsites 
de sol créés par les vers de manière à appréhender l’hétérogénéité du processus de 
minéralisation de l’atrazine. 
 

IV.3.2 Hétérogénéité spatiale et temporelle de la minéralisation de 

l’atrazine, à l’échelle du microsite 

Nous avons cherché à expliquer le ralentissement de la minéralisation de l’atrazine en présence 
de vers observé à l’échelle des microcosmes. Dans ce but, nous avons échantillonné le sol des 
dispositifs de manière à définir des microsites de sol représentatifs de l’activité des vers et sur 
lesquels les mesures ont été ciblées. Nous avons ensuite mesuré la minéralisation potentielle de 
l’atrazine dans chacun des microsites de sol qui reflète les capacités des micro-organismes du 
sol à dégrader. La minéralisation potentielle est obtenue par une double application d’atrazine et 
des conditions d’incubation optimales des microsites de manière à maximiser le processus de 
minéralisation. 
Les turricules de 10 jours d’âge minéralisent au moins deux fois plus que le sol non remanié de 
surface (0-5 cm). Avec le vieillissement, l’écart diminue et s’inverse. La minéralisation dans les 
turricules est alors inférieure (- 9 % à – 48 % pour des âges de 30 à 62 jours) et équivalente à 
celles très faibles mesurées dans le sol non remanié en profondeur. Le sol non remanié de 
surface (0-2 et 2-5 cm) minéralise des quantités supérieures d’atrazine que le sol situé en 
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profondeur (5-10 et 10-15 cm). D’autre part le sol de surface minéralise davantage d’atrazine en 
absence de vers qu’en leur présence.  
 
Différentes hypothèses peuvent expliquer le ralentissement de la minéralisation avec le 
vieillissement des turricules.  
 La diminution d’atrazine minéralisée dans les turricules avec l’âge pourrait correspondre à 
un épuisement de la molécule dans le sol. Seulement 6,3 % et 5,8 % de l’atrazine appliquée sur 
les colonnes sans et avec vers ont été minéralisés, après 62 jours. Il ne s’agit donc pas d’un 
épuisement de la molécule. 
 
 Si la minéralisation est moindre avec l’âge des turricules, mais que la molécule y est 
toujours présente, il est possible que la disponibilité ou l’accessibilité de la molécule soit en 
cause. La quantité d’atrazine non extractible augmenterait et sa biodisponibilité pour la 
dégradation par les micro-organismes diminuerait. Nous avons montré (chapitre V, figure V.2 et 
V.3.) que si les quantités d’atrazine diminuent dans les turricules, l’atrazine disponible y est 
encore suffisamment abondante. 
 
 Puisque la molécule est présente et disponible, la diminution de minéralisation dans les 
turricules par rapport au sol non remanié peut alors correspondre à une activité microbienne 
limitée dans le microsite. 
Une humidité moindre du sol peut limiter l’activité microbienne et donc la minéralisation de 
l’atrazine. Malgré les apports d’eau en surface de microcosmes, les turricules s’assèchent en 
vieillissant. On peut s’interroger sur le rôle de l’assèchement lors du vieillissement des galeries 
et turricules dans le ralentissement de la minéralisation. En effet la galerie est un milieu moins 
exposé que le turricule et s’assèche donc moins vite. Or les galeries comme les turricules ont 
une activité microbienne plus élevée (respiration) mais minéralisent moins l’atrazine que le sol 
non remanié de surface (sauf à 10 jours d’âge). De plus ce sol en surface est également très 
exposé à l’assèchement. Puisque la minéralisation du carbone total est supérieure au sein des 
microsites turricules et galeries, ce ne sont pas des conditions défavorables aux micro-
organismes qui sont en jeu mais des conditions défavorables à la dégradation de l’atrazine, à 
savoir sa disponibilité ou la capacité dégradante de la microflore. 
 
 Si les conditions nécessaires au développement des activités microbiennes sont réunies, il 
se peut que les communautés microbiennes dégradantes soient affectées par l’action de 
bioturbation des lombriciens dans les microsites turricules et galeries.  
L’expérimentation avec inoculation de la bactérie dégradant l’atrazine, Pseudmonas sp. ADP 
permet de préciser les mécanismes du ralentissement de la minéralisation de l’atrazine en 
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présence de vers. La compartimentation du sol par le ver accroît davantage l’hétérogénéité 
spatiale et temporelle de la dégradation de l’atrazine. 
 
Au cours de cette expérimentation nous avons montré que les communautés bactériennes sont 
structurées lors de l’ingestion du sol ou de la construction des galeries. Le sol inoculé retrouvé 
dans les turricules et les galeries minéralise des quantités équivalentes d’atrazine au sol non-
inoculé par Pseudmonas sp. ADP. De même, les quantités de gènes AtzA, B et C codant pour 
des enzymes responsables de la dégradation de l’atrazine, sont équivalentes dans les turricules 
à celles dans le sol non inoculé. Pour les galeries, les quantités sont intermédiaires. La taille de 
la communauté Pseudomonas sp. ADP inoculée (obtenue par séquençage et analyse en T-
RFLP, données non présentées ici) est inférieure dans les galeries et surtout dans les 
endentères et les turricules. C’est l’ingestion et le passage via le tube digestif des vers qui 
semble altérer la communauté de la bactérie dégradante, Pseudomonas. Les turricules sont 
constitués des communautés de micro-organismes qui résistent au passage au travers du tube 
digestif et qui colonisent ensuite le microsite (Dash et al., 1986 ; Spiers et al., 1986 ; Brown, 
1995). La perte de capacité de la communauté dégradant l’atrazine serait donc due à une 
altération de la taille de la communauté Pseudomonas sp. ADP.  
Sur les parois de galeries, du sol ingéré peut-être déposé mais il ne constitue pas l’ensemble du 
sol des parois. Sans ingestion de sol, la bactérie dégradante perd également sa capacité dans 
le sol des parois de galeries. Il semblerait donc qu’en plus de sa taille, l’activité de la 
communauté Pseudomonas sp. ADP soit également altérée au sein des microsites remaniés 
par les lombriciens. 
 
Le niveau d’activité, déterminé par le ratio de l’ARN par rapport à l’ADN dans les microsites 
galeries et turricules, est supérieur à celui du sol non remanié par le ver (galeries, turricules et 
endentères), ce qui est concordant avec les données supérieures de minéralisation du carbone 
total, dans les microsites turricules et galeries. Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que 
c’est l’activité de Pseudmononas sp. ADP qui semble diminuée dans les microsites remaniés 
par les vers par rapport à d’autres communautés. Pseudomonas sp. ADP utilise l’atrazine 
comme source d’azote pour son développement (Mandelbaum et al., 1995).  
Les teneurs en ammonium (NH4

+) et en nitrates (NO3
-) sont supérieures dans les turricules (Lunt 

et Jacobson, 1944 ; Parle, 1963b ; Rouelle et Randriamamonjizaka, 1983 ; Tiwari et al., 1989) et 
dans les galeries (Syers et Springett, 1983 ; Binet, 1993). Les teneurs en ammonium sont 
importantes dans les turricules frais mais la nitrification rapide se traduit par des niveaux stables 
de NH4

+ et de NO3
- dans les turricules secs (Decaens et al., 1999). Les teneurs en NO3

- sont 
multipliées par 15 dans les turricules de Lumbricus rubellus (Chaoui et al., 2003). NH4

+ et NO3
- 

sont supérieurs de 24 % et 41 % dans les galeries de L. terrestris au laboratoire (Parkin et 
Berry, 1999). Parmelee et al. (1998) rapportent que l’excrétion de composés azotés dans l’urine 
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et le mucus peut apporter une source labile d’azote aux micro-organismes. La quantité d’azote 
dans l’urine principalement sous la forme d’ammonium et d’urée, avec une faible proportion 
d’allantoïne et d’acide urique, représente la moitié des quantités totales sécrétées et relarguées 
au travers de la paroi intestinal et des téguments. Les quantités d’azote sécrétées dans l’urine 
seraient supérieures à celles sécrétées dans le mucus (Laverback, 1963 dans Lavelle et Spain, 
2001). L ‘apport d’azote dans le sol par voie métabolique (i.e. produits d’excrétion) a été estimé 
à 21 µg d’N.g-1.(pf) ver-1.jour-1 pour L. terrestris (Binet et Tréhen, 1992). Le mucus est composé 
de mucoprotéines avec un ratio C / N faible de 3,8 (Scheu, 1991). L’urée a une structure 
moléculaire proche de l’allophanate (métabolite de dégradation de l’atrazine) et l’ammonium est 
le métabolite final de la dégradation de l’atrazine (chapitre I, figure I.4). Des travaux ont montré 
que l’enrichissement en azote minéral diminuait significativement la minéralisation de l’atrazine 
dans les sols (Entry et al., 1993 ; Alvey et Crowley, 1995 ; Abdelhafid et al., 2000a,b). 
L’utilisation d’azote minéral plutôt que l’azote de l’atrazine contribuerait à l’inhibition de la 
minéralisation de l’atrazine après apport (Alvey et Crowley, 1995). L’enrichissement en 
ammonium et en urée dans les turricules et les galeries peut donc constituer une alternative à 
l’utilisation de l’atrazine comme une source d’azote. L’hypothèse émise est liée à la disponibilité 
de l’azote dans les microsites : l’azote n’étant plus limitant pour la bactérie dans les turricules et 
les galeries, la dégradation de l’atrazine y serait inférieure puisqu’elle n’est plus utilisée comme 
source d’azote. Les gènes AtzABCDEF sont exprimés à un niveau de base et régulés en amont 
en réponse au traitement à l’atrazine. Les modes d’expression sont différents chez 
Pseudomonas ADP et Chelatobacter Heintzii suggérant que l’hôte influence l’expression basale 
des gènes Atz modulant ainsi l’expression de la fonction de dégradation de l’atrazine (Devers et 
al., 2004). Le ralentissement de la dégradation de l’atrazine dans les biostructures en présence 
de Peudomonas sp. ADP, pourrait être lié au contrôle de l’expression des gènes Atz. Pour 
vérifier cette hypothèse, et connaître l’influence de l’apport d’azote dans le ralentissement de la 
minéralisation de l’atrazine dans les biostructures, il faudrait mesurer de manière simultanée 
dans les turricules et les galeries i) les cinétiques de la minéralisation de l’atrazine ii) la taille de 
la communauté bactérienne Pseudomonas sp. ADP, iii) les quantités de gènes Atz et 
iii) l’évolution des teneurs en NH4

+ et NO3
-. 

 

IV.3.3 Minéralisation accélérée 

Les taux de minéralisation obtenus dans nos expérimentations (15% maximum) sont dans 
l’ordre de grandeur des taux faibles observés pour l’atrazine: autour de 20 % après 3 mois dans 
le sol de surface au champ (Klint et al., 1993 ; Meharg, 1996) et qui indiquent que l’atrazine est 
relativement persistante dans l’environnement. Ils sont également satisfaisants en comparaison 
avec des dégradations extrêmement lentes obtenues dans d’autres études impliquant les vers 
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de terre : moins de 3% sur 68 jours à 12°C dans des colonnes compactés avec L. terrestris 
(Farenhorst et al., 2000a) et même moins de 1 % de l’atrazine appliquée, après 4 semaines à 
température ambiante en microcosmes-flacons avec L. terrestris aussi (Meharg, 1996). 
 
L’adaptation des sols à la dégradation de l’atrazine a été observée sur des sols sous culture 
permanente de maïs ayant subi des applications annuelles d’atrazine (Barriuso et Houot, 1996 ; 
Abdelhafid et al., 2000a,b ; Houot et al., 2000). L’adaptation des sols à la dégradation de 
l’atrazine est majoritairement observée pour des sols cultivés de pH supérieur à 6,5 ; en deçà de 
pH 6.5, la minéralisation est moindre (Houot et al., 2000). Dans ces cas d’adaptation, la 
dégradation de l’atrazine est rapide : les taux de minéralisation potentielle de l’atrazine 
atteignent alors 60 à 80 % de l’atrazine initialement appliquée, après 35 jours (Barriuso et 
Houot, 1996 ; Houot et al., 2000). 
Au cours de l’Exp. 2, après double application d’atrazine, les taux de minéralisation mesurés 
atteignent parfois mais rarement ces pourcentages, la réponse est beaucoup moins rapide. 
L’incubation effectuée seulement à 20°C pendant 26-29 jours peut expliquer les plus faibles 
quantités d’atrazine minéralisées. Le pH du sol initial peut être aussi en cause ; il est faiblement 
acide (pH 6.4) en dessous de la valeur 6.5 qui semble être une limite à la mise en place de la 
dégradation accélérée de l’atrazine. 
 Pour l’Exp. 3, le pré-traitement à l’atrazine n’accélère pas la minéralisation de l’atrazine 
dans le sol non remanié ni dans les turricules et les galeries (< 25 % de l’atrazine initiale, à 
20°C, en 27 jours). Le sol est le même que précédemment (Exp. 2). Nous confirmons donc là 
que le sol utilisé dans l’ensemble de l’étude n’est pas adapté à la dégradation accélérée de 
l’atrazine. Pour rappel, l’incubation des microsites dans l’Exp. 3 (30 jours) correspond à la durée 
d’incubation des microsites de 11 jours d’âge dans l’Exp. 2 (figure IV.7.a). La minéralisation 
potentielle dans les turricules et les galeries est beaucoup plus importante dans l’Exp. 2 que 
l’Exp 3. Dans Exp3, le potentiel des microsites semble affecté et les cinétiques obtenues 
correspondent plutôt à celles observées après 50 jours d’âge. La différence entre les deux 
expérimentations provient sans doute des différences méthodologiques. Respectivement, les 
microsites sont utilisés frais puis déstructurés dans l’Exp. 2 alors qu’ils ont été séchés à l’air 
libre, tamisé (4 mm) puis réhumidifiés dans l’Exp. 3, avant l’application d’atrazine et leur 
incubation. Le potentiel de dégradation du sol a pu être réduit par le séchage par comparaison 
avec l’incubation de sol frais (notre Exp. 2 et expérimentations de Barriuso et Houot, 1996 ; 
Abdelhafid et al., 2000a,b ;Houot et al., 2000). Le sol utilisé a été récolté au champ dans le 
même horizon de surface fin septembre pour l’Exp. 2 et fin janvier pour l’Exp. 3. Barriuso et 
Houot (1996) ont observé que les variations saisonnières pouvaient affecter l’activité 
microbienne de dégradation. Cependant tous les microsites ont subit le même conditionnement 
au sein d’une même expérimentation. Si les différences méthodologiques peuvent expliquer les 
écarts dans les cinétiques de minéralisation potentielle entre nos expérimentations (2 et 3), elles 
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ne remettent pas en question les différences mesurées dans les dispositifs bioturbés par les 
vers et ceux exempt d’activités lombriciennes. 
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Au cours de cette partie nous quantifierons l’action des lombriciens sur la distribution de 
l’atrazine et de ses métabolites de dégradation dans le sol ainsi que sur sa disponibilité par la 
recherche de résidus non extractibles dans les structures mises en place par le ver en 
comparaison au sol non remanié. La circulation de l’herbicide et de ses métabolites au travers 
des dispositifs d’échelles différentes sera également étudiée en présence et en absence de 
vers. 

V.1 Redistribution et disponibilité de l’atrazine 

V.1.1 A l’échelle du microcosme 

Les vers sont responsables d’une redistribution de l’atrazine dans le sol (figure V.1). 

 
 
 
L’atrazine et ses métabolites (14C) sont significativement plus concentrés dans le sol ingéré ou 
remanié par les vers que dans le sol non remanié des microcosmes (Kruskal-Wallis, 95%, n = 3 
à 43 jours et 86 jours p = 0,050 parois de galeries, endentères et turricules versus sol non 
remanié à 5-10 et à 10-15 cm). Ces même différences ne sont toutefois plus significatives au 
niveau 0-5 cm (Kruskal-Wallis, 95%, n = 3, à 43 et 86 jours respectivement, p = 0,513 et 

Figure V.1 Radioactivité totale par gramme de sol retrouvée au sein des microsites de sol (sol non
remanié des profondeurs 0-5 cm, 5-10 cm et 10-15 cm en présence et en absence de vers,
galeries, turricules et endentères) respectivement après 43 et 86 jours, au laboratoire, en
microcosmes. Les barres indiquent les erreurs standards.
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p = 0,827 pour les parois de galeries, p = 0,050 et p = 0,513 pour les turricules, p = 0,050 et 
p = 0,513 pour les endentères comparés au sol non remanié du niveau 0-5 cm). Si la 
concentration totale dans les galeries n’est pas significativement différente de celle du sol non 
remanié du niveau 0-5 cm sans vers, elle est au moins 52 et 11 fois supérieure à celle du sol 
non remanié plus en profondeur : 5-10 cm respectivement après 43 et 86 jours d’incubation 
(Kruskal-Wallis, 95%, n = 3, à 43 et 86 jours, p = 0,050 parois de galeries vs sol non remanié 5-
10 et 10-15 cm). 
 

 
Les quantités totales de radioactivité retrouvées par gramme de sol sont plus importantes dans 
les endentères puis dans les turricules collectés peu de temps après l’application d’atrazine 
(durant les 14 premiers jours). Les quantités dans les turricules collectés au dates suivantes 
représentent la moitié de celles contenues dans les endentères après 43 jours d’incubation. 
 
En présence de vers, l’atrazine et ses métabolites migrent davantage en profondeur dans les 
microcosmes de sol. En effet, sans vers la radioactivité est retrouvée principalement en haut de 
colonne (0-5 cm), peu en milieu de colonne (5-10) et quasiment pas au delà de 10 cm (10-15) 
ce qui indique une faible diffusion de l’herbicide et de ses dérivés dans le sol même après 86 
jours d’incubation. En revanche après 86 jours d’incubation en présence de vers (versus 
absence de vers), 1,8 fois moins de radioactivité est retrouvée en haut de colonne, 2,5 fois plus 
entre 5 et 10 cm et 25,6 fois plus au delà de 10 cm, (Kruskal-Wallis test, 95%, n = 3, p = 0,050 

Figure V.2 Radioactivité extractible à l’eau, au méthanol et radioactivité non extractible à
partir des turricules récoltés après 14, 28, 42, 56 70 et 86 jours d’incubation. Les erreurs
standards sont indiquées. 
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pour 0-5 cm, 5-10 cm et 10-15 cm de profondeur après 86 jours d’incubation). Ces différences 
significatives démontrent une diffusion de l’herbicide et / ou de ses métabolites vers le sol non 
remanié, en présence de vers. 
La migration de l’atrazine et de ses métabolites au sein du sol non remanié est également 
soulignée par une diminution de la radioactivité totale retrouvée en surface après 86 jours et par 
une augmentation des quantités aux profondeurs 5-10 et 10-15 cm (Kruskal-Wallis, 95%, n = 3, 
sans et avec vers respectivement, pour 0-5 cm p = 0,275 et p = 0,127 ; pour 5-10 cm p = 0,050 
et p = 0,827 ; pour 10-15 cm p = 0,050 et p = 0,275). 

 
La radioactivité totale au sein des microsites de sol remaniés par les vers (turricules et galeries) 
diminue avec le temps d’incubation. Cette diminution est particulièrement visible avec les 
turricules dont les récoltes hebdomadaires sont regroupées par 14 jours sur les 86 jours 
d’incubation (figure V.2). Les quantités d’atrazine marquée au 14C diminuent en effet quand le 
temps entre l’application et la récolte augmente et ce surtout pour la fraction d’atrazine 
extractible à l’eau par rapport à la fraction d’atrazine non extractible. 
 
La concentration de résidus non extractibles est supérieure dans les biostructures. La proportion 
de ces résidus par gramme de sol augmente entre 43 et 86 jours d’incubation : dans le sol avec 

Figure V.3 Radioactivité extractible à l’eau, au méthanol et radioactivité non extractible à partir du
haut, du milieu et du bas de la colonne de sol en présence et en absence de vers, à partir des
parois de galeries, des turricules et des endentères des vers, après 43 et 86 jours d’incubation.
Les barres indiquent les erreurs standards. (les données grisées sont celles avant correctif, voir
chapitre II). 
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vers, de 7 % dans les premiers centimètres de sol non remanié, de 10 % dans les turricules, de 
18 % dans les parois de galeries et de 16 % dans les endentères, Ces différences indiquent que 
l’adsorption d’atrazine et de ses métabolites augmente avec le temps de contact dans la matrice 
de sol mais également dans les microsites de sol remaniés par les vers. En revanche les 
concentrations de résidus non extractibles diminuent avec le temps dans les turricules (figure 
V.2 et V.3). Les quantités d’atrazine non extractible dans le sol non remanié (0-5 cm) des 
colonnes sans vers sont supérieures à celles des colonnes avec vers (+ 5 % et + 12 % à 43 et 
86 jours, respectivement) (figure V.3). Les trois fractions d’extractions (extractible à l’eau –
 extractible au méthanol – non extractible) suivent sensiblement les mêmes distributions dans 
les microsites de sol. 
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V.1.2Au terrain, en mésocosmes 

 
Figure V. 4 Radioactivité totale par gramme de sol retrouvée au sein des microsites de sol (sol 
non remanié en présence et en absence de vers, galeries pour les profondeurs 0-5, 5-10 et 10-
20 cm, turricules en surface et déjections au sein du niveau 0-5 cm) après 174 jours, au terrain, 
en mésocosmes. Les barres indiquent les erreurs standards. 
 
 
Au terrain les vers sont également responsables d’une redistribution de l’atrazine (figure V.4). 
La radioactivité totale retrouvée est significativement plus concentrée dans le sol remanié par 
les vers par rapport au sol témoin (Mann-Whitney U-test, 95%, n = 6, par rapport au sol non 
remanié en présence de vers p = 0,0051 pour les turricules, p = 0,0051 pour les parois de 
galeries et p = 0,0142 pour les déjections).  
Les quantités totales de radioactivité retrouvées par gramme de sol sont plus importantes dans 
les turricules (0,34 KBq.g-1 de sol), puis les déjections (0,23 KBq.g-1 de sol), les parois de 
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galeries (0,21 KBq.g-1 de sol) et le sol non remanié (sans et avec vers : 0,15 et 0,06 KBq.g-1 de 
sol).  
Les quantités retrouvées dans les parois de galeries sont inférieures à celles dans les déjections 
d’une part (0-5 cm) et supérieures à celles dans le sol non remanié sans vers d’autre part ne 
sont pas significativement différentes (Mann-Whitney U-test, 95%, n = 6, pour le sol non 
remanié en absence de vers, p = 0,0927 pour les parois de galeries et p = 0,1098 pour les 
déjections). De même les quantités dans le sol non remanié présente des radioactivités 
significativement supérieures en absence de vers (Mann-Whitney U-test, 95%, n = 6, 
p = 0,0051). 

Figure V. 5. Radioactivité par gramme de sol extractible à l’eau, au méthanol et radioactivité
non extractible à partir des microsites de sol (sol non remanié en présence et en absence de
vers, galeries pour les profondeurs 0-5, 5-10 et 10-20 cm, turricules en surface et déjections
au sein du niveau 0-5 cm) après 174 jours, au terrain, en mésocosmes. Les barres indiquent
les erreurs standards. 
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A 5-10 cm, la radioactivité totale est 3,7 fois supérieure dans les parois de galeries par rapport 
au sol non remanié avec et sans vers et 10 à 15 fois supérieures à 10-20 cm (Mann-Whitney U-
test, 95%, n = 6, p = 0,0081 pour les parois de galeries vs le sol non remanié avec et sans vers 
des niveaux 5-10 cm et 10-20 cm). 
 
L’atrazine et ses métabolites migrent en profondeur. Dans le sol non remanié, la quantité totale 
de radioactivité retrouvée par gramme de sol est supérieure dans les premiers centimètres de 
sol (0-5 cm) et décroît avec la profondeur. En effet elles sont 2,7 à 6,4 fois plus faibles du niveau 
0-5 cm au niveau 5-10 cm cm (Mann-Whitney U-test, 95%, n = 6, sans vers et avec vers 
respectivement, 0-5 cm vs 5-10 cm, p = 0,0137et p = 0,0051) et 3,8 à 2,6 fois plus faibles du 
niveau 5-10 cm au niveau 10-20 ; (Mann-Whitney U-test, 95%, n = 6, sans vers et avec vers 
respectivement, 5-10 cm vs 10-20 cm, p = 0,0453 et p = 0,0051). En revanche la quantité totale 
de radioactivité retrouvée dans les galeries des niveaux 5-10 et 10-15 cm est équivalente (83 et 
88 Bq.g-1). 
 
S’agissant du sol non remanié les quantités totales sont équivalentes entre les modalités avec et 
sans vers pour le niveaux 5-10 (22 vs 23 Bq.g-1) et le niveau 10-15 cm (6 vs 9 Bq.g-1) (Mann-
Whitney U-test, 95%, n = 6, 5-10 cm, p = 0,9362 et 10-20 cm p = 0,3785). Pour le niveau 0-
5 cm, les quantités totales sont 2,5 fois supérieures en absence de vers (147 vs 60 Bq.g-1), 
(Mann-Whitney U-test, 95%, n = 6, 0-5 cm, p = 0,0051). 
 
En mésocosmes placés au terrain, la proportion de résidus non extractibles par gramme de sol 
correspond à 85 % de l’atrazine retrouvée après 174 jours. Les différences par gramme de sol 
sont aussi marquées et significatives que pour les quantités totales. D’une manière générale, les 
concentrations sont multipliées par 10 entre la fraction extractible à l’eau et au méthanol. Les 
concentration de résidus non extractibles dans les différents microsites de sol sont 
respectivement 10 et 100 fois plus importantes que celles des fractions extractibles au méthanol 
et à l’eau. Au niveau 0-5 cm, 6,6 et 1,4 fois plus de radioactivité est retrouvée sous forme 
extractible dans les parois de galeries par rapport au sol non remanié avec et sans vers. Aux 
niveaux inférieurs, les rapports augmentent i. e. respectivement 4,1 et 3,9 à 5-10 cm et 17,1 et 
11,1 à 10-20 cm. L’effet des parois de galeries dans l’adsorption de l’atrazine et de ses 
métabolites augmente avec la profondeur. Les quantités de radioactivité retrouvées décroissent 
également dans l’ordre fraction non-extractible > fraction extractible au méthanol > fraction 
extractible à l’eau, quelque soit le microsite considéré et les proportions sont conservées avec 
respectivement 85, 12 et 3 % (figure V.5).  
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V.1.3 Mécanismes impliqués dans la redistribution de l’atrazine 

V.1.3.a Influence de la matière organique 

La figure V.6 montre une corrélation positive (à 43 jours, r = 0,8678, p = 0,05 et à 86 jours, 
r = 0,6290, p = 0,05, figure V.6) entre les quantités de radioactivité non extractible (Bq.g-1 de sol) 
et de C (mg.g-1 de sol) dans les différents microsites de sol.  

 

 
La dépendance de l’adsorption de l’atrazine avec la quantité de carbone est moins marquée 
après 86 jours d’incubation qu’après 43 jours. Les teneurs en carbone, en azote et le C / N sont 
présentées en annexe 6. 
 
 
 

Figure V.6 Régression linéaire entre la radioactivité non-extractible et (Bq.g-1 de sol) et la
quantité de C (mg.g-1 de sol). 
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V.1.3.b Répartition des résidus non-extractibles au sein des 
fractions de la matière organique 

Les quantités totales de résidus non extractibles sont supérieures après 86 jours d’incubation et 
en particulier sur le sol environnant. Ceci correspond à une augmentation de la quantité de 
résidus au sein des trois fractions à savoir les acides fulviques, humiques, et la fraction non-
extractible humine (figure V.7). La quantité de résidus liés au sein des acides fulviques est 
supérieure à celle liée aux autres fractions sauf pour les turricules récoltés après 43 jours et sa 
proportion augmente avec le temps (respectivement à 43 et 86 jours, pour le sol environnant 52 
vs 54 % et pour les turricules 36 vs 56 %). La quantité d’atrazine liée aux acides humiques 
augmente après 86 jours. En proportion, les résidus d’atrazine et de ses métabolites associés à 
l’humine diminue de 43 à 86 jours (respectivement à 43 et 86 jours, pour le sol environnant 31 
vs 23 % et pour les turricules 48 vs 19 %), à l’inverse des quantités de résidus associés aux 
acides fulviques. 
 

 
 
 

 
Figure V.7 Répartition des résidus non extractibles de l’atrazine au sein des acides humiques et 
fulviques et de l’humine dans les microsites de sol des turricules et dans le sol non remanié par 
les vers, prélevé sur les 5 centimètres de surface, issus de microcosmes incubés durant 43 et 
86 jours. Les barres indiquent les erreurs standards. 
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RESUME : l’atrazine est plus adsorbée sur les compartiments liés aux lombriciens, à partir de 
microsites de sol échantillonnés au laboratoire en microcosmes et au terrain en mésocosmes. 
L’adsorption d’atrazine est particulièrement élevée dans les endentères et les turricules. Dans 
les biostrucures lombriciennes, elle décroît dans l’ordre endentères, turricules, déjections, parois 
de galeries. Elle décroît avec la profondeur mais les galeries concentrent plus d’atrazine que le 
sol non remanié du même niveau. Les quantités de résidus non extractibles sont plus élevées 
dans les biostructures. Les proportions des différentes fractions de l’atrazine dans le sol suivent 
le même profil que les concentrations totales. 

V.2 Voies de dégradation de l’atrazine au sein 

des microsites de sol 
D’après l’analyse des métabolites de dégradation dans les microsites de sol (figure V.8), les 
proportions d’hydroxyatrazine sont supérieures dans les compartiments liés au vers soit 32 % 
dans les turricules, 32 % dans les galeries et 0 et 21 % dans le sol environnant en présence et 
en absence de vers respectivement. Les autres métabolites sont retrouvés en faible proportion : 
moins de 7 % pour le DEA et le DIA et entre 5 et 10 % pour l’atrazine dans les microsites liés au 
vers alors qu’atrazine, DEA et DIA sont retrouvés en proportion sensiblement égale et 
supérieure (10 à 20 %) au sein du sol environnant. 
 
 
 
 

Figure V.8 Pourcentage des métabolites de dégradation de l’atrazine retrouvés dans la
fraction extractible au méthanol des microsites de sol obtenus à partir des mésocosmes
placés 174 jours au terrain (turricules, galeries du niveau 0-5 cm et du sol non remanié par
les vers du niveau 0-5 cm en présence et en absence de vers). Les barres indiquent les
erreurs standards. 
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V.3 Mobilité de l’atrazine 

V.3.1 Flux d’eau et d’atrazine dans le sol 

V.3.1.a Volumes d’eau lixiviés 

Au laboratoire, en microcosmes les percolats ont été collectés, analysés et témoignent ainsi des 
quantités d'eau qui transitent au travers de la colonne. Sur les 86 jours d’incubation, les volumes 
percolés sont significativement supérieure en présence de vers (+ 58%) sauf durant les 9 
premiers jours d’incubation où les volumes percolés sont similaires et importants (24 mL) 
(Tableau V.1). Dans les deux cas, les quantités d'eau lixiviées diminuent progressivement au 
cours de l'incubation et deviennent nulles à partir de 46 jours sur les colonnes de sol sans vers. 
Ceci correspond à la réduction des apports en eau (10mL versus 25mL) 
 
 
Tableau V.1 volumes lixiviés au travers des colonnes incubées au laboratoire pendant 86 jours 
 

Temps d’incubation Volumes lixiviés (ml) n 

 Vers -moyenne 
(±SE) 

Vers +moyenne 
(±SE) 

 

9j- 23,6 ±0,6 (a)  24,1 ±1,0 (a) 11 / 12 
19j- 14,1 ±0,9 (a) 20,9 ±1,8 (b) 11 / 10 
33j- 14,6 ±0,6 (a) 22,1 ±1,3 (b) 11 / 10 
46j-   5,1 ±0,3 (a)   8,6 ±0,7 (b) 5 / 5 
66j-   0 (a)   7,5 ±1,4 (b) 6 / 6 
86j-   0 (a)   6,6 ±0,4 (b) 6 / 6 

Totaux cumulés 50,1 ±5,0 70,5 ±5,7  

 
Des lettres identiques au sein de la même ligne indiquent que la différence n’est pas significative 
selon Mann-Whitney U-Test (p = 0,05). 
 
Au terrain, en mésocosmes, les volumes lixiviés sont légèrement supérieurs en présence de 
vers (figure V.9) mais les différences ne sont pas significatives (Mann-Whitney U-test, 95%, n = 
6, p = 0,2298). Durant la période juillet à septembre de faibles volumes sont collectés à 40 cm 
de profondeur (de 2 à 73 mL par mois, en moyenne). Au mois d’octobre avec le retour des 
pluies d’automne, les volumes lixiviés sont supérieurs (917 et 833 mL en présence et en 
absence de vers respectivement). 
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V.3.1.b Quantité de radioactivité lixiviée 

En microcosmes, au laboratoire les quantités lixiviées sont supérieures en présence de vers. En 
raison de la variabilité importante au sein de la modalité vers, aucune différence significative 
n’est observée (tableau V.2). 
 
Tableau V.2 Quantités de radioactivité lixiviée au travers des colonnes incubées au laboratoire 
pendant 86 jours. 

Temps d’incubation Quantité de radioactivité (Bq) n 

 Vers -moyenne (min-
max) 

Vers +moyenne (min-max)  

9j-   4,01 (0,00-16,15)  (a) 32688,00 (0,67-163433,55) (a) 5 / 6 
19j-   6,83 (4,36-8,12)  (a)     776,16 (7,25-2697,04) (a) 5 / 4 
33j- 20,02 (14,73-29,34) (a)   1940,81 (22,20-4772,11) (a) 5 / 4 
46j-   1,93 (0,84-3,02)  (a)       52,89 (3,38-102,41) (a) 2 / 2 
66j-      436,12 (33,47-1180,12) 0 / 3 
86j-      378,76 (23,61-1087,90) 0 / 3 

Moyenne des totaux 
par microcosme 

31,63 Bq / 0,003 % 29171 Bq / 3,02 %  

Des lettres identiques au sein de la même ligne indiquent que la différence n’est pas significative 
selon le test U, Mann-Whitney (p = 0,05). 
 
Au terrain, l’impact des vers est visible dès le premier mois suivant l’application d’atrazine 
(figure V.10). Les quantités totales d’atrazine et de ses métabolites lixiviées sont supérieures en 
présence de vers aux deux premières récoltes : 14,1 et 5,8 KBq soit approximativement 25,3 et 
10,5 µg d’atrazine et de ses métabolites. En absence de vers, la quantité de radioactivité dans 

Figure V.9 Volumes lixiviés au travers des mésocosmes, au terrain, en fonction des dates de
récoltes, au cours des 174 jours. 
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la première récolte de percolats est 17 et 7 fois inférieure (0,8 KBq soit 1,5 µg en équivalent 
atrazine et métabolites) (figure V.10). 
 

Pour toutes les dates de récolte suivantes, aucune différence significative n’est notée entre les 
modalités sans et avec vers (Mann-Whitney U-test, 95 %, 14/05 et 16/07 n = 2/2 p = 0,2453 ; 
12/08 n = 4/4 p = 0,4705 ; 17/10 n = 5/5 p = 0,4034 ; 24/10 n = 6/6 p = 0,6889). Pour la récolte 
du 12/08, la quantité retrouvée est au moins 5 fois supérieure dans les percolats des 
mésocosmes sans vers par rapport à ceux des mésocosmes avec vers (1,2 vs 0,2 KBq). 
Toutefois à cette date, les échantillons présentent une grande variabilité (0,03 à 4,04 KBq soit 
0,07 à 7,28 µg d’équivalent atrazine et métabolites). 
 

V.3.2 Concentrations lixiviées d’atrazine et de ses métabolites 

En colonnes, au laboratoire des quantités supérieures percolent en présence de vers mais les 
concentrations lixiviées sont très variables entre répétitions avec vers et ne présentent ainsi pas 
de différence significative (tableau V.3) avec les concentrations pourtant inférieures des 
répétitions de colonnes sans vers. 
 
 

Figure V.10 Quantités de radioactivité lixiviées au travers des mésocosmes, au terrain, en
fonction des dates de récoltes, au cours des 174 jours. Les barres indiquent les erreurs
standards. 
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Tableau V.3 Concentrations de radioactivité lixiviées en colonnes au cours des 86 jours 
d’incubation 

Temps d’incubation Concentration de radioactivité (Bq/ml) n 

 Vers -moyenne (min-
max) 

Vers +moyenne (min-max)  

10j (14/05) 0,19 (0,00-0,77) (a) 1297,27 (0,03-7782,55) (a) 5 / 6 
31j (04/06) 0,50 (0,27-0,68) (a)     51,63 (0,44-186,01) (a) 5 / 4 
73j (16/07) 1,37 (0,93-1,84) (a)     70,39 (1,09-238,64) (a) 5 / 4 

100j (12/08) 0,50 (0,33-0,67) (a)       7,18 (0,54-13,82) (a) 2 / 2 
144j (25/09)      84,91 (2,57-236,20) 0 / 3 
166j (17/10)      54,32 (3,27-155,59) 0 / 3 

 
Des lettres identiques au sein de la même ligne indiquent que la différence n’est pas significative 
selon Mann-Whitney U-Test (p = 0,05). 

 
Les concentrations collectées à 40 cm de profondeur en sortie de mésocosmes, sont 
présentées en µg.L-1 sur la figure V.11 ce qui correspond à une approximation des 
concentrations d’atrazine et de ses métabolites de dégradation calculées à partir de la 
radioactivité détectée et avec la masse moléculaire de l’atrazine. 
 
Les concentrations sont très élevées sur les trois premières dates et relativement élevées en 
août et septembre. Quelle que soit la date et la modalité, les concentrations retrouvées à 40 cm 
de profondeur sont supérieures aux normes de potabilités indiquées par le trait (figure V.11) 
(0,5 µg.L-1 pour l’ensemble des substances détectées). Les concentrations des modalités avec 
et sans vers ne sont pas significativement différentes, quelque soit la date de récolte (Mann-
Whitney U-test, 95 %, 14/05 et 16/07 n = 2/2 p = 0,2453 ; 12/08 n = 4/4 p = 0,8852 ; 17/10 

Figure V.11 Quantités de radioactivité lixiviées au travers des mésocosmes, au terrain, en
fonction des dates de récoltes, au cours des 174 jours. Les barres indiquent les erreurs
standards. 
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n = 5/5 p = 0,8345 ; 24/10 n = 6/6 p = 0,6889). Cependant les concentrations sont supérieures 
en présence de vers surtout aux 3 premières dates de récolte. 

V.3.3 Métabolites de dégradation et action des lombriciens 

Parmi les percolats récoltés au terrain et analysés (figure V.12), l’atrazine est le principal 
composé retrouvé (24 % avec vers et 32 % sans vers) suivi du DEA et DIA (respectivement 13 
et 7 % avec vers et 13 et 16 % sans vers) et de l’hydroxyatrazine en présence de vers (2 %). Le 
profil des différents métabolites est semblable, excepté la présence, en faible quantité, 
d’hydroxyatrazine. 
 

 

V.3.4 Contamination potentielle (Exp. 4 au terrain, –40cm) 

Les études au laboratoire en microcosmes montrent une grande variabilité des quantités 
percolées et à 15 cm de profondeur une contamination des eaux importantes. En effet 3 % de 
l’atrazine marquée au 14C appliquée est retrouvée dans les percolats en présence de vers 
contre 0,003 % de la radioactivité initiale en absence de vers. Toutefois ces données sont 
critiquables en raison de l’effet bordure important des microcosmes. 
 
L’expérimentation au terrain en mésocomes permet de faire un point sur la contamination 
potentielle des eaux souterraines. En effet le nombre de mésocosmes où la contamination est 

Figure V.12 Pourcentage des métabolites de dégradation de l’atrazine retrouvés dans
les percolats. Les barres indiquent les erreurs standards. 
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supérieure aux normes de potabilités est important. Seul un mésocosme (K3) en absence de 
vers, présente des quantités inférieurs aux normes sur les trois dernières dates (tableau V.4). 

 
Tableau V.4 Fréquence à chaque date, des percolats récoltés qui dépassent ou non le seuil de 
contamination des eaux par l’ensemble des pesticides. 

 > 0,5 µg.L-1 < 0,5 µg.L-1 
Dates de récolte Vers + Vers - Vers + Vers - 

14-05 2 / 6 2 / 6 0 / 6 0 / 6 
04-06 1 / 6 0 / 6 0 / 6 0 / 6 
16-07 2 / 6 2 / 6 0 / 6 0 / 6 
12-08 4 / 6 4 / 6 0 / 6 0 / 6 
25-09 1 / 6 2 / 6 0 / 6 1 / 6 
17-10 5 / 6 4 / 6 0 / 6 1 / 6 
24-10 6 / 6 5 / 6 0 / 6 1 / 6 

 
En revanche les quantités totales percolées correspondent à 0,05 % et 0,14 % de l’atrazine 
appliquée respectivement en absence et en présence de vers, soit près de trois fois plus 
d’atrazine et de ses métabolites lixiviés en 174 jours.  
 
RESUME : au terrain en mésocosmes et au laboratoire en microcosmes, la présence de vers 
dans le sol favorise les flux d’eau et d’atrazine en profondeur. En microcosmes les quantités de 
radioactivités lixiviées sont élevées et présentent une grande variabilité. Au terrain, la lixiviation 
est favorisée en présence de vers surtout après l’application de l’herbicide et dès les premières 
pluies. Les quantités lixiviées sont 3 fois supérieures en présence de vers (0,14 % vs 0,05 %) et 
les concentrations à - 40 cm dépassent la norme maximale de 0,5 µg/L. 
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V.4 Bilan de l’atrazine au sein des dispositifs 

d’échelles différentes 

V.4.1 Au laboratoire, en microcosmes 

La distribution de l'atrazine recouvrée au sein de chaque compartiment est représentée en 
figure V.13 en pourcentage de l’atrazine appliquée. Au terme de 43 jours d'incubation, les bilans 
d'atrazine 14C recouvrée dans les colonnes sans vers et avec vers sont respectivement de 61 et 
57 %. La minéralisation de l'atrazine est supérieure en absence de vers après 43 jours (11 % 
versus 9 %) et 86 jours d’incubation (15 % versus 12 %). 
En absence de vers l'essentiel de l'atrazine et de ses métabolites i. e. 50 % et 42 % à 43 et 86 
jours respectivement sont retrouvés en haut de la colonne et respectivement 15 et 18 % de 
l'atrazine initiale y est sous forme liée. La lixiviation de l'atrazine y est négligeable (de l'ordre de 
0,003% de la radioactivité initiale). En présence de vers, la majorité est également retrouvée sur 
les premiers centimètres de la colonne mais en quantité inférieure : 36 % à 43 jours et 23 % à 
86 jours. La fraction liée représente ici respectivement 9 et 7 % de l'atrazine initiale. Le milieu de 
la colonne contient 5 et 8 % de l'atrazine appliquée, ce qui témoigne, par rapport à la colonne 
sans vers (1 et 3 %), d'une migration de l'herbicide en profondeur. La lixiviation de l'herbicide est 
également supérieure en présence de vers (3% en moyenne) mais très variable (de 0,03 à 
18%). 
Après 43 jours d’incubation, les compartiments de sol liés aux vers contiennent 6,3 %, 0,5% et 
0,1% de l'atrazine initiale respectivement pour les turricules, les galeries et l'endentère. Les 
turricules contiennent 8 % de la radioactivité initiale après 86 jours d’incubation. Un transfert 
direct mais faible par voie biologique (adsorption sur l'épiderme) est également mis en évidence 
(0,015 et 0,042 % après 43 et 86 jours respectivement). 
Les vers conduisent donc à une multiplication des voies de transfert de l'atrazine et de ses 
résidus dans le sol. Ainsi ils i) ralentissent la minéralisation de l'atrazine, ii) favorisent la 
migration de l'atrazine en profondeur et donc sa lixiviation, iii) conduisent à la création de 
microsites de sol particuliers, les turricules, où l'adsorption est 3 fois supérieure et la quantité 
résiduelle d'atrazine par gramme de sol est bien représentée.  
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Figure V.13 Bilan des transferts de l’atrazine 14C après 43 et 86 jours en microcosme, au laboratoire, en présence (A) et en absence 
de vers (B). E, M et R sont respectivement les fractions extractibles à l’eau, au méthanol et les fractions non extractibles de la 
radioactivité mesurée 
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V.4.2 Au terrain, en mésocosmes 

La distribution de l'atrazine recouvrée au sein de chaque compartiment est représentée à la 
figure V.14 en pourcentage de l’atrazine appliquée. La distribution de la radioactivité au terrain 
montre que la radioactivité au sein des compartiments liés au vers (turricules, galeries et 
déjections) entre 0 et 20 cm correspond au total à 0,6 % de l’atrazine 14C appliquée. Les 
quantités d’atrazine et de ses métabolites sont supérieures dans les premiers centimètres de sol 
et supérieures en absence de vers (21,8 % vs 8,8 %). Les quantités retrouvées au niveaux 5-
10 cm sont équivalentes au sein des deux modalités (3,4 vs 3,3 %) mais légèrement 
supérieures en absence de vers pour le niveau 10-20 cm (2,6 vs 1,7 %). Au terrain, les vers ne 
favorisent donc pas une diffusion de l’atrazine et de ses métabolites en profondeur dans le sol 
même si les quantités percolées sont quant à elles supérieures en présence de vers (0,05 vs 
0,14 %). La fraction liée est la plus élevée (< 20 %) et le total de la radioactivité retrouvée sous 
forme extractible dans les compartiments liés au vers entre 0 et 20 cm correspond à 0,5 % de la 
radioactivité appliquée. 
 

V.4.3 Bilan des expérimentations 

Les bilans de l’expérimentation sont de 60 % au laboratoire et de 46 à 60 % au terrain en 
mésocosmes ce qui paraît faible mais qui est dû au volume important de sol utilisé et à la faible 
proportion de sol analysé par rapport au sol présent. En revanche la répétitivité des échantillons 
de sol permettent d’accréditer les données obtenues au terrain. 
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Figure V.14 Bilan des transferts de l’atrazine 14C après 174 jours en mésocosmes, au terrain, en 
présence (A) et en absence de vers (B). E, M et R sont respectivement les fractions extractibles 
à l’eau, au méthanol et les fractions non extractibles de la radioactivité mesurée. 
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V.5 Discussion 
 

V.5.1 Redistribution de l’atrazine à l’échelle des microsites 

Les expérimentations menées au laboratoire en microcosmes et au terrain en mésocosmes, 
montrent que les lombriciens favorisent l’adsorption et la rétention de l’atrazine dans des 
microsites de sol qu’ils créent eux mêmes ; la biodisponibilité de l’atrazine en est d’autant 
réduite. Les lombriciens en déplaçant le sol (ingestion et creusement de galeries) redistribuent 
plus en profondeur et concentrent l’atrazine dans des microsites répartis de manière hétérogène 
dans le sol. La concentration de l’atrazine dans ces microsites de sol est corrélée à leur 
enrichissement en carbone organique (figure V.6). 
L’atrazine et ses métabolites de dégradation sont concentrés dans les microsites créés par les 
vers i. e. le sol ingéré (les endentères), le sol excrété en surface (les turricules), le sol excrété au 
sein des galeries (les déjections) et le sol creusé (les parois de galeries) par rapport au sol non 
remanié du profil. L’enrichissement du sol en carbone organique se fait par ingestion de matière 
organique du sol et de litière, et au cours du transit intestinal par sécrétion de mucus (Lee 1985 ; 
Lavelle et Spain 2001). D’autre part l’adsorption de l’atrazine est dépendante des quantités de 
carbone (Khan 1978 ; Demon et al. 1994 ; Houot et al. 1998 ; Farenhorst et Bowman 2000). Ces 
deux processus s’additionnent et permettent la formation d’atrazine non extractible 
supplémentaires i. e. une biodisponibilité moindre de l’atrazine dans le sol.  
 

V.5.2 Le microsite galerie 

La rétention effective de l’atrazine dans les parois de galeries n’a jamais été démontrée 
auparavant. Les travaux dans la littérature sur la rétention sur des parois de galeries portent sur 
des quantifications indirectes ou encore directes mais in vitro, traduisant ainsi une rétention 
potentielle. Nous avons étudié la rétention effective d’atrazine directement dans des parois de 
galeries « naturelles » i. e. obtenues dans des conditions approchant au mieux les conditions 
naturelles. Pour rappel, les contraintes et précautions appliquées ont été les suivantes : i) dans 
les microcosmes au laboratoire : atrazine appliquée en surface du sol à la dose d’application 
recommandée au champ, sol compacté à la densité au champ, incubation à 12°C, deux 
espèces de lombriciens combinées, incubation à moyen et long terme 43 et 86 jours, et ii) dans 
les mésocosmes au terrain : atrazine appliquée en surface du sol à la dose d’application 
recommandée au champ, sol compacté à la densité au champ et d’une masse de 50 kg, 
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conditions de température, d’ensoleillement et de pluviométrie naturelles, deux espèces de 
lombriciens combinées, expérimentation à long terme 174 jours.  
 
Ainsi, la rétention supérieure potentielle de l’atrazine dans les parois de galeries de L. terrestris 
a été rapportée i) in vitro avec du sol collecté sur les galeries de L. terrestris 
(Stehouwer et al. 1993) ii) par mesures indirectes de la rétention en comparant des galeries de 
L. terrestris et des galeries artificielles dans des monolithes de sol et in situ (Stehouwer et al. 
1994 ; Edwards et al. 1992). Une solution d’herbicide est versée à l'entrée des galeries et la 
différence de concentration entre la solution appliquée et celle percolée constitue la mesure de 
rétention de l'atrazine. Des quantités supérieures d’atrazine ont été ensuite mesurées sur les 
parois des  galeries (Stehouwer et al., 1994). Dans ce cas d’étude, l'atrazine a été versée sur 
des galeries déjà mises en place depuis longtemps et abandonnées. L’étude ne tient donc pas 
compte du comportement du vers ni de son influence possible sur l'adsorption de l'atrazine. 
D’autre part, le mode d’application de l’herbicide peut également intervenir puisque la solution 
d'atrazine a été versée directement à l'entrée des galeries (50 mL). Les résultats obtenus par 
Edwards et al. (1992) et Stehouwer et al. (1994) traduisent plutôt une différence d’écoulement 
au travers du sol qu’une réelle mesure de la rétention de l'atrazine. 
Dans nos expérimentations, les galeries existaient au plus, depuis 48H et les autres ont été 
mises en place au cours des 86 jours d'incubation. D’autre part, l’atrazine a été appliquée sur 
toute la surface du sol, sa redistribution et sa rétention sont donc soumises aux actions du ver, 
de manière directe. 
 
Nous avons ainsi pu souligner l’importance de l’action des vers dans la redistribution verticale de 
l’atrazine dans les différents horizons de sol. Au laboratoire, en microcosmes les galeries 
prélevées sur toute la hauteur de la colonne de sol (15 cm) présentent des concentrations 
équivalentes au sol de surface (0-5 cm) mais supérieures aux concentrations des horizons plus 
profonds (5-10 cm et 10-15 cm). En mésocosmes, au terrain, les gros volumes de sol manipulés 
nous ont permis d’échantillonner les parois de galeries à chaque profondeur. Pour chaque 
niveau de profondeur, la concentration en atrazine est significativement supérieure dans les 
galeries par rapport au sol non remanié correspondant (au moins 1,5 fois à 0-5 cm ; 4 fois à 5-
10 cm ; 11 fois à10-20 cm). In vitro, à partir de parois de galeries collectées au champ et 
analysées en solution, Stehouwer et al. (1993) ont montré que l'adsorption potentielle sur le sol 
des parois de galeries par rapport au sol environnant était trois fois supérieure aux profondeurs 
0-20 cm, et équivalente à 20-40 cm. Farenhorst et al. (2000a) ont montré que la présence de 
vers dans les galeries établies depuis 4 mois, favorisait la distribution d’atrazine en profondeur 
sur les parois des galeries par rapport au sol environnant. Cependant, parmi le sol prélevé dans 
les galeries, les auteurs n’ont pas pu différencier l’effet des déjections (« turricules » excrétés 
dans les galeries) de l’effet des galeries elles-mêmes. A la différence de Farenhorst et al. 
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(2000a), nous avons montré que pour les horizons de sol inférieurs à 0-5 cm, la rétention de 
l’atrazine dans les galeries ne diminue pas avec la profondeur contrairement au sol non 
remanié. Les effets du comportement fouisseur et des allées et venues répétées des 
lombriciens, favorisent directement et significativement le transport et l’adsorption de l’atrazine 
en profondeur sur les parois de galeries. Les quantités adsorbées sur leur épiderme sont en 
effet cinq fois supérieures avec le temps, pour l'espèce L. terrestris. Les galeries constituent une 
voie de redistribution de l’atrazine le long du profil de sol. 
 
 

V.5.3 Le microsite turricule  

La concentration d’atrazine dans les turricules a été mesurée potentiellement in vitro pour 
l’espèce anécique L. terrestris (Akhouri et al. 1997 ; Farenhorst et Bowman, 2000) et suggérées 
par des expérimentations de lixiviation avec des turricules de l’espèce épigée L. rubellus et de 
l’espèce endogée A. caliginosa (Bolan et Baskaran, 1996). 
L’accélération effective de la formation de résidus non extractibles a été mesurée dans du sol 
bioturbé par l’anécique L. terrestris (30,3% de l’atrazine initiale contre 9,3%) (Farenhorst et al. 
2000a) mais les auteurs n’ont pas pu différencier l’effet du sol excrété en tant que turricules et 
en tant que galeries. 
Nous avons pu préciser cette rétention en différenciant les microsites créés par les vers de terre. 
Nous montrons ainsi que l’atrazine est davantage concentrée dans les endentères et les 
turricules, et qu’elle est deux fois plus concentrée dans les turricules que dans les parois de 
galeries. Pour les déjections, les concentrations sont intermédiaires à celles des turricules et des 
parois de galeries sans être significativement supérieures à ces dernières.  
Dans l’expérimentation de Farenhorst et al. (2000a) les vers se nourrissaient de litière de maïs 
déposée en surface de colonne et sur laquelle l’atrazine avait été appliquée. En revanche dans 
notre étude, l’apport d’atrazine est réalisé sur le sol. La litière est apportée dans un deuxième 
temps. Cette différence méthodologique permet de préciser que les concentrations d’atrazine 
dans le sol des turricules sont supérieures parce que l’herbicide est i) recruté par le ver lors de 
l’ingestion de sol et ii) qu’il y est davantage adsorbé. 
Puisque l’atrazine est davantage concentrée dans les endentères et les turricules que dans les 
parois de galeries, l’alimentation sélective et l’ingestion du sol par les vers sont davantage 
déterminants que le déplacement du sol dans le processus de rétention. Une différence entre 
les deux microsites réside dans la quantité et la qualité de la matière organique. En fait les 
parois de galeries accumulent plus ou moins de fragments de litière décomposée que les 
anéciques enfouissent en profondeur et, du mucus et du matériel fécal déposés lors des 
nombreux passages du vers (Bouché, 1977 ; Lee, 1985 ; Jégou 1998). Dans les turricules, le 
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mélange intime entre le sol et la litière dans le tube digestif du ver est un processus plus 
compliqué. Du mucus et de l’eau sont ajoutés au cours du transit (Barois et Lavelle, 1986) et 
une proportion de la matière organique ingérée est fragmentée (Lee, 1985 ; Lavelle et Spain, 
2001). 
Des analyses complémentaires de la composition des turricules confirment l’implication de 
particules fines de sol des turricules (< 2 µm) dans la rétention de l’atrazine. Cependant dans les 
turricules, ce n’est pas tant l’argile recrutée par le ver que la matière organique contenue dans la 
fraction grossière qui détermine l’adsorption (Binet et al., données non publiées, annexe 7). Les 
changements chimiques se produisant lors de l’humification de la matière organique ne seraient 
pas les seuls processus pour la stabilisation des résidus de l’atrazine sous forme non 
extractible. En fait les concentrations de résidus liés de l’atrazine dans les fractions > 200 µm et 
200-50 µm sont supérieures à celles dans la matière organique humifiée isolée dans les 
fractions plus fines (< 50 µm) (Barriuso et al., 1991 ; Barriuso et Koskinen, 1996). Ces 
observations remettent en question l’idée reçue de l’implication des argiles et du complexe 
argilohumique dans l’adsorption de l’atrazine. L’association des composés plus humifiés avec 
les minéraux dans la fraction < 50 µm diminuerait l’accessibilité pour des réactions de liaisons 
avec l’atrazine (Barriuso et Koskinen, 1996).  
Sur un sol limoneux amendé avec de la chaume en décomposition et incubé pendant trois mois, 
la formation de résidus liés de l’atrazine est accrue sur les fractions > 200 µm et 200-50 µm. 
Des changements chimiques et la présence de microorganismes associée à la décomposition 
du matériel végétal sont impliqués dans cette accumulation de résidus liés de l’atrazine (Benoit 
et Preston, 2000). D’après nos expérimentations, les résultats sommaires acquis sur la 
répartition des résidus liés de l’atrazine dans les fractions de la matière organique du sol 
contenues dans le sol non remanié et les turricules vont dans le sens des observations des 
auteurs précités. La majeure partie des résidus sont liés à la fraction la moins humifiée de la 
matière organique (acides fulviques). La fragmentation de la matière organique et les 
microorganismes ingérés par les vers libérerait ainsi des sites réactifs sur lesquels l’atrazine 
s’adsorberait plus facilement par rapport à des sites totalement humidifiés.  
 
De l’hypothèse nouvelle émise ci dessus, il ressort que le rôle des lombriciens dans la rétention 
de l’atrazine va dépendre largement de l’espèce et de son mode d’alimentation. Nous montrons 
que le sol excrété au sein des galeries de lombriciens, (déjections) contient des concentrations 
d’atrazine totales et d’atrazine non extractibles proches de celles des galeries et inférieures à 
celles des turricules. Dans nos expérimentations, les déjections collectées proviennent en 
majeure partie de l’espèce endogée A. caliginosa et les turricules surtout de l’espèce épi-
anécique L. terrestris. A. caliginosa est un ver géophage ingérant beaucoup de sol ; il se nourrit 
de particules minérales fines et de matière organique contenue dans la matrice du sol. Les 
fragments ingérés par certaines espèces endogées ne dépassent pas le diamètre de leur 
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bouche contrairement à d’autres qui se nourrissent sur des agrégats larges et les séparent en 
agrégats de plus petite taille (Blanchart, 1990 ; Derouard, 1993). L. terrestris est un épianécique, 
fouisseur de litière. Son bol alimentaire est très riche en matière organique et contient beaucoup 
de fragments de litière (MO figurée) (Bouché, 1977 ; Judas, 1992). Les vers anéciques agissent 
principalement sur le devenir de la matière organique morte non humifiée (fragmentation) 
(Judas, 1992, figure V.15). La matière organique particulaires (MOP) dans les fractions > 50 µm 
représente respectivement 60 % et 30 % du carbone total des turricules et des parois de 
galeries de L. terrestris, (en microcosmes avec apport de ray-grass). Elle est principalement 
localisée dans la fraction 200-2000 µm (Ablain, 2002). Si il est vérifié que l’atrazine présente une 
réactivité plus forte pour la matière organique contenue dans la fraction grossière (litière fraîche 
encore figurée) que pour la matière organique contenue dans la fraction fine du sol (MO en 
cours d’humification), on peut supposer une implication accrue des vers anéciques dans la 
rétention de l’atrazine puisqu’ils ingèrent proportionnellement plus de matière organique 
grossière que les endogés.  
 

Figure V.15. Composition du contenu stomacal de six espèces de ver de terre, en pourcentage 
de particules minérales (inorganic fraction), de matières organiques figurés (> 50 µm) (particles), 
de matières organiques non figurés (< 50 µm) (non-particles detritus).  
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V.5.4 Disponibilité de l’atrazine  

En microcosmes, la majeure partie de l’atrazine retenue dans le sol est retrouvée sous forme 
mobilisable ou disponible i. e l’atrazine en solution dans le sol et utilisable par les organismes 
(plantes, micro-organismes). La spéciation chimique en fonction de la disponibilité de l’atrazine 
(extractible à l’eau : 60-70 % / extractible au méthanol : 10 % / non-extractible : 30-20 %) 
observée en microcosmes est liée à la nature et au de taux de matière organique du sol initial. 
Elle est susceptible d'évoluer avec le temps vers une plus grande quantité de résidus liés avec 
le temps. En effet dans un sol brun 90% des résidus de l'atrazine sont liés au bout de 63 jours 
(Hayar et al., 1996). Quel que soit le microsite et l’enrichissement en carbone organique les 
résidus non extractibles s’accroissent de 10 à 20 % de 43 à 86 jours. Au terrain après 174 jours, 
l’atrazine non extractible est 100 fois supérieure à l’atrazine extractible à l’eau et 10 fois 
supérieure à l’atrazine extractible au méthanol (3 % / 12 % / 85 %). L’augmentation des résidus 
non extractibles de l’atrazine avec le temps de résidence (de 1 à 90 jours) a été observée en 
situation de non-labour et de labour conventionnel par Radosevitch et al. (1997). L’augmentation 
de la fraction non extractible de l’atrazine en sol non labouré était expliquée en partie par une 
adsorption supérieure liée aux plus fortes teneurs en matière organique dans le sol non-labouré. 
D’autre part, l’augmentation au cours du temps de la  fraction non extractible d’atrazine dans les 
deux types de sol est expliquée par la diffusion progressive d’atrazine soluble dans les 
micropores. (Radosevitch et al., 1997). Nos résultats obtenus avec les endentères suggèrent un 
rôle important de l’eau dans la rétention de l’atrazine en parallèle avec le mélange des éléments 
ingérés au cours du transit. La teneur en eau dans l’endentère et donc dans les turricules 
fraîchement déposés est supérieure (Barois et Lavelle, 1986). La microporosité est plus élevée 
dans les galeries (Binet et Curmi, 1997) et dans les turricules (Shipitalo et Protz, 1989). La 
microporosité en lien avec les teneurs accrues en eau dans les galeries et les turricules pourrait 
conduire à la diffusion progressive puis à la séquestration d’atrazine dans les biostructures et 
favoriser ainsi sa rétention. Cette part d’atrazine, soluble et disponible mais séquestrée au cours 
du temps, serait ainsi soustraite à la biodégradation par la microflore (Radosevitch et al., 1997). 
 
 
Après excrétion les turricules sont déposés en surface et leur stabilité augmente avec les cycles 
de réhumectations-séchages lors des événements pluvieux (Marinissen et Dexter, 1990 ; 
Hindell et al., 1997). De plus avec le temps, la prolifération d’hyphes de champignons sur la 
surface des turricules peut également favoriser leur stabilisation (Parle, 1963b ; Marinissen et 
Dexter, 1990 ; Hindell et al., 1997). Les turricules où les quantités de résidus non extractibles 
sont supérieures représentent d’autant plus des microsites où l’accessibilité de l’atrazine pour la 
minéralisation par les microorganismes serait atténuée avec le temps.  
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Pour appréhender les mécanismes fins conduisant à une rétention supérieure de l’atrazine dans 
le sol ingéré, il conviendrait d’analyser en complément i) les changements de microporosité du 
sol au cours de son passage dans le tube digestif des vers (formation du turricules) i) les 
changements structuraux intervenant lors du vieillissement des turricules. 
 
La répartition de l’atrazine entre les trois fractions d’extractions suit sensiblement les mêmes 
proportions entre les différents microsites de sol pour une même date. Aussi, en concentrant 
plus d'atrazine par gramme de sol, les turricules, les déjections et les galeries contiennent plus 
de résidus liés. Pour les turricules, les quantités disponibles et potentiellement disponibles de 
l’atrazine diminuent progressivement du 14e au 86e jours.. Pour les autres microsites de sol 
(galeries et sol non remanié aux différents horizons), les quantités de résidus liés augmentent 
de 43 à 86 jours. Les turricules ayant tous le même âge (une semaine cf. matériel et méthode), 
les vers semblent donc ingérer moins de sol contaminé en fin d’incubation qu’en début. Les 
quantités de résidus liés dépendent de la concentration d’atrazine présente dans le sol au 
moment de l’ingestion et de l’activité d’ingestion. Le recrutement actif de l’atrazine par les vers 
détermine donc les quantités de résidus liés dans les turricules. 
 
Les lombriciens influencent également la formation et la rétention de métabolites de dégradation 
dans la fraction extractible au méthanol. Les composés hydroxylés y sont majoritaires dans le 
sol ingéré ou remanié par le ver en comparaison avec le sol non remanié du premier horizon.  
L’hydroxylation était connue pour être catalysée chimiquement (Skipper et al., 1967), la réaction 
se produisant en conditions acides et impliquant les fonctions acides des substances humiques 
(Khan, 1978). Récemment des travaux ont montré qu’elle était d’origine microbienne 
(Mandelbaum et al., 1993b ; De Souza et al., 1995). Aux vues de nos résultats sur la 
minéralisation de l’atrazine (chapitre IV), il semble que la formation d’hydroxyatrazine soit liée 
aux conditions abiotiques dans les microsites créés par les vers. Le pH des turricules est plus 
proche de la neutralité que le sol dont ils dérivent. Cette augmentation de pH en sols acides 
serait due à l’excrétion d’ammonium dans l’intestin ou à la production de carbonate de calcium 
dans les glandes calcifères et son relargage dans l’intestin (Lee, 1985). Le pH des biostructures 
de nos expérimentations serait donc moins acide que celui du sol initial (6,4) et ces valeurs 
attendues ne permettent pas d’expliquer la formation d’hydroxyatrazine.  
La mobilité de l’hydroxyatrazine est moindre que celle de l’atrazine et des autres métabolites 
(Schiavon, 1988). La rétention de résidus de l’atrazine dans les biostructures pourrait donc être 
favorisée par la formation supplémentaire d’hydroxyatrazine. 
L’analyse en lien de i) de l’évolution du pH dans les biostructures et ii)  de la formation des 
métabolites dans le temps serait nécessaire pour déterminer l’impact réel du pH sur la formation 
et la par la suite la rétention des métabolites de l’atrazine dans les biostructures. 
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V.5.5 Mobilité et lixiviation de l’atrazine 

Nous avons démontré au laboratoire comme au terrain que les lombriciens sont responsables 
d’une redistribution verticale de l’atrazine et de ses métabolites. En absence de vers, l’atrazine 
appliquée en surface est retrouvée majoritairement dans les premiers centimètres du sol. Ceci 
est cohérent avec ses caractéristiques physico-chimiques connues, en particulier avec une 
faible mobilité (KOC124). 
En présence de vers, moins d’atrazine est séquestrée dans l’horizon de surface et davantage 
d’atrazine migre en profondeur. La litière en partie enfouie manuellement dans le sol en absence 
de vers a probablement joué un rôle de barrière vis-à-vis de la percolation de l'eau et de la 
molécule. Les lombriciens sont donc responsables d’une soustraction de l’atrazine et des 
métabolites dans les premiers centimètres de sol.  
 
Le sol environnant n’est pas remanié par les vers de terre. Il s'agit donc là, d'une action indirecte 
des lombriciens liée à leur comportement. En déposant des turricules et en enfouissant la litière 
ces derniers créent probablement une différence dans l‘infiltration sur le niveau supérieur (0-
5 cm). La formation des galeries par compression des particules chez Nicodrilus giardi 
augmente la surface de contact entre les agrégats et assure une meilleure continuité qui 
favorise la diffusion de l‘eau (Guerif, 1990). L. terrestris et A. caliginosa forment leurs galeries 
par ingestion de sol et tassement des déjections déposées. Ce tassement favorise la formation 
de cutanes où la porosité est réduite (Jégou, 1998). La continuité est potentiellement favorisée 
au niveau des parois de galeries. Carter (2000) distingue le “through-flow”, un mouvement 
latéral de l’eau sous la surface du sol, comme une voie de transport des herbicides dans le sol, 
même si cette voie n’est pas considérée comme une voie de contamination majeure. Un 
transport latéral à partir des galeries pourrait participer à la diffusion d’atrazine vers le sol non 
remanié et donc à sa concentration supérieure en profondeur (5-10 cm et 10-15 cm, en 
microcosmes). Au terrain en mésocosmes, en présence et en absence de vers, les 
concentrations d’atrazine dans le sol non remanié sont équivalentes en profondeur (5-10 et 10-
20 cm). Avec l’augmentation de l’échelle des dispositifs, certains processus liés aux activités 
lombriciennes sont masqués. 
 
Nous avons démontré que les lombriciens influencent la lixiviation de l’atrazine et de ses 
métabolites. Il est reconnu que les galeries constituent une voie d'écoulement préférentiel 
(Joschko et al., 1989). Des mesures de flux d’atrazine ont été effectuées par différence de 
concentration entre la solution appliquée et celle percolée au travers des galeries de L. terrestris 
en comparaison à des galeries artificielles, dans des monolithes de sol et in situ (Edwards et al. 
1992 ; Stehouwer et al. 1994). Les concentrations d’herbicide percolées étaient 34 % et 75 % 
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moindres après passage au travers des vraies galeries. Cependant la solution d’herbicide était 
versée directement à l'entrée des galeries. Ces études ne prennent donc pas en compte 
l’influence des lombriciens ni de leur biostructures par rapport à un sol non remanié. En 
revanche la lixiviation supérieure de l’atrazine avec l’augmentation du nombre de lombriciens 
introduits dans des colonnes de sol prélevées au terrain et soumises à des pluies artificielles a 
été démontrée par Sigua et al. (1995). Dans notre expérimentation, en microcosmes, non 
soumis à des pluies artificielles, mais à des apports d’eau à intervalles réguliers, les volumes 
d'eau lixiviés sont significativement supérieurs en présence de vers. Cependant les quantités 
d'atrazine lixiviées en présence de vers présentent une grande variabilité (de 0,03 % à 18 %) et 
sont en moyenne faibles (3 %) par rapport à la quantité d'herbicide appliquée.  
Cependant l’activité fouisseuse des lombriciens ainsi que l’occupation des galeries par les vers 
peut réduire la lixiviation potentielle de l’herbicide au travers des galeries. En effet un transport 
préférentiel de l’atrazine via les galeries de L. terrestris a été observé sous pluies artificielles en 
colonnes par Farenhorst et al. (2000b). Les quantités d’atrazine détectées dans les percolats 
étaient deux fois plus faibles en présence de vers. L’obstruction des galeries par les fragments 
de litière enfouis ainsi que la présence du ver dans la galerie expliquent cette différence de 
lixiviation. (Farenhorst et al. 2000b). Le matériel ingéré est transporté depuis la surface jusqu’en 
profondeur augmentant ainsi la quantité de résidus non extractibles. Dans nos expérimentations 
en microcosmes au laboratoire, l’atrazine est appliquée à la surface du sol, avant l’apport de 
litière et sans turricules en surface. La lixiviation a pu être favorisée par rapport à l’étude de 
Farenhorst où l’herbicide est épandu sur la litière. Appréhender l’influence des lombriciens sur la 
lixiviation de l’herbicide dans sa globalité impliquerait de connaître la part de ces deux 
processus par un marquage différent de l’herbicide apporté sur la litière d’une part, et sur le sol 
d’autre part. 
Au terrain, nous montrons un lessivage supérieur de l’atrazine en présence de vers, avec 
l’arrivée des premières pluies. Les flux percolés s’atténuent par la suite mais sont au final trois 
fois supérieurs en quantités totales, en présence de vers après 174 jours (0,14 % vs 0,05 % de 
l’atrazine appliquée, en présence et en absence de vers respectivement). S’agissant de la 
mobilité des métabolites de l’atrazine, Farenhorst et al. (2000b) n’ont pas observé de différence 
entre les eaux drainées dans les colonnes avec et sans vers. Nos résultats au terrain, indiquent 
une lixiviation principalement de l’atrazine par rapport à ses métabolites. L’hydroxyatrazine a été 
uniquement détectée dans les eaux de percolation issues des mésocosmes bioturbés par les 
vers alors qu’inversement aucune trace d’hydroxyatrazine n’a été décelée dans les eaux de 
percolation des mésocosmes contrôles (sans vers). Mais ces observations ne permettent pas de 
conclure à une lixiviation préférentielle d’un métabolite de l’atrazine par les galeries.  
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En amont de cette étude, deux questions alternatives étaient posées concernant les relations 
entre les activités lombriciennes et les dynamiques physiques et chimiques d’un herbicide 
modèle, l’atrazine, dans le sol. La première concernait la participation des lombriciens à 
l’atténuation naturelle des polluants organiques dans les sols. Il s’agissait en particulier de savoir 
si les lombriciens contribuent à la minéralisation partielle ou totale de l’atrazine en stimulant 
l’activité de la microflore dégradante du sol. La seconde question alternative s’orientait sur 
l’implication des lombriciens dans la rétention et la rémanence de l’herbicide dans le sol. Il 
s’agissait là de mesurer la portée de la bioturbation du sol par les lombriciens sur la 
redistribution et la disponibilité de l’herbicide dans le sol. 
 
Pour répondre à ces interrogations nous avons mené des expérimentations contrôlées et 
reproductibles à trois échelles d’investigation : au laboratoire, au niveau du microsite et en 
microcosmes de sol ainsi qu’au terrain en mésocosmes de sol. La méthodologie reposait 
également sur l’utilisation du marquage radioisotopique au 14C pour caractériser et quantifier les 
différents processus impliqués dans les dynamiques de l’atrazine dans le sol. 
 
De façon évidente, l’ensemble de l’étude démontre que les lombriciens, en interaction avec les 
microorganismes du sol, affectent significativement la dynamique de l’herbicide atrazine dans le 
sol. Les lombriciens, en facilitant l’adsorption de l’atrazine dans les microsites de sol qu’ils 
créent, diminuent la disponibilité et la mobilité de la molécule. Ils facilitent alors la persistance de 
l’atrazine dans le sol qui s’oppose et prédomine sur sa biodégradation par les microorganismes 
du sol.  
Ces résultats sont liés à l’hétérogénéité structurale et fonctionnelle créée par les lombriciens à 
différentes échelles de temps et d’espace dans le sol. 
La première action mesurable des lombriciens à l’échelle des microcosmes et des mésocosmes 
est une redistribution plus hétérogène de l’atrazine dans le sol et sa migration plus en 
profondeur. Organismes ingénieurs, les lombriciens participent grandement à l’hétérogénéité 
structurale du sol en créant des microsites, galeries et turricules, de taille, formes et composition 
variables. Par exemple, à cette échelle, les galeries participent très précocement puis 
durablement à la redistribution et à la lixiviation de l’atrazine. 
Suite à la redistribution de l’atrazine dans le sol, la seconde action mesurable des lombriciens à 
l’échelle spatiale inférieure des microsites, est une rétention accrue de la molécule atrazine et 
de ses résidus. La diffusion et par la suite le piégeage de l’atrazine dans les micropores, qui 
sont particulièrement abondants dans les parois de galeries (cutanes) et dans les turricules, 
peuvent contribuer à sa séquestration physique. L’enrichissement des turricules en matière 
organique non humifiée contribue à accroître la formation de résidus liés de l’atrazine dans ces 
microsites. La lixiviation de l’atrazine d’une part et la formation de résidus liés d’atrazine d’autre 
part conduisent à la soustraction partielle de molécules atrazine à la dégradation microbienne. 
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Les lombriciens contribuent aussi à la création d’une hétérogénéité fonctionnelle du sol qui 
affecte la minéralisation de l’atrazine. Dans les biostructures (galeries et turricules), 
l’enrichissement en matière organique et l’accroissement de la microporosité du sol augmentent 
respectivement l’adsorption et la séquestration des molécules et diminuent respectivement la 
disponibilité et l’accessibilité de l’atrazine pour les communautés microbiennes capables de 
dégrader 
 
A l’échelle microscopique des microorganismes, l’action mesurable des lombriciens est une 
stimulation de l’activité, et une structuration des communautés microbiennes par modification de 
leur taille et de leur diversité. La modification majeure mesurée pour une des communautés 
capables de dégrader l’atrazine, Pseudmonas sp. ADP est une diminution de la taille après 
passage dans le tractus digestif. L’hétérogénéité fonctionnelle créée par les vers correspond 
également à une modification potentielle du fonctionnement des communautés microbiennes. 
En effet avec l’enrichissement en nutriments azotés (NO3

- et NH4
+) consécutif à la création des 

biostructures, la bactérie dégradante Pseudomonas sp. ADP est susceptible d’utiliser 
préférentiellement ces sources d’azote plus facilement disponibles que l’azote provenant de la 
dégradation du noyau de la molécule atrazine, pour sa croissance. 
 
Cette étude souligne l’interdépendance des processus de rétention et de dégradation dans le 
devenir de l’atrazine dans les sols et ceci à différentes échelles spatiales et temporelles. Elle 
souligne également que les interactions entre macrofaune lombricienne et microflore du sol sont 
complexes, les lombriciens agissant autant sur la structure des communautés que sur leur 
métabolisme.  
Nous démontrons par cette étude que les interactions biotiques édaphiques sont 
significativement impliquées dans le devenir et le comportement des molécules organiques de 
type herbicide dans le sol et nous concluons qu’elles ne peuvent plus être négligées dans un 
objectif de meilleure compréhension de l’écodynamique des polluants organiques pour en 
évaluer les risques a priori. 
 
Sur le plan méthodologique, cette étude a ouvert aussi des interrogations quant à la 
généralisation des résultats d’une part et aux difficultés de leurs transferts aux échelles 
supérieures de terrain, d’autre part.  
En ce qui concerne la redistribution et la disponibilité de la molécule, les résultats cohérents 
obtenus aux différentes échelles d’investigation sont probablement généralisables à une autre 
molécule organique de comportement proche de celui de l’atrazine. Une molécule avec un Koc 
et de solubilité proche aura un comportement proche : une faible mobilité et une affinité pour la 
matière organique.  
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Toutefois ne sont pas généralisables, les résultats relatifs à la communauté dégradant l’atrazine. 
Les conditions physico-chimiques particulières créées dans les microsites et le passage dans le 
tube digestif des lombriciens peuvent avoir un effet variable en fonction des bactéries et des 
champignons et par exemple en fonction des contraintes métaboliques strictes ou facultatives 
des bactéries. Les conditions d’oxygénation sont globalement aérobies dans les galeries 
(nitrification, Binet, 1993 ; nitrification et dénitrification, Parkin et Berry, 1999) et anaérobies dans 
les turricules jeunes (dénitrification, Eliott et al., 1990) mais sont susceptibles d’évoluer avec le 
temps et les teneurs en eau (turricules frais vs turricules âgés). Elles peuvent donc influencer les 
activités microbiennes. 
 
Du point de vue des lombriciens, nous avions d’emblée fait le choix de travailler à partir d’une 
communauté de deux espèces les plus abondantes en sol cultivés tempérés. Ces deux espèces 
ayant des modes d’action sur le sol bien différenciés, une hétérogénéité structurale satisfaisante 
par rapport à une situation naturelle de terrain a été obtenue dans les microcosmes comme 
dans les mésocosmes au terrain. Notre étude est donc de ce point de vue généralisable. En 
revanche vis à vis des interactions avec les microorganismes et donc du fonctionnement 
microbien, des différences entre espèces sont attendues y compris entre espèces d’une même 
catégorie écologique.  
Nous avons également ciblé deux échelles d’étude celle du microcosme et celle du mésocosme. 
L’objectif était de valider les résultats obtenus au laboratoire en microcosme, par des situations 
expérimentales au terrain prenant davantage en compte la complexité et les conditions 
pluviométriques et thermiques de la parcelle. L’étude au terrain conforte les résultats obtenus au 
laboratoire : l’effet des vers sur le devenir de l’herbicide atrazine demeure mais est dilué à 
l’échelle supérieure des mésocosmes ; le mésocosme représente une quantité de sol 33 fois 
plus importante par comparaison avec le microcosme, il intègre aussi davantage la profondeur 
(40 cm vs 15 cm). Le défaut de bilan observé au terrain correspond vraisemblablement à la 
difficulté de piéger l’ensemble de l’atrazine minéralisée sans perturber le fonctionnement du 
dispositif et à l’impossibilité d’analyser l’ensemble du sol, en particulier le sol non remanié. Le 
transfert d’échelle nécessiterait semble-t-il de formuler et d’exprimer les mesures non pas en 
poids de sol mais en volume de sol ; par exemple, à quel volume fonctionnel de sol correspond 
1 g de paroi de galeries ? 
 
Même si l’effet des lombriciens est ou apparaît dilué par le transfert d’échelle, ils participent à 
l’hétérogénéité structurale et fonctionnelle des sols et leur influence est effective. Tous ces 
processus interviennent à différentes échelles et placent la macrofaune lombricienne comme un 
régulateur du devenir de l’atrazine dans les sols et probablement d’autres molécules 
organiques. Prendre en compte différentes échelles d’investigation apparaît nécessaire 
lorsqu’on veut étudier les processus biologiques lombriciens et microbiens et leurs interactions 
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avec des molécules organiques apportées sur les sols. Cela soulève une question plus générale 
d’écologie fonctionnelle : comment prendre en compte l'hétérogénéité spatiale et temporelle du 
processus de minéralisation de l'atrazine significativement observée à l'échelle des microsites 
de sol, pour en évaluer la portée dans le fonctionnement du sol à l'échelle de la parcelle ? 
 
De nouvelles questions se posent à l’issue de ce travail pour mieux appréhender et évaluer le 
rôle régulateur des interactions macrofaune lombricienne / microflore des sols dans 
l’écodynamique de l’atrazine et plus généralement des herbicides. 
 

Comment le vieillissement des biostructures (galeries et turricules) oriente-t-il à long 
terme la disponibilité de l’atrazine adsorbée d’une part et les communautés microbiennes 

dégradant l’atrazine tel que  Pseudomonas sp. ADP, d’autre part ? 
 
Pour appréhender les processus à long terme, il conviendrait après inoculation du sol avec 
Pseudomonas sp. ADP, et au cours du vieillissement des turricules et des galeries, de quantifier 
la communauté bactérienne et les gènes Atz. En parallèle, Il conviendrait de relier ces structures 
de communautés microbiennes avec i) les cinétiques de la minéralisation de l’atrazine, ii) les 
quantités de résidus non disponibles pour la minéralisation ainsi que iii) l’évolution des teneurs 
en azote (NH4

+, NO3
-) qui pourraient participer au contrôle de l’expression des gènes Atz. 

 
 

Comment d’autres microorganismes de la communauté dégradant l’atrazine, tels les 
champignons, répondent-t-ils aux contraintes et aux changements imposés par les 

communautés lombriciennes ? 
 
Dans un souci de généralisation de cette étude et de manière à mieux appréhender l‘implication 
de la macrofaune lombricienne dans l’atténuation et / ou la persistance des polluants organiques 
dans les sols cultivés, il conviendrait de tester les résultats obtenus avec d’autres 
microorganismes tels que les champignons qui sont hétérotrophes et d’autres assemblages 
d’espèces lombriciennes. 
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Pour une vision encore plus complète et pour appréhender davantage la complexité du 

terrain, il devient nécessaire d’ouvrir la réflexion aux interactions possibles et 
vraisemblables avec les systèmes racinaires des plantes, i.e aux interactions  biotiques 

entres racines / macrofaune  / microorganismes. 
 
La drilosphère, peut être considérée comme l’équivalent fonctionnel de la rhizosphère qui sont 
des micro-environnements caractérisés par une activité microbiologique intense. L’activité est 
stimulée par une subdivision fine en lien avec le mélange de débris de litière avec la fraction 
minérale du sol, ainsi que par la production de mucus épidermique et intestinal. Ce matériel a 
des effets analogues aux exsudats racinaires de la rhizosphère (Lavelle et Spain, 2001). La 
rhizosphère du maïs stimule la dégradation de l’atrazine par augmentation de l’abondance des 
communautés dégradantes (Piutti et al., 2002). Les lombriciens se nourrissent également dans 
la rhizosphère (Spain et al., 1990, Binet et al., 1997). On peut donc s’interroger sur la 
structuration des communautés microbiennes à la fois par la rhizosphère et la drilosphère : ces 
deux zones « hot spot » agissent-elles en synergie, en opposition ou indépendamment sur la 
taille, la diversité et le fonctionnement des communautés microbiennes des sols et en particulier 
sur les communautés impliquées dans le métabolisme des polluants organiques ?  
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Annexe 1 : quantité de radioactivité apportée et poids de chaque microsite de sol, pour l’incubation dans l’Exp. 2. 

11 jours 21 jours 32 jours 40 jours 50 jours 60 jours 

Microsites QtéSol 

(g eq sec) 

Qté Ra Appl 

(Bq) 

QtéSol 

(g eq sec) 

Qté Ra Appl

(Bq) 

QtéSol 

(g eq sec) 

Qté Ra Appl

(Bq) 

QtéSol 

(g eq sec) 

Qté Ra Appl

(Bq) 

QtéSol 

(g eq sec) 

Qté Ra Appl

(Bq) 

QtéSol 

(g eq sec) 

Qté Ra Appl 

(Bq) 

V.2 10,20 8779,31 10,34 8707,35 10,31 8779,31 10,32 8779,31 10,23 8707,35 10,36 8779,31 

V.5 10,14 8779,31 10,33 8851,27 10,23 8779,31 10,22 8779,31 10,16 8707,35 10,06 8779,31 

V.10 10,03 8779,31 10,10 8779,31 9,99 8779,31 10,06 8779,31 9,87 8707,35 9,25 8779,31 

V.15 9,75 8707,35 10,01 8851,27 10,05 8779,31 10,04 8779,31 9,87 8707,35 10,06 8851,27 

V.T 1,27 1079,42 5,52 4857,41 6,90 6008,79 16,27 14302,36 10,72 9265,05 16,90 14770,11 

ré
pé

tit
io

n 
1 

V.G 8,44 7627,93 9,91 8779,31 9,94 8779,31 9,95 8779,31 9,81 8707,35 9,92 8779,31 

V.2 9,26 8779,31 10,27 8779,31 10,26 8779,31 10,35 8779,31 10,18 8707,35 10,32 8779,31 

V.5 8,59 8707,35 10,15 8779,31 10,18 8851,27 10,29 8779,31 10,17 8707,35 10,27 8779,31 

V.10 10,03 8779,31 9,95 8779,31 10,01 8779,31 9,93 8563,43 10,13 8707,35 10,28 8779,31 

V.15 9,83 8707,35 10,01 8779,31 9,93 8779,31 9,92 8779,31 9,99 8707,35 10,36 8851,27 

V.T 2,53 2158,85 13,37 11981,60 16,43 14572,22 12,07 10398,45 6,68 5595,01 15,38 13348,87 

ré
pé

tit
io

n 
2 

V.G 7,02 6116,73 9,39 8347,54 9,94 8707,35 9,29 8203,62 9,85 8707,35 9,87 8779,31 

V.2 10,22 8779,31 10,00 8779,31 10,18 8707,35 10,30 8779,31 10,11 8707,35 10,39 8779,31 

V.5 10,10 8779,31 10,12 8779,31 10,22 8779,31 10,24 8779,31 9,72 8491,47 10,31 8779,31 

V.10 9,94 8779,31 11,00 8779,31 10,07 8779,31 10,14 8779,31 9,44 8707,35 10,30 8779,31 

V.15 9,88 8779,31 9,91 8779,31 9,97 8779,31 10,05 8779,31 9,52 8491,47 10,15 8779,31 

V.T 2,05 1727,08 7,19 6494,53 3,83 3400,18 5,62 4749,46 16,50 14374,32 15,50 13492,80 

ré
pé

tit
io

n 
3 

V.G 8,43 7484,00 9,72 8635,39 9,94 8707,35 9,95 8779,31 7,67 6872,33 9,90 8779,31 

S.2 10,26 8779,31 10,04 8707,35 10,09 8779,31 10,23 8779,31 10,05 8707,35 10,59 8851,27 

S.5 10,17 8779,31 9,87 8707,35 10,04 8851,27 10,54 9121,13 9,96 8707,35 10,42 8779,31 

S.10 9,93 8707,35 9,92 8779,31 10,00 8779,31 10,03 8779,31 9,80 8707,35 10,21 8851,27 

ré
pé

tit
io

n 
1 

S.15 10,03 8851,27 9,86 8779,31 10,00 8779,31 10,04 8779,31 9,83 8707,35 10,17 8851,27 

S.2 12,09 8707,35 10,09 8779,31 10,11 8779,31 10,23 8779,31 10,14 8707,35 10,58 8851,27 

S.5 10,01 8779,31 9,99 8779,31 10,07 8779,31 10,12 8779,31 10,10 8707,35 10,41 8779,31 

S.10 9,94 8779,31 9,90 8779,31 10,09 8851,27 10,01 8779,31 10,06 8707,35 10,27 8779,31 

ré
pé

tit
io

n 
2 

S.15 9,85 8779,31 9,97 8779,31 10,04 8851,27 10,00 8851,27 9,96 8707,35 10,15 8779,31 

S.2 9,98 8779,31 10,16 8779,31 10,18 8779,31 10,20 8779,31 10,19 8707,35 10,18 8779,31 

S.5 9,89 8779,31 9,97 8707,35 10,06 8779,31 10,10 8779,31 10,14 8707,35 10,18 8779,31 

S.10 9,82 8779,31 9,91 8707,35 9,94 8779,31 10,02 8779,31 10,03 8707,35 10,17 8779,31 

ré
pé

tit
io

n 
3 

S.15 9,84 8779,31 9,88 8779,31 9,86 8707,35 9,93 8779,31 9,92 8707,35 10,09 8779,31 
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Annexe 2 
 
 

 

Dynamique du carbone en microcosmes sans vers, sans atrazine (S), avec vers et sans 
atrazine (SV), sans vers et avec atrazine (A+ V-) et avec vers, avec atrazine (A+ V+), au cours 
des 86 jours d’incubation. 
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Annexe 3 
 
 
 

 
 
Dynamique du carbone en microcosmes sans vers et avec atrazine (A+ V-) et avec vers et 
avec atrazine (A+ V+), au cours des 62 jours d’incubation. 
 

Dynamique du carbone minéralisé Exp.2
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Annexe 4 
 
 

 
 
 

Précipitations mensuelles sur la parcelle d’expérimentation (Vezin-Le-Coquet) où sont 
localisées les mésocosmes, pendant l’année 2002. 
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Annexe 5 
 

 
 

 
 

 
Dynamique du carbone en mésocosmes sans vers et avec atrazine (A+ V-) et avec vers et 
avec atrazine (A+ V+), pendant 174 jours. 
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Annexe 6 
 

Teneurs en azote et en carbone des échantillons de l’Exp. 1 
 

(Sol non remanié en présence de vers des niveaux 0-5 cm ; 5-10 cm ; 10-15 cm ; 
Gal : parois de galeries ; End : endentères ; Tur : turricules). 

 

Modalité Microsite Age C% Err 
Std 

N% Err 
Std 

C/N Err 
Std 

43j- 1,02 0,01 0,11 0,00 9,27 0,09 
0-5 cm 86j- 1,01 0,03 0,11 0,00 9,01 0,14 

43j- 0,98 0,00 0,11 0,00 8,87 0,04 
5-10 cm 86j- 0,98 0,01 0,11 0,00 8,92 0,06 

43j- 1,02 0,00 0,11 0,00 9,10 0,19 

A+ V- 

10-15 cm 86j- 1,05 0,00 0,12 0,00 8,81 0,09 

43j- 0,97 0,00 0,11 0,00 8,87 0,06 
0-5 cm 86j- 0,60 0,03 0,06 0,01 9,79 0,54 

43j- 0,97 0,00 0,11 0,00 8,81 0,02 
5-10 cm 86j- 0,98 0,00 0,11 0,00 9,35 0,31 

43j- 1,01 0,00 0,11 0,00 9,14 0,03 
10-15 cm 86j- 1,02 0,02 0,11 0,00 8,94 0,11 

43j- 1,18 0,06 0,12 0,01 10,22 0,26 
Gal 86j- 1,08 0,01 0,11 0,00 9,66 0,19 

43j- 2,19 0,31 0,14 0,01 15,91 1,32 
En 86j- 1,93 0,12 0,14 0,00 13,92 0,49 

14j- 1,19 0,05 0,11 0,00 10,51 0,29 

28j- 1,19 0,05 0,11 0,00 10,56 0,27 

42j- 0,95 0,19 0,08 0,02 11,83 0,30 

56j- 1,16 0,04 0,11 0,00 10,27 0,08 

70j- 1,30 0,01 0,12 0,01 11,29 0,56 

A+ V+ 

Tur 

86j- 0,64 0,05 0,05 0,00 12,84 0,96 
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Annexe 7 
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Atrazine adsorbée à la concentration d’équilibre dans le sol de zones humides  

(PF7 0-20), dans les turricules excrétés sur ce sol (casts) et les turricules excrétés 

sur ce sol dont la matière organique a été enlevée. 
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Atrazine adsorbée à la concentration d’équilibre dans le sol de zones humides 

(PF7 0-20), dans les turricules excrétés sur ce sol (casts) et ces mêmes microsites 

dont la fraction argileuse a été enlevée. 


