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esume

Mots clés : sol; carbone; matiéres organiques ; associations organo-minérales ;
coprécipitation ; chimiométrie ; isotopes du C ; MET ; STXM

Maintenir le taux de matieres organiques des sols - et donc de C - est un enjeu pour
la sécurité alimentaire et le climat. La stabilisation du C des sols est principalement
assurée par l'association entre matieres organiques et phases minérales. Cette
association peut étre réalisée par un mécanisme quantitativement important de
coprécipitation qui lie les composés organiques avec des éléments issus de I'altération
minérale (principalement Fe, Si, Al). Les coprécipités, ayant des éléments
inorganiques amorphes, sont nommées nanoCLICs (Nanosized Coprecipitates of
inorganic oLIgomers with organiCs). La caractérisation des mécanismes controlant la
dynamique de formation, le maintien ou la déstabilisation des nanoCLICs est
incompleéte a ce jour. Ainsi, I'objectif de cette thése est de caractériser ces mécanismes
dans les situations de stockage et de déstockage de C, en couplant des approches de
chimiométrie (IR, DRX), isotopie (13C/12C), microscopie électronique (MEB-FEG-EDX,
STEM-EDX et MET-EELS), spectroscopie X (STXM) et respirométrie. Dans le cas d’'une
transition forét-culture d’'un andosol, les résultats montrent que les nanoCLICs sont
déstructurés, expliquant une fraction importante de la perte en C. A l'inverse, en
situation de gain de C (dans un andosol), 'apport de fertilisants organiques ne semble
pas promouvoir la coprécipitation de nanoCLICs. L’'imagerie aux échelles fines
montrent que la nature et la structure des nanoCLICs est caractérisée par un mélange
aux proportions variables de C, Al, Si (et Fe dans une moindre mesure) jusqu’aux
résolutions de 10 nm. Les interactions aux échelles moléculaires sont assurées par des
liaisons covalentes entre des cations métalliques et des fonctions organiques ainsi que
par piégeage de molécules. Enfin, les nanoCLICs mis en interaction avec le vivant
montrent que le C y est majoritairement protégé de la minéralisation microbienne,
mais la simulation d’injection d’exsudats racinaires tend a le déstabiliser.






Abstract

Keywords: soil; carbon; organic matter; organo-mineral associations; co-precipitation;
chemometrics; C isotopes; TEM; STXM

Maintaining organic matter content in soils - and hence C content - is essential to global
food security and to mitigating the effects of climate change. Soil C stabilization is mainly
provided by the association between organic matter and mineral phases. This association
can be achieved by a quantitatively important mechanism of co-precipitation that binds
organic compounds with elements derived from mineral weathering (mainly Fe, Si, Al).
The coprecipitates, having amorphous inorganic elements, are named nanoCLICs
(Nanosized Coprecipitates of inorganic oLIgomers with organiCs). The characterization
of the mechanisms controlling the dynamics of formation, maintenance, or destabilization
of nanoCLICs is incomplete to date. Thus, the objective of this thesis is to characterize
these mechanisms in a context of C storage and destabilization, by coupling chemometrics
(IR, DRX), isotopy (*3C/12C), electron microscopy (SEM-FEG-EDX, STEM-EDX and MET-
EELS), X-ray spectroscopy (STXM) and respirometry approaches. In the case of a forest-
to-crop transition in an andosol, the results show that the nanoCLICs are disrupted,
explaining a significant part of the C loss. Conversely, in a C gain situation (in an andosol),
organic fertilizer input does not appear to promote coprecipitation of nanoCLICs. Fine
scale imaging shows that the nature and structure of nanoCLICs is characterized by a
mixture of variable proportions of C, Al, Si (and Fe to a lesser extent) down to 10 nm
resolutions. Interactions at molecular scales are ensured by covalent bonds between
metal cations and organic functions as well as by molecular trapping. Finally, nanoCLICs
interacting with living organisms show that C is mostly protected from microbial
mineralization, but the simulation of root exudates additions tends to destabilize it.
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Liste des abréviations

Abréviations thématiques :

MO - Matiére(s) Organique(s)

POM - Matiere(s) Organique(s) Particulaire(s)

MAOM - Matiere(s) Organique(s) Associée(s) aux Minéraux

nanoCLICs - Coprécipités de taille nanométrique d’oligomeéres inorganiques avec des
molécules organiques (« NANOsized Coprecipitates of inorganic oLlgomers with
organiCS » définit par Tamrat et al.,, 2019)

ITM - Imogolite type matérial

OF - Fertilisants Organiques

OF-C - Cissu de des Fertlisants Organiques

Inital-C - C du sol Initalement présent avant les apports de fertilisants organiques
Vegétation-C - C issu de la Végétation

Autres abréviations :

AOD - Oxalate d'ammonium-acide oxalique (Tamm, 1922)

DCB - Dithionite-Citrate Bicarbonate (Mehra and Jackson, 1958)

AO- Acide oxalique

DRX - Diffraction Des Rayons X (X-ray diffraction)

MIR - Spectroscopie du moyen infrarouge (Middle Infra-Red spectroscopy)

STXM - Microscopie de rayons X a balayage en transmission (Scanning transmission X-
ray microscopy)

MET ou TEM- Microscopie Electronique en Transmission (Transmission Electron
Microscopy)

MEB ou SEM - Microscopie Electronique a Balayage (Scanning Electron Microscopy)
EDX - Spectroscopie de rayons X a dispersion d’énergie (Energy-dispersive X-ray
Spectroscopy)

EELS - Spectroscopie de perte d’énergie des électrons (Electron Energy Loss
Spectroscopy)
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1. Chapitre 1: Introduction générale

1.1. Préambule

Les sols sont un réservoir de carbone, trois fois plus important que 'atmospheére, sous
forme de matieres organiques. Ces matieres organiques proviennent des végétaux et des
animaux et contiennent aussi de 'azote, du phosphore, de I'oxygéne et du souffre. Ces
matieres organiques rendent des services écosystémiques car elles sont un réservoir
d’éléments nutritifs pour les cultures et un substrat énergétique pour les micro-
organismes. Elles participent aussi a la bonne structuration des sols et a la rétention de
'eau. Ainsi, maintenir un taux important de matieres organiques dans les sols est un enjeu
sociétal. C'est aussi un enjeu climatique par le maintien du C dans le sol,
empéchant/ralentissant sa minéralisation, notamment sous forme de CO2. Cette
protection de la minéralisation est appelée stabilisation du C. Cette stabilisation est en
grande partie assurée par des associations entre les matieres organiques et les éléments
issus de l'altération minérale ou les minéraux, appelées les associations organo-
minérales.

Cette thése s’inscrit dans une démarche de compréhension de la formation, du
maintien et de la déstabilisation des associations organo-minérales, afin de mieux
appréhender la stabilisation du C des sols. Cette these se focalise sur l'une de ces
associations organo-minérales : les coprécipités.

Cette thése a été co-financée par le CIRAD et la Région SUD. Elle a été réalisée dans
I'équipe environnement durable du CEREGE et |'équipe recyclage et risque du CIRAD.
Cette these s’inscrit dans le projet ANR nanoSoilC (2017-2022) mené par Isabelle Basile-
Doelsch.

Le mémoire est structuré comme suit : I'introduction générale comporte un court état
de I'art et présente les objectifs scientifiques détaillés. Les travaux de recherches sont
ensuite présentés en 4 grands chapitres : (2) I'étude du devenir des coprécipités dans
un sol soumis a un changement d’usage associé a une perte de C; (3) la quantification de
Cissu de fertilisants organiques et la détection/quantification de I'impact sur les matieres
organiques endogénes ; (4) I'étude de la structure des coprécipités et des mécanismes
d’associations dans les coprécipités et (5) I'étude de la stabilité de coprécipités en
interaction avec le vivant. Enfin, une conclusion générale permet d’exploiter les
résultats acquis sur les coprécipités étudiés.
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1.2. Etatde l'art

1.2.1.Importance et enjeux du cycle des matieres
organiques des sols

1.2.1.1. Importance des matiéres organiques des sols

Les sols sont composés de matiére organique, de minéraux, d’eau et d’air. La
répartition entre la masse de matieres organiques (MO) et de minéraux est d’environ 5 %
de MO et de 95 % de minéraux (Van-Camp et al, 2004). Les MO sont composées
d’éléments tels que le C, N, P, O et S. Malgré la faible masse de MO dans les sols, leurs
présences sur une majeure partie des terres émergées en font un réservoir de C d’environ
1900 a 2500 Gt C, soit le troisieme réservoir de C organique apres les océans et les
ressources fossiles (Mackenzie and Lerman, 2006; GIEC, 2014). Ces MO du sol sont
composées a 95 % de MO mortes et a 5 % de MO vivantes (Figure 2 ; Basile-Doelsch et
al,, 2020). Les MO mortes sont a 60-99 % composées de molécules organiques issues des
micro-organismes et a 1-40 % de MO particulaires issues des résidus de plantes. Les 5%
de MO vivantes dans les sols sont composées de racines, de la faune (e.g. vers de terre) et
des micro-organismes (bactéries et champignons).

Ce stock de MO -de donc de C- des sols n’est pas inerte, il forme un cycle avec des puits
de C dus aux apports de MO aux sols (Figure 1; Calvet et al,, 2011), appelé production
primaire, issus de la restitution des biomasses aériennes et racinaires, de la rhizo-
déposition, de la nécromasse ou encore des apports de MO exogenes tels que des
fertilisants organiques. Ces MO du sol sont aussi une source de CO2 et autre gaz a effet de
serre via la biodégradation et la minéralisation de ces MO par la faune et les micro-
organismes. Le temps de résidence du C des sols peut varier suivant une diversité de
facteurs (nature des MO, pH...) et d’interactions (avec la faune, les micro-organismes, les
plantes, les minéraux, etc.). De plus, les sols ont une épaisseur variable. Les MO des
horizons supérieurs peuvent étre transportées en profondeur (par la lixiviation,
I'activité biologique, etc.). A 'échelle du paysage ou de 'usage des sols, les MO peuvent
étre perdues par 'exportation des récoltes, ou bien par I'érosion (induite par le relief
et/ou a la suite de fortes pluies). Comme explicité dans le préambule, les MO rendent des
services écosystémiques par le fait d’étre un réservoir d’éléments nutritifs pour les
cultures et un substrat énergétique pour les micro-organismes. Mais aussi parce qu’elles
participent a la bonne structuration des sols et a la rétention de I'eau.

Ainsi, maintenir un taux important de MO dans les sols est un enjeu climatique et un
enjeu sociétal.
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Figure 2. Nature, taille et proportions indicatives des matiéres organiques des sols,
inférieures a 2 mm issus de Basile-Doelsch et al. (2020) adapté de Calvet et al. (2011).
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Figure 1. Cycle du C des sols. Inspiré de diverses introductions aux sciences du sol et notamment
de Calvet, Chenu, et Houot, Matiéres organiques des sols. Crée avec biorender.com.
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1.2.1.2. Un stock de C dynamique

L’age moyen des MO des sols est de 'ordre de 4800 ans (tous sols confondus sur 1 m;
Shi et al., 2020). Mais cet age est différent en fonction de la profondeur du sol (Figure 3,
Balesdent et al., 2018). Le temps de renouvellement du C est plus rapide en surface qu’en
profondeur. Cette dynamique est le résultat des apports de MO, qui sont majoritaires en
surface ou sur le 0-30 cm (par la litiére aérienne, racinaire, les exsudats racinaires, etc.).
Le stock de C en surface est donc généralement plus important qu’en profondeur. Mais
comme abordé précédemment, ces MO peuvent étre transportées en profondeur (par la
lixiviation ou encore l'activité biologique). Les horizons profonds ne sont donc pas
négligeables puisque le stock de C de I'horizon 0-30 cm est équivalent au stock de C de
I’horizon 30-100 cm (Jobbagy and Jackson, 2000; Hiederer and Kochy, 2011; Balesdent et
al,, 2018).

Distribution of carbon age (%)
0 20 40 60 80 100

0 ‘/‘
10 3 yr /
10 yr
20 A 30 yr
50 yr
30 A 100 yr
40 1 300 yr

Depth in the soil profile (cm)

50 4
60 1 1,000 yr
70 3,000 yr
80 4
90
100 -

Figure 3. Méta-analyse de la distribution de 1'age du carbone de 55 profils de sols tropicaux de
foréts et prairies (Balesdent et al., 2018).

1.2.1.3. Enjeux des matiéeres organiques des sols

A T'échelle globale, 'THomme impacte négativement les teneurs en MO des sols
notamment par le changement d’usage des terres (conversions de foréts et prairies
naturelles en paturages et cultures ; [PCC 2019). Cet impact est variable en fonction du
type d’agriculture pratiqué et est globalement plus important lors d’une agriculture
intensive (IPCC 2019). Cet impact peut étre mesuré par le stock de C du sol. Lors d’'une
transition d'un sol en forét ou en prairie a un sol cultivé, le stock de C peut diminuer de 40
a 60 % (Figure 4; Guo and Gifford, 2002; IPCC 2019). ATlinverse, lors d’une transition d’un
sol cultivé en forét ou en prairie, le stock de C peut augmenter de 20 a 60 % (Guo and
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Gifford, 2002). Aussi, le déreglement climatique peut avoir un impact négatif sur le cycle
des MO par I'augmentation des épisodes de sécheresse et des pluies intenses entralnant
de I'érosion et un bouleversement des conditions de minéralisation du C (fonte du
permafrost, dégradation des tourbieres etc. ; IPCC 2019).

(< Overall (537)
aeg| Forest to pasture (170)

o

| Pasture to secondary forest (6)

= Pasture to plantation (83)
o Forest to plantation (30)
o Forest to crop (37)
: —o— Crop to plantation (29)

—— Crop to secondary forest (9)
o+ Pasture to crop (97)

(| Crop to pasture (76)

'
1 Il 1 1 1 1 1

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80
Soil carbon change (%)

Figure 4. Méta-analyse des changements de stocks de C en réponse a un changement d'usage des
terres par Guo and Gifford (2002).

Suite a ce constat, 'augmentation ou le maintien des MO des sols cultivés est
encouragé, notamment via l'initiative gouvernementale 4p1000 (https://4p1000.org/;
Soussana et al., 2019). Cette initiative vise a augmenter le taux de MO des sols cultivés a
hauteur de 0.4 % par an afin d’augmenter la stabilisation du C, mais aussi afin d’assurer
une sécurité alimentaire.

Cette stabilisation des MO est définie comme « un ou des processus empéchant la
biodégradation des composés. L’interaction entre le composé organique et les enzymes
responsables de sa dégradation est empéchée, notamment en raison du piégeage de ['un ou
l'autre au sein des minéraux, de l'association avec ces derniers ou avec d'autres composés
organiques » (Pellerin et al., 2020). Les sections suivantes font un court état de 'art des
processus de stabilisation du C des sols.
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1.2.2.La stabilisation du C du sol

1.2.2.1. Un continuum de biotransformations et de stabilisations

La MO est dégradée dans les sols par l'intermédiaire de la faune et des micro-
organismes (bactéries et champignons ; Figure 5, Basile-Doelsch et al., 2020). Ces MO sont
dégradées sous forme de particules puis de biopolymeres jusqu’a former de simples
molécules ou monomeéres organiques avant d’étre minéralisées sous forme de CO:. Ainsi
les MO sont dégradées suivant un continuum. Dans les sols, elles peuvent étre de taille
centimétrique a sub-nanométrique.

Durant ce continuum de dégradation, l'interaction des MO avec d’autres composants
du sol peut empécher ou ralentir cette dégradation. Cette stabilisation peut aussi avoir
lieu a différentes échelles. Aux échelles centimétriques, les MO peuvent étre piégées
dans des agrégats (MO occluses). Aux échelles micro a nanométriques, les MO peuvent
étre associées a des minéraux ou aux produits de I'altération des minéraux (Lehmann and
Kleber, 2015; Basile-Doelsch et al., 2020).

Par ce continuum de dégradation et la potentielle stabilisation de ces MO a diverses
étapes de cette dégradation, la dynamique des MO du sol est difficile a appréhender.

ORGANIC MATTER FATE of ORGANIC MATTER in SOIL : STABILIZATION
INPUTS CONTINUUM MODEL DESTABILIZATION
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(>600 Da)
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Figure 5. Représentation du modéle de continuum de biotransformations des MO du sol
(issu de Basile-Doelsch et al., 2020, adapté de Lehman and Kleber, 2015).
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1.2.2.2. Conceptualisation du continuum en MO particulaires

(POM) et associées aux minéraux (MAOM)

Afin d’appréhender la dynamique du C des sols, deux formes de C organique sont
conceptualisées suivant un fractionnement par taille :

(i) Les matieres organiques particulaires (POM) qui sont des objets d’une taille
supérieure a 53 pm issus de fragments de matieres organiques (Cotrufo et al,,
2019). Ces fragments peuvent étre issus de la litiere aérienne et racinaire, de la
nécromasse, etc., et sont donc chimiquement trés variés. Ces POM ont un age
moyen du C assez court de l'ordre de quelques années a la centaine d’années
(Trumbore et al., 1989; Bol et al., 2009; Feng et al., 2016).

(i) Les matieres organiques associées aux minéraux (MAOM) ont une taille
inférieure a 53 pm et sont généralement concentrées dans la fraction inférieure a
20 pum (Cotrufo et al., 2019; Lavallee et al., 2020). Les MAOM sont composées de
molécules organiques diverses (e.g. polysaccharides, protéines, etc.) et ne
semblent pas soumises a I'’hypothése d’une récalcitrance chimique (Schmidt et al.,
2011). L’age moyen des fractions MAOM est variable de la centaine d’années au
millénaire (Trumbore et al., 1989; Bol et al., 2009; Feng et al., 2016; Shimada et
al,, 2022).

L’'importance des POM et MAOM peut varier suivant les conditions pédoclimatiques,
mais a I’échelle globale, les MAOM contribuent en grande partie aux C des sols en climat
tempéré (Cotrufo et al,, 2019) et tropical (Fujisaki et al., 2018). D’'un point de vue d’'une
stabilisation du C, c.-a-d. un ou des processus empéchant la biodégradation des composés,
les POM peuvent jouer un réle lorsqu’elles sont occluses dans des agrégats ou bien par un
réle de pourvoyeur de MO (Witzgall et al., 2021), mais ce sont les MAOM qui régissent
principalement la stabilisation du C des sols.

1.2.2.3. Une stabilisation des MO en interaction avec le vivant

(priming effect)

La stabilisation des MO concoit une inaccessibilité de ces dernieres aux micro-
organismes, mais aussi aux plantes. Les plantes peuvent induire un changement de
minéralisation du C du sol par I'exsudation de molécules organiques, appelé priming
effect induit par les plantes (Kuzyakov et al., 2000; Fontaine et al., 2003; Keiluweit et al.,
2015; Bernard et al., 2022). Suivant le type de molécules organiques sécrétées, ces
exsudats racinaires peuvent agir de deux manieéres: (i) par un priming biotique
induisant une stimulation de la production enzymatique du compartiment microbien
alors capable de minéraliser des OM auparavant inaccessibles (inaccessibilité physique
ou énergétique ; Bernard et al., 2022). Ou bien (ii) par un priming abiotique induisant
des changements de conditions de la solution du sol tel que le pH, Eh, etc. (des
changements directs ou bien par stimulation des micro-organismes alors capables de
changer les conditions de pH, Eh; Bernard et al., 2022). Ces changements pourraient
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fragiliser les MAOM et induire une déprotection/déstabilisation des MO alors accessibles
aux micro-organismes.

Le priming effect est analysé sur les MAOMs (Figure 6 ; Jilling et al., 2021). Dans
I'expérience de Jilling et al. (2021), I'ajout de glucose a augmenté la minéralisation du C
issu des MAOM via un priming biotique. Alors que I'ajout de d’acide oxalique a augmenté
la minéralisation du C issu des MAOM via un priming abiotique.
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Figure 6. Pourcentage de C minéralisé issu des MAOM lors d’ajouts d’acide oxalique ou de glucose
par Jilling et al., 2021. Exprimé en pourcentage de « priming effect ». Les ajouts ont été faits 3 fois
et sont figurés par une fleche grise. Les MAOM sont issus de la fraction <20 pm d’'un Loam
limoneux (Typic Edoaquoll). Le priming abiotique est testé avec des ajouts d’acide oxalique et le
priming biotique avec des ajouts de glucose.

Pour conclure, les MAOM régissent la stabilisation du C des sols. Cette stabilisation doit
étre étudiée en interaction avec les micro-organismes et les plantes. Cependant les MAOM
peuvent avoir diverses associations entre les matiéres organiques et les minéraux (ou
éléments issus des minéraux), qui sont a ce jour mal-connus. Les sections suivantes font
un court état de I'art des différentes formes de MAOM des sols.
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1.2.3.Les matiéres organiques associées aux phases
minérales (MAOM)

1.2.3.1. Importance de lI'altération minérale

Le taux d’altération des minéraux dans les sols est variable en fonction des types de
minéraux, des conditions pédoclimatiques et en fonction des interactions avec les plantes
et les micro-organismes du sol (Finlay et al., 2020; Samuels et al., 2020). L’altération des
minéraux primaires peut donner lieu a des minéraux secondaires tels que des illites,
montmorillonites, kaolinite, oxyhydroxydes de Fe, d’Al ou de Si. Cependant l'altération
(des minéraux primaires ou secondaires) génére aussi des éléments de taille
nanométriques qui favorisent I'interaction avec des composés organiques sur les
surfaces minérales et dans la solution du sol (Figure 7; Basile-Doelsch et al., 2015).

Depuis une vingtaine d’années, la conceptualisation des MAOM prend en compte de
plus en plus les éléments issus de I'altération des minéraux (Kleber et al., 2015; Basile-
Doelsch et al., 2015). Passant d’'un mécanisme de sorption de C a la surface de minéraux
peu ou pas altérés (e.g. complexe argilo-humique) a divers mécanismes de stabilisation
possibles prenant en compte cette altération (Basile-Doelsch et al., 2015, 2020). Les
différents mécanismes sont explicités ci-apres.

A. Classical models B Emerging understanding
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minerals soils
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Figure 7. Représentations conceptuelles des MAOMs des sols (adaptée de Basile-Doelsch et al., 2015).
Dans la vision classique (A), les MO sont adsorbées sur des surfaces minérales peu ou pas altérées
(comme I'adsorption zonale). La nouvelle vision (B) considere que l'altération minérale génére des
éléments amorphes de taille nanométrique qui favorisent l'interaction avec des composés organiques
sur les surfaces minérales et dans la solution du sol.
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1.2.3.2. Conceptualisation des MAOM

A ce jour, les mécanismes d’associations de MAOM sont théorisés en 3 types (Basile-
Doelsch et al., 2020) et illustrés en Figure 8 :

e Lemécanisme d’adsorption de matiere organique sur des minéraux (primaires ou
secondaires). Les MO adsorbées peuvent étre de taille micrométrique a
nanométrique (Kleber etal., 2015, 2007).

e Le mécanisme de coprécipitation de phases minérales secondaires en présence
de MO. La coprécipitation est conceptualisée suivant la taille de la phase minérale
avec laquelle la MO est en interaction. Ainsi, certains coprécipités pourraient
contenir des minéraux secondaires micrométriques plus ou moins cristallins et des
matieres ou molécules organiques (Kleber et al., 2015 ; néanmoins, ce modele
d’association a I’échelle micrométrique est difficile a différencier d’'un processus

Mineral associated organic matter

(MAOM)
Adsorption on primary and secondary Complexation of OM with Al and Fe
minerals or cation bridging with Ca
Micrometersto ~ Size of adsorbed organic matter Few
nanometers nanometers
to angstroms — Rowley et al., 2018 ; Bernard et al., 2022 —
Kleber et al., 2015 —— — Kleber et al., 2007
Adsorption model Zonal model of organo-mineral Complexed
Exemple with secondary minerals interactions or bridged
Ad ti N i -l B ) molecules
isorption compilex ~ . e
2 5 h ; A i o S
o anlil'e S .
M ahne 0 X » Monomeric
w i -\-"‘-\_l [SS.I:':C:;DIECUIE metal (Al, Fe,
I' Ca)
v

Coprecipitation of secondary mineral
phases in the presence of OM

Size of the inorganic phase

short range ordered oligomers
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Figure 8. Conceptualisation de l'interaction entre les matiéres organiques et minérales dans
les fractions fines des sols suivants la review de Basile-Doelsch et al (2020). (i) L’adsorption
de matiére organique sur des minéraux (primaires ou secondaires) (Kleber et al., 2015,
2007). (ii) La coprécipitation de phases minérales secondaires en présence de MO (Kleber
et al,, 2015; Levard et al., 2012; Tamrat et al., 2019). (iii) Et la complexation de molécules
organique avec de I’Al et du Fe monomérique ou des ponts cationiques avec du Ca (Rowley
etal, 2018; Bernard et al.,, 2022)
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d’adsorption). Certains coprécipités pourraient contenir des phases mal-
cristallisées et des molécules organiques, tel que représenté par Levard et al,,
2012. Enfin, des coprécipités pourraient aussi contenir des phases minérales
nanométriques qui ne sont plus que de simples oligomeéres inorganiques et des
molécules organiques (Tamratetal,, 2019). Cette derniére association aux échelles
nanométriques est appelée nanoCLICs pour « nanosized coprecipitates of inorganic
oligomers with organics » (Tamrat et al., 2019).

e Le 3%me mécanisme est la complexation de molécules organiques avec de I'Al et du
Fe monomérique ou des ponts cationiques avec du Ca (Rowley et al.,, 2018; Bernard
etal., 2022).

Observer ces formes de MAOM dans les sols reste un défi principalement par I’échelle
d’observation requise, mais aussi par le fait de réussir a isoler ces MAOM sans les
fragiliser.

1.2.3.3. Observations des MAOM dans les sols : focus sur la
coprécipitation

Le réle de I’'altération minérale dans la stabilisation du C

Une méta-analyse prenant en compte divers parametres physico-chimiques de 5500
profils de sols a démontré une meilleure prédiction du C par les oxyhydroxydes de Fe et
d’Al dans les sols a pH neutre a acide (Figure 9 ; Rasmussenen et al., 2018). Alors que le
Ca échangeable et les argiles granulométriques étaient de meilleurs prédicteurs du C pour
les sols plus alcalins et arides. D’'un point de vue mécanistique, cette étude traduit le role
dominant de I'altération minérale dans la prédiction du C dans les sols neutres a acide
couvrant une grande partie des terres émergées (IGBP-DIS, 1998). Cette étude utilise la
mesure de I'Al et du Fe solubilisés par de I’'oxalate d’ammonium-acide oxalique (AOD ;

100

M Al-, Fe-complexes

WSRO
50 M Ca+clay

0
4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
Soil pH

Figure 9. Modele corrélatif des phases minérales impliquées dans la stabilisation du C suivant le
pH des sols, issu de Rasmussen et al., 2018. Les phases appelées « short-range order (SRO) »
correspondent majoritairement a une extraction d’Al et Fe par AOD (oxalate d’ammonium-acide
oxalique). Les phases appelées « complexes d’Al et de Fe » correspondent majoritairement a du
Fe et de I'Al extraits par pyrophosphate.

Relative contribution (%)
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Tamm, 1922) et du pyrophosphate (Pansu and Gautheyrou, 2006). Les extractions par
AOD visent a extraire les éléments issus des minéraux mal-cristalisés (e.g. ferrihydrite,
aluminosillates mal-cristallisés, allophane, imogolite , etc. ; Rennert, 2018). D’'un point de
vue mécanistique, tel que définit en partie 1.2.3.2., le Fe et I’Al extraits par AOD pourraient
étre issus de minéraux secondaires mal-cristallisés, de coprécipités ou de complexes. Les
extractions par du pyrophosphate visent a extraire les cations métalliques et les oxides
métaliques liés aux MO (Rennert, 2018). D’un point de vue mécanistique, tel que définit
en partie 1.2.3.2,, I’'Al et le Fe extraits par du pyrophosphate pourraient étre coprécipités
mais aussi complexés au C. Ainsi, ces extractions peuvent étre un outil pour mettre en
évidence le role de l'altération minérale dans la stabilisation du C des sols, mais elles
posent deux problémes: (i) le premier est qu’elles ne sont pas tres sélectives, par
exemple, les extractions par du pyrophosphate peuvent aussi solubiliser des oxydes de Fe
ou de la gibbsite (Rennert 2018). (ii) Et bien que ces extractions refletent 'importance
des phases amorphes et mal-cristallisées, aucune caractérisation de MAOM n’est possible
a la suite de ces extractions puisqu’elles sont destructives.

Observations microscopiques des MAOM

Dans les sols ou les fractions de sols, les associations organo-minérales sont détectées
notamment par des analyses d'imageries chimiques aux micros et nano-échelles suivant
diverses techniques telles que : la microscopie électronique en transmission (MET) et a
balayage (MEB), la microscopie par rayon X (scanning X-ray transmission microscopie ;
STXM) ou encore par spectrométrie de masse des ions secondaires (nanoSIMS). A l'aide
de ces techniques, des colocalisations élémentaires entre du C, du Fe et/ou de I'Al
sont visualisées (Chenu and Plante, 2006; Solomon et al., 2012; Wen et al., 2014; Chunmei
Chen et al, 2014; Asano et al., 2018; Arachchige et al.,, 2018; Possinger et al.,, 2020a;
Inagaki et al,, 2020). Une grande partie de ces études montrent I'association de ces
éléments mais elles ne permettent pas de caractériser les mécanismes qui les lient.
Certaines de ces études montrent que des zones de colocalisation sont amorphes aux
électrons (Figure 10; Chenu and Plante, 2006; Asano et al, 2018), suggérant
un mécanisme de coprécipitation ou de complexation plutét que d’adsorption. Ainsi des
coprécipités et/ou des complexes semblent détectés mais leur importance quantitative
n’est pas connue.

Focus sur la coprécipitation

En laboratoire, les coprécipités peuvent étre synthétisés avec divers éléments
inorganiques issus de l'altération de minéraux (e.g. Fe, Al et Si) et des MO synthétiques ou
naturelles trés diverses (Eusterhues et al., 2011; C Chen et al,, 2014; Tamrat et al.,, 2018,
2019; Possinger et al., 2021; Lenhardt et al., 2022; Cam et al., in prep). Les coprécipités
pourraient donc se former dans des environnements variés. Aussi, ils pourraient
participer a la stabilisation du C des sols a pH neutre a acide (Figure 9 ; Rasmussen et al.,
2018) et ils pourraient étre déja observés dans certains sols (Figure 10). Malgré ces
indices, I'importance quantitative des coprécipités et leur(s) dynamique(s) dans les sols
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restent inconnues. C’est pourquoi ce manuscrit de these se focalise sur I'étude de
coprécipités dans les sols.

counts

Imagerie par TEM d’un micro-aggrégat d’un luvisol par Chenu and Plante (2006). Légende publiée : « (f)
Micro-agrégat ou la matiére organique est amorphe et située entre des empilements de plaquettes
d'argile (coloration U, Pb). (g) Détail de (f). (h) Analyse élémentaire EDS de la zone délimitée sur la
figure 4(g), montrant les pics P band U des colorations OM. Les pics de C, Cu et Cl sont partiellement ou
totalement dus a I'équipement (par exemple, les grilles, la résine) et non a I'échantillon. »

Imagerie par TEM (a, b et f) et détection du C, Fe et K par STXM (i) de la fraction 0.2—2 um d’un Andosol
par Asano et al., 2018. La figure est modifiée pour ne montrer que les zones ou le C est détecté avec du
Fe par STXM. La zone (e) ne comporte par de diffraction électronique, elle n’est pas montrée ici.

Figure 10. Exemples d’analyses centi-nanométriques montrant une colocalisation du C avec
de I'Al et Si ou du Fe dans des zones amorphes aux électrons.

Existant non-publié : des coprécipités-nanoCLICs dans un andosol

[sabelle Basile-Doelsch et I'équipe environnement durable du CEREGE ont mené divers
travaux aux échelles microscopiques via 'ANR nanoSoilC. Nithavong Cam a effectué un
post-doctorat dans le cadre de cette ANR. Les résultats suivants sont issus de son post-
doctorat. Un article est a ce jour en cours de préparation.

Cesrecherches ont porté sur la caractérisation de coprécipités provenant d’andosol (La
Réunion). Pour cela des fractions fines ont été analysées par MET-EDX, afin de
cartographier les colocalisations élémentaires prépondérantes avec le C. De I'échelle
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micro a la centaine de nanometres, le C est colocalisé avec de I’Al et du Si (et peu de Fe)
dans une phase amorphe aux électrons. L’analyse par TEM-EELS (spectroscopie
électronique a perte d’énergie) a détecté une colocalisation du C avec de I’Al et Si jusqu’a
une résolution de 7 nm (taille de pixel; Figure 11). En paralléle, ces analyses de
cartographies chimiques (EDX et EELS) ont été réalisées sur des syntheses de
coprécipités-nanoCLICs. Dans ces synthéses, une méme colocalisation élémentaire du C,
Al, Si est détecté jusqu’a 8 nm dans une phase amorphe aux électrons. Ces résultats
tendent a démontrer que les coprécipités-nanoCLICs et les coprécipités de I'andosol
étudié sont trés similaires aux nano-échelles. L’andosol pourrait contenir des coprécipités
contenant du C avec des phases mal-cristallisées (de type proto-imogolites) et des
éléments inorganiques amorphes de type nanoCLICs.

Malgré la détection de coprécipités, plutét de type nanoCLICs, dans un andosol, la
dynamique de ceux-ci a I'’échelle du profil et suivant les usages des terres est inconnue. La
stabilité des MO coprécipitées en interaction avec le vivant est aussi inconnue, tout
comme les mécanismes d’associations exactes entre MO et éléments issus de l'altération
minérale.

TEM and HRTEM images TEM-EELS

Image Spectra from a pixel of 7 nm
— mix of C, O, Al and Si

C K-edge 0 K-edge Fe Ledge
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Figire 11. Imagerie et cartographie chimique par TEM-EELS de fractions fines d’andosol (ile de
la Réunion) issu de Cam et al,, in prep. Les images TEM montrent une dominance d’'une phase
amorphe (par diffraction électronique -non montrée ici- et par des images de haute résolution
HRTEM). Cette phase est composée d’'un mélange de C, O, Al et Si jusqu’a 7 nm (pixel de 7 nm de
distance latérale, soit 49 nm?). Le Fe est faiblement détecté par des cartographies STEM-EDX (non
montrées ici). Le Fe n’est que peu colocalisé avec C, Al et Si en TEM-EELS aux résolutions
nanomeétriques.
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1.3.

Objectifs de these

L’objectif général de cette these est de caractériser les coprécipités, et notamment
de type nanoCLICs, dans les sols par une compréhension (i) de leur dynamique a
I’échelle du profil et en fonction de 'usage des terres, (ii) de leur structure et de la nature
des associations entre éléments organiques et issus de 'altération minérale, mais aussi
(iii) par l'analyse de leur stabilité en interactions avec le vivant (micro-organismes et
exsudats racinaires). Suite a la détection de coprécipités plutot de type nanoCLICs dans
un andosol (Cam et al,, in prep), la dynamique, la structure et la stabilité des coprécipités-
nanoCLICs est étudiée sur un méme type de sol. Les 4 chapitres de cette theése sont divisés
en fonction de ces questions de recherches. Ces chapitres sont introduits individuellement
avec des questions de recherches spécifiques.

Moﬁitoring changes
through land-use

Monitoring changes with
organic fertilizer inputs

Microscopic caracterization
of coprecipitates

2t !
R 0
Natural ~# ﬁ' \Synlhetic
NS

<

Oos

L’objectif du chapitre 2 est d’étudier la dynamique des
coprécipités lors d’'une baisse de stock de C liée a une mise en
culture. Pour cela un andosol, trés riche en coprécipités est étudié
avant et apres une mise en culture. L'étude des coprécipités
fragilisés par la mise en culture est étudiée a 'aide d’approches
chimiométriques a 1’échelle du profil de sol et par des
cartographies chimiques aux micro-échelles.

Le chapitre 3 étudie la dynamique des MO apportées aux sols
apres d’apports de fertilisants
organiques. Un premier sous-chapitre discute de la potentialité du
tracage isotopique 13C afin de quantifier le C issu de fertilisants
organiques dans des essais agronomiques. Un second sous-
chapitre utilise ce tracage isotopique afin de quantifier 'apport de
C issu des fertilisants organiques mais aussi afin de
détecter/quantifier 'impact sur les MO endogénes. Cette étude est
réalisée dans un andosol (riche en coprécipités) et un arénosol a
’échelle du profil de sol. Ces résultats sont incomplets a la suite
de retards liés a la pandémie et a une panne instrumentale.

une quinzaine d’années

Le chapitre 4 a pour objectif de caractériser le type de
coprécipités d’'un andosol et de caractériser la nature des
interactions entre les matiéres organiques et les éléments
inorganiques. Un premier sous chapitre se focalise sur la
caractérisation de coprécipités d’andosols aux nano-échelles en
interactions avec d’autres nano-phases du sol. Un second sous-
chapitre a pour objectif de caractériser la nature des interactions
entre les matieres organiques et les éléments issus de I'altération
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minérale. Ce dernier objectif comprend I'étude de la spéciation
du C aux nano-échelles des MO de coprécipités naturels
comparée a des références de laboratoire.

Le chapitre 5 a pour objectif d’étudier la stabilité du C des
coprécipités-nanoCLICs. Cette stabilité est étudiée, en
microcosmes, par la mesure de la minéralisation du C
%\f> Simulting interactons coprécipité en interaction avec des micro-organismes et des

with root and micro-

organisms

exsudats racinaires, afin de tester un ‘priming effect’.
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2. Chapitre 2: AT
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Caractérisation de

through land-use
change 4
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coprécipités d’andosol avant
et apres une mise en culture
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sont listées ci-dessous. Floriane Jamoteau a préparé les échantillons (broyage,
fractionnement et préparation pour toutes les analyses), effectué les analyses de C, par DRX
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2.1. Introduction

La mise en culture d'un sol peut induire une perte de C, appelée déstabilisation de C
(Guo and Gifford, 2002a; Poeplau and Don, 2013; Sanderman et al, 2017). Cette
déstabilisation de C se définit comme : le passage du C d’'un état protégé a un état
disponible (Bailey et al., 2019). Le C des matieres organiques (MO) des sols, a un temps T,
peut prendre la forme de matiéres organiques particulaires (POM) et de matieres
organiques associées aux minéraux (MAOM ; cf Etat de I'art). L'importance des POM et
MAOM peut varier suivant les conditions pédoclimatiques, mais a 1’échelle globale, les
MAOM contribuent en grande partie aux MO des sols en climat tempéré (Cotrufo et al.,
2019) et tropical (Fujisaki et al., 2018). Comparé aux POM, I'dge moyen du C des MAOM
est plus élevé, de I'ordre de la centaine d’années jusqu’au millénaire dans certains sols
(Trumbore et al.,, 1989; Bol et al.,, 2009; Feng et al., 2016; Shimada et al., 2022). Pourtant
certains sols tres riches en MAOM, comme les andosols, peuvent étre sujets a une
déstabilisation du C apres une mise en culture d'une ou quelques dizaines d’années (Verde
et al., 2005; Basile-Doelsch et al.,, 2009; Dube et al., 2009; Osher et al.,, 2003; Koga et al,,
2020). Les formes de C impactées et sujettes a la déstabilisation par la mise en culture
sont a ce jour mal connues.

Les MAOM regroupent une diversité de processus d’association comme l'adsorption, la
coprécipitation ou bien la complexation (Basile-Doelsch et al., 2020). Dans la littérature,
le processus de coprécipitation entre I’'Al et/ou le Fe avec du C est mis en avant par des
extractions chimiques (Rasmussen et al.,, 2018). Cependant la nature des coprécipités
comporte plusieurs inconnues : (i) la taille de la phase minérale avec laquelle 1a MO est en
interaction : de I'échelle du micrometre jusqu’a I'échelle de quelques nanometres, alors
appelé « nanoCLICs » (Kleber et al., 2015; Levard et al., 2012; Tamrat et al., 2019), mais
aussi (ii) suivant la nature des éléments inorganiques et (iii) organiques impliqués dans
ces coprécipités.

Dans les sols riches en MAOM, tel que les andosols, le C des MAOM est associé a de I'Al
et/ou du Fe (Verde et al., 2005; Basile-Doelsch et al., 2005; Matus et al., 2006; Beare et al,,
2014; Curtin et al., 2015; Asano et al., 2018; Inagaki et al., 2020). Cependant, I'association
entre les éléments inorganiques et organiques n’est encore pas totalement connue. Par
I’étude de ponces altérées, le C des MAOM était initialement attribué a une association
sous forme de coprécipités avec imogolites type material (ITM) de type imogolites et
allophanes (Wada and Harward, 1974; Henmi and Wada, 1976). Cependant, dans les
d’andosols, seuls des ITM précurseurs d’'imogolites et d’allophanes sont détectés et
appelés proto-imogolites (Levard et al.,, 2012). Ces observations ont alors suggéré des
coprécipités de MO avec des minéraux mal-cristallisés tel que les proto-imogolites dans
les andosols (Levard et al., 2012). Cependant, ces observations ne permettent pas de
savoir si ces ITM sont des structures qui composent majoritairement les coprécipités
d’andosols ou bien si les coprécipités se composent aussi d’autres types de nano-phases
avec des structures et des compositions chimiques variables de type nanoCLICs. Ainsi,
isoler et caractériser les coprécipités, sans les fragiliser, pourrait apporter des clefs de
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compréhension sur leur(s) structure(s). Aussi, par leur forte teneur en coprécipités, les
andosols pourraient étre un premier exemple de caractérisation de coprécipités avant et
apres une mise en culture.

Par leur composition, la caractérisation des coprécipités doit étre faite d’'un point de
vue organique et inorganiques. L’étude des liaisons élémentaires peut étre faite par infra-
rouge, pouvant caractériser les liaisons organiques et inorganiques des coprécipités.
Toutefois, dans les matrices complexes comme les sols, les signaux obtenus en infra-rouge
se superposent et sont, par conséquent, difficiles a interpréter. Mais récemment, le
développement de la chimiométrie (e.g. I'application d'outils statistiques pour obtenir le
maximum d'informations a partir de données chimiques) permet de modéliser les
nombres d’ondes corrélés au C organique des sols (Steffens and Buddenbaum, 2013;
Baldock et al, 2013a, 2019; Chevallier et al, 2019; Guigue et al, 2022). Ainsi, la
modélisation des nombres d’ondes liés aux C pourrait étre un outil de caractérisation de
la nature du C organique et des éléments inorganiques coprécipités. De plus, d’autres
outils chimiométriques peuvent étre utilisés pour corréler deux techniques spectrales
différentes (Noda and Ozaki, 2004; Forouzangohar et al, 2013). Par exemple,
Forouzangohar etal., (2013) a utilisé le moyen infra-rouge (MIR) pour prédire les signaux
détectés par résonance magnétique nucléaire dans les sols. La caractérisation des
coprécipités pourrait étre faite par I'étude de I'ordre minéralogique par diffraction des
rayons X (DRX) et par I'étude des liaisons élémentaires par moyen infra-rouge. Ainsi la
corrélation de ces deux techniques permettrait de caractériser le type et l'ordre
élémentaire des éléments coprécipités.

Ainsi, l'objectif de cette étude est de caractériser les coprécipités d’andosols et de
mesurer le potentiel impact d’'une mise en culture sur ces coprécipités. Pour cela nous
proposons de quantifier et de caractériser les coprécipités d’andosols a I’échelle de deux
profils de sol, I'un en forét et le second cultivé. (i) Dans un 1¢r temps, les évolutions
physico-chimiques des sols par la mise en culture sont caractérisées a I’échelle du sol bulk.
(i) Dans un second temps, les sols sont fractionnés afin de quantifier la perte de C
coprécipité. Les coprécipités sont isolés sans les fragiliser et leurs présences est attestée
par cartographie chimique MEB-EDX. (iii) Puis, dans un troisieme temps, les coprécipités
sont caractérisés par MIR et DRX. Cette caractérisation comporte des analyses
chimiométriques afin de caractériser les liaisons élémentaires impliquées et 'ordre
minéralogique de ces objets.
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2.2. Matériels et méthodes

2.2.1. Site expérimental, échantillonnage et
fractionnement des sols

Deux profils d'andosols (FAO, 2014) ont été échantillonnés pres de Sainte-Marie sur
I'lle de La Martinique. Le climat est tropical humide avec une température moyenne de
25°C et des précipitations moyennes de 3000 mm par an. Les deux profils sont distants
de 300 m et situés a environ 300 m d'altitude a.s.l. Les profils de sol sont un andosol en
forét (N:14°46'31";0:61°2'31") et un andosol de culture (N:14°46'27";0:61°2'57"). Le sol
en culture a été convertiil y a 30 ans, passant d’'une forét a un systéme de culture composé
de rotations de 3 ans de dachine, patates douces, igname et en jachere. Quelques animaux
sont mis en paturage. Les horizons échantillonnés sont 0-5; 5-10; 10-15; 15-20; 20-30;
30-40; 40-50; 50-60; 60-70 ; 70-80 cm.

Les fractions du sol sont séparées par tamisage humide, afin de concentrer les MOAMs
dans la fraction <20 pma. Brievement, 10-20 g de sol séché a l'air sont ajoutés a 100 mL
d'eau milliQ et sonifié (16 ].mL-1; comme utilisé par Basile-Doelsch et al., 2007). Les 100
mL sont ensuite tamisés par voie humide en utilisant successivement des tamis de 100 et
20 um. Les fractions >100 pm et 20-100 pum sont séchées a 40 °C. 1 a 2 mL de la fraction
<20 pum est prélevé pour les analyses de microscopie et conservé a 4 °C. Ensuite, la fraction
<20 pum est décantée pendant 12 h minimum a 4 °C pour éliminer le surnageant d'eau
avant d'étre séché a 40 °C.

2.2.2. Mesure de C et calcul du stock de C

Environ 5 a 13 mg d'échantillons (de sol bulk ou de fraction de sol) ont été pesés dans
des nacelles en étain pour les analyses de carbone organique total (COT) par combustion
seche avec un analyseur élémentaire (analyseur FlashSmart, NF ISO 10694).

Les stocks de carbone organique du sol (stock SOC, kg-m-2) sont calculés suivant les
équations suivantes (Quero et al,, 2022) :

SO0C stock; = BD; X TOC; X e; +10 (1)

SOC stock,, = Y, SOC stock; (2)

aLes MAOM ont été isolés sans ajout de dispersant afin de les caractériser. La fraction <20 um concentre
les MOAM dans les sols (Cotrufo et al., 2019). Cette fraction est principalement isolée par sédimentation ou
par tamisage humide. Dans un premier temps, des essais de séparation des MAOM par sédimentation ont
été conduits mais cette méthode provoque I'apparition d'un gel dense (tel que décrit par Inagaki et al,,
2019). Ce gel peut « encapsuler » diverses particules du sol et il a un temps de sédimentation variable entre
les échantillons. La méthode par sédimentation a donc été écartée pour une meilleure reproductibilité entre
tous les échantillons. C’est pourquoi les MAOM ont été isolées par tamisage humide a la suite d’'une
désagrégation par ultra-sons. Cette méthode a 'avantage de désagréger temporairement cette phase de gel
pour mieux l'isoler a travers un tamis inférieur a 20 pm.
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Avec i 'horizon de sol considéré, et n le nombre d’horizon analysé. TOC est la
concentration en carbone du sol [g.kgl], BD est la densité apparente [g.cm-3] et e
I'épaisseur de la couche [cm] (Poeplau et al., 2017).

Une correction de I'équation 2 a été appliquée afin de comparer les stocks de C a masse
équivalente et ainsi éliminer les différences de densité apparente entre les deux sites pour
une méme profondeur (Ellert and Bettany, 1995; Poeplau and Don, 2013; Barré et al,,
2020). La masse de sol de référence est '’horizon le plus lourd. Cette correction du stock
de C (SOC stockcorr) est appliquée pour tous les horizons cumulés de 0 a 80 cm, suivant
I’équation (#2) :

M st — M
SOC stock,_,orr = SOC stock,, + (TOCn+1 * "’w“”fg‘ ") (#2)

Avec n I'horizon considéré ; SOC stockn le stock de SOC cumulé non corrigé en kg m2;
M heaviest 1a masse de sol la plus lourde [g cm2] des deux sites et Mn la masse de sol la plus
légere [g cm2] et TOC est la concentration de carbone du sol.

Le stock de C par fraction ( Stock Csraction; < 20 pm; 20 — 100 um; > 100 pm) pour
un horizon donné, est calculé suivant I'’équation (3) :

Stock Crraction = SOC stocky_corr X %C in the fraction (3)
Avec %C in the fraction, le pourcentage de C dans la fraction de I'horizon.

Le stock de C perdu dans une fraction de sol (Stock C,,s;), dans un horizon donné, est
issu de la soustraction du stock de C dans une fraction de sol en forét par celui du sol
cultiveé (4) :

Stock Clost = Stock Cfraction forest — Stock Cfraction crop (4)

Avec Stock Crraction forest» 1€ stock de C issu de la fraction du sol en forét et

Stock Crraction crop » 1€ stock de Cissu de la méme fraction du sol cultive.

2.2.3. Maesures des parameétres physico-chimiques
des sols

Le pH des sols est réalisé avec un ratio volumique de sol/eau milliQ de 1:5 (10 ml de
volume de sol).

Les extractions chimiques suivantes ont été réalisées par le laboratoire d’analyse
d’Arras. Les extractions de Fe, Si et Al sont réalisés avec de 1'oxalate d’ammonium-acide
oxalique (AOD ; Tamm, 1922 dans l'obscurité), dithionite-citrate (DCB, Mehra and
Jackson, 1958) et pyrophosphate (Pansu and Gautheyrou, 2006). La teneur totale en Fe
est analysée suite a une extraction avec de 'acide hydrofluorique et la teneur totale en Al
et Si suite a une fusion au peroxyde de sodium. Le Fe, ’Al et le Si en solution sont mesurés
par spectroscopie d'émission atomique a plasma a couplage inductif (ICP-AES).
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L'extraction des éléments (Emineral) est exprimée en g.100g! de sol minéral en utilisant
I'équation (5):

Eminerat = #1;0/10 (5)
Avec E la concentration en éléments en g.100g1 et OM la teneur en matiére organique
en g.kg! (avec OM=1,73 xTOC, avec TOC en g.kg1).
L’Al, le Si et le Fe extraits par DCB, AOD et pyrophosphate sont ensuite exprimés en
pourcentage de Fe, Al et Si total extraits par acide hydrofluorique et peroxyde de sodium.

Toutes ces données sont accessibles en Annexe 1.
2.2.4. Caractérisation minérale et organique

2.2.4.1. Caractérisation minérale par diffraction des rayon X (DRX)

La minéralogie des échantillons est analysée sur poudre libre déposée sur un porte-
échantillon en silicium. L’analyse est effectuée avec le diffractometre Philips P3710 X-ray,
radiation de Co-Kata 40 mA; A=1.79 A. Les paramétres d’acquisition des diffractogrammes
ont varié suivant les objectifs de mesures :

(i) Les échantillons de sol bulk sont analysés sur une gamme angulaire de 5-75°, un pas
de 0.033° et un temps de comptage de 1000s par pas.

(ii) Les fractions de sol (<20 pum ; 20-100 pm ; >100 um) des horizons 10-15 cm et 50-
60 cm sont analysés sur une gamme angulaire de 2-75°, un pas de 0.026° et un temps de
comptage de 1000s par pas. Un masque de 4 mm est appliqué pour ces mesures afin de
réduire l'influence du faisceau direct aux angles faibles (meilleure définition des phases
mal-cristallisées/amorphes aux faibles angles) mais aussi pour garder un nombre
suffisant de coups pour les angles plus élevés.

(iii) Enfin, afin d'étudier les phases amorphes aux bas angles les fractions <20 pm de
tous les horizons de sol, le faisceau direct est réduit davantage (masque de 4 mm,
réduction des fentes de divergence et nombres de canaux du détecteur réduits par 2).
300 mg de chaque fraction sont analysés sur une gamme angulaire de 2-32° avec un pas
de 0.039° et 900 s par pas.

Dans un but de comparaison, des références de coprécipités-nanoCLICs sont analysés
par DRX. Ces coprécipités-nanoCLICs sont synthétisés suivant le protocole de Tamrat et
al,, 2018, 2019 a partir d’altération de labradorite et d’altération de basalte, afin d’obtenir
des coprécipités de C-Al-Si et Al-Si (altération de labradorite) et de C-Fe-Al et Fe-Al,
(altération de basalte)P. Les analyses par DRX sont faites avec le méme diffractometre, sur
une gamme angulaire de 2-75°, un pas de 0.026 ou 0.033° et un temps de comptage de
162 ou 206 s.

b Les syntheses de coprécipités-nanoCLICs sont détaillées dans le Chapitre 5 de cette these. La
caractérisation de ces coprécipités est approfondie de ce méme chapitre.
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2.2.4.2. Caractérisation minérale et organique par moyen infra-
rouge (MIR)

L'analyse par spectrométrie infrarouge a réflectance diffuse (MIR ; Bruker INVENIO)
estréalisée sur les fractions <20 um (séchées a 40°C). Environ 100 mg de fraction (volume
constant) sont placés dans des plots d'échantillonnage automatique en acier inoxydable
de 9 mm de diametre. La surface est nivelée. 180 spectres sont acquis par échantillon
(avec 4 répétitions). Des sols standards sont utilisés comme contréles de qualité pour
assurer le bon fonctionnement du spectrometre lors de 1'analyse des échantillons. Omnic
version 8.0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) est utilisé pour convertir les
spectres de réflectance acquis en spectres d'absorbance (transformation logarithmique
de l'inverse de la réflectance). Les nombres d'ondes sont compris entre 7500 cm! et 600
cm1 avec une résolution de 4 cm1, puis réduits de 6000 a 600 cm1. La moyenne des 4
répétitions de chaque échantillon est utilisée comme résultat. Le traitement des spectres
MIR est ensuite fait avec le logiciel The Unscrambler Version 10.5. Pour chaque spectre,
laligne de base est soustraite (soustraction de la valeur minimale de chaque spectre), puis
une normalisation par une transformation Standard Normal Variate (SNV ; Barnes et al,,
1989) est effectuée. La normalisation SNV a donné de meilleurs résultats que la correction
multiple scatter correction (MSC) habituellement utilisée pour les poudres.

2.2.5. Analyses chimiométriques des signaux DRX et
MIR

2.2.5.1. Modélisation PLSR des signaux MIR

Afin d’identifier de potentielles données aberrantes dans les spectres MIR des fractions
<20 um du sol en forét et du sol cultivé, une analyse par composante principale (PCA) est
appliquée indépendamment sur les fractions issues du sol en forét et cultivé. Aucune
valeur aberrante dans ces données n’est remarquée (Annexe 2). A la suite de ces résultats,
des modélisations par partial least squares regression (PLSR) sont réalisées a partir des
spectres MIR afin de connaitre les nombres d’ondes impliquées dans la modélisation de
la concentration en C des fractions <20 um. Un premier modele PLSR est fait a partir des
fractions <20 pm du sol en forét (sur le 0- 80 cm, soit 10 données). Le second modele PLSR
est fait a partir des fractions <20 pum du sol cultivé (sur le 0-80 cm, soit 10 données).
Comme démontré par Baldock etal.,, 2013 et 2019, la racine carrée du carbone est utilisée
afin de corriger la non-linéarité de l'algorithme de prédiction et pour homogénéiser la
variance des résidus. Les modeles PLSR sont développés avec une validation croisée
complete (full cross validation). Le ratio de la performance par rapport a I'écart-type
(RPD ; RPD = écart-type des échantillons mesurés /erreur standard du modele ; Chang et
al, 2001; Baldock et al., 2013) et le ratio de la performance par rapport a l'interquartile
(RPIQ; RPIQ =(interquartile 3 - interquartile 1)/erreur standard du modéle ; Bellon-
Maurel and McBratney, 2011) sont utilisés pour définir la qualité des modeéles. Suivant
Chang et al. (2001) et Bellon-Maurel and McBratney (2011), les modeles avec un RPD et
un RPIQ > 2 comme sont considérés comme excellent, entre 1.4 et 2 comme bon et
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inférieur a 1.4 comme non-fiable. Le modele des fractions <20 um du sol en forét a un RPD
de 6.8 et un RPIQ de 10.1. Le modele des fractions <20 pm du sol cultivé a un RPD de 3.7
et un RPIQ de 5. Malgré le faible nombre de données (n=10) pour chaque modele, ils sont
classés dans la catégorie “excellent” (détails des parametres des modeéles en Annexe 3).

2.2.5.2. Corrélation les signaux MIR et DRX (2D synchroneous

hetero correlation spectra)

Afin d'étudier les corrélations entre les angles de DRX et les nombres d'ondes MIR,
nous avons réalisé une corrélation de ces signaux avec l'extension «2D Synchroneous
Correlation Spectroscopy Analysis » du logiciel OriginPro (version 2022). Plus
précisément, le but est de comprendre quels nombres d’ondes sont corrélés ou anti-
corrélés aux signaux des phases amorphes aux bas angles détectés par DRX (0-15°).
L’algorithme est basé sur la théorie détaillée par Noda and Ozaki, 2004. C’est une
comparaison quantitative de la dépendance de deux sets de spectres dynamiques (dans
ce cas l'intensité des angles des diffractogrammes de DRX et l'intensité des nombres
d’ondes des spectres MIR) ayant une perturbation externe (ici, I'évolution vers la surface
ou la profondeur). Deux matrices distinctes sont réalisées pour les fractions <20 um du
sol en forét et pour les fractions <20 um du sol cultivé. Pour chaque matrice, la méme
variable de perturbation est appliquée, c’est-a-dire I’évolution vers la surface (I’horizon
80-90 cm est fixé a 0 cm et I'horizon 0-5 cm est fixé a 70 cm). La comparaison
mathématique requiert un spectre de référence. Pour cette étude : nous avons choisi
I'horizon 20-30 cm car les spectres DRX des angles entre 2 et 15° étaient les plus similaires
entre le sol en forét et cultivé. Le coefficient de corrélation attribué reflete les corrélations
et anti-corrélations entre les liaisons MIR et les angles de DRX en fonction de I'évolution
vers la surface: (i) un coefficient positif signifie que l'intensité des deux variables
spectrales augmentent ou diminuent avec I'évolution vers la surface, (ii) un coefficient
négatif signifie que 'intensité d’'une des variables spectrales diminue alors que la seconde
augmente avec I’évolution vers la surface (Noda and Ozaki, 2004). Les détails des choix de
variables de perturbation et le choix de I'utilisation de deux matrices distinctes pour les
fractions <20 um du sol en forét et cultivé sont disponibles en Annexe 4.

2.2.6. Imagerie et cartographie chimique

Environ 7 a 10 uL des fractions <20 pm des horizons 10-15 et 50-60 cm du sol en forét
et cultivé est déposé sur une surface de cuivre et séché al'air. Ces échantillons sont imagés
avec un microscope électronique a balayage (MEB-FEG; Zeiss GeminiSEM 500). Des
cartographies chimiques sont faites par la détection des électrons rétrodiffusés
(interaction électron-noyaux permettant d’acquérir une image de contraste chimique) et
par cartographie EDX (spectroscopie X a dispersion d’énergie ; Détecteur EDAX Octane
SDD ; 129 eV de résolution). Pour chaque cartographie EDX, le temps de comptage est de
~30 min. La tension d’accélération du microscope est indiquée en dessous des images et
des cartographies (variable en 5 et 15 kV).
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2.3. Résultats et discussion

2.3.1. Perturbations physico-chimiques du sol bulk

Comparé au le sol en forét, les analyses de concentrations en C sont inférieures dans
le sol cultivé sur I'horizon 0-30 cm (Figure 1). Plus en profondeur, cette différence est
faible. Le stock de C perdu dans l'horizon 0-30 cm, est de 72 kgC.m2, une baisse
équivalente a -54% du stock de C sur cet horizon. Bien que cette diminution soit forte, elle
est cohérente avec les données de la littérature (Guo and Gifford, 2002). Aussi, cette baisse
de C s’est accompagnée d'une baisse de pH d’environ 1 unité sur le 0-30 cm (Figure 1).
Comme pour les analyses de C, la différence de pH n’est plus visible en dessous de 30 cm
de profondeur. Pour les deux sols, les minéraux primaires sont composés de plagioclase
(andésine/anorthite), quartz, tridymite, titanomagnétite et orthopyroxene (Figure 2). Les
minéraux secondaires sont composés de gibbsite et les diffractogrammes comportent des
bandes de diffusion potentiellement issues de phases mal cristallisées ou amorphes.
Excepté une plus forte intensité du pic de gibbsite sur les 0-50 cm du sol en forét, le
systeme minéral est resté similaire entre les deux sols. Nous supposons que les
différences de conditions physico-chimiques (concentration en C et pH) sont causées par
la mise en culture. Ces changements de conditions physico-chimiques, bien que souvent
retrouvées dans la littérature suite a une mise en culture, ne sont pas a ce jour clairement
expliqués (Bailey et al., 2019).

‘ ==~ Crop Soil —A— Forest soil
Carbon Cumulative C stock
content equivalent mass
[9C.kg] [kgC.m?] pH
0 40 80 120 160 0 100 200 5,2 56 6 64 68
O _I 1 1 1 1 1 1 1 1 L L 1 L 1 J L 1 1 i 1 I 1 ' 1
20 A

30 cm

Depth
[cm]
3

60 4
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Figure 1. Analyse de C et de pH du profil de sol en forét et cultivé. pH mesuré dans de I'eau. Les
barres d’erreurs des données C sont issues de 3 répétitions analytiques. La différence de stock
de C est de 72 kgC.m2 sur '’horizon 0-30 cm et de 100 kgC.m2 sur I'horizon 0-80 cm.
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Figure 2. Minéralogie par DRX du sol en forét et cultivé. Représentation en échelle logarithmique
de base 10. Les phases minérales des diffractogrammes sont attribuées comme suit : plagioclase
(P), orthopyroxene (0) gibbsite (G), tridymite (T), quartz (Q), titanomagnetite (Ti). Les bandes de

diffusion sont attribuées a des phases mal-cristallisés ou amorphes (V).

Les extractions par dithionite-citrate (DCB), oxalate d’ammonium-acide oxalique
(AOD) et pyrophosphate ont pour but d’extraire respectivement (i) certains minéraux
cristallisés et mal cristallisés (pour exemple: goethite, hématite, ferrihydrite, etc.,
Rennert, 2018); (ii) les minéraux mal-cristalisés (pour exemple: ferrihydrite,
alluminosillates mal-cristallisés, allophane et imogolite ; Rennert, 2018) et (iii) les cations
metalliques et les oxides mettaliques liés aux MO (Rennert, 2018). Ces extractions, bien
qu’approximatives, refletent un gradient de stabilité des éléments issus de I'altération des
minéraux primaires dans les sols. Les quantités de Fe et d’Al extraits par DCB dans le sol
cultivé sont plus faibles que dans le sol en forét sur I'ensemble du profil de sol (Figure 3).
Ces différences par DCB entre les deux sols, de respectivement de 1345, et 3+1 %, sont
constantes sur 'ensemble du profil de sol. Ces différences ne semblent pas refléter la
dynamique de changement des conditions physico-chimiques sur le 0-30 cm par la mise
en culture. Elles pourraient étre davantage liées a des différences d’évolutions
pédologiques entre les deux sols. Les quantités d’Al, de Fe et de Si extraits par AOD ont
peu de différences entre le sol en forét et cultivé. Aucun impact de la mise en culture n’est
interprété pour cette extraction. En revanche, les quantités d’Al, de Fe et de Si extraits par
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pyrophosphate sont moins importantes pour le sol cultivé sur le 0-30 cm que pour le sol
en forét. Cette tendance est similaire a celle de la concentration en C et du pH (corrélation
linéaire du C et des éléments extraits par pyrophosphate; R* =0.84 a 91 suivant les
éléments). Méme si ces extractions sont approximatives, la perte d’Al, de Fe et plus
faiblement de Si pourraient résulter d’'une perte d’Al et de Fe initialement présents dans
des coprécipités ou des complexes avec les MO.

Pour conclure, la mise en culture de cet andosol a eu un impact jusqu’a 30 cm de
profondeur sur la quantité de C, le pH et la quantité de Fe, Al et Si coprécipités ou
complexés avec les MO. Ces observations nous ont poussé a étudier les mécanismes
d’associations de ces coprécipités ou complexes de Fe, Al, Si et C dans les deux profils de
sols.

© Crop Soil A Forest sail

— S8i — Fe — Al
DCB extractions AOD extractions Pyrophosphate extractions
[% of total content] [% of total content] [% of total content]

0 0 10 20 30 30 40 50

20+

Depth
[em]
S
o

60

80

Figure 3. Extractions de Fe, Al et Si par dithionite-citrate (DCB), par oxalate d'ammonium-acide
oxalique (AOD) et par pyrophosphate dans le sol en forét et cultivé. Les données sont exprimées
en pourcentage de Fe, Al et Si total extraits par acide hydrofluorique et peroxyde de sodium.
Toutes les données sont accessibles en Annexe 1.
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2.3.2. Une perte de C coprécipité avec de I’Al, du Si
et du Fe

Afin d’isoler ces coprécipités ou complexes sans les fragiliser, une approche par
fractionnement humide sans ajout de dispersant a été choisie. Le rendement massique
des fractionnements des sols est de 88 a 103 % et le rendement de C est de 75 a 124 %
(données accessibles en Annexe 5).

Ces fractionnements mettent en évidence une différence de répartition massique entre
les fractions >100 pm et < 20 um du sol en forét et cultivé (Figure 4A). Comparé au sol en
forét, la concentration en C des fractions >100 pm sur le 0-10 cm est inférieure pour le sol
cultivé (Figure 4B). Les fractions <20 um ont aussi une concentration en C plus faible dans
le sol cultivé sur le 0-20 cm. Ces données, exprimées en proportion de C dans les
différentes fractions de sol ou en stock de C perdu (Figure 4C), mettent en évidence une
perte de C du sol cultivé sur le 0-30 cm et dans les fractions <20 um. Ces fractions <20 pm
montrent non seulement une diminution du pourcentage massique de la fraction, mais
aussi une diminution de leur concentration en C. Ces fractions <20 um, concentrent les
MAOM (Cotrufo et al., 2019; Lavallee et al., 2020b), qui semblent donc fragilisées par la
mise en culture. La fraction >100 pum a aussi une perte de stock de C sur le 0-10 cm,
assimilables a des POM (Cotrufo et al., 2019; Lavallee et al., 2020b). Suivant les calculs du
stock de C perdu (Figure 4C), les MAOM sont quantitativement plus impactées par la mise
en culture jusqu’a 30 cm de profondeur.

L’analyse de la minéralogie, par DRX, des fractions issues des horizons 10-15 et 50-60
cm des deux sols, comportent des différences inter-fractions (Figure 5). Pour les deux
horizons et les deux sols, les diffractogrammes des fractions <20 um ont de faibles pics de
diffractions, comparés aux fractions plus grossieres. Seuls les pics attribués a la gibbsite,
tridymite et au quartz restent visibles. De larges bandes de diffusion autour de 7, 13, 21-
37 et 41-48° sont fortement détectées dans les fractions <20 um et sont associées a des
phases mal-cristallisées ou amorphes. A l'inverse, les diffractogrammes des fractions
>100 um comportent de nombreux pics de diffractions et peu de bande de diffusion. Les
diffractogrammes des fractions 20-100 um ont une minéralogie intermédiaire, avec de
nombreux pics de diffractions mais aussi des bandes de diffusion. Comparativement aux
autres factions plus grossieres, les fractions <20 pum semblent donc concentrer des
minéraux mal-cristallisés ou amorphes aux rayons X.
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Figure 4.. Distribution massique et répartition du C dans les fractions du sol en forét et cultivé. (A)
la réparation massique des sols fractionnés. (B) La concentration en C mesurée pour chaque
fraction. La barre d’erreur est I'écart-type de trois répétitions analytiques. (C) Les proportions de
C dans chaque fraction sont figurées par les couleurs pour chaque horizon. La couleur accentuée
est issue de la propagation de I'erreur analytique du dosage C. Le stock de C perdu est issu de la
soustraction du stock de C, par fraction, du sol en forét par celui du sol en culture. Les barres
d’erreurs sont issues de la propagation de I'erreur analytique du dosage C.
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Figure 5. Minéralogie par DRX des fractions du sol en forét et cultivé (horizons 10-15 cm et
50-60 cm). Représentation en échelle linéaire. Les phases minérales détectées sont attribuées
comme suit : plagioclase (P), orthopyroxene (O) gibbsite (G), tridymite (T), quartz (Q),
titanomagnetite (Ti) et des bandes de diffusion (V) attribuées a des phases mal-cristallisés ou

amorphes.
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Ala suite de ces observations, les fractions <20 um de ’horizon 10-15 cm sont imagées
et les éléments sont cartographiés chimiquement par la détection des électrons
rétrodiffusés (Annexe 5) et par MEB-EDX (Figure 6 et 7). L’analyse chimique par électrons
rétrodiffusés a mis en évidence des fractions <20 um chimiquement assez homogenes
pour les deux sols (Annexe 5). Ensuite des cartographies chimiques par MEB-EDX ont été
réalisées a I'échelle de ~50x50 um (Figure 6). La cartographie du sol en forét a montré
une répartition du C assez homogéne dans la fraction. Ce C est colocalisé avec de I'Al et du
Si (Figure 6-zone 2). D’autres zones, riches en Si avec peu d’Al et de C sont analysées
(Figure 6-zonel). La cartographie du sol cultivé a aussi montré une détection de C réparti
dans la fraction, mais sa détection est beaucoup plus faible (Figure 6-zone 3). Le C est
aussi colocalisé avec de I'Al et du Si. Dans le sol en forét, la cartographie a I’échelle de
~10x10 um (Figure 7), a permis d’identifier que les zones comportant du C, Al et Si ont
aussi un peu de Fe, Cl et Ca (Figure 7-zone 1). Aussi, une zone riche en Si et Al mais pauvre
en C est identifiée (Figure 7-zone 2). Dans la cartographie a échelle de ~10x10 pum du sol
cultivé, le C était plus faiblement détecté (Figure 7-zone 3). Il est colocalisé avec de I'Al et
du Si mais aussi un peu de Cl, Ca, Fe. Ainsi ces analyses suggerent que le C est globalement
colocalisé avec de I’Al, du Si et un peu de Fe, Cl et Ca (Figure 7). Ces observations sont
faites dans le sol en forét, comme pour le sol cultivé, mais la détection du C est faible dans
le sol cultivé.

Pour conclure, par la détection d’'une colocalisation de C, d’Al et de Si a I’échelle du
micrometrec et suivant de précédentes études sur les fractions fines d’andosol (Levard et
al,, 2012), nous supposons que les fractions <20 pm isolent, en majorité du C plutdt sous
forme de coprécipités contenant de I’Al et du Si.

Aussi, puisque le C perdu par la mise en culture se situe dans les fractions <20 pm, la
perte de C peut étre associée a une perte de C coprécipité et a une possible déstructuration
partielle de ces coprécipités. Ces coprécipités pourraient avoir deux changements : une
perte de quantité de coprécipités (reflétée par les fractionnements massiques et les
extractions par pyrophosphates), mais aussi une baisse de concentration de C (reflétée
par le dosage C des fractions et par la difficulté de détection du C des fractions du sol
cultivé par MEB-EDX).

¢ Aussi, le Chapitre 3 de cette thése comporte des observations et des cartographies chimiques par TEM-
EELS de ces fractions fines jusqu’aux échelles nanométriques. Ces résultats montrent une colocalisation de
C, Al et Si jusqu’a 10 nm. Pour ce manuscrit de thése, nous avons choisi de montrer les résultats MEB-EDX
dans le Chapitre 1 et d’analyser de matiere plus détailler les nano-phases détectées par TEM en Chapitre 3.
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Figure 6. Imagerie et cartographies chimiques par MEB-EDX des fractions <20 pum du sol en forét et cultivé. Les cartographies sont
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Figure 7. Imagerie et cartographies chimiques par MEB-EDX des fractions <20 pm du sol en forét et cultivé. Les cartographies sont réalisées sur

I’horizon 10-15 cm des deux sols. Cartographies a I’échelle de ~10x10 um. Analyses effectuées a 15 kV. Le Cu détecté dans toutes les analyses provient
du support d’observation.
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2.3.3. Analyse de I'ordre minéralogique des
coprécipités

Afin acquérir plus de détails sur les bandes de diffusion détectées par DRX aux bas
angles (<20 °), les fractions <20 pm ont été analysées de nouveau par DRX en abaissant le
faisceau direct (méthode 2.2.4; Figure 8). Au bas angles, les diffractogrammes des
fractions <20 pm ont deux bandes de diffusion principales : autour de 4.5 et 7° soit 23 et
15 A. Dans la littérature, des phases peu ou mal-cristallisées peuvent étre détectées aux
bas angles comme (i) des imogolites, qui se différencient par un pic caractéristique a 20 A
(Levard et al,, 2012) ou bien (ii) des proto-imogolites qui ont une large bande de diffusion
autour de 13215 A (Levard etal.,, 2012; Du et al., 2017).

Afin d’avoir des références de coprécipités dans lesquels le C est lié a des éléments
amorphes, des coprécipités-nanoCLICs ont été synthétisés et analysés par DRX (Figure 9).
Ces diffractogrammes ont des bandes de diffusion autour de 4.5 et 7°, soit 23 et 13 A. Mais
les nanoCLICs pauvres en C ont des bandes de diffusion a 4.5 et 7° plus intenses que les
nanoCLICs riches en C. Il est possible que ces bandes de diffusion ne soient pas induites
par les éléments inorganiques liées au C, mais par la coprécipitation sans C formant des
phases mal-cristallisés. La technique de diffraction par DRX est adaptée pour détecter les
distances inter-réticulaires entre deux plans cristallographiques. La détection des phases
mal-cristallisées ou amorphes par cette technique est donc peu adaptée. Néanmoins,
suivant les analyses effectuées, nous supposons que les bandes de diffusion autour de 4.5
et 5° sont induites davantage par des éléments inorganiques mal-cristallisés et non des
éléments inorganiques coprécipités avec le C dans les coprécipités-nanoCLICs.

Dans les fractions <20 pm étudiées, les bandes de diffusion autour de 4.5 et 7° ont
tendance a étre moins intenses en surface qu’en profondeur pour les deux sols (Figure 8).
En profondeur, I'Al, le Si et le Fe issu de l'altération minérale est susceptible de
coprécipiter avec peu de C dans la solution du sol. Alors qu’en surface I’Al, le Si et le Fe
issu de I'altération minérale est susceptible de coprécipiter avec plus de C dans la solution
du sol. Il est donc possible que I'intensité des bandes de diffusions autour de 4.5 et 7°
diminue vers la surface a cause d’'un arrangement différent entre les éléments Al, Si et Fe
en présence de C. Passant d’'un arrangement plutét mal-cristallisé en profondeur a
amorphe en surface. Les observations de microcopie par MEB ont montré que les fractions
provenant des horizons 50-60 cm comportent beaucoup d’objets fibreux associés a des
groupements d’'imogolites (Annexe 5). Ces objets n’ont pas ou peu été remarqués dans les
horizons 10-15 cm du sol en forét et cultivé. Il est donc possible que ces groupements
d’imogolites soit responsables de la diffraction sous forme de bandes de diffusion aux bas
angles par DRX. Aussi, ces bandes de diffusion sur le 0-30 cm semblent moins intenses
dans le sol en forét que dans le sol cultivé. Il est alors possible que le sol en forét comporte
plus d’éléments inorganiques ayant un arrangement amorphe (coprécipités de C, Al et Si)
alors que le sol en culture, ayant perdu une partie des coprécipités, serait plus concentré
en phases mal-cristallisés.
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Figure 8. Diffractogrammes des fractions <20 pm par DRX du sol en forét et cultivé.
Représentation en échelle linéaire. Afin d’acquérir plus de détails aux bas angles, les canaux de
détection et les fentes sont adaptés (voir détail en méthode 2.2.4.). Les moyennes sur le 0-30 et
30-80 cm comprennent 5 profondeurs. Les bandes de couleurs plus claires représentent I'écart-
type de ces moyennes.
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Figure 9. Diffractogrammes des coprécipités-nanoCLICs avec et sans C par DRX. Représentation en
échelle linéaire. Les nanoCLICs C-Al-Fe et Al-Fe sont figurés en (A) et les nanoCLICs C-Al-Si et Al-Si sont
figurés en (B). Les nanoCLICs C-Fe-Al et C-Al-Si comportent du C sous forme de L-DOPA (concentration
de ~7.5 gC.100g1). Les nanoCLICs sans C comportent tout de méme une faible quantité de C résiduel
issu des minéraux (concentration de 0.4 a 1 gC.100g-1).

2.3.4. Analyse des liaisons organiques et

inorganiques des coprécipités

Afin d’étudier les liaisons chimiques des coprécipités, les fractions <20 um des deux
sols ont été analysées par moyen infra-rouge (MIR). Les spectres MIR obtenus sont trés
similaires pour le sol en forét et cultivé (Figure 10A ; Annexe 6). Les liaisons inorganiques
détectées a 3620, 3535, 2000 et 1870 et de ~1050 a 650 cm! sont attribuées a des proto-
imogolites, imogolites, allophanes, tridymite, quartz et gibbsite (attribution des liaisons
en Tableau 1 ; détails en Annexe 6). Les liaisons organiques détectées entre 1725 et 1100
cmlsont nombreuses et peuvent étre attribuées a des composés aliphatiques,
aromatique, aryle éthers, phénolique, carbonyle, amide, ester et carboxyle (Tableau 1,
Parikh et al.,, 2014, Annexe 6). Cependant, 'attribution des liaisons MIR dans des matrices
complexes comme les sols est difficile car de nombreuses liaisons vibrent sur des
nombres d’ondes similaires (Parikh et al., 2014).

Afin de détecter seulement les liaisons impliquées dans la stabilisation du C dans les
fractions <20 um du sol en forét et du sol cultivé, nous avons réalisé des modélisations
par partial-least-square regression (PLSR) de la concentration en C (Figure 10B). Un
coefficient B4 positif signifie que ce nombre d’onde contribue a la modélisation de la
concentration en C (e.g. corrélation linéaire de I'intensité du signal avec I'augmentation
de la concentration en C), et au contraire un coefficient négatif signifie une anti-

d Comme expliqué par Baldock et al., 2013, un modéle PLSR prendre la forme de I'équation suivante avec
y,lavaleur mesurée (icila concentration en C), o, un coefficient, f1-f, les coefficients  associé aux nombres
d’ondes x:-x» du spectre MIR et € un terme d’erreur associé :

Y= Bo+BiXy +Poxz + o+ Byxy te
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corrélation de ce nombre d’onde a la concentration en C. Mais I'importance du nombre
d’onde dans la modélisation est le produit de I'intensité du coefficient (3 et de I'intensité
spectrale du nombre d’onde donné (Baldock et al., 2013b). Dans les modeles PLSR des
fractions <20 pum du sol en forét et cultivé, les coefficients 3 sont différents suivant de sol
analysé :

- Le modele des fractions <20 um du sol en forét comporte un coefficient 3 positif
principalement pour les nombres d’ondes autour de 2930, 2850, entre 1725 et
1200 et autour de 1100 cml. Ces nombres d’ondes peuvent étre attribués a des
liaisons organiques: C=0 carbonyle, cétone, aldéhyde, amide et quinone; C-O
carboxylate, phénol et ester; C-H aliphatique; C=C aromatique; N-H et C=N
amide ; C-0-C ester; C-O-H de composés de polysaccharides (Parikh et al., 2014;
Tableau 1). Les coefficients  des nombres d’ondes associés aux liaisons Si-O, Al-
O(H), Si-0-Al, Si-0-Si ou O-H de la gibbsite, des imogolites ou des proto-imogolites
sont négatifs ou nuls, suggérant une non-contribution positive de ces phases a la
modélisation de la concentration du C.

- Dans le modele des fractions <20 um du sol cultivé, seuls les nombres d’ondes
attribuables aux MO autour de 2930, 2850, 1725, 1510 et 1100 cm ont un
coefficient  positif. Ces nombres d’ondes peuvent étre attribués a des liaisons
organiques de types: C-H aliphatique ; C=0 carbonyle , C=C aromatique, C-O-C
ester ; C-O-H de composés de polysaccharides (Parikh et al., 2014). Contrairement
au modele du sol en forét, les fractions <20 pm du sol cultivé ne comportent pas
les nombres d’ondes autour de 1600 cm-! et de 1460 a 1220 cm L. Ces nombres
d’ondes absents du modele du sol cultivé peuvent étre associés aux liaisons : C=C
aromatique, C-O carboxylate, phénolique, carboxylique et ester ; C=0 cétone et N-
H et C=N amides (Parikh et al., 2014). Certains nombres d’onde ont un coefficient
B légerement positif autour de 3535 cm-1 associé a la gibbsite et autour de 890 cm-
1 associé a la gibbsite, du quartz ou de la Si amorphe (Tableau 1). Ce qui suggere
une implication faible mais présente de ces phases ou minéraux a la modélisation
de la concentration du C.

Méme si les deux modeles PLSR ont été considérés comme « excellents » (RPI et RDQI
> 3.6; voir méthode 2.2.5), le modeéle sur sol cultivé semble moins bien modéliser les
liaisons MIR attribuées aux C que celui du sol en forét. Malgré cette différence de qualité
des deux modeéles, nous supposons que (i) les fractions <20 um du sol cultivé ont une
perte de diversité de MO par comparaison au modeéle du sol en forét, (ii) et que le modele
du sol en forét ne modélise pas de liaison inorganique. Il se peut que la modélisation des
liaisons inorganiques liées au C ne soit pas possible en utilisant des modeles PLSR ou bien
que les liaisons inorganiques liées au C ne soient pas détectables par MIR sur la gamme
6000-600 cm1.
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Figure 10. Spectres MIR (A) et modélisation PLSR de la concentration en C (B). Les moyennes sur
le 0-30 et 30-80 cm comprennent 5 profondeurs (A). Les bandes de couleurs plus claires
représentent I'écart-type de ces moyennes. L’attribution des nombres d’ondes est résumée en
Tableau 1. Tous les spectres sont visibles en Annexe 6. Les modeles PLSR des fractions <20 um du
sol en forét et cultivé modélisent la racine carrée de la concentration en C (sqrt(C) ; détail en
méthode 2.2.5). Ces deux modeéles ont RPI et RDQI > 3.6.
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Tableau 1. Attribution des nombres d’ondes détectés par MIR par une analyse bibliographique.

L’attribution des liaisons est faite en fonction du contexte de I’étude.

Wavlirli:?f ber Interpretation Bibliographic references
3800 to 2800 0-H streaching of adsorbed water Gustafsson et al,, 1999
. . . . Gustafsson et al., 1999; Zysset et al.,
3620 0-H stretching 1:1 clays group, gibbsite and oxy-hydroxydes 1999; Madejové, 2003
3540 0-H vibration of clays Gustafsson et al., 1999; Madejova,
2003
3535 0-H vibration of gibbsite Parikh et al,, 2014
2930 . .
: . . Janik et al., 2007; Parikh et al., 2014;
C-H aliphatic strech Baldock et al, 2019
2860
2000 . . . Guillou et al., 2015; Terra et al., 2015;
Si-0 vibration of quartz :
1870 Sila et al., 2016
1725-1720 C=0 of carbonyl and carboxylic stretch Parikh et al., 2014
O-H strectching of organic matter from 1650 to 1400 cm-!
1645 Farmer et al,, 1983; Inoue and Huang,
1984; Parfitt and Childs, 1983
C=0 of amide strech and ketone, C=C of aromatic, C-O of carboxylate
1390 C-0 of carboxylate and carboxylic, C=C vibrations of aromatic structures, Janik et al,, 2007 ; Lehmann and
C-H of aliphatic Solomon, 2010; Chen et al., 2014
1260 C-0 of carboxylic stretch, C-0 of aryl ethers, C-0 of phenol Ra0,1963, Tatzber et al, 2007, Parikh
etal,, 2014
1190 C-0-C strech of phenol and ether, C-0 stretch of OH deformation of Parikh et al, 2014
COOH
. . . Guillou et al,, 2015; Terra et al., 2015;
1155 Si-0 vibration of quartz Sila et al, 2016
1100 C-0-C strech of phenol and ether, C-OH of polysaccharides like Parikh et al, 2014
compounds
Peak at 1050 cm™! could have been a slight shift of Si-O stretching of
1050 imogolite or proto-imogolite allophane depending of Al/Si ratio or Denaix et al., 1999
allophane containing Al IV
1030 Si(AD)-O streaching of allophane Linder and Ostlund, 1998
. . . . . - Wada and Harward, 1974; Inoue and
995-990 Si-0 steaching of allophane, imoglite and aluminosilica Huang, 1984; Karltun et al., 2000
. L - . . . . Wada and Harward, 1974; Parfitt et
970 -960 Si-O stretching in orthosﬂlcatz,llsol-%;Anleof proto-imogolite and Si-O of al, 1980; Linder and Ostlund, 1998;
p Denaix et al., 1999; Levard et al., 2012
950 Si-O steaching of allophane Wada and Harward, 1974
890 Al-OH bonds of clays, gibbsite ancl/or.S_l-O vibrations in quartz and Terra etal, 2015
amorphous silica
810 Si-0 amorphous silica (vitreous silica and polymorphs silica) Handke and Mozgawa, 1993
790 Si-0-Si of clay minerals and low crystalline tridymite. Vogel etal., 2011; Terraetal, 2015
700 peaks ranging from 700 to 655 cm-! could be assigned to Si-rich Linder and Ostlund, 1998; Parfitt,
655 allophane as well as imogolite and Type II allophane 1990; Karltun et al., 2000
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2.3.5. Des coprécipités nanoCLICs ?

Afin de mieux comprendre l'attribution des bandes de diffusion, aux bas angles,
détectées par DRX aux signaux MIR, une corrélation statistique entre ces deux signaux a
été faite pour les fractions <20 pm du sol en forét et du sol cultivé indépendamment
(Figure 11; choix détaillés en Annexe 4 ; méthode appelée « 2D synchroneous hetero
spectra correlation » ; Noda and Ozaki, 2004). Puisque les bandes de diffusion détectées
par DRX (4.5 et 7°) ont tendance a étre plus intenses en profondeur qu’en surface, ces
deux matrices comportent la profondeur comme variable de perturbation (Annexe 4).

Cette corrélation a mis en avant deux résultats : (i) avec I’évolution vers la surface, les
bandes de diffusion autour de 4.5 et 7° (par DRX) sont anti-corrélées aux nombres d’'ondes
impliqués dans la modélisation du C dans les modéles PLSR-MIR (c-a-d. les nombres
d’ondes ayant un coefficient  positif en Figure 10). Cette anti-corrélation est faite pour le
sol en forét comme pour le sol cultivé. De plus, toutes les phases minérales détectées par
DRX, c’est-a-dire aussi les quelques pics des minéraux gibbsite, tridymite et quartz n’ont
pas montré de corrélation positive aux nombres d’ondes impliqués dans la modélisation
du C. (ii) Le deuxiéme résultat de ce traitement statistique est que, avec I’évolution vers
la surface, les bandes de diffusion détectées par DRX (4.5 et 7°) sont positivement
corrélées aux signaux MIR attribués aux proto-imogolites, imogolites et allophanes. Pour
le sol en forét, cette corrélation est faite pour les nombres d’onde de 1050 a 600 cm-1,
attribués aux proto-imogolites, imogolites et allophanes (Tableau 1). Pour le sol cultivé,
cette corrélation est présente pour la partie 1000 a 600 cm--! mais également pour les
nombres d’ondes de 2000 a 1800 cm-! et de 1300 a 1200 cm-1. Les nombres d’onde entre
2000 et 1800 cm-! peuvent étre associés aux liaisons Si-O des silicates (Tableau 1).

De ces deux résultats, nous en déduisons que les bandes de diffusion par DRX sont
associées a des minéraux mal-cristallisés de type imogolites, allophanes et proto-
imogolites. Aussi, les traitements chimiométriques tendent a montrer que les minéraux
mal cristallisés ne sont pas associés au C coprécipité. Suivant cette hypothese, les
éléments inorganiques coprécipités pourraient donc se différencier des minéraux mal-
cristallisés tel que les imogolites, allophanes et proto-imogolites. En laboratoire, des
syntheses de coprécipités comportant de I’Al, Si et Fe en présence de C ont montré un
arrangement amorphe et un mélange entre éléments inorganiques et organiques
jusqu’aux nano-échelles (Tamrat et al, 2019). Cette vision de la coprécipitation est
appelée nanoCLICs (Nanosized Coprecipitates of inorganic oLIgomers with organiCs ;
Tamrat et al, 2019). Nous proposons alors que 'arrangement amorphe des éléments
inorganiques avec le C soit possible par un mélange aux nano-échelles empéchant un
début d’arrangement des éléments inorganiques en minéraux mal-cristallisés. Cette
vision d’une coprécipitation plutot de type nanoCLICs pourrait donc étre a différencier
d’une coprécipitation du C avec des mal-cristallisés dans les andosols (Figure 12).
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Figure 11. Corrélation des signaux de DRX et MIR des fractions <20 pm du sol en forét et cultivé (2D synchroneous hetero correlation spectra). Le
coefficient de corrélation attribué reflete les corrélations et anti-corrélations entre les nombres d’onde MIR et les angles DRX en fonction de
I'évolution vers la surface : (i) un coefficient positif signifie que l'intensité des deux variables spectrales augmente ou diminue avec I'évolution vers
la surface (ii) un coefficient négatif signifie que l'intensité d'une des variables spectrales diminue alors que la seconde augmente avec I'évolution
vers la surface (Noda et Ozaki, 2004). Détails en méthode 2.2.5 et en Annexe 4.
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Figure 12. Représentation schématique d'un continuum des coprécipités ayant une taille
variable de la phase inorganique coprécipitée avec les matiéres organiques : de mal-cristallisés
(~1000 atomes) a des éléments amorphes « nanoCLICs » (~1-3 atomes). Les coprécipités avec
des minéraux mal-cristallisés sont représentés par une imogolite, une allophane et une proto-
imogolite car le cas d’étude est dans un andosol. Adaptés de Levard et al. 2012 et Tamrat et al.
2019.

Ainsi, les analyses par MIR, DRX et les traitements statistiques poussent a considérer
qu’'une grande partie du C des fractions fines du sol en forét est sous forme de coprécipités
plutdt de type nanoCLICs (Figure 12). Pour autant, la coprécipitation avec des éléments
mal-cristallisés n’est pas totalement écartée mais jugée minoritaire. Néanmoins, cette
interprétation est faite a la suite d'une non-corrélation des bandes de diffusion analysées
par DRX et des nombres d’ondes attribués aux liaisons organiques analysées par MIR. Des
observations directes sur les coprécipités devront confirmer ou non cette interprétation.

2.3.6. Une fragilisation de C coprécipité a la suite
d’une mise en culture

Les résultats de la matrice de corrélation, entre les signaux de DRX et de MIR, du sol
cultivé sont similaires a ceux du sol en forét. Ainsi, nous supposons que le sol cultivé
comporte du C coprécipité potentiellement sous forme nanoCLICs. Cependant puisque les
modeles PLSR du sol en culture ont une contribution légérement positive de certaines
phases minérales (gibbsite, quartz ou Si amorphe), les mécanismes de stabilisation du C
suite a la mise en culture reste a étudier. Nous supposons que la perte de C par la mise en
culture soit associée a une perte de coprécipités-nanoCLICs. Et que les matieres
organiques perdues sont diverses (des composés aromatiques, phénoliques,
carboxyliques, esters, cétones et amides).

La déstabilisation des coprécipités-nanoCLICs par la mise en culture pourrait étre
expliquée par deux hypotheses: (i) premierement, en lien avec les changements de
conditions physico-chimiques, reflétées par la baisse d’environ 1 unité pH sur le 0-30 cm
(de ~6.3a ~5.6). Les oligomeéres inorganiques amorphes dans les coprécipités-nanoCLICs
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pourraient étre solubilisés par la baisse de pH, et notamment I’Al (Liitzenkirchen et al,,
2014) et le Fe (Grundl and Delwiche, 1993). (ii) Aussi, 'adaptation de la communauté de
micro-organismes aux fluctuations de pH et d’humidité pourrait entrainer une plus forte
demande en C pour leur respiration (Tiemann and Billings, 2011; Malik et al., 2018) ou
bien influencer la diversité de micro-organismes (Fierer, 2017; Tripathi et al., 2018). Ce
qui in fine, pourrait faire évoluer la stabilité des coprécipités-nanoCLICs par la mise en
culture.

2.4. Conclusion

Comparé a un andosol en forét, la mise en culture d’'un andosol a déstabilisé 56 % du
stock de C sur le 0-30 cm. Le fractionnement des sols a mis en évidence une perte de C
dans les fractions <20 pum majoritairement, attribué a du C coprécipité. Par analyses
chimiométriques des signaux DRX et MIR, le C coprécipité ne semble pas ou peu lié aux
bandes de diffusion (analysées par DRX) attribuées a des minéraux mal-cristallisés. Il se
pourrait que les éléments inorganiques liés au C soit amorphes aux rayons X. Cette
caractéristique pourrait s’expliquer par une interaction entre des éléments inorganiques
et organiques aux nano-échelles, appelée nanoCLICs (Nanosized Coprecipitates of
inorganic oLIgomers with organiCs ; Tamrat et al,, 2019). Néanmoins, cette interprétation
est faite par déduction des analyses statistiques et non pas une analyse directe des
coprécipités. La perte de C dans les fractions <20 um de sol cultivé pourrait étre expliquée
par la perte de coprécipités-nanoCLICs. Cette perte peut étre expliquée par des
changements de conditions physico-chimiques reflétées par une baisse de pH du sol.

L’approche chimiométrique développée dans cette étude a permis de mettre en avant
une différence de diversité de MO entre le sol en forét et cultivé. Aussi, les mécanismes de
stabilisation des MAOM ont pu étre discuté a la suite des corrélations des signaux MIR et
DRX. La chimiométrie, grandement utilisée a des fins de prédictions, pourrait donc étre
aussi appliquée a des fins de compréhensions mécanistiques.
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2.6. Annexes

Annexe 1. Concentrations en Al, Si et Fe extraits par pyrophosphates, AOD et DCB
et concentration totale d’Al, Si et Fe des sols bulk en forét et cultivé.
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Annexe 1. Concentrations en Al, Si et Fe extraits par pyrophosphates, AOD et DCB et concentration totale d’Al, Si et Fe des sols.
Analyses sur les sols bulk. Les pourcentages entre parentheses correspondent au pourcentage de 1'élément extrait par I'agent d'extraction
par rapport a I'extraction totale de I'élément.

Al extractions Si extractions Fe extractions
tandruse | Depth Pyr | AOD | DCB | S:ED‘)Z:‘;“ | Total Al Pyr | AOD | DCB S:’g;z:‘g’ | Total Si Pyr | AOD | DCB S‘;g;;:‘g' | Total Fe
[cm] [g.100g mineral]

Forest 00-05 | 1,01(10%) | 4,07 (39%) | 2,04 (19%) | 7,12 (68%) 10,54 0,21(1%) | 1,72(8%) | 0,34(2%) | 2,27(11%) | 21,14 0,49 (8%) | 0,95(15%) | 1,94 (32%) | 3,38 (55%) 6,13
Forest 0005 | 0,94(9%) | 4,37(41%) | 2,08(20%) | 7,39 (70%) | 10,61 0,18(1%) | 1,86(9%) | 0,31(2%) | 2,36 (11%) | 20,78 0,49 (8%) | 0,98 (15%) | 2,08 (32%) | 3,55 (55%) 6,46
Forest oct-15 | 0,89(8%) | 5,06 (46%) | 2,05 (19%) | 7,99 (73%) 10,92 0,18 (1%) | 2,01(10%) | 0,3(1%) | 2,49(12%) | 20,47 0,47 (7%) | 0,98 (15%) | 2,21 34%) | 3,67 (57%) 6,44
Forest 1520 | 0,83(7%) | 5,32 (46%) | 2,04 (18%) | 8,19 (71%) 11,5 0,16 (1%) | 2,19(11%) | 0,27(1%) | 2,63(13%) | 20,35 0,43(7%) | 106%) | 2,2335%) | 3,67(57%) 6,44
Forest 2030 | 0,64(6%) | 5,65(50%) | 1,99 (18%) | 8,28 (74%) 11,22 0,12(1%) | 2,56 (13%) | 0,25(1%) | 2,93 (15%) 19,83 0,28 (4%) | 1,02(15%) | 2,24 34%) | 3,55 (53%) 6,67
Forest 3040 | 0,51(4%) | 5,89(51%) | 1,88(16%) | 8,28 (71%) | 11,66 0,08(0%) | 2,87 (15%) | 0,24(1%) | 3,19(16%) | 19,44 0,122%) | 13%) | 2,05027%) | 3,17 42%) 7,47
Forest 40-50 | 0,42(4%) | 59(50%) | 1,68(14%) | 8(68%) 11,76 0,06 (0%) | 2,86 (15%) | 0,23(1%) | 3,16 (16%) 19,63 0,06 (1%) | 0,91(10%) | 1,86 (21%) | 2,83 (33%) 8,69
Forest 50-60 | 0,38(3%) | 6,33(52%) | 1,91 (16%) | 8,63 (71%) 12,12 0,05 (0%) | 3,05(16%) | 0,28(1%) | 3,38 (18%) 18,92 0,05 (1%) | 1,06 (15%) | 2,05 (28%) | 3,15 (44%) 7,19
Forest 60-70 0,39 (3%) 7,4 (55%) 1,97 (15%) | 9,76 (73%) 13,46 0,05 (0%) 3,12 (19%) 0,25 (2%) 3,43 (21%) 16,69 0,05 (1%) 0,93 (10%) | 3,05(34%) | 4,02 (45%) 9

Forest 7080 | 0,41(3%) | 7,48(54%) | 2,13(15%) | 10,02 (72%)| 13,95 0,06 (0%) | 3,2(21%) | 0,26(2%) | 3,52(23%) | 15,03 0,06 (1%) | 0,99 (11%) | 3,62 (39%) | 4,66 (50%) 9,35
Crop 00-05 0,49 (4%) 5,23 (47%) | 1,61(14%) | 7,32 (66%) 11,18 0,09 (0%) 2,56 (12%) 0,32 (2%) 2,97 (14%) 20,84 0,12 (2%) 0,84 (14%) | 1,49 (25%) | 2,45 (41%) 5,94
Crop 00-05 | 0,43(4%) | 5,24(48%) | 1,59 (15%) | 7,26 (67%) 10,86 0,07 (0%) | 2,54(12%) | 0,31(1%) | 2,93 (14%) | 21,09 0,1(2%) | 0,8(13%) | 1,44(22%) | 2,34 (36%) 6,42
Crop oct-15 0,46 (4%) 4,92 (46%) | 1,66 (15%) | 7,04 (65%) 10,78 0,08 (0%) 2,44 (12%) 0,33 (2%) 2,84 (14%) 20,94 0,11 (2%) 0,81(12%) | 1,39(20%) | 2,31 (34%) 6,81
Crop 1520 | 0,48(4%) | 5,02 (46%) | 1,62 (15%) | 7,12 (65%) 10,92 0,09 (0%) | 2,47(12%) | 0,33 2%) | 2,88(14%) | 21,11 0,13(2%) | 0,79 (11%) | 1,4(20%) | 2,31 (34%) 6,85
Crop 20-30 0,48 (4%) 5,12 (47%) | 1,63 (15%) | 7,24 (66%) 10,96 0,09 (0%) 2,48 (12%) 0,31 (1%) 2,88 (14%) 21,18 0,14 (2%) 0,84 (13%) | 1,44 (23%) | 2,42 (38%) 6,31
Crop 3040 | 0,49(4%) | 5,65(51%) | 1,44 (13%) | 7,58 (68%) 11,18 0,09 (0%) | 2,53(12%) | 0,27(1%) | 2,9 (13%) 22,02 0,14 2%) | 0,75 (10%) | 1,35(18%) | 2,23 (30%) 7,36
Crop 40-50 0,41 (4%) 5,12 (47%) | 1,33(12%) | 6,85 (63%) 10,83 0,07 (0%) 2,45 (11%) 0,24 (1%) 2,77 (13%) 21,79 0,08 (1%) 0,65 (9%) 1,13 (15%) | 1,86 (25%) 7,29
Crop 50-60 | 0,33(3%) | 4,26(38%) | 1,36 (12%) | 5,95 (53%) 11,2 0,06 (0%) | 2,16(10%) | 0,32(1%) | 2,53(11%) | 22,29 0,03 (1%) | 0,59 (10%) | 0,96 (16%) | 1,58 (26%) 6,09
Crop 60-70 0,34 (3%) 4,45 (42%) | 1,22 (11%) 6 (56%) 10,72 0,09 (0%) 2,36 (11%) 0,31 (1%) 2,76 (12%) 22,45 0,03 (0%) 0,51 (7%) 0,95 (13%) | 1,49 (20%) 7,48
Crop 70-80 | 0,37(3%) | 5,74(52%) | 1,45 (13%) | 7,56 (69%) 10,94 0,09 (0%) | 3,06(14%) | 0,28(1%) | 3,43 (16%) | 21,74 0,04 (1%) | 0,75 (10%) | 1,54 (20%) | 2,33 (30%) 7,68
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Annexe 2. Analyse en composante principale (PCA) des spectres MIR des
fractions <20 pm du sol en forét et cultivé.

Une PCA des spectres MIR des fractions <20 um du sol en forét et cultivé a été faite afin
d’analyser les variabilités spectrales et de détecter les potentielles outliers (valeurs
aberrantes). L’'analyse du sol en forét (A) par PCA a expliqué 96 % de la variabilité
spectrale en 2 composantes. La répartition entre des deux composantes n’a pas montré
d’outlier. L’analyse par PCA du sol cultivé (B) a expliqué 87% de la variabilité en 8
composantes. Par sa reconstruction en de multiples composantes et son faible
pourcentage de variabilité expliquée, cette PCA est peu exploitable pour une
interprétation précise des nombres impliqués dans ces variabilités. Mais la variabilité des
différents composantes principales n ’'a pas montré d’outlier sur les différentes
composantes. Ce qui nous a permis d’utiliser ces spectres MIR dans des modeéles PLSR.

A - PCA of <20 pm fractions from the Forest soil

100 A~ =
] 4 4 PC's scores
80 ] °
T 27 ° 45
@ 1 a~ 5
5] o B
S B0 + - 35
5 = 0 A @ e
= . o™ 7.5 2 5.
= ) 4 17.5 Y
S 40 - 2] o * 125
x | -0~ Validation - o5
-~ Calibration 1
20 A 4 4
T - - - - - - - T T T T T T T
o] 2 4 6 a8 -8 -4 (/] 4 8
PCs PC-1 (83%)
0,06 0,06
0,04 +H - 0,04
o 7 B (=2
£ 002 - - 002 £
= A L i=
] @
° 0 A -0 k=]
o 1 - o
QO 0,02 - 0,02 O
o i | o
-0,04 o - -0,04
-0,06 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T -0,06
6000 5500 5000 4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wave number [cmr']

Figure A. PCA des spectre MIR des fractions <20 pm du sol en forét. Les étiquettes des
scores inter-composantes correspondent a la profondeur moyenne de I’échantillon. Les
loadings attribués des PC-1 et 2 sont figurés a titre informatif.
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Figure B. PCA des spectre MIR des fractions <20 um du sol cultivé. Les étiquettes des
scores inter-composantes correspondent a la profondeur moyenne de I’échantillon. Les
loadings attribués des PC-1 et 2 sont figurés a titre informatif.
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Annexe 3. Parameétres des modeéles PLSR utilisés pour modéliser la
concentration en C des fractions fines du sol en forét et cultivé.

Land-use Forest ‘ Crop
data sart[C]

Sample number 10 10
Samples informations | Samples standard derivation 2,44 1,90
Q3-Q1 3,63 2,60

Factor number 2 7
Explained variance 98,2 93,6
Slope 0,97 1,01
Offset 0,31 -0,16
PLSR models Correlation 0,99 0,96
informations R? (pearson) 0,98 0,93
R2 0,98 0,94
RMSE 0,34 0,51
SE 0,36 0,52
Bias 0,03 -0,12
Evaluation model RPD 6,75 3,66
parameters RDIQ 10,07 4,99
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Annexe 4. Corrélation spectrale entre les signaux MIR et DRX: choix de la
variable de perturbation et de deux matrices indépendantes pour le sol en forét et
cultivé.

Les bandes de diffusion détectées par DRX (4.5 et 7°) ont tendance a étre plus intenses
en profondeur qu’en surface (Figure 8). L’objectif de cette matrice est de comprendre si
les phases amorphes peuvent étre associées aux nombres d’ondes MIR attribués aux
imogolites type material (ITM) (~1000-600 cm'!) et/ou aux nombres d’ondes MIR
attribués MO dans les coprécipités (modélisés par PLSR ; Figure 10; entre 1725-1220 cm-
L et autour de 1100 cm! pour le sol en forét et autour de 1725, 1510 et 1100 cm-! pour le
sol cultivé). La corrélation des signaux MIR et DRX effectuée en Figure 11 comporte deux
choix : (i) la définition de la variable de perturbation suivant la profondeur et non pas la
concentration en C et (ii) la conception de deux matrices indépendantes pour le sol en
forét et le sol cultivé.

(i) L’attribution d’un coefficient de profondeur comme variable de perturbation a été
testée de I'évolution vers la surface ou bien vers la profondeur (e.g. un coefficient
variant de 0 a 70 ou bien de 70 a 0 ; Figure A et B). Les résultats étaient identiques a
la Figure 11 (Figure B). Ce qui indique que le sens de la variable de perturbation
n’influence par les résultats. D’autre tests ont été conduit avec la concentration en C
comme variable de perturbation (Figure C). Pour le sol en forét (Figure C1), malgré
quelques variations, les résultats d’attribution des phases amorphes détectées par
DRX (4.5 et 7°) étaient assez similaires a la matrice réalisée pour une variable de
perturbation de profondeur. Cependant, les coefficients attribués aux pics du quartz
étaient positivement corrélés aux signaux impliqués aux modélisations du C en MIR
(1725-1220 cm! et autour de 1100 cm1). Nous supposons qu’utiliser la concentration
en C créer des variables latentes qui compliquent I'attribution des signaux DRX et MIR.
Par exemple, cette corrélation entre quartz et signaux MIR attribués au C peut
s’expliquer par le fait que les deux premiers horizons du sol en forét (0-5 et 5-10 cm)
comportent des pics de quartz, assez intenses comparés aux horizons 15-20, 20-30 et
30-40 cm (Figure A). Puisque ces deux premiers horizons comportent des
concentrations en C trés fortes (168 et 136 gC.kg1), les pics de quartz et la
concentration en C sont corrélés (Figure C1). Pour le sol cultivé, les tests conduit avec
la concentration en C comme variable de perturbation ont montré des résultats
différents que ceux conduits avec la variable de perturbation profondeur (Figure C2).
Le sol en culture comporte de faibles variations de concentration en C pour les
horizons, 5-10, 10-15, 15-20, 20-30 et 30-40 (entre 74 et 85 gC.kg1), alors que
I’horizon 0-5 cm comporte une concentration presque doublée (130 gC.kg1). Nous
supposons que les coefficients de corrélation soient fortement influencés par ces
différences.

Pour conclure, puisque notre question de recherche est l'attribution des phases
amorphes détectées par DRX aux signaux MIR et que les nombres d’onde MIR
impliqués dans la stabilisation du C sont déja identifiés. Nous avons choisi un
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coefficient de profondeur comme variable de perturbation pour éviter les variables
latentes corrélées a la concentration en C.

(ii) Suivant les hypotheses de I'étude au départ, I'attribution des phases amorphes
détectées par DRX aux liaisons MIR pourrait étre différente pour le sol en forét et
cultivé. La mise en culture pourrait influencer le type de coprécipités restant dans le
sol cultivé. C'est pourquoi I'attribution des phases amorphes détectées par DRX (4.5
et 7°) aux signaux MIR est faite indépendamment pour les deux sols.

Forest fractions Crop fractions
Depth [cm] Quartz II Depth [cm]
\\ Tridymite /™ \ Quartz
\ idymi \
X Tridymite /' Depth C content
105 Gibbsite o ient o | 4% coefficient  [9C.kg]

‘“"\. JJJ [cm] r» "‘*\ \ | | [em]
\1»\5 10\*-‘%4"; REEEIEEL \ 5-1;\% M 7000 130
| \

\

=

A1

1 1“ | Y |
\ wu*d” W\ 650r5 138 N WJ";I_J.-_,WH 6505 74

10-15 . 10-15
P
\ J J .\ A ‘
IS o 0 142 l |, 15-20 J..!Iuvww 60or10 78
% 15-20 | \
\‘lh,.‘“ \ ]\ Y l‘
! \ 55 or 15
o - 3 \ s50r15 105 \ \\. A Jh 85 0r 79
o T T or \ X '
?\Em S | 2080 T

7

\ n R\ |
\ | |
13040 |l 500120 88 WA e MLy S00P20 85

Gibbsite I‘
,| o \ | Y, { et 40 or 30 78
et 400r30 69 \

40-50 \
1
\
\.‘\ \40-50
[«,.“JL,M'Lf 30ord40 59 \
|-\""50-50 N, /'l |
I A f Ih
I ) i \"'-_.‘ | et 300rd0 27
| \\ [, s0-60 .Y
L-
\w JJ - N "\n
. \ .
\ gt B L 200r50 43 1 ., J.lll | 20 or 50 A7
\ \ ‘ﬂ-m..Jvr o
6070 6070
N
' \"W “..JMH- 100r60 38 M.LJ ool 100r80 36
I||l ‘ww’
)
| 70-80 |\ 7080
LY
\"\ .
"«»\\HI fIlU |, Dor70 34 \“‘“'w .u'I..’l..,’ yiad | 007 70 37
J S

L 1 1 L
T T

J
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Angle 28 (degrees) Angle 26 (degrees)

-80 -



Figure A. Spectres DRX des fractions <20 um et variables de perturbation associées dans les essais

de matrices de corrélation MIR et DRX
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Figure B. Matrices de corrélation entre les signaux MIR et DRX pour le sol en forét et cultivé. La
variable de perturbation profondeur est inversée par rapport a celle montré en Figure 11.
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Figure C. Matrices de corrélation entre les signaux MIR et DRX. (A) Matrice pour le sol en forét et
(B) pour le sol cultivé avec la concentration en C comme variable de perturbation.
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Annexe 5. Données de fractionnements et recouvrement en masse et en C des fractions de sols.

Total C
Mass proportion Mass C content C proportion content Total C C recovery
recovery . content of
- ercentage according to bulk soils percentage

Fractions | >100 [100-20 | <20 [P Be| >100 [100-20 | <20 | >100 |100-20 | <20 |fractionation

Depth [cm] (%] [%] [eCkg] (%] [gC.kg™] [gC.kg™] [%]
00-05 53 14 33 95 6818 | 131+16| 168%1 3344 1612 5140 110 127 87
05-oct 48 14 38 93 36+7 9414 1361 2144 16+1 6311 82 89 92
oct-15 44 16 40 93 1542 700 112+1 11+1 1810 721 62 73 85
15-20 45 13 41 96 1644 6816 10543 1243 15+1 73+2 59 62 96
20-30 53 11 36 99 2213 54+1 8813 2413 1240 65+2 49 52 95

Forest soil
30-40 54 17 28 94 1744 5410 6912 2445 2510 51+2 38 42 90
40-50 67 20 13 98 1411 50+1 59+1 35+2 361 280 27 32 84
50-60 68 23 9 103 101 3612 4310 3615 4443 2010 19 26 72
60-70 40 34 25 100 12+1 4041 38+1 18+2 48+1 34+1 28 25 112
70-80 28 24 48 93 8+1 271 3410 9+1 26+1 651 25 26 94
00-05 63 27 10 101 23+1 11641 | 1301 24+1 52+0 2340 59 48 124
05-oct 67 19 14 89 101 5613 7412 253 39+2 371 28 29 95
oct-15 64 21 15 103 11+1 5710 78+2 2312 3910 38+1 31 30 105
15-20 68 19 13 101 1241 54+1 79+2 28+2 3510 361 29 30 94
20-30 65 17 18 100 1241 5543 85+1 25+2 2911 47+1 32 34 96
Crop soil

30-40 72 16 12 88 14+1 62+1 78+3 34+2 3510 31+1 29 35 83
40-50 63 17 20 103 101 60+2 272 28+2 48+1 24+2 22 26 85
50-60 83 10 8 96 710 39+1 47+1 44+ 29+1 2741 13 15 90
60-70 80 10 9 96 410 2510 3612 34+3 2910 38+2 9 12 75
70-80 58 32 10 97 510 3613 371 1710 6316 210 18 20 92
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Annexe 5. Imagerie des fractions <20 pum par MEB, cartographies chimiques par
détection des électrons rétrodiffusés et cartographies chimiques par EDX.

Les fractions <20 um du sol en forét et cultivé des horizons 10-15 cm et 50-60 cm
sont analysées par MEB (Figure A et B). Pour les horizons 10-15 cm, I'imagerie et I'analyse
du contraste chimique par la détection des électrons rétrodiffusés montre une
homogénéité des fractions aux micro-échelles (Figure A). L'imagerie des surfaces aux
échelles nanométriques montre une texture rugueuse, pour le sol en forét comme pour le
sol cultivé (Figure A). Quelques objets tubulaires, assimilables a des groupements
d’'imogolites, ont été détectés pour le sol cultivé (non-montré ici). Pour les horizons 50-
60 cm, l'imagerie et I'analyse du contraste chimique par la détection des électrons
rétrodiffusés est homogene pour le sol en forét aux micro-échelles (Figure B). Le sol
cultivé a quelques agrégats plus clairs, qui contiennent alors probablement plus d’atomes
lourds (ceux ayant un nombre important d’électrons/protons), en nature ou densité
d’atome, que les agrégats plus sombres environnent. L'imagerie des surfaces aux échelles
nanométriques, montre aussi une texture générale rugueuse et beaucoup objets
tubulaires, assimilables a des groupements d’imogolites, sont détectés pour les deux
sols (fleches rouges, Figure B). Des analyses par électrons rétrodiffusés ont attestés que
ces tubes étaient plus clairs ou de méme niveau de gris que les matériaux environnent, et
donc non assimilable a des polysaccarides (Figure C). C'est pourquoi nous attribuons ces
structures a des groupements d’imogolites.

Les cartographies par EDX dans les horizons 50-60 cm ont faiblement ou pas
détecté de C (Figure C). Le C, faiblement détecté, semble réparti. Cette plus faible détection
aux micro-échelles refléte la plus faible concentration de C de cette fraction.
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Figure A. Analyse par MEB des fractions <20 pm du sol en forét et cultivé, horizons 10-15 cm.
L’analyse par électrons rétrodiffusés (back-scattered électrons) pour le sol en forét et cultivé
montre I'homogénéité chimique de ces fractions de sols. Les surfaces ont été imagées aux échelles
mirco a nanomeétriques.
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Forest soil fraction

Image Chemical contrast using back-scattered electrons
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Figure B. Analyse par MEB des fractions <20 pm du sol en forét et cultivé, horizons 50-60 cm.
L’analyse par électrons rétrodiffusés (back-scattered électrons) pour le sol en forét montre
I'homogénéité chimique de cette fraction de sols. Le sol cultivé, contient des agrégats plus clairs,
qui contiennent alors des atomes plus lourds (ceux ayant un nombre important
d’électrons/protons) en nature ou densité, que les agrégats sombres environnent. Les surfaces
ont été imagées aux échelles micro a nanométriques et montre une texture rugueuse mais aussi
des fibres (fleches rouges) assimilables a des groupements d’imogolites.
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Figure C. Imagerie des objets tubulaires assimilés a des groupements d'imogolites du sol cultivé
(horizon 50-60 cm). L’'image A montre des structures tubulaires, fragiles sous faisceau. Une
analyse par cartographie EDX est alors impossible. Cependant l'analyse des électrons
rétrodiffusés (image B) a permis de visualiser un contraste chimique similaire aux agrégats
environnements ou légérement plus clair. Cette analyse a permis d’exclure de possibles
polysaccarides ou autre matiere comportant seulement du C (atomes tres léger).
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Annexe 6. Spectres MIR des fractions <20 pm du sol en forét et cultivé.

L’analyse MIR des fractions <20 um a mis en évidence une diversité de liaisons
minérales et organiques. Suivant le contexte de I'étude, 'attribution des bandes et des pics
est effectuée comme suit. Les larges bandes d'absorption de 3800 a 2800 cm-! sont
attribuées a la liaison O-H de I'eau retenue dans la fraction (Gustafsson et al., 1995) et de
3600-3200 cm! aux liaisons O-H des imogolites type material (Baldock et al., 2019). Le
pic a 3620 cm! est attribué aux vibrations O-H de la gibbsite et des oxy-hydroxydes
(Madejova, 2003; Gustafsson et al,,1999; Zysset et al,, 1999). Le pic a 3535 cm! est
attribué aux vibrations O-H de la gibbsite (Parikh et al., 2014). Les pics a 2930 cm™ et
2850 cm! sont attribués aux liaisons C-H des MO (Baldock et al., 2019 ; Parikh et al,,
2014). Les pics a 2000 et 1870 cm-! sont attribués aux liaisons Si-O du quartz (Nguyen et
al, 1991 ; Guillou et al.,, 2015 ; Terra et al.,, 2015 ; Sila et al., 2016). Les bandes et pics
d'absorption de 1645 a 1190 cm-! sont attribués au Si-O du quartz et a diverses liaisons
des matiéres organiques : O-H de la matiére organique, les vibration C=C des structures
aromatiques, C-H des aliphatiques, C-O des éthers aryl, phénol et carboxyles (Parikh et al.,
2014). Le pic a 1155 cm'! est attribué a la liaison C-O des aliphatiques mais aussi a la
liaison Si-O du quartz (Nguyen et al.,, 1991 ; Parikh et al., 2014). La région entre 1050 et
650 cm! est attribué aux liaisons Si-O, Al-O et Si-O-Al des proto-imogolites et de la
tridymite (Yoshinaga et Aomine, 1962 ; Wada et Harward, 1974 ; Parfitt et al., 1980 ; Inoue
et Huang, 1984 ; Lindner et al,, 1998 ; Karltun et al,, 2000 ; Levard et al., 2012).
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Figure A. Spectres MIR des fractions <20 um du sol en forét et cultivé. Echelle linéaire d’amplitude
identique pour tous les spectres.
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3. Chapitre 3:
Quantification de C issu de

Monitoring changes with

fertilisa nts Organiques et érganic fertilizer inputs
impact sur le C du sol

Un premier sous-chapitre discute de la potentialité du tragage isotopique 13C afin de
quantifier le C issu de fertilisants organiques (OF-C) dans des essais agronomiques sur le 0-
15 cm de profondeur, en conditions tropicales (Ile de Réunion). Les premieres données ont
été acquises durant mon stage de Master 1 (2017-2018, encadrement : Antoine Versini,
Jérome Balesdent et Isabelle Basile-Doelsch) ensuite ces données ont été complétées au
cours de ma these et valorisées sous la forme d'un article publié dans Isotopes in
Environmental and Health Studies (Jamoteau et al.,, 2021).

Un second sous-chapitre fait un bilan de quantification du devenir du OF-C sur ces
mémes essais agronomiques, apres 15 ans d’apports mais cette fois jusqu'a 1 m de
profondeur. Les sols ont aussi été étudiés a I'échelle de I'ensemble du profil suivant trois
fractions granulométriques afin d’étudier la dynamique du OF-C dans ces fractions et son
impact sur les MO endogénes.
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3A. Les isotopes stables
peuvent-ils quantifier le Cissu

Monitoring changes with

des fertilisants organiques ? organi frtizer npus

Can stable isotopes quantify
soil carbon build-up from organic fertilizers?

L’article publié dans la revue Isotopes in environnemental and health studies est mis
en forme avec la mise en page de la these pour des raisons de droit d’auteur.

Article published in the journal Isotopes in environmental and health studies. The
formatting is the same as the thesis for copyright reasons.

Les personnes impliquées ainsi que leurs contributions respectives a ce sous-chapitre
de these sont listées ci-dessous. Floriane Jamoteau a effectué la sélection des échantillons,
le broyage, les analyses de 13C, I'analyse et la rédaction de cette article. Antoine Versini a
congu l'expérience et effectué la sélection des échantillons, participé aux étapes de broyage,
effectué I'analyse des résultats et la rédaction de cet article. Jéréme Balesdent a effectué
les analyses de 13C, I'analyse des données, et a participé aux premieres versions de l'article.
Isabelle Basile-Doelsch a participé a la conception de l'expérience, a I'analyse des données
et a la rédaction de cet article. Emmanuel Tillard a dirigé les essais agronomiques.

Mes pensées vontici a Jérome Balesdent, au grand pédologue et a 'homme généreux

qu'il était. Les échantillons publiés dans cet article sont les derniers mesurés par Jérome
Balesdent, avec son spectro.
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3.1. Introduction

Ensuring high organic carbon contents in agricultural soils appears to be an effective
way of meeting the triple challenge of food security, adaptation to climate change and
mitigation of anthropogenic emissions (4p1000 initiative, (Soussana et al., 2019)).
Organic fertilization—currently encouraged by the development of the circular
economy—is a key means of increasing organic C stocks in agricultural soils. In
agroecosystems benefitting from organic fertilizer (OF) amendments, there are three
main sources of soil organic C (Figure 1): (1) native soil organic matter (SOM) (derived
from C inputs preceding organic fertilization; initial-C), (2) carbon derived from crops (via
aboveground and belowground C inputs provided by crops; crop-C), and (3) carbon from
OFs (OF-Q).

A
SOM from OF
k= o
= [¢]
) : S
g SOM from vegetation =
<
=
7
Initial SOM
\/
SOM location
. ; in a soil profile
E = ; > Time T
ime
To T

With periodic OF inputs

Figure 1. Schematic representation of carbon origins in experiments with organic inputs. Initial
SOM reflects the C pool before the start of the experiment. SOM from OF are displayed in yellow,
SOM from vegetation in green and initial SOM in brown.

Carbon isotope methods using 14C isotopes (Trumbore, 1993; Mathieu et al., 2015)
or stable 13C isotopes (Balesdent et al., 1987; Boutton et al., 1998; Glaser, 2005) help track
the fate of C in various ecosystems. There are natural variations in the 13C/12C ratio
according to the photosynthesis pattern in two types of plants: C3-plants with a §13C value
in the -29 to -25 %o range, and Cs-plants with a 613C value in the -16 to -12 %o range
(O’Leary, 1988; Balesdent and Mariotti, 1996) . Theses natural 613C variations can also be
attributed to various factors as stomata regulation by microclimate or nitrogen
availability (Farquhar et al., 1989; Gebauer et al., 1987) or carbon gain from mycorrhizal
fungi (Gebauer et al., 2016; Giesemann et al., 2020a, 2020b). §13C has been used to
quantify carbon changes throughout soil profiles, leading to a C age distribution to 1 m
depth (Balesdent et al.,, 2018), but also on various soil components and soil fractions
(Jastrow et al., 1996; Liao et al., 2006; Bol et al., 2009). Quantification of OF-C contribution
is generally calculated by a stock difference or comparison: the C stock in the control soil
at a given depth (often 0-30 cm) is subtracted from the C stock in the fetilized soil at an
equivalent depth (Lou et al., 2011; Paetsch et al,, 2016; Liu et al,, 2018; Liang et al., 2019).
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But the C-stock difference does not take into account the effect of OFs on native SOM
mineralization rates (i.e. so-called priming effect) neither crop-C inputs if vegetation’s
changes occurred (Kuzyakov et al., 2000; Fontaine et al.,, 2003). In the same way that
isotope mass budget are used to trace C3/C4 vegetation changes, 6'3C can be used to
monitor long-term carbon inputs and OF impacts on soil carbon (Angers and Giroux,
1996; Balesdent, 1998; Balesdent and Mariotti, 1996; Dignac et al., 2005; Rasse et al.,
2006). However, isotope mixing budgets can be applied only if the isotope resolution limit
is reached (i.e there is a statistical significant difference between isotope signatures of the
end-members) and if the sensitivity of the different parameters of the isotope equation is
analyzed (Balesdent and Mariotti, 1996).

Several studies that have quantified OF-C using the isotope method are
summarized in Table 1 as a function of the experimental duration and sampling
frequency. Short-term experiments (up to 120 days) have been carried out using field
experimental designs (Amelung et al., 1999; Bol et al.,, 2000; Glaser et al., 2001; Carpenter-
Boggs et al,, 2014) as well as in mesocosms (through 613C of CO2; Rochette et al., 2000;
Angers et al., 2007). Two stages of decomposition processes were observed over time
(Rochette et al, 2000; Glaser et al, 2001): a first stage corresponding to the
biodegradation of a readily available and more liquid phase accumulated over time in the
upper soil; a second phase, 48 h after OF amendment, corresponded to the biodegradation
of the slurry solid phase (Glaser et al., 2001).

However, only few isotope studies have been focused on long-term OF retention
(Gerzabek et al.,, 1997; Kristiansen et al., 2005; Nicoloso et al., 2018; Thomsen and
Christensen, 2010). All of them, except Nicoloso et al., 2018, focused on a temperate
climatic zone. Long-term single quantification experiments have been conducted over 1
year (Lynch et al,, 2006), 25 years (Nicoloso et al., 2018) and 42 years (Gerzabek et al.,
2001). However, single quantification did not reveal temporal changes in soil C dynamics
over time. Long-term chronosequence experiments have also been carried out (Gerzabek
et al., 1997; Kristiansen et al., 2005; Thomsen and Christensen, 2010). Kristiansen et al.
(2005) and Thomsen and Christensen (2010) used aboveground fresh maize biomass and
sheep faeces to amend four Danish fields (including an Alfisol Hapludalf and an Inceptisol
Orchrept) over periods of 9 and 14 years, respectively (with total input of 32,000 to
51,100 kg C.ha'l). Gerzabek et al, 1997 applied animal manure on a Swedish Eutric
Cambisol over 42 years (with total input of 84 000 kg C.ha'l) (Table 1). These studies
showed: (1) that OF-613C may vary in long-term experiments (Gerzabek et al., 1997), and
(2) that C derived from OFs and vegetation had jointly contributed 13-55 % of the soil C
at the end of the experiments (Gerzabek et al., 1997; Kristiansen et al., 2005; Thomsen
and Christensen, 2010).

To the best of our knowledge, no long-term chronosequence studies involving the
13C/12C isotope proxy have been performed in tropical or subtropical environments to
track the fate of OF-C in soils. Natural variations in 13C are highly prevalent in tropical
areas under Cs forests and Cs crops. As mineralization and degradation processes are
faster in tropical conditions, the isotope method should be relevant for studying long-
term dynamics of OF-C incorporation into tropical soils. A 13-year grassland trial was
conducted on an Arenosol and on an Andosol with repeated fertilization using slurry and
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compost in a tropical area (Réunion, France). We tested the applicability of the 13C isotope
method for quantifying soil C inputs through long-term OF amendments in tropical soils.
Tree quantification methods were tested in this study: (1) the widespread differential
method; (2) the isotope budget in a synchronous calculation system with a comparison of
amended and unamended control plots (the synchronic method) and (3) the isotope
budget in an asynchronous system with amended plots and plots at the start of the
experiment (asynchronic method, experimental design without control plots).

-905-



Table 1. Summary of similar OF-C estimation experiments using 13C isotopes from the literature. *C proportion estimation using C3 of -27%o and C4 of
-13%o0 and not the soil at the beginning of the experiment or without OF. **Estimation by linear regression (see Figure 1).

613C of sources .
Soilat th OF-Cinthe | pou)
s i Sampled Ti £ Nung): T of begg:i:g ofethe soil at the OF-C Retention Total OF-
ampling icati i i depth i me o OF Vegetation . end of the . of OF-C Cin soil
frequency Publication Location Soil type P Type of OF applied experiment applications 8! experiment or experiment spread
through time without OF
[cm] [%o0 VPDB] [%o0 VPDB] [%o0 VPDB] [%] [kgC.ha'!] [%] [kgC.ha'!]
North Wyke, C3 dung -25.6 -27.4
Amelung et Devon, Gleyic ) . .
al, 1999 southwest of cambisol 1-5 70 days Single Results on fractions only
England C4 dung -15.4 -27.4
North Wyke, C3 dung -25.7 -27.4 -27.9 - - -
Bol etal, Devon, Gleyic 1-5 150 days Single 14,900
2000 southwest of cambisol 4 e !
England C4 dung -15.4 -27.4 -27.9 11 12.6 1,877
Green manure -27.3 C3 -26.03
Gerzabek et Uppsala, Eutric R Animal manure . -27.5 C3 -26.03 .
al, 2001 Sweden Cambisol 0-20 Peat 42 years Continuous 256 a3 26.03 Results on fractions only
Sewage sludge -25.5 Cc3 -26.03
North Wyke, C3 dung -30.7 c3 -30 - - - -
Glaser et al, Devon, Dystric .
’ y 0-2 14 days Single
2001 S"‘étnhg"lv:rf’; of gleysol C4 dung 213 c3 -30 <1(0.11) 1,100 36 396
Marshwind Composting corn sillage -14.0 C4 -28.03 33 9,200 89 8,188
. arshwin
Single Farm, Orthic .
Lynch et al,, Massto 4 N humoferric 0-5 Dairy manure compost 1 year after Spread over 1 -26.6 Cc4 -28.03 19 10,000 42 4,200
2006 T a Nw g applications year
s r:‘_“"c OVZ podzol Sewage sludge compost -25.9 c4 -28.03 32 10,900 63 6,867
cotia, Canada
Liquid dairy manure -27.3 C4 -28.03 - 2,900 - -
Washington
Carpenter- u;uvzrl'lsuy, Mesic
Boggs etal,, R d h“p d Fluventic 0-15 Dairy manure 120 days Single -20.9 -30.0 269 <0.01 2,722 - -
2014 esearch an Haploxerolls
extention
center, USA
Chilled tillage, additions of
fresh cattle manure (from
year 0 to 12) and - 27* 26,300*
composted organic waste B ;
North farm of . (from year 13 to 25) 2591to c4 Year Z_afte.zr OF
Nicoloso et Kansas Well-drained 0-5: 5-15; 27.3 (converted spreading :-18.9
. B Kennebec silt . ’ . i 25 years continous (estimated in year 0 to-19.1 (0-5 cm); 98,800
al, 2018 University, 15-30 No tillage, additions of fresh
loam from from C3 -15.8t0-16.5 (15-
Manattan, USA cattle manure (from year 0 litterature) crop) 30 cm)
to 12) and composted P - 12* 11,900*
organic waste (from year 13
to 25)
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613C of sources

Number Soil at the OF-C_m
of OF besining of the soil at Total
Sample . Time of applicatio gining the end of Retention | Total OF-
. Type of OF applied . . the OF-C . .
Sampling - . . d depth experiment ns OF Vegetation . the of OF-C Cin soil
Publication Location Soil type experiment . spread
frequency through . experime
R or without
time nt
OF
[kgC.ha-
[cm] [%o0 PDB] [%o0 VPDB] [%0 VPDB] [%] 1] [%] [kgC.ha1]
Gerzabek et U ! Eutri Green manure Contin -27.3 C3 -26.03 - - - -
eal“lgewe Ssvpefjaefl' Ca;bisol 0-20 Animal manure 42 years 0 . uou 275 c3 26.03 55 84,000 0 30,131
" Peat -25.6 C3 -26.03 - - -
Soil from
Lundgaard in Sand -10 c4 -27.2 25 11 5,621
Askov,
Denmark
Askov, Sandy loam -10 c4 -27.2 18 14 7,154
Denmarck
N Sandy loam -10 C4 -25.4 27 14 7,154
Askov,
Denmark
Soil from
Ronhave in Sandy loam -10 c4 -26.2 31 15 7,665
Askov,
Chrono- Denmark
seduence Soil from Above ground fresh -12.0 c4 275 15 19 6,080
Lundgaard in maize biomass
Thomsen Askov Sand
and_ Denmark 0-20 Sheep faeces 9 years Continuou -13.7 C4 -27.5 22 32,000 30 9,600
Christensen, Above ground fresh S
2010 Askov, > grot -12.0 Cc4 -27.5 13 19 6,080
Denmarck Sandy loam maize biomass
Sheep faeces -13.7 C4 -27.5 22 30 9,600
Saint-Joseph, Bovine manure -203 -14.0 182 to 57 117,800 23 27,094
La Réunion compost -17
island, France Arenosol 182 to
(near Bovine slurry -24.4 -14.0 _1'7** 41 256,900 8 20,552
This study Ll\‘/ladlagasc;r) 0-15 Bovi 13 years Contlsnuou 2431
epame ces ovine manure -203 -27.8 e 41 117,800 36 42,408
cafres, La compost -23.8
Réunion island, Andosol 243t
France (near Bovine slurry -24.4 -27.8 ; *S - 256,900 - -
-23.8
Madagascar)
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3.2. Material and methods

3.2.1.Study sites

The experiment was conducted on the volcanic island of Réunion (Indian Ocean) on
two different soils (USS Working Group WRB, 2015): (1) an Arenosol, i.e. a typically sandy
soil located in the southwestern part of the island around Saint-Joseph (21°22°57” S;
55°36'28” E), 10 m a.s.l with about 1000-1500 mm rainfall and mean annual temperature
of 23.3°C. The soil was under Chloris, Paspalum and Panicum cover (Cs-plants); (2) an
Andosol, i.e. a soil containing imogolite type material which are nanometric
aluminosilicates resulting from the alteration of volcanic glasses, located in the southern-
central part of the island (21°12°60” S; 55°34’45” E) around La Plaine des Cafres, 1,600 m
a.s.l with about 1500 to 2000 mm rainfall and a mean annual temperature of 14.2°C. The
soil was under Festuca, Dactylis and Bromus cover (C3-plants).

3.2.2.Experimental design

For both sites, the experimental design included three different fertilization
treatments applied from 2005 to 2017 and repeated in three block. Plots measured 3.6
m? and were separated by 0.3 m wide edge strips (Figure S1). The composition of the
three treatments were: bovine manure compost and bovine slurry as two OF treatments
and mineral fertilization as control treatment. For convenience, bovine manure compost
and bovine slurry are respectively called compost and slurry hereafter. OFs were applied
on plots when pastures were harvested (6-8 times per year). OF inputs were estimated at
around 9,060 kg C.ha."lyr-1 for bovine manure compostand 19,760 kg C.ha-lyr-1 for bovine
slurry (considering a mean of seven applications). The same amount of the same OF was
applied at both sites (Table 2). Mineral fertilization consisted of 120 kg of mineral N. No
carbon was added in this mineral fertilization modality so these plots were considered as
controls in the isotope calculations. C in control plot soils thus included C from the initial
SOM and C input from vegetation throughout the experiment (Figure 1).

3.2.3.S0ils and organic fertilizers sampling

Amended soils and control soils were sampled yearly from years 3 to 13 (experiment
started at year 0, i.e. 2004) for the Arenosol and from years 1 to 13 for the Andosol. The
top 15 cm of soil was sampled with an auger in November or October each year before OF
application. OFs were sampled yearly from years 2 to 9. Soils and OF were dried at 60°C
and sieved to 2 mm before storage at 20°C. Subsamples (5 g) were dried and ground in a
mixer mill (MM400, Retsch) to ensure the overall representativeness of the analyzed
samples.

As there was an insufficient quantity of remaining soil, control plot samples were not
analysed from the Arenosol block 1 in year 3, from the Andosol block 3 in year 10 and
control plots from the three Andosol blocks in year 2.
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3.2.4.C analyses and C stock calculations

The carbon content was measured on air dried samples using elemental analyzer
isotope ratio mass spectrometry (Flash EA 1112 Series and ThermoFinnigan DELTAplus
[IRMS). 10-20 mg and 3-6 mg samples were analyzed for the Arenosol and the Andosol,
respectively. IAEA-CH-6 was used as a control of the measurement accuracy and IAEA-
CH-7 as an international lab standard (Coplen et al., 2006). Analyzed soil humidity ranged
about 1.7 % on the Arenosol and 8.9 % on the Andosol (dried at 105°C). Thus, a carbon
content correction link to residual water were perform following the C analysis

Soil carbon stocks were assessed by equation (1).

S=pxexC (D)

where S is the stock in kg C.m2, p is the bulk density in g.cm-3, e is the soil thickness
(0.15 m) and C is the carbon content in g C.kg! soil. Bulk density measurements were
performed on the Arenosol (5-10 cm) in year 0 and year 14 and on the Andosol (0-10 cm)
in year 3 and year 16. We used the Alexander law to estimate the bulk density over time
(equation 2, Figure S2, Alexander, 1980). Alexander coefficients underwent least squares
adjustment on carbon linear regression data, by fitting both measured values in each soils.

p= Acoef - Aslope * \/E (2)

with Acoer Alexander coefficient, Asiope the Alexander slope and C the total carbon content

in gC.kg1soil. The bulk density data are given in Figure S2.

3.2.5.63C analysis and A8'3C calculations

613C Isotope measurements were done using the same elemental analyzer isotope
ratio mass spectrometry procedure as for the carbon content analysis. [AEA-CH-6 (-10.5
%o0) was used for calibration and IAEA-CH-7 as measurement of precision (control
yielded as mean of -32.15%-0.15 %o) (Coplen et al., 2006). 613C was calculated as follows:

(13C)
12¢/ sample

(=)
12¢/veference

513C (%) = -1 (3)

VPDB was used as reference standard for 613C units.
A613C is the difference between initial 613C of control plots at year 0 (623CcrLsoitro, CTL

stands for control) and vegetation 613C (673Cveg) or difference between 623Ccrrsoiiro and OF-
613C (613Cor) such as:
4513C(%0) = |63 Cersouro — 813Cpeq or 83 Cop | @)

3.2.6.Estimation of OF-C proportions in amended soils

Three methods for quantifying OF-C were tested in this study: the differential method
(the most common), the synchronic isotope method and the asynchronic isotope method.

3.2.6.1. Differential method

The differential method estimates the proportion of OF-derived carbon (fcor,
equation 5) by dividing the OF-C (Corsoil - CcrLsoil) by the total carbon of the amended plots
(COFsoil).
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_ CoFsoit—=CcrLsoil
COF = C ) (5)
OFsoil

The carbon stock (kgC.hal in 0-15 cm) derived from OF (Scor) was calculated with
equation (6) were S is the total carbon stock (kg C.ha1):

Scor =S * fcor (6)

3.2.6.2. Synchronic isotope method

In the synchronic isotope method, the proportion of OF-derived C was calculated
using the mixing model (7) (adapted from Balesdent et al., 1987):

513C0Fsoil_613CCTLsoil (7)
813Cor—813CerLsoit

where fcor is the proportion of OF-C, 673Corsoil is the isotope signature of the amended
soil, 613CcrLsoir is the isotope signature of soil under mineral fertilization and §23Coris the
isotope signature of the applied OF. By this synchronic method, fcor was estimated on a
yearly basis, with the same sampling year of 623Ccrisoirand 623Corsoit. The carbon stock (kg
C.halin 0-15 cm) derived from OF (Scor) was calculated with equation 6.
In this study, samples from year 3 in block 1 were missing for the Arenosol, as well
as from years 2 and 10 in block 3 for the Andosol. The calculation of fcor was therefore not
possible for those years.

fCOF =

3.2.6.3. Asynchronic isotope method

In the asynchronic isotope method, the proportion of OF-derived C was calculated
by the mixing model (8) (adapted from Balesdent et al., 1987) :

_ 683Corsoit=83CerLsoilto (8)
COF =
8§13Cor—8'3CerLsoitTo

where fcor is the proportion of OF-C, §73Corsoil is the isotope signature of amended soil,
613CcrLsoitto is the isotope signature of soil under mineral fertilization at year 0 and 623Cor
is the isotope signature of the applied OF.

Samples from year 0 were missing, so we estimated the 623Ccrisoiiro of each plot using
linear regressions (Figure 2). We performed a linear regression whereby all control plots
for a given soil type were considered and kept the same slope but change the initial §13C
of year 0 block wise (Figure 2). Each control plot thus had its own §13C estimation over
time with linear regression being applied to reduce experimental variation (see
Discussion part 4.1.2). The carbon stock (kgC.ha1 in 0-15 cm) derived from OF (Scor) was
calculated with equation 6.

3.2.7.Statistical analysis and overcoming block effect

All statistical analyses were performed with Im and t.test functions of the R software
package (R Core Team, 2016). To ensure the limit of resolution of the three methods (used
in Figure 4), t-test were performed: between total C content of controls and amended
plots for the differential method, between §13CcrLsoil and 813Corsoil for the isotope method
and between §13CcrLsoiito and §13Corsoil for the asynchronic isotope method. T-test between
013CcrLsoil and 613Cor were performed to discuss resolution and sensitivity analysis for
isotope methods (see part 4.2).
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3.2.8.Sensitivity analysis of the isotope mixing equation

We ranked the impact of each variable of the mixing equation 7. We first determined
the percentage deviation from the mean (standard deviation divided by the mean on T13)
for the three parameters: §3Corsoil , §13CcrrLsoil and 613Cor. Then we carried out a random
selection of 1000 values for the three variables according to the deviation percentage
calculated in T13. Using equation 7, 1000 fcor values were thus obtained for the Arenosol
compost, Arenosol slurry and Andosol compost treatments.

The weight of each variable in the mixing equation was obtained thanks to the anova
function in the R software package (R Core Team, 2016), using the 3x1000 random
variables from 613Corsoil, 613CctrLsoil and 613Cor and the log (fcor).

3.3. Results

3.3.1.Control soil C content and 83C

The organic carbon content in Arenosol control plots (under mineralization)
increased from 10.5+0.0 g.kg! in year 3 to 17.9+1.8 g.kg! in year 13. The control plots
613C (Figure 2a) increased over time. According to linear regressions, 613C increased from
-18.2 %o to -16.8%o0 in block 1, from -17.0%o to -15.6%0 in block 2 and from -17.0%o to -
15.5%o in block 3. The Arenosol controls showed the same overall variation pattern over
time but with a slight shift in the initial value for estimated year 0. Including all block, the
613C from year 0 (-18.2 to -17 %o) indicated that the organic matter content was from
mixed C3 and C4 origins, with a predominance of C4. Vegetation §'3C in this Arenosol trial
was about -13.9 %o (Table 2).
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Figure 2. Variations in soil §13C in control plots with mineral fertilization of: a) the Arenosol and
b) the Andosol. §13C is reported for topsoils (0-15 cm) in three experimental blocks (block 1: black
triangles; block 2: open circles; block 3: black diamonds). Lines correspond to the linear
regression of §13C in each block, with a common slope for a given soil type.

-101 -



The organic carbon content in Andosol control plots increased from 112+7 g.kg-1 in
year 1 to 126+7 g.kg1in year 13. The control plot 613C remained stable over time (Figure
2b). According to linear regressions, 613C values were about -23.8 %o to -24.5 %o in the
three blocks. Block 3 had a slight shift in the initial value for estimated year 0. Including
all block, the 613C from year 0 (-23.8 to -24.1 %o0) indicated that the organic matter content
was from mixed C3 and Cs origins, with a predominance of Cs. Vegetation 613C in this
Andosol trial was about -27.8 %o (Table 2).

3.3.2.0rganic fertilizer 63C

OF and trials vegetation characteristics are summarized in Table 2. The OF signatures
were about -20.3+2.8 %o for compost and -24.4+1.3 %o for slurry over the eight study
years (years 2 to 9; Table 2; Figure S3). In the Arenosol trial, the §13C difference between
the Arenosol (at TO) and applied organic fertilizers (4613C) were from 2.9+0.4 %o with
compost and 6.9+0.4 %o with slurry. As OFs-613C was from -24.4 to -20.3 %o and
vegetation-613C of -13.9 %o, quantification of OF-C avoided C from vegetation in equation
7. Differences between 613Csoiiro and OFs-613C for the Arenosol trial were high enough for
isotope OF-C quantification.

In the Andosol trial, the 613C difference between the Andosol (at TO) and applied
organic fertilizers (4613C) was about 3.8+0.1%o with compost and 0.2+0.1 %o with slurry.
As OFs-613C was from -24.4 to -20.3 %o and vegetation-613C of -27.8 %o, quantification of
OF-C avoided C from vegetation in equation 7. Differences between 613Csoiito and compost-
613C in the Arenosol trial were high enough for isotope OF-C quantification. However, as
613C from 613Csoirto with slurry was close, isotope quantification of OF-C only failed.

Table 2. Quality and amount of carbon inputs from the two organic fertilizers applied and
vegetation C data. The two organic fertilizers are averages of 8 samples from years 2 to 9.
Vegetation is a single measurement.

613C
Cair- D t | Annual input
ry mass empora nnual inpu
dried N Kjeldahl ym s1C P P
(105°C) standard
matter L
deviation
N.kg? of dr
ekgl BNk Y [g100gY (% VPDB]  [%VPDB]  [kgCha.t.yr]
mass 105°C]
Bovine manure
213 22 46.7 (n=8) -20.3 2.8 9064
compost
Bovine slurry 374 43 9.3 (n=8)-24.3 1.3 19760
C4 vegetation in the
4vee ' 417 (n=1)-13.9
Arenosol trial
Cs vegetation in the
3Vveg 414 (n=1)-27.8

Andosol trial
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3.3.3.68'3C and carbon content of OF-amended soils

The temporal change of 613C of the Arenosol (Figure 3a) trial showed that amended
soils diverged from controls over time. In year 3, mean 4613C between controls to compost
amended plots was about 1.0£0.2 %o and in slurry amended plots about 1.4+0.05 %o. In
year 13, mean A613C reached 2.4+0.3 %o in compost amended plots and 3.3+0.1 %o in
slurry amended plots. In the Andosol trial, with regard to 613C, only compost amended
plots significantly differed from control plots over time (Figure 3b). In year 1, mean 4613C
between controls to compost amended plots was about 0.9+0.1 %o (about 0.3%£0.1%o in
slurry amended plots). In year 13, mean 4613C reached 1.8+0.1 %o in compost amended
plots (0.2£0.0 %o in slurry amended plots).

Meanwhile the total carbon content of the Arenosol increased from 12.1+1.3 to
38.6+6.1 g.kg! between years 3 and 13 in the compost amended plots (Figure 4a) and
from 13.2+1.4 to 29.5%0.1 g.kg1 in the slurry amended plots (Figure 4b). The total carbon
content of the Andosol increased from 111.3+3.9 to 152.7+5.9 g.kg-1 between years 1 and
13 in the compost amended plots (Figure 4c) and from 107.1+4.7 to 136.2.1+6.9 g.kg1 in
the slurry amended plots (Figure 4d).
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Figure 3. Variations in soil 613C in plots amended with organic fertilizers implied on: a) the
Arenosol and b) the Andosol. Topsoils (0-15 cm) receiving compost (squares) and slurry
(diamonds) are compared to the control mean (triangles). Each pointis the average of three blocks
and error bars are * one standard deviation of 3 plots (one per block; only two blocks in year 3 in
the Arenosol and year 10 in the Andosol). 613C of OFs is displayed as a continuous line over time
(green and yellow), the error bar is the standard deviation of values (n=8). (*), (**), And (***),
indicates p-value significant differences between controls and amended, P < 0.05,<0.01 or <0.001,

respectively
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Figure 4. C content and origin of carbon in the Arenosol and Andosol topsoils (0-15 cm) according
to the quantification method. The origin was inferred from the differential method (orange),
synchronic isotope method (red) and asynchronic isotope method (blue). The dotted error bars
are the standard deviation of three total C quantifications (only two blocks in year 3 for the
Arenosol and year 10 for the Andosol). The solid line error bars are standard deviations of three
OF-C quantifications. Negative OF-C values using the differential method were set at 0. (*), (**),
And (***), indicates the resolution limit of the methods by student t-test evaluation (P < 0.05,
<0.01 or <0.001, respectively; see method par 3.2.7)
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3.3.4.Quantification of soil OF-C via the differential,
isotope synchronic and isotope asynchronic methods

In Figure 4, to fully understand the significance of the three methods, we represented
every quantification method and displayed its significance by t-test student using stars
(see method part 2.7).

In the Arenosol with compost inputs, compost-C quantifications increased over time
(Figure 4a), i.e. in year 13, 53 % with the differential method, 56 % with the synchronic
isotope method and only 31 % with the asynchronic isotope method. The p-value were
significant only in the final 2 years (years 12 and 13) with the differential method and
from year 9 to 13 with the synchronic isotope method. In the Arenosol with slurry inputs,
slurry-C contribution also increased over time (Figure 4b), i.e. in year 13, 39 % with the
differential method, 40 % with the synchronic isotope method and only 28% with the
asynchronic isotope method. The p-values were more significant in the final years for the
three methods and the most significant using the synchronic isotope method. In the last
year, in the Arenosol trial, the synchronic isotope methods estimated more OF-C than the
other methods and was more p-values significant. The OF-C estimations were roughly the
same for the differential method and lower for the asynchronic method.

In the Andosol with compost inputs, compost-C contribution also increased over time
(Figure 4c), i.e. in year 13, 17 % with the differential method, 43 % with the isotope
synchronic method and 36% with the asynchronic isotope method. The differential
method revealed lower OF-C proportions over the years. All methods were p-value
significant from year 7 to year 13, the last year all methods had the same significance. In
the Andosol with slurry inputs, as it was not possible to use the isotope methods, OF-C
was only estimated by the differential method (Figure 4d). Slurry-C did not significantly
increase over time. In year 13, the estimation reached 8 % and the p-values were not
significant.

Using the synchronic method and only significant quantifications years (Figure 4; p-
values <0.05), the OF-C stock estimations were plotted against total OF inputs (Figure 5).
OF-C content in the Arenosol was higher in compost amended plots than in slurry
amended plots (23% and 8%), respectively). The final carbon stock in 0-15 cm (meaning
retention percentage from linear regressions of Figure 5) in the compost amended
Arenosol was about 27,094 kgC.ha1 and 20,552 kgC.ha'1 with slurry inputs. Compost-C
content in the Andosol was higher than in the Arenosol (36 % and 23 %, respectively).
Andosol and Arenosol only differed with respect to the soil type and climatic conditions;
the same compost was spread over this 13-year experiment. The final compost-C stock in
the Arenosol reached 27,094 kgC.ha'! and 42,408 kgC.ha! in the Andosol.
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Figure 5. Carbon stock derived from organic fertilizers as a function of cumulated C inputs from
organic fertilizer amendments (0-15 cm soil layer) using the synchronic isotope method. Linear
model of the Andosol compost amended plots with retention of 36 % (R?=0.93), 23 % (R?=0.94)
in the Arenosol and 8 % (R?=0.98) in the Arenosol slurry amended plot. Each point represents the
average of the three plots and the error bars are the standard deviation (only two blocks in year
3 for the Arenosol and year 10 for the Andosol). The insert compares data from previous studies
with the regression lines of the different modalities. Note that data from literature had a sampling
horizon thickness ranging from 4 to 20 cm.
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3.4. Discussion

3.4.1.Relevance of the 3 methods for quantifying OF
contribution to SOM

3.4.1.1. Isotope methods focusing on the direct effect of
OFs on the SOM

The synchronic isotope method estimated more OF-C than the differential method
in the Arenosol and Andosol trials (Figure 4). Lynch et al,, 2006 also found that the
synchronic isotope method estimated higher proportion of OF-C than the differential
method among three fertilization treatments (i.e. corn sillage compost, dairy manure
compost and sewage sludge compost). This difference in OF-C proportion could be
explained by two non-exclusive factors:

(i) The repeated OF applications that may have modified the vegetation and its C
inputs. It has been reported that OF can alter the plant community composition
(Liu et al., 2009; Blumenthal et al., 2017) leading to different C inputs relative to
control plots (De Deyn et al,, 2008; Steinbeiss et al., 2018). In the Andosol trial,
modification of the vegetation composition was revealed by the replacement of
Dactylis (Cs plant-group) in the mineral-fertilized control plots, and of Bromus (C3
plant-group) in the plot with OF amendment (Tillard, pers. comm.). Lower
belowground biomass production in the OF plots would likely result in
underestimation of the direct OF contribution to SOM with the differential method
(as measured in the Andosol, Figure 4c). In the Arenosol trial, the vegetation
composition did not change during the experiment (Tillard, pers. comm.).

(ii) Mineralization of the initial soil organic C (Figure 1) could be higher in the OF-
amended plots, e.g. through a priming effect (Kuzyakov et al., 2000; Fontaine et
al,, 2003). The priming effect involves significant changes in soil organic matter
renewal (Kuzyakov et al., 2000), possibly caused by OF input. The latter could
accelerate mineralization of the initial C and thus gradually replace part of this
fraction. In such cases, the direct contribution of the OF would be underestimated
by the differential method. Organic fertilization is a common practice leading to
considerable input of relatively labile C into agricultural soils. However, studies
dealing with OF-induced SOM priming-effect remain very scarce most likely due
to the methodological challenge of labeling OF with 13C.

To conclude, the differential method based on total carbon did not allow
quantification of OF-C regardless of vegetation changes or mineralization of initial soil
organic C. The isotope method, on the other hand, measures the proportion of each
element by the isotope signature. It can directly measure the fate of C contributed by OFs
without artefacts related to indirect effects. Where the differential approach measures the
overall effect of the organic fertilization practice, the isotope approach measures the fate
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of C from the OF in the soil and ignores the indirect effects of the practice (e.g. changes of
vegetation or priming).

3.4.1.2. Synchronic isotope method taking into
consideration SOM evolution in the control

The synchronic isotope method estimated significantly more OF-C than the
asynchronic isotope method in the Arenosol trial (Figure 4a-b). Differences were smaller
in the Andosol trial (Figure 4c). The distinction between the asynchronic and synchronic
method was the control value used in the mixing model (equations 7 and 8). By the
asynchronic method, it was considered that the 613C signature of the control soil over time
was equal to the 613C of the amended plot before OF application. By the synchronic
method, the §13C of the amended and control soils were measured on the same sampling
date, on two adjacent plots. Variations in the control §13C could thus be subtracted when
implementing this method. A change in the 613C pattern in the control soils over time was
observed (Figure 2) and attributed to C input from vegetation (SOM from vegetation in
Figure 1) during the experiment. The impact of the vegetation on control soil §13C
variation pattern was larger in the Arenosol than in the Andosol (Figure 3). The
asynchronic method cannot integrate vegetation changes during the time of the
experiment, which probably explain the high differences of C quantification observed
between asynchronic and synchronic methods for the Arenosol. Due to the temporal
changes in the controls, the synchronic method appeared therefore as the most accurate
isotope method when control plots are available. The asynchronic method is nevertheless
more cost-effective because there are fewer samples to analyse than with the synchronic
method. The experiment is also simpler to implement because it does not require a
control plot but just requires the soil signature prior to OF spreading. However, the
asynchronic method can be used with confidence only if the soil is at isotope equilibrium
(control plot §13C constant over the course of the experiment).

In our case, the synchronic isotope method was better for determining the OF field
potential to supply SOM. The differential method could be used to estimate the overall
effect of organic fertilization, integrating both direct and indirect effects of OF
applications. The differential method remains the simplest to carry out, whereas the
isotope method can only be applied with an appropriate §13C system (OF-§13C
differentiated from other §13C sources). Yet sometimes in case of minor OF-C inputs, the
total carbon content is not enough to differentiate amended plots from controls (Bol et al,,
2000).

3.4.2.Resolution and sensitivity of the OF isotope
method

The synchronic isotope method was found to be the most suitable in our study, but
certain precautions should be taken regarding its use. As stated by the pioneers of the 13C
natural abundance method, it is necessary to ensure that the limit of resolution is
exceeded and to assess the risk of bias due to error propagation (Balesdent et al., 1987;
Balesdent and Mariotti, 1996).
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The limit of resolution is reached when the effects of OF application on SOM is
sufficiently strong that a significant difference in the considered parameter can be
established between two samples. This requirement applies equally to the isotope
method (parameter is 613C) and to the differential method (parameter is TOC). For the
isotope method, it is therefore necessary to ensure that the §13Cor is significantly different
from the 613Ccrrisoil. Even more importantly, the §13Corsoil and &'3Ccrrusoil Should be
significantly different to compute from the mixing model the proportion of OF-derived
soil-C at a given date. The first condition (t-test between 813Cor and 813CcrrLsoil) Was
acquired for all sampled years. The second condition (t-test between &13Corsoii and
613CcrrLsoil) Was not acquired for some years at the beginning of the experiment, which is
why the final OF-C retention by isotopes was not calculated on these years (Figure 5).
According to the isotope mixing equations (equations 7 and 8), the quantification
accuracy is higher when the OF signature differs from that of the soil. The standard
deviation of OF-C quantification between the three plots decreased as the 4613C increases.
The OF must have a high soil 4613C and a stable temporal signature in time to ensure
accurate quantification from the beginning of the experiment.

Whatever the number of repetitions performed, attention should be paid to the risk of
bias due to the propagation of errors in the mixing equation (Balesdent and Mariotti,
1996). The sensitivity analysis (see part 2.8) of the mixing equation according to natural
variations in the parameters revealed that the variable with the least impact was
613CcrrLsoil, then 613Corsoil, whereas 613Cor was the variable with the greatest impact (Table
S2).

Variability in the §13Ccrrisoil, although low, could be attributed to the block variability
(Figure 2; block 1 for the Arenosol and block 3 for the Andosol). In the Arenosol trial, the
maximum §13C variation between blocks was up to 1.2 %o and up to 0.4 %o in the Andosol
trial. This block variability revealed short-scale variability. The Arenosol trial was
conducted in a high school test plot that had been cultivated for a long time. The cropping
history may vary over short distances. A solution would be to process blocks
independently. Reduce the distance between controls and OF amended plots could lower
the 613C spatial variability. Working on a per-block basis reduced our spatial variability
but it would be essential to check a similar signature of the unamended plots prior to the
first inputs.

The 613Corsoil variability could also have two explanations. (i) The first concerns the
sampling variability inherent to long-term trials (equipment and operator changes). This
sampling variability may be reduced by linear regressions that average these values. (ii)
And due to high OF incorporations, soil horizon must change over time (swelling)
especially for andosol which have high OM-stabilization capacities (Basile-Doelsch et al.,
2015; Levard et al., 2012). A 0-15 cm horizon sampled at the start of an experiment might
not correspond to the same horizon 13-years later.

613Cor was the variable with the greatest impact on the equation. OFs applied to the
soils over the 13 years of the experiment were subjected to temporal variations, with
standard deviations of about 2.8 %o for the compost and 1.3 %o for the slurry (Figure S3).
Such isotope variation was previously observed over 6 years by Gerzabek et al. (1997)
(Gerzabek etal,, 1997) in fields amended with green manure compost (standard deviation
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about 1.12 %o), animal manure (0.77 %o) and peat (0.36 %o0). The composition of OF
parent materials can be a major source of §13C variation. A slight change in the livestock
diet can have a marked impact on the §13C of faeces. The 613C of the plant fraction of the
OF can also vary since compounds like lignin can be 13C depleted relative to other plant
tissues (Benner et al.,, 1987; Cayet and Lichtfouse, 2001). Consequently, variations in
parent material proportions over time (litter/faeces ratio) was probably a major source
of variability for OF-613C throughout the study. Another source of variability could be
related to OF transformations that may occur during storage and the composting process,
leading to isotope fractionation. C biotransformation might increase the §13C ratio of OF
during the composting process. Here with yearly quantification for 9 years out of 13, OF-
variations factor was the largest of the 3 factors in the mixing model equation 7. Regular
intra- and inter-annual 613C analysis is therefore strongly recommended to ensure the
validity of the results obtained with the mixing equation.

3.4.3.An isotope method to study the factor controlling
soil OF-C sequestration

This study case demonstrated that the synchronic isotope method can be used to
investigate factors controlling OF-C retention.

Less compost-C was stabilized over time in the Arenosol as compared to the Andosol
(23 % and 36 % retention, respectively), underlying the effect of the soil and the climate
since the same amount of OF were applied at both sites. The impact of the soil type was
suggested by Kristiansen et al. (2005), who reported a retention percentage ranging from
11 % to 15 % on four arable soils. In contrast, Thomsen and Christiansen (2010) did not
observe any soil type influence. In our study, the Réunion Andosol contains poorly
crystalline material (Levard et al., 2012) while storing large amounts of organic matter
that has a low renewal rate (Basile-Doelsch et al., 2015). The soil type-dependent
retention could be explained by the high retention capacity of the Andosol compared to
the Arenosol, but it could also be explained by the cooler climatic conditions that
prevailed in the Andosol plot, with higher rainfall than in the Arenosol plot. Cooler
climatic conditions can induce slower organic matter decomposition and renewal in soils
and thus slower organic matter mineralization. The combined effect of the soil mineralogy
and climate affected the long-term stabilization (13 years) of the applied OFs, with higher
stabilization in the Andosol trial.

Furthermore, the Arenosol trial showed a retention of 8% for the slurry but of 23%
for the compost, demonstrating a second impact related to the quality of the OF. A
difference in retention related to the OF nature was also observed by Lynch et al. (2006)
and Thomsen and Christiensen (2010). Lynch et al. (2006) observed higher retention for
corn sillage compost (89 %), and lower rates for sewage sudge compost (63 %) and dairy
manure compost (42 %). Thomsen and Christensen (2010) observed higher retention for
sheep faeces (30%) than for aboveground fresh maize biomass (19 %). In our case,
compost-derived carbon has a composting step where a large part of the labile carbon
may have been removed. Slurry did not have this composting stage, thus explaining why
a large part of applied slurry-derived C might be directly mineralized. Moreover, as the
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slurry applications are massive, there may be a toxic impact on microorganisms that could
slow down OF decomposition. In our case, the extent of C retention differed by threefold
when comparing the two OFs. The nature of the applied organic materials was therefore
a major factor in the long-term (13 years) stabilization of carbon.

By focusing directly on the fate of OF-C in the soil, the synchronic isotope method thus
may provide an opportunity to study the mechanisms of sequestration in the soil of C
applied with organic fertilizers.

3.5. Conclusion

We compared three methods for quantifying carbon from organic fertilizers (OF-C) in
an Arenosol and an Andosol trial under tropical climatic conditions, i.e. the differential
method, the synchronic isotope method and the asynchronic isotope method. The
differential method was the simplest to use since it did not require a specific §13C system
for OF-C calculation. However, the indirect effects (changes in vegetation and
mineralization link to OFs input) cannot be subtracted from it. This effect had a major
influence on the final compost-C quantifications in the Andosol trial, with 17+8 % found
using the differential method compared to 43+3 % with the synchronic isotope method.
The asynchronous method would be very useful when there are no control plots, but the
control system without OF input must be isotopically stable through time, unlike the
Arenosol control system here. Here, §13C variations of controls plots were detected from
the crop-C over time. The synchronic isotope method was therefore the most appropriate
for subtracting crop-C from the OF-C. Yet there are other methodological variabilities to
consider, such as, spatial §13C variations, sampling variability in long-term studies and
mostly OF-§13C variations over time. The application of the synchronous isotope method
revealed potentialities to quantify the OF-C retention factors (e.g. soil type influence, OF
nature as well as climate type). In our case study the compost-C retention rate in the
Andosol was up to 36% whereas compost-C in the Arenosol reached only 23%, revealing
the marked influence of climate and soil type. The slurry-C retention rate in the Arenosol
was only about 8% compared to compost-C (up to 23%), revealing a OF nature influence,
thus highlighting the importance of the OF nature on long-term C stabilization.

3.6. References

Alexander, E.B., 1980. Bulk Densities of California Soils in Relation to Other Soil Properties
1. Soil Sci. Soc. Am. J. 44, 689-692.
https://doi.org/10.2136/sssaj1980.03615995004400040005x

Amelung, W,, Bol, R,, Friedrich, C., 1999. Natural 13C abundance: a tool to trace the
incorporation of dung-derived carbon into soil particle-size fractions. Rapid
Commun. Mass Spectrom. 13, 1291-1294. https://doi.org/10.1002/(SICI)1097-
0231(19990715)13:13<1291::AID-RCM637>3.0.CO;2-C

Angers, D.A,, Giroux, M., 1996. Recently Deposited Organic Matter in Soil Water-Stable
Aggregates. Soil Sci. Soc. Am. J. 60, 1547-1551.
https://doi.org/10.2136/sssaj1996.03615995006000050037x

-112 -



Angers, D.A., Rochette, P., Chantigny, M.H., Lapierre, H., 2007. Use of 13C abundance to
study short-term pig slurry decomposition in the field. Soil Biol. Biochem. 39,
1234-1237. https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2006.12.028

Balesdent, ]., 1998. Les isotopes du carbone et la dynamique des matieres organiques des
sols. Cah. Agric. 7,201-206 (1).

Balesdent, ]., Basile-Doelsch, 1., Chadoeuf, ]., Cornu, S.S., Derrien, D., Fekiacova, Z., Hatté, C.,
2018. Atmosphere-soil carbon transfer as a function of soil depth. Nature 559,
599-602. https://doi.org/10.1038/s41586-018-0328-3

Balesdent, ]., Mariotti, A., 1996. Measurement of Soil Organic Matter Turnover Using 13C
Natural Abundance., in: Mass Spectrometry of Soils, Marcel Dekker Inc., New York.
pp- 83-111.

Balesdent, ]., Mariotti, A., Guillet, B., 1987. Natural 13C abundance as a tracer for studies
of soil organic matter dynamics. Soil Biol. Biochem. 19, 25-30.
https://doi.org/10.1016/0038-0717(87)90120-9

Basile-Doelsch, I, Balesdent, J., Rose, ], 2015. Are Interactions between Organic
Compounds and Nanoscale Weathering Minerals the Key Drivers of Carbon
Storage in Soils? Environ. Sci. Technol. 49, 3997-3998.
https://doi.org/10.1021/acs.est.5b00650

Benner, R, Fogel, M.L., Sprague, E.K,, Hodson, R.E., 1987. Depletion of 13 C in lignin and its
implications for stable carbon isotope studies. Nature 329, 708-710.
https://doi.org/10.1038/329708a0

Blumenthal, D.M., LeCain, D.R., Augustine, D.J., 2017. Composted manure application
promotes long-term invasion of semi-arid rangeland by Bromus tectorum.
Ecosphere 8, e01960. https://doi.org/10.1002/ecs2.1960

Bol, R.,, Amelung, W., Friedrich, C., Ostle, N.,, 2000. Tracing dung-derived carbon in
temperate grassland using 13C natural abundance measurements. Soil Biol.
Biochem. 32, 1337-1343. https://doi.org/10.1016/S0038-0717(00)00022-5

Bol, R, Poirier, N., Balesdent, ]., Gleixner, G., 2009. Molecular turnover time of soil organic
matter in particle-size fractions of an arable soil. Rapid Commun. Mass Spectrom.
23,2551-2558. https://doi.org/10.1002 /rcm.4124

Boutton, T.W., Archer, S.R., Midwood, A.]., Zitzer, S.F., Bol, R.,, 1998. §13C values of soil
organic carbon and their use in documenting vegetation change in a subtropical
savanna ecosystem. Geoderma 82, 5-41. https://doi.org/10.1016/S0016-
7061(97)00095-5

Carpenter-Boggs, L.A., Carlson, B.R,, Higgins, S.S., Stockle, C.0., 2014. Decomposition of
Dairy Manure Assessed in the Field by Monitoring Natural Abundance of 13 C. Soil
Sci. Soc. Am. ]. 78, 1949-1952. https://doi.org/10.2136/sssaj2014.02.0079n

Cayet, C., Lichtfouse, E., 2001. 613C of plant-derived n-alkanes in soil particle-size
fractions. Org. Geochem. 32, 253-258. https://doi.org/10.1016/S0146-
6380(00)00172-8

Coplen, T.B., Brand, W.A., Gehre, M., Groning, M., Meijer, H.A.]., Toman, B., Verkouteren,
R.M., 2006. After two decades a second anchor for the VPDB §13C scale. Rapid
Commun. Mass Spectrom. 20, 3165-3166. https://doi.org/10.1002 /rcm.2727

De Deyn, G.B., Cornelissen, J.H.C., Bardgett, R.D., 2008. Plant functional traits and soil
carbon sequestration in contrasting biomes. Ecol. Lett. 11, 516-531.
https://doi.org/10.1111/j.1461-0248.2008.01164.x

Dignac, M.-F., Bahri, H., Rumpel, C., Rasse, D.P., Bardoux, G., Balesdent, ]., Girardin, C.,
Chenu, C., Mariotti, A., 2005. Carbon-13 natural abundance as a tool to study the
dynamics of lignin monomers in soil: an appraisal at the Closeaux experimental

-113 -



field (France). Geoderma, Mechanisms and regulation of organic matter
stabilisation in soils 128, 3-17. https://doi.org/10.1016/j.geoderma.2004.12.022

Farquhar, G.D., Ehleringer, J.R., Hubick, K.T., 1989. Carbon Isotope Discrimination and
Photosynthesis. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 40, 503-537.
https://doi.org/10.1146/annurev.pp.40.060189.002443

Fontaine, S., Mariotti, A,, Abbadie, L., 2003. The priming effect of organic matter: a
question of microbial competition? Soil Biol. Biochem. 35, 837-843.
https://doi.org/10.1016/S0038-0717(03)00123-8

Gebauer, G., Preiss, K., Gebauer, A.C., 2016. Partial mycoheterotrophy is more widespread
among orchids than previously assumed. New Phytol. 211, 11-15.
https://doi.org/10.1111/nph.13865

Gebauer, G., Schulumacher, M.I, Krsti¢, B, Rehder, H., Ziegler, H., 1987. Biomass
production and nitrate metabolism of Atriplex hortensis L. (C3 plant) and
Amaranthus retroflexus L. (C4 plant) in cultures at different levels of nitrogen
supply. Oecologia 72, 303-314. https://doi.org/10.1007 /BF00379283

Gerzabek, M.H., Haberhauer, G., Kirchmann, H., 2001. Soil Organic Matter Pools and
Carbon-13 Natural Abundances in Particle-Size Fractions of a Long-Term
Agricultural Field Experiment Receiving Organic Amendments. Soil Sci. Soc. Am. |.
65, 352-358. https://doi.org/10.2136/sssaj2001.652352x

Gerzabek, M.H., Pichlmayer, F., Kirchmann, H., Haberhauer, G., 1997. The response of soil
organic matter to manure amendments in a long-term experiment at Ultuna,
Sweden. Eur. ]J. Soil Sci. 48, 273-282. https://doi.org/10.1111/j.1365-
2389.1997.tb00547 .x

Giesemann, P., Eichenberg, D., Stockel, M., Seifert, L.F., Gomes, S.LF., Merckx, V.S.F.T,,
Gebauer, G., 2020a. Dark septate endophytes and arbuscular mycorrhizal fungi
(Paris-morphotype) affect the stable isotope composition of ‘classically’ non-
mycorrhizal plants. Funct. Ecol. 34, 2453-2466. https://doi.org/10.1111/1365-
2435.13673

Giesemann, P., Rasmussen, H.N,, Liebel, H.T., Gebauer, G., 2020b. Discreet heterotrophs:
green plants that receive fungal carbon through Paris-type arbuscular mycorrhiza.
New Phytol. 226, 960-966. https://doi.org/10.1111/nph.16367

Glaser, B., 2005. Compound-specific stable-isotope (613C) analysis in soil science. J. Plant
Nutr. Soil Sci. 168, 633-648. https://doi.org/10.1002/jpln.200521794

Glaser, B., Bol, R, Preedy, N., McTiernan, K.B., Clark, M., Amelung, W., 2001. Short-term
sequestration of slurry-derived carbon and nitrogen in temperate grassland soil as
assessed by 13C and 15N natural abundance measurements. J. Plant Nutr. Soil Sci.
164, 467-474. https://doi.org/10.1002/1522-2624(200110)164:5<467::AID-
JPLN467>3.0.C0;2-Q

Jastrow, ].D., Miller, R.M., Boutton, T.W., 1996. Carbon Dynamics of Aggregate-Associated
Organic Matter Estimated by Carbon-13 Natural Abundance. Soil Sci. Soc. Am. J. 60,
801-807. https://doi.org/10.2136/sssaj1996.03615995006000030017x

Kristiansen, S.M., Hansen, E.M., Jensen, L.S. Christensen, B.T., 2005. Natural 13C
abundance and carbon storage in Danish soils under continuous silage maize. Eur.
J. Agron. 22,107-117. https://doi.org/10.1016/j.eja.2004.01.002

Kuzyakov, Y., Friedel, ].K,, Stahr, K., 2000. Review of mechanisms and quantification of
priming effects. Soil Biol. Biochem. 32, 1485-1498.
https://doi.org/10.1016/S0038-0717(00)00084-5

Levard, C., Doelsch, E., Basile-Doelsch, I., Abidin, Z., Miche, H., Masion, A., Rose, ],
Borschneck, D., Bottero, J.-Y.,, 2012. Structure and distribution of allophanes,

- 114 -



imogolite and proto-imogolite in volcanic soils. Geoderma 183-184, 100-108.
https://doi.org/10.1016/j.geoderma.2012.03.015

Liang, F., Li, ], Zhang, S., Gao, H., Wang, B., Shi, X,, Huang, S., Xu, M., 2019. Two-decade long
fertilization induced changes in subsurface soil organic carbon stock vary with
indigenous site characteristics. Geoderma 337, 853-862.
https://doi.org/10.1016/j.geoderma.2018.10.033

Liao, J.D., Boutton, T.W.,, Jastrow, ].D., 2006. Organic matter turnover in soil physical
fractions following woody plant invasion of grassland: Evidence from natural 13C
and 15N. Soil Biol. Biochem., Ecosystems in Flux: Molecular and stable isotope
Assessments of Soil Organic Matter Storage and Dynamics 38, 3197-3210.
https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2006.04.004

Liu, H., Zhang, ], Ai, Z., Wy, Y., Xu, H,, Li, Q., Xue, S,, Liu, G., 2018. 16-Year fertilization
changes the dynamics of soil oxidizable organic carbon fractions and the stability
of soil organic carbon in soybean-corn agroecosystem. Agric. Ecosyst. Environ.
265, 320-330. https://doi.org/10.1016/j.agee.2018.06.032

Liu, W,, Zhu, Y.-G., Christie, P., Laidlaw, A.S., 2009. Botanical composition, production and
nutrient status of an originally Lolium perenne-dominant cut grass sward
receiving long-term  manure applications. Plant Soil 326, 355.
https://doi.org/10.1007 /s11104-009-0016-z

Lou, Y., Wang, ], Liang, W. 2011. Impacts of 22-year organic and inorganic N
managements on soil organic C fractions in a maize field, northeast China. CATENA
87, 386-390. https://doi.org/10.1016/j.catena.2011.07.006

Lynch, D.H., Voroney, R.P., Warman, P.R., 2006. Use of 13C and 15N natural abundance
techniques to characterize carbon and nitrogen dynamics in composting and in
compost-amended soils. Soil Biol. Biochem. 38, 103-114.
https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2005.04.022

Mathieu, J.A., Hatté, C., Balesdent, |., Parent, E., 2015. Deep soil carbon dynamics are driven
more by soil type than by climate: a worldwide meta-analysis of radiocarbon
profiles - Mathieu - 2015 - Global Change Biology - Wiley Online Library. Glob.
Change Biol. 21, 4278-4292.

Nicoloso, R.S., Rice, CW., Amado, T.J.C., Costa, C.N., Akley, E.K., 2018. Carbon saturation
and translocation in a no-till soil under organic amendments. Agric. Ecosyst.
Environ. 264, 73-84. https://doi.org/10.1016/j.agee.2018.05.016

O’Leary, M.H., 1988. Carbon Isotopes in Photosynthesis. BioScience 38, 328-336.
https://doi.org/10.2307/1310735

Paetsch, L., Mueller, C.W., Rumpel, C., Houot, S., Kégel-Knabner, 1., 2016. Urban waste
composts enhance OC and N stocks after long-term amendment but do not alter
organic matter composition. Agric. Ecosyst. Environ. 223, 211-222.
https://doi.org/10.1016/j.agee.2016.03.008

Rasse, D.P., Dignac, M.-F., Bahri, H.,, Rumpel, C., Mariotti, A., Chenu, C., 2006. Lignin
turnover in an agricultural field: from plant residues to soil-protected fractions.
Eur. ]. Soil Sci. 57, 530-538. https://doi.org/10.1111/j.1365-2389.2006.00806.x

Rochette, P., Angers, D.A.,, Co " té, D., 2000. Soil Carbon and Nitrogen Dynamics Following
Application of Pig Slurry for the 19th Consecutive Year 1. Carbon Dioxide Fluxes
and Microbial Biomass Carbon. Soil Sci. Soc. Am. ]. 64, 1389-1395.
https://doi.org/10.2136/sssaj2000.6441389x

Soussana, |.-F., Lutfalla, S., Ehrhardt, F., Rosenstock, T., Lamanna, C., Havlik, P., Richards,
M., Wollenberg, E. (Lini), Chotte, ].-L., Torquebiau, E., Ciais, P., Smith, P, Lal, R,,
2019. Matching policy and science: Rationale for the ‘4 per 1000 - soils for food

-115-



security and climate’ initiative. Soil Tillage Res., Soil Carbon and Climate Change:
the 4 per Mille Initiative 188, 3-15. https://doi.org/10.1016/j.still.2017.12.002

Steinbeiss, S., BERLER, H., Engels, C., Temperton, V.M., Buchmann, N., Roscher, C,
Kreutziger, Y., Baade, ]., Habekost, M., Gleixner, G., 2018. Plant diversity positively
affects short-term soil carbon storage in experimental grasslands. Glob. Change
Biol. 14, 2937-2949.

Thomsen, LK., Christensen, B.T., 2010. Carbon sequestration in soils with annual inputs of
maize biomass and maize-derived animal manure: Evidence from 13C abundance.
Soil Biol. Biochem. 42, 1643-1646. https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2010.05.017

Trumbore, S.E., 1993. Comparison of carbon dynamics in tropical and temperate soils
using radiocarbon measurements. Glob. Biogeochem. Cycles 7, 275-290.
https://doi.org/10.1029/93GB00468

USS Working Group WRB, 2015. World Reference Base for Soil Resources 2014, update
2015.International soil classification system for naming soils and creating legends
for soil maps. World Soil Resour. Rep.

3.7. Acknowledgements

We thank Mathias Christina, Marion Collinet, Matthieu Bravin and Adrien Duvivier for
their assistance provided throughout this study. The authors thank Expédit Riviere,
Sicalait and the Lycée Agricole of Saint-Joseph for financing, maintenance and sampling of
trials. We thank the Conseil regional de La Réunion, the French Ministry of Agriculture and
Food, the European Union (FEDER program, grant n°GURTDI 20151501-0000735),
CIRAD for funding A. Versini (CIRAD) within the framework of the Services et impacts des
activités agricoles en milieu tropical project (SIAAM) and the ANR NanoSoilC - 16-CE01-
0012-01 Project.

-116 -



3.8. Supplementary information

Table S1. Percentage of OF-C according to the methods, i.e. differential, synchronic
isotope and asynchronic isotope. Mean of three OF-C estimations * standard deviation
(only two blocks in year 3 for the Arenosol and year 10 for the Andosol).

Arenosol, compost Arenosol, slurry Andosol, compost

Difference Synchronic Asynchronic Difference Synchronic Diachronic Difference Synchronic Asynchronic

T1 - - - - - - 3+3 24 + 6 22 + 10
T2 - - - - - - -

T3 11 + 13 26 + 12 15 + 11 18 + 12 14 = 4

T4 26 + 15 44 + 3 32 +8 22 + 31 £ 2 26 + 1 15 = 3 14 =3 11 + 4
T5 5+4 23 +3 32 +2 26 + 4 1+2

T6 12 + 31 + 12 26 +3 20 £ 4 10 + 8 22 £ 5 21 £ 3
T7 0+1 16 + 14 20 £ 6 20 £ 0 20 £ 1
T8 15 £ 13 23 + 14 31 £3 22 + 4 14 =6 31 +3 25 =5
T9 2 +4 41 + 6 15 + 13 18 + 17 40 £ 5 28 £ 5 18 + 6 33 +£7 30 £3
T10 41 + 10 42 + 14 16 + 26 35 +4 42 £ 5 31 £7 24 + 4 37 £ 1 33 £2
T11 40 + 12 42 + 7 15 + 17 35 +£5 39 £ 2 27 £3 19 + 4 36 £ 3 32 £3
T12 47 + 3 49 + 9 24 + 22 35 + 2 36 £ 5 23 + 7 19 = 4 31 +1 27 =1
T13 53 +7 56 + 12 31 + 30 39 £ 6 40 + 3 28 + 3 17 + 8 43 + 3 36 £5
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Table S2. Weight of each parameter in the sensitivity analysis of the isotope mixing
equation. Average 813C is the average 813C from three plots at T13. The variation is the
standard deviation divided by the average. Importance variable method detailed in part
2.2.8.

Equation variable Average Variation Weight of

63C [%] the variable [%]
Arenosol 613Cor -20.33 14 95
compost 613CoFsoil -18.45 2 5
613CcTRLsoil -16.02 3 1
613Cor -24.35 6 58
Arenosol slurry 613CoFsoil -19.37 2 26
013CcTRLsoil -16.02 3 16
Andosol 613Cor -20.33 14 92
compost 613CoFsoil -22.75 1 6
O013CcTRLsoil -24.58 2 2
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Figure S1. Schematic representation of the experimental design of Arenosol and
Andosol trials. Consisting of nine plots divided into three blocks with three different
treatments, leading to three plots per modality. The plots were randomly distributed
within each block.
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Figure S2. Bulk density estimations (results and parameters) using Alexander’s law on
total carbon content. Note that a linear regressions on the total carbon from Figure 4 data
was done to fit Alexander’s law by the least squared method with measurements
performed on the Arenosol (5-10 cm) in year 0 an year 14 and on the Andosol (0-10 cm)
in year 3 and 16. Alexander coefficients underwent least squares adjustment on carbon

linear regression data, by fitting both measured values in each soils.
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Figure S3. OF-813C over time from years 2 to 9 for the bovine manure compost (green
square) and bovine slurry (yellow dot) treatments.
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3B. Quantification de Cissu de
fertilisants organiques et

Monitoring changes with

impact sur les matieres o
organiques endogenes du sol

Les personnes impliquées ainsi que leurs contributions respectives a ce sous-chapitre de
these sont listées ci-dessous. Floriane Jamoteau a participé a la conceptualisation de
I'expérience, préparé les échantillons (fractionnement), effectué les analyses de C, de
minéralogie par DRX, analysé les données et rédigé ce chapitre de thése. Baptiste Hulin a
participé a la préparation des échantillons (broyage, mesures de pH, dosages de C,
préparations DRX) ainsi que a I'analyse des résultats durant son stage de Master 2. Antoine
Versini a participé a la conceptualisation de I'expérience, échantillonné et préparé les sols
(tamisage a 2 mm ; séchage a l'air), analysé les données et participé a la rédaction de ce
chapitre de these. Isabelle Basile-Doelsch a participé a la conceptualisation de
I'expérience, réalisé les demandes de financement et a l'analyse des données. Christine
Hatté a participé a la conceptualisation de 'expérience, réalisé les analyses isotopiques du
13C et 14C a l'analyse des résultats et a la rédaction de ce chapitre de these. Didier Baret et
Jules Philippe Nirlo ont participé a I'échantillonnage et la préparation des sols. Daniel
Borschneck a analysé la minéralogie des échantillons. Claire Chevassus-Rosset, Mélanie
Montes et Lois Lachowicz ont réalisé les analyses de C en phase liquide. Emmanuel Tillard
a dirigé les essais agronomiques durant 15 a 16 ans et a effectué une partie de
I’échantillonnage.

En plus du financement de cette thése par le CIRAD et la région SUD, ces résultats ont
été financé par un appel a projet MITI Cycle du carbone dans les écosystémes terrestres
(action conjointe 2021-2022) sous le nom de AddSOC-dt porté par Isabelle Basile-Doelsch.
Les analyses isotopiques du 14C prévues dans le cadre de ce projet sont partiellement
acquises. Le sous-chapitre B reprend donc les résultats obtenus a ce jour avec l'approche 13C
développée dans le sous-chapitre 3A.
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3.9. Introduction

Certaines pratiques agricoles ou systemes de culture permettent de restocker du C
dans les sols (semi-direct sous couvert végétal, cultures associés ou en rotation, prairies
temporaires et permanentes, agroforesterie, apport de fertilisants organiques, etc.;
Dignac et al., 2017). L’apport de fertilisants organiques (OF) aux sols peut permettre de
restocker du C, mais aussi d’optimiser le recyclage des nutriments contenus dans les
effluents d’élevages (Dignac et al.,, 2017). Les études visant a quantifier le C issu des
fertilisants organiques (OF-C) sont nombreuses et la quantité de OF-C stocké est variable
en fonction du type de sol, du climat, des quantités et du type de fertilisant organique
apporté (Lou et al, 2011; Liang et al,, 2012; Mi et al., 2016; Li and Han, 2016; Li et al,,
2018; Tangetal., 2020; Du et al,, 2020). Cependant, la plupart de ces études quantifient la
contribution du OF-C par une différence de stock et jusqu’a 30 cm de profondeur (Lou et
al, 2011; Mi et al, 2016; Li and Han, 2016; Li et al., 2018; Tang et al., 2020). Malgré
quelques études quantifiant du OF-C dans les horizons inférieurs a 30 cm (Fan et al., 2014;
Zieger et al., 2018), les horizons profonds sont rarement pris en compte dans les bilans
de stabilisation du OF-C. Bien que plus lent qu’en surface, le renouvellement du C profond
n’est pas négligeable a I’échelle d’'une dizaine d’années (pour les sols cultivés, Balesdent
et al, 2017, 2018). La quantification du OF-C en profondeur pourrait ainsi compléter les
estimations existantes. Aussi, ces études faites par différences de stock de C entre des
parcelles amendées et non amendées ne peuvent rendre compte de potentiels
remplacements du C natif du sol par du OF-C. Ainsi, malgré le grand nombre d’études
quantifiant le OF-C, deux inconnus subsistent (i) 'éventuelle stabilisation de OF-C dans
les horizons profonds et (ii) 'impact d’apports d’OF sur la minéralisation des MO initiales
des sols.

La majorité des études ayant fractionné des sols amendés avec des OF ont une
augmentation de C dans les fractions grossiéres, attribuable aux POM (Leroy et al., 2008;
Sleutel et al,, 2006; Nicolas et al, 2017; Huang et al, 2019). Quelques publications
détectent aussi une augmentation de C dans les fractions fines, attribuable aux MAOM
(Wu et al,, 2005; Xu et al,, 2020). Ces estimations, faites par différence de teneur ou de
stock de C dans chaque fraction ne sont pas en mesure d’'indiquer la provenance du C
additionnel. Ainsi, méme si aucune différence de stock ou de concentration de C n’est
analysée entre une fraction de sols amendée et non amendées, du OF-C peut étre présent.
Le temps de renouvellement des catégories POM et MAOM, peut étre approché par un age
moyen des fractions de sols. Les fractions POM ont un age moyen assez court de 'ordre
de quelques années a la centaine d’années (Trumbore et al., 1989; Bol et al., 2009; Feng et
al,, 2016). Alors que I’age moyen des fractions MAOM est variable de la dizaine d’années
a plusieurs centaines ou jusqu’au millier d’années (Balesdent et al., 1996; Trumbore et al.,
1989; Bol et al,, 2009; Feng et al., 2016; Shimada et al.,, 2022). Lorsqu’on étudie des
pratiques d’apports d’OF durant une quinzaine d’année (durée mimant une pratique
restockante de C), les POM sont ainsi susceptibles d’étre renouvelées plus rapidement que
les MAOMs. En parallele, 'apport d’OF peut remplacer du C antérieur aux apports (inital-
C) sous forme de MAOM ou POM par du OF-C. Cet effet peut étre induit via un "priming
effect" biotique (stimulation enzymatique microbienne) ou abiotique (par changement
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des conditions du sol, Eh/pH) (Kuzyakov et al., 2000; Fontaine et al., 2003; Bernard et al.,
2022). Dans ce cas, la quantification de C par une différence de stock n’est pas en mesure
de rendre compte des processus de renouvellement et/ou remplacement du C du sol.

Dans un contexte ou le OF aune signature de 13C différente du initial-C et du C issu de
la végétation (végétation-C), une quantification du OF-C est possible (sous-chapitre 3B ;
Balesdent et al,, 1987). Le tragage isotopique du OF-C est aussi quantifiable dans les
fractions de sol (Amelung et al., 1999; Kristiansen et al., 2005; Lynch et al., 2006). Aprés
des apports de 70 jours a 1 ans, ces études ont observé que la majorité du OF-C se trouvait
sous la forme de POM (Amelung et al., 1999; Kristiansen et al., 2005; Lynch et al., 2006).
Mais apres 15 ans d’apports de biomasse aérienne de mais, Kristiansen et al., (2005) ont
observé une accumulation de C dérivé du mais via la méthode 13C supérieure a
I'augmentation de C du sol. Ainsi, de potentiels remplacement ou renouvellement du C
semblent quantifiables via le tracage isotopique 13C. Un autre outil permettant de
quantifier le renouvellement du C du sol est la datation par l'isotope radioactif 14C
(Balesdent and Guillet, 1982; Trumbore, 1993, 2009; Mathieu et al., 2015). Cette datation
du C sur sol fractionné apporte une dynamique temporelle (Heckman et al., 2018a, 2018b;
Quero etal.,, 2022). La mesure du C récent dans un contexte d’apport d’OF, permettrait de
mesurer cette dynamique de renouvellement, et par comparaison avec des parcelles sans
apport, de mesurer de potentiels impacts sur le C plus ancien. Aussi, une approche par des
équations combinées des diverses méthodes (14C, 13C et différentielle) permettrait de
mettre en évidence les effets de renouvellement et de remplacement par le OF-C (Ndour
etal, 2022).

L’objectif général de cette étude est de quantifier 'apport de OF-C dans les fractions
de sols et de mettre en évidence/quantifier 'impact d’apports de OF sur les MO initiales
et issues de la végétation. Cette étude ambitionne de quantifier ces effets sur I'ensemble
du profil de sols et apreés une quinzaine d’années d’apports, afin de mimer une pratique
‘restockante’ de C. Plus spécifiquement les objectifs sont (1) de déterminer des transferts
depuis la surface vers les horizons profonds des MO apportées (2) de déterminer, a
I’échelle des fractions POM et MAOM, si les MO apportées ont effectivement, au champ,
des effets de renouvellement et/ou remplacement sur les MO initiales. Pour cela, nous
proposons de quantifier les gains et pertes de chaque type de MO en utilisant les
différences de signatures isotopiques naturelles (13C et 14C) entre les MO initiales, de la
végétation et les OF apportés.
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3.10. Matériels et Méthodes

3.10.1. Description des essais

La description des essais peut étre consultée en partie 3.2.1 de ce manuscrit.
L’Arénosol a été échantillonnéle 21/01/2019 etl’Andosol le 25/02/2021. Les fertilisants
organiques ont été apportés aux sols a partir de 2004 (T0) jusqu’a la fin de I'année 2018
pour I’Arénosol (T15) et 2019 pour ’Andosol (T16).Les apports de fertilisants organiques
ont été fait environ 7 fois par an. Le compost a été maturé pendant les 2 mois précédant
I'épandage, et le lisier a été récupéré chez un méme éleveur avant I'épandage. La quantité
totale de C apportée sur I’Arénosol (durant 15 ans d’apports) est de 13 kgC.m2 pour les
apports de compost et 30 kgC.m=2 pour les apports de lisier. La quantité totale de C
apportée sur ’Andosol (durant 16 ans d’apports) est de 14 kgC.m2 pour les apports de
compost et 32 kgC.m2 pour les apports de lisier.

3.10.2. Echantillonnage des sols et des fertilisants
organiques

L’échantillonnage a été réalisé a I'aide d'une tariere sur 4 horizons : 0-10, 10-20, 20-
50, 50-100 cm. Chaque échantillon est le composite de 5 prélevements dans chaque
parcelle élémentaire. Les horizons 0-10 cm et 10-20 cm sont échantillonnés pour les trois
parcelles de répétitions agronomiques (aussi appelées blocs). Les horizons 20-50 cm et
50-100 cm sont échantillonnés sur les trois blocs avant d’étre mélangés en composites.
Tous les échantillons sont tamisés a 4 mm, une partie est séchée a I'air et une autre partie
est conservée a 4°C.

Des fertilisants organiques ont été échantillonnés durant I’essai, soit 18 échantillons
de compost entre 2005 et 2018 et 33 échantillons de lisier entre 2008 et 2018.

3.10.3. Fractionnement des sols et des fertilisants
organiques

Les sols et les fertilisants organiques ont été séparés par tamisage humide en utilisant
des tamis de 50 et 20 um. Brievement, 10-20 g de sol ou 1-2 g de fertilisant organique ont
été ajoutés a 200 mL d'eau milliQ et sonifiés (a 70% de la puissance maximale, pulsation
de 5 secondes d'ultrasons et 5 secondes sans ultrasons pendant 1 min pour un total de
1600 joules ; soit 8 ].mL1). Les 200 mL ont ensuite été tamisés par voie humide a l'aide de
tamis successifs de 50 et 20 pm. Les fractions >50 pm et 50-20 um ont été séchés a 30 °C.
La fraction <20 um a été décantée pendant 12 h minimum au réfrigérateur pour éliminer
le surnageant (~500 mL) avant d'étre séchée a 30 °C. Un sous-échantillon du surnageant
a été conservé a 4°C pour l'analyse de C organique total en liquide.

3.10.4. Analyses physico-chimiques du sol bulk

Le pH du sol (sur le sol séché al'air) est réalisé a un ratio massique de 1:5 dans de I'eau
milliQ (prise d’essai de 25g).
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Les extractions ci-dessous ont été effectuées par le laboratoire d’analyses d’Arras. Les
extractions de Fe, Si et Al sont réalisées avec de l'acide oxalique - oxalate d’ammonium
(AOD; Tamm, (1922) dans l'obscurité), du dithionite-citrate (DCB, Mehra and Jackson,
1958) et de pyrophosphate (Pyr, Pansu and Gautheyrou, 2006). La teneur totale en Fe est
réalisée avec une attaque par acide hydrofluorique. La teneur totale en Al et Si par fusion
est réalisée avec du peroxyde de sodium. Le Fe, I’Al et le Si en solution sont mesurés par
spectroscopie d'émission atomique a plasma a couplage inductif (ICP-AES).

Les extractions élémentaires (Emineral) sont exprimées en g.100g-1 minéral suivant
I'équation (1):

EX100
100-0M/10 (1)

Avec E la concentration de I'’élément en g.100g1 et OM la teneur en matiere organique

en g.kgl avec OM = 1,73 xC, C représente la teneur en carbone en g.kg-1.

Emineral =

3.10.5. Analyses minéralogiques

La minéralogie des sols bulk est analysée sur les échantillons séchés a 30°C pour toutes
les profondeurs par diffraction des rayons X a I'aide du diffractomeétre a rayons X Philips,
source Co-Ka a 40 mA; A =1.79 A. Les diffractogrammes sont acquis (analyse de poudre)
de 2-3 a 75° avec un pas de 0,033° et pour un temps d’analyse de 1000s par pas. Pour les
horizons 0-10 cm et 10-20 cm, seul le bloc de répétition agronomique n°1 est analysé.

La minéralogie des fractions des sols (>50 pm ; 50-20 pm et <20pum) est analysée
uniquement sur I'horizon 10-20 cm (bloc 1). Les fractions de sols sont analysées selon les
mémes parametres, mais avec un faisceau direct réduit (fente de 4 mm), afin d’augmenter
la détection des phases amorphes ou peu cristallines aux bas angles.

3.10.6. Analyses de C et 13C des sols et des fertilisants
organiques

La teneur totale en C des sols bulk et des fractions de sol est mesurée sur des sols et
fractions séchés a 30°C. Une correction de I'humidité a 105°C est effectuée apres les
mesures. Les analyses de C sont effectuées par combustion séche (analyseur FlashSmart,
NF ISO 10694), chaque échantillon est répété 3 fois.

Les surnageants liquides issus du fractionnement (surnageants des fractions <20 um)
sont analysés en C total par un TOC-L CSH Shiamadzu (3 répétitions analytiques).

Les analyses de 13C/12C sont faites en flux continu (EA-IRMS, un FlashEA1112
Elemental Analyzer couplé a un Thermo Finnigan Delta + XP Isotope-Ratio Mass
Spectrometer). Quatre standards ont été analysés tous les 5 échantillons (Hobo5 : §13C =
-9.21 %o, oxalic acid: 613C = -17.68 %o ; and GCL : 613C = -26.7 %o et IAEA-CH7: 613C = -
32.151 %o). La signature isotopique 613C est calculée suivant I'équation (2) avec V-PDB
comme référence. Les sols et les fractions de sols sont analysés a partir d’'une masse de
de 0.4 a 29.3 mg pour I’Arénosol, de 0.2 a 3.4 mg pour I’Andosol et de a 0.02 a 0.06 mg
pour les OFs. Les incertitudes de mesures sont de 0.1 a 0.2 %o.
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(529)
12
S13C(%0) = _"Clsample _ 4 (2)

(13C)
12¢/veference

3.10.7. Calcul de proportion du C dérivé des
fertilisants organiques (OF-C) et propagation des
erreurs

La variabilité agronomique est mesurée pour les horizons 0-10 et 10-20 cm par
'analyse des 3 blocs de répétitions agronomiques. Pour les horizons 20-50 et 50-100 cm
un composite est analysé, 'erreur agronomique des échantillons de surface est donc
projetée sur les échantillons de profondeur. Pour les concentrations en C, le pourcentage
de I’écart-type maximal entre les horizons 0-10 et 10-20 cm est projeté sur les horizons
20-50 et 50-100 cm. Pour la signature isotopique, I’écart-type maximal du 613C entre les
horizons 0-10 et 10-20 cm est projeté sur les horizons 20-50 et 50-100 cm.

3.10.7.1. Calcul de la proportion OF-C par la méthode
soustractive

Lorsque la quantité de C dans une fraction de sol amendé est significativement
différente de la fraction du sol controle (t-test de Student fait avec le logiciel R, package
BSDA), la proportion de C dérivé des fertilisants organiques par méthode soustractive
(forDif f) est calculée suivant I’équation (3) :

fOFDiff _ CoFsoit—CcTLsoil (3)

CoFsoil

Avec Cyrsoir pour la quantité de C de la fraction du sol amendé en gC.kg! de sol, et
Ccrisoir 1a quantité de C du sol contrdle gC.kg1 de sol.

3.10.7.2. Calcul de la proportion OF-C par la méthode

isotopique
Lorsque le 613C des sols ou des fractions de sol amendés est significativement
différent des sols ou fractions de sol contrdle (t-test de student fait avec le logiciel R,
package BSDA), le calcul de la proportion de C dérivé des fertilisants organiques (for) est
calculé suivant I'équation (4) :

for = 813Cors0i—6"3CerLsoit (4)
OF =
813Cop-813CcrLs0il

Avec §3Cyrs,i; pour la signature isotopique du sol ou fraction de sol amendé en
%o, 613 CorLs0i POUr la signature isotopique du sol ou de fraction de sol contrdle et §13C,p

pour la signature isotopique moyenne des fertilisants organiques (estimation du §3C,p
détaillée en partie 3.11.1).
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Afin de propager les erreurs de 63Corsois 6 3Cerrson €t 63Corison dans
'estimation de for, 'équation de Balesdent and Mariotti, (1996)> est utilisée pour estimer
la variation de for, appelée o ¢oF, (5) :

O foF =

1 2 2 2 2
\/ (613CCTLsoil_613C0F)2 X [(U 613C0Fsoil) + fOF (O- 513CCTLsoil) + (1 - fOF)2 X (0 613C0F) ](5
)

Avec,0 s13¢, . 50 §13¢c0, 000 §13¢,, | €Cart-type de la variabilité agronomique de
8B3Corson €t 63Corison €t 'écart-type §'3C,r estimé en partie 3.11.1. Dans cette
propagation d’erreur, I'erreur analytique de mesure isotopique est négligée.

3.10.7.3. Calcul de la quantité et du taux de recouvrement du
OF-C
Pour la méthode isotopique et soustractive, la quantité de C dérivé des OF (OF-C)

en gC.kg1a été déduite de la concentration de C (C) du sol bulk ou de la fraction de sol en
gC.kg1 suivant la formule OF-C = (fyr ou forDiff) X C.

Les calculs de OF-C (OF _Ciytq; ) du sol total exprimé en gOF-C sont issus de la
somme de OF-C de toutes les fractions (via la méthode isotopique), équation (6). Les
calculs sont faits a partir des fractions car la significativité du tracage isotopique est plus
forte sur les sols fractionnés que le sol bulk (voir discussion 3.12.1).

OF—Ctotal = Cfraction >50 um X fOF >50 um + Cfraction 20—-50 pm X fOF 20-50 ym +
Cfraction<20 um X f0F<20 pum (6)

Avec Cfraction >50 ym» Cfraction 20-50 um et Cfraction<20 wm €Xprime en gC.kg de sol L.

Le OF _Cptq a ensuite été exprimé en gOF-C.100g! de C total suivant I'équation :
OF Ciotar = (100*( OF _Ctotar)) / Crotar - Avec Crorar » 12 quantité de C issu de la somme de
C des fractions en gC.kg-1 de sol.

Le stock de C dérivé des OF (OF _Cstocr ) €n kgC.m2 des sols est calculé a partir de
quantité de OF _Cyptq;1 (7)

OF Cstock = OF Crotar XC Xexpx 10 (7)

Avec Cla concentration en C du sol bulk en gC.kg1, e pour I'épaisseur de 'horizon
en cm et p pour la densité apparente en g.cm-3. La densité des sols est estimée comme
dans Jamoteau et al. (2021) : brievement, la loi d’Alexander, (1980) est utilisée pour
calculer la densité a partir de la concentration en C et de valeurs mesurées en année 0 et
14 sur le 5-10 cm de I’Arénosol et en année 3 et 16 sur le 0-10 cm de I’Andosol.

5 Deux propagations des erreurs ont été testés : (i) la méthode de Balesdent and Mariotti, 1996 et (ii) et
la méthode de Monté Carlo. Les erreurs étaient plus faibles pour la méthode de Monté Carlo que la méthode
de Balesdent and Mariotti, (1996). Pour ne pas sous-estimer les erreurs, la méthode de Balesdent and
Mariotti, 1996 a été choisie pour ce chapitre de thése.
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Le pourcentage de rétention des OF (%OF_C retained) est calculé suivant
I’équation (8), avec OF total applied pour la quantité de C épandu par 'apport des OF
durant 15 ans de fertilisation continue en kgC.m-2.

. OF—-C
%OF_C retained = W (8)

Dans toutes les équations (6, 7 et 8) I'erreur de o s et de la variabilité agronomique
(inter-block) de la concentration en C est propagée. Les erreurs analytiques des mesures
de la concentration en C et du 613C ne sont pas propagées car considérées négligeables
face aux variabilités de o fof et des répétitions agronomiques.

3.11. Résultats

3.11.1. Caractérisation des fertilisants organiques et
des biomasses aériennes durant les essais
agronomiques

La variabilité temporelle de la signature isotopique des OF était forte dans I'étude de
Jamoteau et al. (2021). Pour affiner cette variabilité isotopique, davantage d’échantillons
de OF ont été analysés (Figure 1). Les échantillonnages d’OF ne sont pas réalisés a un
intervalle de temps régulier. L’augmentation du nombre d’échantillon apres la 10¢éme
année d’expérimentation induit une sur-représentation de ces années alors que la
quantité de OF-C épandue au cours du temps est stable. Pour éviter cette
surreprésentation, nous avons moyenné les valeurs par année et estimé les années
manquantes (2004, 2013 et 2019, soit TO, T9 et T15) par une moyenne des 2 valeurs les
plus proches ou attribué la valeur la plus proche (annual average en Figure 1). La
moyenne interannuelle est considérée comme le §*C moyen des OFs (total average or
83Cyp). La variabilité du 8§'3C,r est estimée par l'écart-type de cette moyenne
interannuelle pour le compost. Pour le lisier, I'écart-type intra-annuel maximal (2.2 %o ;
T11) et I'écart-type interannuel (1.8 %o) sont propagés. Puisque les apports de OF sur
I’Andosol ont continué jusqu’a I’année 16 et que les apports sur I’Arénosol se sont arrétés
en année 15, les résultats du §'3C, varient légérement suivant le type de sol.

Les fractionnements des OF (Tableau 1 ; fractions <20 pm, 20-50 pm et >50 pm ;
photographies des fractions en Annexe 1) montrent que (i) le compost comporte 51 a 81
% de sa masse et 64 a 85 % du C dans la fraction > 50 um. (ii) Pour le lisier 88 a 90 % de
la masse et 90 a 92 % du C se trouvent dans la fraction >50 um. Le §13C des fractions <20
pum du compost est plus élevé de +0.4 a 1.3%o que le 613C des fractions plus grossieres.
Cette différence de 613C en fonction des fractions granulométriques est plus faible que la
variabilité de 613C temporelle du compost, elle est considérée négligeable. Pour le lisier,
une variabilité inter-fractions est présente, mais, pour les deux échantillons fractionnés,
le 613C est enrichi ou appauvrit suivant les échantillons (Tableau 1). Aussi, puisque la
majorité du C se trouve dans la fraction >50 pm, la variation de 613C en fonction des
fractions granulométriques est considérée négligeable face aux variabilités temporelles
du lisier.
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Arenosol Compost -20,6+2,2
Slurry (Lisier) -23,612,8

-20,7+2,1

Andosol Comp9§t 0.722
Slurry (Lisier) -23,612,8

Figure 1. Evolution temporelle du 813C du compost et du lisier et estimation du §13Cor. Les barres
d’erreurs des données (Data) comprennent I'erreur analytique (de 0.1%o). Les barres d’erreurs
des moyennes annuelles (Annual average) sont I'écart-type de cette moyenne ainsi que la
propagation de l'erreur analytique. La moyenne interannuelle est considérée comme le §13C
moyen des OFs (Total average or §3C,f). La variabilité du §13C, est estimée par I'écart-type de
cette moyenne interannuelle pour le compost. Pour le lisier, I'écart-type intra-annuel maximal (2.2
%o ; T11) et I'écart-type interannuel (1.8 %o) sont propagés.
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Tableau 1. Dosage C et analyses du §13C des fractions de compost et de lisier. Les proportions
massiques et les proportions de C sont calculées apres un séchage a 30°C. err §13C est l'erreur
analytique de la mesure de §13C (1 mesure).

Fraction prol\p/)lgls‘:ion propgrtion 81:C err §15C
0, 0,
(0] %] [%o0 VPDB] | [%o VPDB]

>50um 51 64 -20,2 0,1
C‘[’gliozsgg 01/1) 50-20 um 15 12 19,8 0,1
e <20 pm 34 24 -19,9 0,2
>50um 81 85 -22,4 0,2
C‘[’g]‘i";; o 50-20 pm 9 8 21,5 02
=0 <20 um 10 7 21,1 0,2
. >50um 90 92 -25,2 0,1
[LC‘?‘Z'Z&T; %/) 50-20 ym 4 4 -24,0 0,2
70 <20 um 5 4 -23,0 0,1
. >50um 88 90 21,1 0,2
;‘C‘T‘figllﬁ/) 50-20 pm 6 6 -23,2 0,1
TR <20 um 5 4 22,7 0,2

Les biomasses aériennes ont été échantillonnées durant toute la durée des essais
(Edouard Rambaut et al., 2022; Figure 2). La proportion des especes végétales a été
déterminée durantla période T5a T15 sur’Arenosol et T6 et T17 sur I’Andosol (E. Tillard,
communication personnelle, Figure 3). Sur I’Arénosol, malgré une évolution temporelle,
les quantités de biomasses aériennes produites sont similaires entre les parcelles
amendées et controles. La végétation, composée en majorité de Chloris (plante C4), a
évoluée entre les années T12 et T14 pour toutes les modalités vers un mélange plus
hétérogéne de Brachia, Paspalum et Chloris (plantes C4). Malgré ces changements,
I'apport de compost et de lisier ne semble pas ou peu impacter les quantités de biomasses
aériennes produites et les proportions des especes végétales présentes. Dans I’Andosol,
les quantités de biomasses aériennes produites sont identiques dans les parcelles
controles et amendées en compost. Cependant, les parcelles amendées en compost
comportent davantage de Festuca (plantes C3) que les parcelles controles (dominées par
du Dactylis, plantes C3). Les parcelles amendées en lisier ont une quantité de biomasses
aériennes et une proportion des espéces végétales différentes des parcelles controles.
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Figure 2. Quantités de biomasses aériennes échantillonnées durant les essais (issus de Edouard
Rambaut et al,, 2022). Données exprimées en Mg de matiere seche par hectare.
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aériennes durant les essais agronomiques. Données communiquées personnellement par Dr. E.
Tillard qui a dirigé les essais agronomiques. Les barres d’erreurs correspondent a I'écart-type
de trois parcelles (répétitions agronomiques).
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3.11.2. Analyses des sols aprées 15 a 16 ans d’apports
de fertilisants organiques

3.11.2.1. Analyses minéralogiques et physico-chimiques des
sols

Le pH mesuré dans I'’Arénosol est différent entre les sols amendés et le sol controle
(Figure 4). Cette différence est de 1.5 unité pH en surface et autour de 1 unité pH en
profondeur. Dans I’Andosol, le pH a la méme tendance. La différence de pH entre les sols
amendés et le sol contréle est de 1.3 unité pH en surface et entre 0.3 a 0.7 unité pH en
profondeur.

La minéralogie, analysée par diffraction des rayons X (DRX), de 'Arenosol est
composée de feldspath plagioclase, pyroxene, olivine et hématite (Annexe 2). La
minéralogie de 1’Andosol est composée de feldspath plagioclase, olivine, gibbsite et
hématite. Les diffractogrammes de ’Andosol comportent aussi des bandes de diffusions
attribuées a des phases mal-cristallisées ou amorphes (Annexe 2). La minéralogie des sols
ne varie pas avec les apports d’OF.

Dans I’Arénosol, les quantités d’Al, de Fe et de Si extraits par AOD (acide oxalique -
oxalate d’ammonium) et par DCB (dithionite-citrate) sont similaires entre les sols
amendés et le sol controle (Annexe 3). Dans I’Arénosol, les quantités de Fe et de Si extraits
par pyrophosphate sont aussi similaires entre les sols amendés et le sol controle (Figure
5). Mais comparé au sol controle, la quantité d’Al extrait par pyrophosphate est plus faible
pour les sols amendés sur le 0-10 cm et 10-20 cm. Cependant, cette faible différence (~0.1
gAl.100g1 minéral) ne représente que 1% de I’Al total du sol controéle. Dans I’Andosol, les
quantités d’Al, de Fe et de Si extraits par AOD et DCB sont similaires entre les sols amendés
et le sol contréle (Annexe 3). La quantité d’Al et de Fe extraits par pyrophosphate est plus
faible dans les sols amendés sur le 0-20 cm. (Figure 5). La quantité de Si extrait par
pyrophosphate a aussi tendance a étre plus faible dans les sols amendés, mais cette
différence est faible. Ces différences sur le 0-20 cm sont de 0.8-0.9 gAl.100g1, 1 gFe.100g"
1et 0.1-0.2 gSi.100g1, ce qui représente respectivement, 11 a 15 % de I’Al total, 9 a 11 %
du Fe total et 1% du Si total du sol contréle. Les différences de quantités de Fe et d’Al entre
les sols amendés et le sol contrdle ne sont donc pas négligeables sur I’Andosol. Un effet de
« dilution » du sol causé par l'apport de fertilisants pourrait étre écarté puisque ces
différences ne sont pas visibles pour les autres extractions (Annexe 3). Aussi, les données
exprimées en g.100g minéral (équation 1) soustraient ce possible effet de « dilution » par
I'apport d’OF.
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Figure 5. Al, Fe et Si extraits par pyrophosphates sur I’Arenosol et I’Andosol. Extractions
élémentaires effectuées sur les sols bulk. La barre d’erreur est I'écart type des 3 blocs de

répétitions agronomiques pour les horizons 0-10 cm et 10-20 cm.

-134 -



3.11.2.2. Analyses de la concentration en C et de 63C des
sols

Dans I’Arénosol, la concentration en C des sols amendés est plus élevée que celle
du sol contréle sur le 0-20 cm (excepté I'horizon 0-10 cm du sol amendé en compost, t-
test = 0,056 ; Figure 6). Dans I’Andosol, la concentration en C du sol amendé en compost
est plus élevée sur I'horizon 0-20 cm que celle du sol controle, mais cette augmentation
n’est pas significative par t-test. La concentration en C du sol amendé en lisier est plus
élevée sur I'horizon 0-10 cm que celle du sol controle, mais cette augmentation n’est pas
significative par t-test.

Dans I’Arénosol, le 613C de la végétation est de type C4, autour de-13,9 %o
(Jamoteau et al., 2021). Le C provenant du compost et du lisier a un 613C de -20.6£2.2%o0
et -23.6x2.8 %o, respectivement. En surface, les sols amendés ont un &13C appauvri
d’environ -18.5 %o comparé au sol contréle d’environ -16.3 %o (Figure 6). Dans le sol
amendé en compost, cette différence est significative seulement sur I'horizon 0-10 cm.
Dans le sol amendé en lisier, cette différence est significative sur ’horizon 0-20 cm. Plus
en profondeur, une tendance est visible, mais non significative. La proportion de OF-C,
calculée pour les différences isotopiques significatives (entre sol amendé et controle)
permet de quantifier 61+29 % de C dérivé du compost dans I'’horizon 0-10 cm. Le
pourcentage de C dérivé du lisier est de 34+12 % dans I'horizon 0-10 cm et de 28+11 %
dans I'’horizon 10-20 cm.

Dans I’Andosol, le 613C de la végétation est de type C3, autour de -27.8 %o (Jamoteau
etal, 2021). Le C provenant du compost ou du lisier aun 613C de -20.7+2.1%o et -23.6+2.1
%o, respectivement. En surface, le 613C du sol amendé en compost, d’environ -23.0 %o, est
plus enrichi que le §13C du sol controle d’environ -24.5 %o (Figure 6). Cette différence est
significative sur le 0-20 cm. Plus en profondeur, le 613C du sol controle et amendé est
similaire. Le pourcentage de C dérivé du compost est estimé, a 47+26 % dans 'horizon 0-
10 cm et a 30+17 % dans I'horizon 10-20 cm. Pour le sol amendé en lisier, aucune
différence de 613C n’est mesurée avec le sol contrdle car la signature du lisier est similaire
au 813C du sol controle.
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Figure 6. Dosages de C, analyses du §13C et calculs de proportions du OF-C de I’Arénosol et de
I’Andosol. La barre d’erreur est I'écart type des 3 blocs de répétitions agronomiques pour les
horizons 0-10 et 10-20 cm ou une projection de I’erreur pour les horizons 20-50 et 50-100 cm
(voir méthode 3.10.7). *, ** et *** indiquent les différences significatives entre sols amendés et
le sol controle par évaluation d'un test t de Student (p < 0,05,< 0,01 ou < 0,001, respectivement).
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3.11.3. Analyses des fractions de sols aprés 15 a 16
ans d’apports de fertilisants organiques

3.11.3.1. Recouvrement massique des fractions

Le recouvrement massique des fractions (<20 pum, 20-50 pym et >50 um) pour
I'Arénosol est de 99 a 103% et pour I’Andosol de 84 a 99 %.

Dans le sol contrdle de I’Arénosol, la proportion massique entre les fractions est
d’environ 68 % dans la fraction >50 um, 12 % dans la fraction 50-20 um et 19% dans la
fraction <20 pm sur les horizons 0-50 cm (Figure 7). Plus en profondeur, la proportion de
la fraction >50 pm augmente et/ou la proportion de fractions <20 pm diminue
(respectivement 84 % et 9 %). Dans I'’Arénosol amendé en compost et en lisier, les
tendances sont similaires excepté sur l'’horizon 50-100 cm qui comporte plus de
proportion massique des fractions <20 pum (entre 15 et 16 %).

Dans le sol controle de ’Andosol, la proportion massique entre les fractions est
assez stable sur tout le profil de sol avec environ 36 % de masse dans la fraction <50 pm,
16 % dans la fraction 50-20 um et 49 % dans la fraction <20 pm. Dans les sols amendés,
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Figure 7. Répartition massique entre les fractions de ’Andosol et ’Arénosol. Le recouvrement
massique des fractions (< 20 um, 20-50 um et >50 um) pour I'Arénosol est de 99 a 103% et
pour I’Andosol de 84 a 99 %. La barre d’erreur est I'écart type des 3 blocs de répétitions
agronomiques pour les horizons 0-10 et 10-20 cm.
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la proportion des fractions <20 pum est plus faible dans I’horizon 0-20 cm que dans le sol
controle ou bien, la proportion des fractions > 50 pm est plus forte.

3.11.3.2. Minéralogie des fractions de sols

La minéralogie de I’Arénosol, analysée par DRX, est assez similaire entre les sols
amendés et le sol controle (Figure 8). Dans les diffractogrammes des fractions fines, les
pics de diffraction sont moins intenses que dans les diffractogrammes des fractions >50
um. Aussi, les diffractogrammes des fractions 20-50 pm et <20 um ont des bandes de
diffusion autour de 4° attribuées a des phases mal-cristallisées ou amorphes (exceptée la
fraction <20 pm du sol amendé en lisier).

Dans les sols amendés et le sol controle de ’Andosol, les diffractogrammes des
fractions fines ont des pics de diffraction moins intenses que ceux des fractions >50 pm.
Des bandes de diffusion, autour de 4-4.8° et 6.5° sont attribuées a des phases mal-
cristallisées ou amorphes. Elles sont présentes dans tous les diffractogrammes des
fractions de I’Andosol.
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Figure 8. Minéralogie par DRX des fractions de I'’Arénosol et de I'’Andosol. Seul le bloc 1 est analysé
pour les horizons 0-10 et 10-20 cm.
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3.11.3.1. Analyses de la concentration en C et de 613C
des fractions de sols

Les recouvrements de C des fractionnements (<20 pum, 20-50 pm et >50 pm) de
I’Arénosol sont de 81 a 103 %. Les recouvrements de C des fractionnements de ’Andosol
sont de 84 a 103 %. Les fractions liquides évacuées apres les décantations des fractions
<20 um contiennent a 0.5 a 3.5 % du C de I’Arénosol et entre 0.1 et 5 % du C de I'’Andosol.
Cette quantité de C évacué par décantation est considérée comme négligeable et n’est pas
comprise dans le bilan de recouvrement de C des fractionnements.

Les recouvrements de 613C des fractions (moyenne pondérée par la masse de
chaque fraction) comportent des écarts avec les valeurs mesurées sur les sols bulk de 0 a
0.6 %o dans I’Arénosol et 0 a 0.3 %o (excepté I'horizon 50-100 cm du sol controle qui a un
écart de 0.7 %o) dans I’Andosol (Annexe 4).

Dans I’Arénosol, la quantité de C (exprimée en gC par fraction.kg de sol bulk1) dans
les fractions >50 pm augmente significativement pour les sols amendés en comparaison
du sol contréle sur I'’horizon 0-10 a 0-20 cm (Figure 9). L’augmentation est tres faible ou
inexistante pour les fractions 50-20 um et <20 pm. Le §13C des fractions de sols amendés
est significativement différent du sol contréle pour les fractions >50 um et 50-20 pm sur
I’ensemble du profil de sol (excepté la fraction 50-20 um de I'horizon 50-100 cm du sol
amendé avec du compost). Les fractions <20 pm ont un 613C significativement différent
du sol contréle dans I'horizon de sol 0-10 a 0-20 cm. Plus en profondeur, la signature est
similaire pour les sols amendés et le sol contrdle. Pour les différences de 613C
significatives, une quantification par la méthode isotopique a permis de calculer la
proportion de C dérivé des fertilisants organiques dans chaque fraction granulométrique
(Figure 9).

Dans I’Andosol, les sols amendés ont une augmentation significative de la quantité
de C dans les fractions >50 um jusqu’a 0-20 cm ou 0-100 cm (comparé aux fractions >50
um du sol contréle; Figure 10). Dans les fractions 20-50 pm, trés peu ou pas
d’augmentation significative de C n’est analysée. Dans les fractions <20 pm, aucune
augmentation significative de C n’est mesurée, au contraire, la quantité de C des sols
amendés en compost est plus faible comparée au sol contréle sur ’horizon 0-20 cm. Le
613C dans I'horizon 0-20 cm est significativement différent entre le sol amendé en
compost et le sol controle dans les fractions > 50 um et 50-20 um. Pour les fractions <20
um, seul I’horizon 0-10 cm a un §13C différent du sol controéle. Pour les différences de §13C
significatives, une quantification par méthode isotopique a permis de calculer la
proportion de C dérivé des fertilisants organiques dans chaque fraction granulométrique
(Figure 10).
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Figure 9. Profil vertical de C, 613C et OF-C dans les trois fractions de I’Arénosol. La barre d’erreur
est I'écart type des 3 blocs de répétitions agronomiques pour les horizons 0-10 et 10-20 cm ou
une projection de cette erreur pour les horizons 20-50 et 50-100 cm (voir méthode 3.10.7). *, **
et *** indiquent les différences significatives entre les sols amendés et le sol contrdle par
évaluation avec un test t de Student (p < 0,05, < 0,01 ou < 0,001, respectivement).
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Figure 10. Profil vertical de C, 613C et OF-C dans les trois fractions de ’Andosol. La barre d’erreur
est I'écart type des 3 blocs de répétitions agronomiques pour les horizons 0-10 et 10-20 cm ou
une projection de cette erreur pour les horizons 20-50 et 50-100 cm (voir méthode 3.10.7). *, **
et *** indiquent les différences significatives entre les sols amendés et le sol controle par
évaluation avec un test t de Student (p < 0,05, < 0,01 ou < 0,001, respectivement).
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3.12. Discussion

Cette discussion succincte exploite une partie des résultats acquis a ce jour.

3.12.1. Pertinence du tragage isotopique sur les deux
sols

Dans I’Arénosol, l'estimation d’OF-C difféere entre la méthode soustractive et
isotopique (Figure 11). Les biomasses aériennes échantillonnées sur I’Arénosol ont des
changements au cours du temps mais ils ne semblent pas ou peu reliés a l'effet des
fertilisants organiques (Figure 2 et 3). Cependant les biomasses aériennes ne reflétent pas
le systeme racinaire. De plus, I'estimation de la quantité de OF-C par la méthode
soustractive requiére que I'apport de OF-C n’influe pas sur la stabilisation du C issu de
végétation (végétation-C) et sur le C antérieur aux apports (initial-C). Ainsi, la méthode
isotopique semble plus adaptée pour estimer le OF-C. L’utilisation de I'approche 13C sur
les fractions de sol a permis d’obtenir des signatures isotopiques plus distinctes entre les
sols amendés et sol controle que pour les échantillons bulks (Figure 6 et 9). Ce résultat
démontre des dynamiques de C différentes entre les fractions de sol isolées.

Dans I'’Andosol, la végétation entre les parcelles amendées et controles a évolué
difféeremment au cours des 16 années de fertilisation. Cette évolution ne permet pas de
quantifier le OF-C par une méthode soustractive. Cependant, puisque la végétation reste
de type C3 sur toutes les parcelles nous supposons que le tracage isotopique du compost
dans I'horizon 0-20 cm est applicable. Plus en profondeur, cette méthode n’est plus
applicable car la signature isotopique est trop proche entre le compost et le sol contrdle
(Figure 10). Comme pour I’Arénosol, I'approche 13C sur les fractions de ’Andosol (0-20
cm) a permis d’obtenir des signatures isotopiques plus distinctes entre sols amendés et
sol contrdle que pour les échantillons bulks, suggérant une dynamique de C différente
suivant les fractions de sols (Figure 10).

Par conséquent, la suite de la discussion, porte sur les résultats issus du tracage
isotopique effectué sur les fractions de sol.
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Figure 11. Quantité de C dérivé des fertilisants organiques (OF-C) par la méthode isotopique et la
méthode soustractive (differential method). Les barres d’erreurs sont tracées dans un seul sens pour
faciliter la lecture. Dans ce sous chapitre de these, les données de biomasses aériennes montrent des
changements de végétation (de type et de quantité) entre 'andosol amendés et controle, ce qui ne
permet pas de calculer les quantités de OF-C par la méthode soustractive.
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3.12.2. Une détection de OF-C en profondeur, mais
pas de stockage additionnel

Le tracage isotopique, sur I'ensemble du profil de I’Arénosol, détecte 4.1+1.3 kgC.m2
de C issu du compost et 2.7+0.4 kgC.m2 de C issu du lisier aprés 15 ans d’apports
successifs (Figure 12). Pour ces deux apports, l'horizon 20-100 cm contribue
respectivement a hauteur 26 a 28 % du OF-C détecté et I'horizon 50-100 cm contribue
entre 8 et 14 %. Pourtant ces horizons profonds de ’Arénosol (20-100 cm) ne comportent
pas ou peu d’augmentation significative de C (échantillons bulk et fractionnés Figure 6 et
10). Par conséquent, du OF-C est détecté sur le 20-100 cm mais ce n’est pas un stockage
additionnel de C. Parmi les quelques études qui ont quantifié le OF-C dans les horizons
inférieurs a 30 cm (Liang et al,, 2012; Fan et al., 2014; Palazzolo et al.,, 2019; Zieger et al,,
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Figure 12 Stock de C dérivé des fertilisants organiques (OF — Cgzock ) €t recouvrements de OF-C
aprés 15 a 16 ans d’apports continus. Les barres d’erreurs sont tracées dans un seul sens pour
faciliter la lecture. Ce bilan est issu de la somme du tragage isotopique sur les fractions de sols
montré en Figure 11.
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2018), seuls Zieger et al. (2018) ont estimé du C dérivé de sciures de bois de I'ordre de 1.5
kgC.m2 dans I'horizon 25-40 cm et Fan et al. (2014) ont montré qu’environ 0.2 kgC.m
dérivé de compost se trouvait dans I'’horizon 40-60 cm. Ces deux études faites avec une
méthode soustractive déduisent un stockage additionnel de C en profondeur. Nos
résultats montrent que méme si une méthode soustractive ne permet pas de détecter du
OF-C suite a des apports, les horizons profonds peuvent étre soumis a des dynamiques de
renouvellements ou des remplacements de végétation-C ou inital-C par du OF-C. Ainsi, le
C des horizons profonds des sols est a prendre en compte lors de pratiques restockantes
de C dans les sols.

3.12.3. Dynamique des POM jusqu’a 1 m de
profondeur

Sur I’Arénosol et I’Andosol, 1a majorité du C issu du compost, détecté apres 15 ans
d’apports, est retrouvé dans la fraction >50 um, et donc probablement sous forme de POM
(Cotrufo et al., 2019; Lavallee et al., 2020). Sur le 0-10 a 0-20 cm, ce OF-C est aussi mesuré
par la méthode soustractive, ce qui suggere un stockage additionnel de C sous forme de
POM (Figure 9 et 11). Ces résultats sont cohérents avec diverses études montrant un
stockage additionnel de OF-C sous forme de POM dans les 30 premiers centimetres du sol
(Amelung et al., 1999; Kristiansen et al., 2005; Lynch et al., 2006; Nicolas et al., 2017;
Sleutel et al., 2006). Plus en profondeur sur I’Arénosol, une détection de OF-C est présent,
mais non un stockage additionnel (cf discussion 3.12.2.). Pourtant, les POM de I’Arénosol
comportent 30 et 60 % de OF-C jusqu’a 1 m de profondeur (Figure 7), ce qui suggere une
dynamique de renouvellement de cette fraction de 30 a 60 % sur 15 ans. Le temps de
résidence de la fraction POM étant de I'ordre de quelques années a la centaine d’années
(Trumbore etal., 1989; Bol etal., 2009; Feng et al., 2016), il est donc possible que des POM
issues de OF aient renouvelé une partie des POM initiales ou issues de végétation. Le
transfert vertical de ces POM pourrait s’expliquer par (i) du transfert particulaire di la
texture de I’Arénosol, surtout pour les apports de lisier (par I'apport de liquides lors de
I'épandage et donc d'un flux liquide permettant une percolation). (ii) Par l'activité
biologique (e.g. vers de terre ; Jégou et al., 1998; Shuster et al,, 2002). (iii) Mais aussi par
les racines qui peuvent se retrouver jusqu’a 60 cm en prairie tropicale (Canadell et al,,
1996) et ainsi créer des voies d’écoulements (Cheng et al., 2011). Pour conclure, comme
la littérature le suggere, le stockage additionnel de OF-C est retrouvé sous forme de POM
dans les horizons 0-20 cm. Cependant nos données montrent aussi un renouvellement
d’'une partie considérable des POM jusqu’a 1 m de profondeur. Ce renouvellement est
détecté dans I’Arénosol. En revanche, sur I’horizon 20-100 cm de I’Andosol, les signatures
isotopiques entre les OF et le sol sont trop proches pour détecter du OF-C par la méthode
isotopique. A ce jour, la détection ou non de OF-C en profondeur sur ’Andosol est
inconnue.

3.12.4. Dynamique de la fraction < 20 um

Dans la littérature, quelques publications montrent que l'apport de fertilisants
organiques pourrait entrainer la formation d’associations organo-minérales (Wen et al.,
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2019, 2021; Yu and Liu, 2022). Dans I’Arénosol, nos résultats ne montrent pas
d’augmentation de quantité de C dans les fractions <20 um, et donc pas d’augmentation
de quantité de MAOM dans les sols amendés (Figure 9). Pourtant, sur le 0-10 a 0-20 cm
de I’Arénosol, les fractions fines comportent 25 a 48 % de OF-C. Il est donc possible que le
OF-C soit (i) préférentiellement incorporé sous forme de MAOM par rapport au
végétation-C (puisque sur 15 ans, ’Arénosol controle a une augmentation en C ; Jamoteau
etal.,, 2021); (ii) ou bien, que le OF-C sous forme de MAOM remplace du végétation-C ou
du initial-C (via un priming effect; Bernard et al., 2022) (iii) il est aussi possible qu'une
déstabilisation de C sous forme de MOAM ait lieu dans les fractions <20 um (via priming
effect), parallelement a une incorporation de petites POM issu des OF (inférieures a 20
um). Dans tous les cas apres 15 ans, 25 a 48 % du C des fractions <20 pm est issu des OF.
Comme mentionné en introduction, le temps de renouvellement de ces fractions est tres
hétérogene, de I'ordre de la dizaine a plusieurs centaines d’années (Balesdent et al., 1996
; Trumbore et al, 1989; Bol et al, 2009; Feng et al., 2016). Malgré le flou sur les
meécanismes en jeu, I'apport de d’OF en contexte de prairie tropicale semble avoir un effet
sur les fractions <20 um de I’Arénosol en surface.

Dans I’Andosol, aucune augmentation de C dans la fraction <20 pm n’est mesurée. Au
contraire, une plus faible quantité de C est quantifiée en contexte d’apport organique
couplé a un changement de végétation. Ces différences de quantité de C ne semblent pas
causées par une différence de concentration en C (concentration stable, Annexe 5), mais
plutot liées a une différence de masse de la fraction <20 um. Les quantités d’Al, Fe et de Si
extraits par pyrophosphates (Figure 5) sont aussi plus faibles surle 0-20 cm des sols bulks
amendés comparé au sol contréle. Ces extractions par pyrophosphates ont pour objectif
d'extraire les cations métalliques qui ont formé des complexes avec les MO du sol
(Rennert, 2018). Bien que les extractions par pyrophosphates soient faites sur les sols
bulks, la corrélation de perte de C de la fraction <20 pm et de perte d’Al, Fe et Si pourrait
étre liée a une perte de quantité de MAOM dans les <20 um de I’Andosol entre les
différentes modalités. Ces changements pourraient provenir d'une fragilisation des
MAOM par les apports organiques (priming effect, Bernard et al., 2022) et/ou d’une plus
forte stabilisation de végétation-C sous forme de MAOM dans le sol contréle. Dans le
premier cas, les apports de OF pourraient induire un priming effect (biotique par
stimulation de communauté microbienne ou abiotique par modification des conditions
physico-chimiques reflétées par les différences de pH). Pour finir, malgré le flou sur les
mécanismes en jeu, les fractions <20 um de I’Andosol en surface sont, en partie,
dynamiques en 16 ans seulement.

3.13. Premieres conclusions et perspectives du
projet AddSOC-dt

L’apport de fertilisants organiques aux sols a permis un stockage additionnel de C
sous forme de POM dans les horizons 0-20 cm de I’Arénosol et de ’Andosol. L’étude des
horizons profonds de I’Arénosol a permis de détecter du OF-C sous forme de POM jusqu’a
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1 m de profondeur. Dans ces horizons profonds, aucune augmentation significative de C
n’est observée, ce qui suggere un renouvellement de la fraction POM sur 15 ans, plutot
qu’un stockage additionnel de C. Cette détection en profondeur sur I’Arénosol suggere
donc un transfert vertical rapide du OF-C sous forme de POM dans ces prairies tropicales.
Sur I'horizon 0-20 cm de I’Arénosol, les fractions <20 um ne montrent pas d’augmentation
de la quantité de C alors que du OF-C est détecté dans toutes les fractions. Ce OF-C pourrait
remplacer du C issu de la végétation ou antérieur a I'essai et/ou étre préférentiellement
incorporé par rapport au C issu de la végétation. Dans I'’Andosol, des changements de
quantité de C dans les fractions <20 pm en fonction des modalités mettent aussi en
évidence un dynamisme en 16 ans seulement. Pour conclure, dans ce contexte d’apport
d’OF en prairie subtropicale, deux résultats semblent novateurs (i) un renouvellement et
un transfert vertical des POM sur le 20-100 cm de I’Arénosol et (ii) un dynamisme d’une
partie des MAOM en surface pour I’Arénosol et I'’Andosol.
Les perspectives de ce projet MITI AddSOC-dt, se divisent en 2 taches :

» Enpremier, il s’agira de poursuivre I'acquisition isotopique 14C sur I'’Arénosol bulk
et I’Andosol bulk, ainsi que sur une partie des fractions de sols. A la suite de ces
analyses, un volet statistique sera réalisé avec des équations combinées des
diverses méthodes de quantifications (soustractive, 13C et 14C ;Ndour et al., 2022).
Ces analyses en équation combinées seront spécifiquement utilisées sur les
horizons profonds de ’Andosol, afin de quantifier le C récent. Mais aussi sur les
fractions MOAM afin de quantifier I'impact des fertilisants sur les MO initiales et
issues de la végétation.

= En fonction du temps et des fonds disponibles, une sélection pertinente de paires
de fractions témoin/amendement seront d’observé aux micro et nano-échelles
(MEB-FEG; CP2M Marseille). Afin d’essayer (1) d’observer de maniére directe les
apports de MO tracés par les approches géochimiques et (2) de déterminer dans
quelle mesure les associations organo-minérales sont impliquées dans la
dynamique de ces entrées de MO nouvelles et/ou dans la dynamique des MO
natives.
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Annexe 1. Photographies des fractions granulométriques du lisier et du compost avec une loupe binoculaire. Photographies
des fractions séchées a 30°C.

Compost 158187 Compost 158195 Lisier 158202 Lisier 158216
(2015 —année 11) (2018 — année 14) (2015 —année 11) (2018 — année 14)

Fraction >50 um

Fraction 20-50 um

Fraction <20 um
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Annexe 2. Minéralogie par DRX de I’Arénosol et de ’Andosol. Pour les horizons 0-
10 et 10-20 cm, seul le bloc 1 est analysé. Les diffractogrammes de I’Arénosol ont des pics
attribués a des feldspath plagioclases (P1), pyroxénes (Py), olivines (Ol) et hématites (He,
Annexe 2). Les diffractogrammes de I’Andosol ont des pics attribués a des feldspath
plagioclases, olivines, gibbsites et hématites ainsi que des bandes de diffusions attribuées
a des phases mal-cristallisées. La minéralogie des sols ne varie pas selon les traitements.

—Arenosol
PlI= feldspath plagioclase ; Py =pyroxene ; Ol = olivine ; He = hematite
Control Compost amended soil Slurry amended soil
Depth [cm]
0-10
10-20
20-50
50-100
I t t t + t t } { I t t t t t t t | k t t t t t
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 &80
Angles 20 (degrees) Angles 26 (degrees) Angles 28 (degrees)
— Andosol
Pl =feldspath plagioclase ; G = gibbsite ; He = hematite ; Ol = olivine ; ¥= amorphous phases
Control Compost amended soil Slurry amended soil
Depth [cm]
v ¥ Al v
0-10
10-20 LA_J&_ Lk L«J‘;
G G Sl m
20-50
G G
ol o He o g
G Pl He G
50-100
t a t t t t t t 1 I t + t t t t t | | t } 4 } + } } |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Angles 28 (degrees) Angles 28 (degrees) Angles 20 (degrees)
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Annexe 3. Concentration totale en Al, Fe et Si et quantités d’Al, de Fe et de Si
extraits par DCB, AOD et pyrophosphates de I'Arénosol. La barre d’erreur des
horizons 0-10 et 10-20 cm est I'écart-type de 3 répétitions agronomiques.

Arenosol
4 Control @ Compostamended plot <€ Slurry amended plot
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[g.100 g* mineral]
Extracted Al Extracted Fe Extracted Si
0 0,1 02 0.3 0 0.1 0.2 0.3 0 0.1 02 03

0 0 +

20 + 20 +

E

2

£ 40 T 40 +

o

a
60 T 60 T
80 80

AOQD extraction
[g.100 g* mineral]
Extracted Al Extracted Fe Extracted Si
0 0.2 0.4 0,6 1] 04 08 12 186 0 0.2 0.4 0.6
0 1 t 0 t + t 0 t +
W ﬂ
20 + 20 + T 20 +

5 L |

=40 1 40 + 40 + *®

&

@

8 |
60 + 60 || 60 + L
80 80 ® 80

DCB extraction
[9.100 g* mineral]
Extracted Al Extracted Fe Extracted Si
0 02 04 0.6 0 04 08 12 16 2 0 0.2 0.4 06
0 } 0 t } 0 :I t
20 + 20 + 20 + |

3

L,

£ 40 40 + 40 +

a |

@ h

(=]

60 T+ J 60 + 60 +
|
|
80 80 80
Total content
[9.100 g mineral]
Al Fe Si
8 9 10 11 12 6 7 8 ] 10 18 20 22 24
0 + } } 0 } t 0 } } }
py s
20 + 20 + 20 +

T

2

£ 40 + 40 + 40 +

a

8 |
60 + 60 + 60 + |

|
80 80 80 =

-155-



Annexe 3. Suite. Concentration totale en Al, Fe et Si et quantités d’Al, de Fe et de
Si extraits par DCB, AOD et pyrophosphates de I’Andosol. La barre d’erreur des
horizons 0-10 et 10-20 cm est I'écart-type de 3 répétitions agronomiques.

Andosol
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Annexe 4. Calcul de recouvrement des mesures de §13C des sols fractionnés.

Le Gap correspond a la différence entre la moyenne pondérée de la signature
isotopique des 3 fractions de sol et la signature isotopique mesurée sur le sol bulk. Pour
rappel, pour I'Arénosol, le §13C moyen du compost est de -20.6+2.2 %o et du lisier -
23.6%2.8 %o. Pour rappel, pour I’Andosol, le §13C moyen du compost est de -20.7 £2.1 %o.

Arenosol Andosol
Agronomic block's Depth | Amendment | §3C of weighted mean §%3C of weighted mean
sample fem] type ?;illl; f 8C of the fj"; sb;|||; 8C of the | Gap [%]
(%] ractions [%o] (%] fractions [%o]
Block 1 0-10 Control -16,5 -16,8 0,3 -24,9 -25,2 0,3
Block 2 0-10 Control -15,7 -15,8 0,0 -24,8 -24,9 0,1
Block 3 0-10 Control -15,7 -15,6 -0,1 -24,3 -24,4 0,1
Block 1 10-20 Control -17,4 17,5 0,0 24,6 -24,7 0,1
Block 2 10-20 Control -16,3 -16,5 0,2 -24,4 -24,6 0,2
Block 3 10-20 Control -16,2 -16,1 -0,1 -24,0 -24,1 0,1
Composite of 1,2 and 3 20-50 Control -16,9 -16,9 0,0 -23,3 -23,4 0,1
Composite of 1, 2 and 3 50-100 Control -17,0 -17,2 0,1 -23,3 -22,6 -0,7
Block 1 0-10 Compost -18,7 -18,5 -0,2 -23,1 -23,3 0,2
Block 2 0-10 Compost -19,2 -18,7 -0,5 -22,8 -23,0 0,2
Block 3 0-10 Compost -18,5 -18,6 0,1 -22,5 -22,8 0,2
Block 1 10-20 Compost -18,3 -18,6 0,3 -23,6 -23,5 -0,1
Block 2 10-20 Compost -18,1 -18,3 0,2 -23,1 -23,4 0,3
Block 3 10-20 Compost -18,2 -17,9 -0,3 -22,9 -22,8 -0,1
Composite of 1,2 and 3 20-50 Compost -17,8 -17,9 0,1 -23,2 -23,3 0,0
Composite of 1,2 and 3 50-100 Compost -17,5 -18,1 0,6 -22,5 -22,6 0,2
Block 1 0-10 Slurry -18,8 -18,8 0,0 -24,8 -24,7 -0,1
Block 2 0-10 Slurry -18,8 -18,9 0,0 -24,5 -24,5 0,0
Block 3 0-10 Slurry -18,1 -18,6 0,5 -24,7 -24,8 0,1
Block 1 10-20 Slurry -18,8 -19,0 0,2 -24,5 -24,5 0,1
Block 2 10-20 Slurry -18,7 -18,7 0,0 -24,5 -24,5 0,0
Block 3 10-20 Slurry -18,2 -18,3 0,0 -24,0 -24,1 0,1
Composite of 1, 2 and 3 20-50 Slurry -17,9 -18,1 0,1 -23,3 -23,4 0,1
Composite of 1, 2 and 3 50-100 Slurry -17,7 -18,3 0,6 -22,3 -22,7 0,3
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Annexe 5. Concentration en C en fonction du pourcentage massique de la fraction
<20 pm de I'Arénosol et de ’Andosol. Les étiquettes correspondent a la profondeur
moyenne des horizons d’échantillonnages (0-10, 10-20, 20-50 et 50-100 cm, soit 5, 15, 35,
75 cm). La barre d’erreur est I'écart type des 3 blocs pour les horizons 0-10 cm et 10-20
cm.
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7 14 5
i 5 i 5 15
6 T + 12 T } . |@5
~ 1 -~ 1 <> W15
X5 T & X 10
ot 5 - 35
4 L %15 § 8 | o
S 75%9 S O A
Q3 + 35 O 6 |
(&) ] 725 & (&)
2 + . 4 -+ 75
s A © @.75
1 1 I | | I 2 } i —— I
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-158 -



- 159 -



4. Chapitre 4 :
Caractérisation de

Microscopic caracterization
of coprecipitates

I8
Natural B - ":' Synthetic
T

coprécipités aux nano-

échelles

Le premier sous chapitre se focalise sur I'étude aux nano-échelles de coprécipités naturels
d’andosols ainsi que sur l'interaction de ces coprécipités avec les nano-phases du sol. Les
analyses sont effectuées sur des fractions fines d’andosol en forét et cultivé afin de d’étudier
si la mise en culture a induit une modification des nano-phases présentes, dont les
coprécipités.

Le second sous-chapitre se focalise sur I'étude de la spéciation du C afin de comprendre la
nature des interactions entre les éléments inorganiques et organiques dans les coprécipités.
Les analyses sont effectuées sur les mémes coprécipités issus d’andosols et sur des références
de laboratoire.
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4A. Caractérisation de

Microscopic caracterization
of coprecipitates

2
Natural /' l\§1 \Synthetlc

coprécipités naturels aux

nano-échelles : cas d’un
andosol en forét et cultivé

Les personnes impliquées ainsi que leurs contributions respectives a ce sous-chapitre
de these sont listées ci-dessous. Floriane Jamoteau a effectué la préparation d’échantillons,
I'acquisition des données, le traitement des données ainsi que l'interprétation et la rédaction
de ce chapitre. Isabelle Basile-Doelsch est a linitiative de l'étude, a contribué aux
discussions sur l'interprétation des images et a la rédaction de ce chapitre. Nithavong Cam
a participé a la préparation des échantillons, au développement méthodologique et a
I'acquisition des données. Clément Levard a participé a I'acquisition, a l'interprétation des
données et a la rédaction de ce chapitre. Emmanuel Doelsch a participé a I'acquisition et a
I'interprétation des données. Adrien Duvivier a participé a la préparation d’échantillon et
Daniel Borschnek aux mesures de caractérisation minéralogique. Thierry Woignier et
Luc Rangon ont prélevé et envoyé les échantillons (IMBE-La Martinique). Adrien Boulais,
Romain Soulas et Frangois Saint-Antonin ont permis et participés a l'acquisition des
données ainsi qu’au traitement de données (Minatec, CEA, Grenoble).

En plus du financement de cette thése par le CIRAD et la Région SUD, ces résultats ont
été financés par '’ANR nanoSoilC porté par Isabelle Basile-Doelsch. L’acces a la plateforme
Minatec a été possible via le partenariat du labex nanolD dont la collaboration CEREGE a
été portée par Jéréme Rose.
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4.1. Introduction

L’association entre les matieres organiques et minérales est un processus majeur de
la stabilisation du C des sols (Schmidt et al., 2011; Lehmann and Kleber, 2015; Basile-
Doelsch et al., 2020). Cette association a lieu principalement dans les fractions fines des
sols et les matieres organiques associées aux minéraux sont appelées MAOM (mineral
associated organic matter ; Cotrufo et al., 2019; Lavallee et al., 2020). Les mécanismes de
formation de MAOM peuvent étre divers (e.g. adsorption, coprécipitation, complexation ;
Basile-Doelsch et al,, 2020). Le mécanisme de coprécipitation semble étre un mécanisme
prépondérant dans la stabilisation du C des sols a pH neutre a acide (Rasmussen et al.,
2018). Ainsi, la coprécipitation pourrait avoir une importance dans le cycle du C des sols.
Les coprécipités des sols sont conceptualisés suivant la taille de la phase minérale avec
laquelle 1a MO est en interaction : de I’échelle micrométrique (Kleber et al., 2015) jusqu’a
’échelle nanométrique (avec des éléments issus de l'altération minérale qui ne sont plus
que de simples oligomeres inorganiques associés a des molécules organiques, appelée
nanoCLICs ; Tamrat et al., 2019).

Les colocalisations élémentaires entre du C, de Al et/ou du Fe aux micro-échelles sont
nombreuses dans les sols (Solomon et al., 2012; Chunmei Chen et al., 2014; Arachchige et
al,, 2018; Possinger et al., 2020a; Inagaki et al., 2020). Ces études montrent 'association
de ces éléments mais ne permettent pas de caractériser les mécanismes qui les lient.
Certaines analyses de microscopie électronique en transmission (MET) ont permis de
caractériser si ces associations élémentaires comportent, en partie, un réseau cristallin
détectable par diffraction électronique ou si ces associations sont amorphes aux électrons
(Chenu and Plante, 2006 ; Wen et al., 2014 ; Asano et al,, 2018). Par titration de MO
dissoutes (et d’autres d’éléments inorganiques potentiellement complexés) extraits de
sols avec de I’Al, Wen et al,, (2014) ont montré la présence de nano-phases contenants (i)
du C avec de I'Al et du Si dans une phase amorphe aux électrons et (ii) de C avec du Fe (et
un peu d’Al et de Si) dans une phase cristalline aux électrons. La présence de C, Al et Si
dans une phase amorphe aux électrons est aussi remarquée aussi un luvisol (Chenu and
Plante, 2006). De plus, la présence de C et de Fe dans une phase amorphe aux électrons
est remarquée dans un andosol (Asano et al.,, 2018). Ainsi, quelques observations de
colocalisations élémentaires dans une phase amorphe aux électrons tendent a démontrer
la présence de coprécipités dans certains sols. Cependant I'importance de ces coprécipités
dans les sols et la nature des associations élémentaires sont mal-connues.

Les andosols sont des sols tres riches en C sous forme de MAOM (Basile-Doelsch et al,,
2005; Basile-Doelsch et al., 2007). Ils font I'objet d’'une caractérisation depuis de
nombreuses années. Ces andosols sont développés sur roches volcaniques facilement
altérables, comportant beaucoup de phases secondaires qualifiées de imogolite type
material (ITM; Figure 1; Parfitt et al., 1999; Basile-Doelsch et al., 2005; Basile-Doelsch et
al, 2007; Levard et al., 2012). Ces ITM sont impliqués dans la stabilisation du C (Basile-
Doelsch et al., 2005; Basile-Doelsch et al., 2007; Levard et al., 2012) mais aussi dans la
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structuration des agrégats (Asano et al., 2018 ; Wagai et al, 2020). Ces ITM ont en
commun une structure locale, composée d’Al et de Si avec une configuration typique du Si
en Qo (tétraedres de Si isolés ; Figure 1, Levard et al., 2012). Ces ITM peuvent prendre la
forme d’imogolites ou d’allophanes ou leurs précurseurs appelés proto-imogolites (Parfitt
et al,, 1999; Basile-Doelsch et al., 2005; Basile-Doelsch et al., 2007; Levard et al., 2012).
Les imogolites ont depuis longtemps été décrites dans des échantillons de ponces altérées
pauvres en MO (Wada and Harward, 1974; Parfitt et al., 1980). En revanche, les andosols
ne comportent pas en majorité des imogolites ou allophanes, mais leurs précurseurs : des
proto-imogolites (Basile-Doelsch et al., 2005; Chevallier et al., 2008; Levard et al., 2012).
Cette présence de proto-imogolites est expliquée par 'effet inhibiteur des MO sur leur
croissance (Levard et al., 2012; Lenhardt et al., 2022). Ces observations ont conduit a
conceptualiser des coprécipités de MO avec des proto-imogolites dans les andosols
(Levard et al.,, 2012). Cependant, ces observations ne permettent pas de savoir si ces [ITM
sont des structures qui composent majoritairement les coprécipités d’andosols ou bien si
les coprécipités se composent d’autres types de nano-phases avec des structures et
compositions chimiques variables de type nanoCLICs.

Andosol nano-phases

Local structure shared by
all type of ITM

Imogolite type material (ITM) Coprecipitates with C

Aluminum Silicon nanoCLICs
L d I, 2012 Octacdra Tetracdra 2 1 . -y
evard et al., 201 Proto-imogolite and OM Nanosized Coprecipitates of

coprecipitates inorganic olLlgomers with organiCs

o

Imogolite Allophane Proto-imogolites

£ e édl. 9012 Disordered Al otaedatlayer Tamrat et al., 2019

“% Feoctaedron

Aluminum Silicon
single-walled nanotubes  Usually described as sphere Poorly ordered pecursor Octacd Tetracdra # Al octaedron
(Al;Sio7H,) up to 5 nm of 3.5 to 5 nm in diameter of imogoliteand A  Sitetraedron
diameter and a few Variable Al/Si ratio allophane
hundred microns long :iz‘;: Dihydroxyphenylalanine

Figure 1. Représentation des nano-phases potentiellement présentes dans les andosols, d’apres
les publications de Levard et al. (2012) et Tamrat et al. (2019).

Le Chapitre 2 de cette these tend a montrer statistiquement que les MO ne sont
pas coprécipités avec des ITM mais plutot avec des éléments inorganiques amorphes, sous
forme de nanoCLICs. Malgré ces analyses statistiques, I'interaction et les différences entre
ITM et nanoCLICs ne sont pas directement analysées. Dans ce méme chapitre de these, la
mise en culture semble déstructurer les nanoCLICs. Cependant les formes de MAOM
restantes sont inconnues.

Ainsi, I'objectif de ce sous-chapitre est d’analyser, de I’échelle micro- a I’échelle
nanométrique I'organisation (composition et structure) des nano-phases d’andosol. Un
second objectif est de comparer cette organisation dans des fractions fines d’andosol en
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forét et cultivé, afin de mettre en évidence de potentiels impacts de la mise en culture sur
ces nano-phases.

Pour cela des fractions fines de I'andosol en forét et cultivé sont analysées par
microscopie électronique en transmission (MET) afin d’observer les phases présentes
dans le sol. Ensuite, des cartographies élémentaires sont réalisées par STEM-EDX pour
localiser le C et les éléments associés de I’échelle micrométrique a centi-nanométrique.
Ensuite, des cartographies par STEM-EELS sont réalisées afin d’acquérir des distributions
élémentaires avec une meilleure résolution spatiale que par STEM-EDX (de I'ordre de 10
nm ; détails des différences techniques en méthode).

4.2. Matériels et méthodes

4.2.1. Echantillonnage

L’échantillonnage de 'andosol en forét et en culture est décrit en section 2.2.1 de cette
these. Dans le présent sous-chapitre, seuls les horizons 10-15 et 15-20 cm sont utilisés.

4.2.2. Fractionnement des sols

Afin d’isoler la phase de gel qui concentre les MAOM et qui participe a la structuration
des agrégats, tel qu'observé par Inagaki et al., 2019 et Wagai et al., 2020, nous avons isolé
le gel formé aprés sédimentation. Comparé au tamisage humide effectué en Chapitre 2,
échantillonner le gel apres sédimentation permet de caractériser ce qui participe a la
structuration des agrégats des andosols (e.g. le ciment). Ce gel a été échantillonné apres
1h ou 24h de sédimentation. Ces deux protocoles sont détaillés ci-dessous :

» Lafraction « 1h-fraction » est isolée comme suit : 2g de sol humide (horizon 10-
15 cm) sont ajoutés a 35 mL d’eau milliQ puis sonifiée. Apres 1h de décantation,
un surnageant marron gélifié est prélevé (au-dessus de 0.5 cm). La fraction
décantée est appelée « heavy 1 ». Afin d’éliminer le plus possible les fractions
plus grossieres, le surnageant est décanté une seconde fois: ajustement du
volume a 35 mL avec de I'’eau milliQ puis décantation dans les mémes conditions
pendant 1h. Ce second gel marron surnageant est appelé « 1h-fraction » et le
culot « heavy 2 ».

» Lafraction « 48h-fraction » estisolée comme suit : 2g de sol humide (horizon 15-
20 cm) sont ajoutés a 100 mL d’eau milliQ puis sonifié. Apres 48h de décantation,
un surnageant marron gélifié (au-dessus de 0.5 cm) est isolé et nommé « 48h-
fraction ».

Dl a la réagrégation des fractions fines des andosols (Inagaki et al.,, 2019), aucun
calcul de taille de particule suivant les protocoles de sédimentation n'a été appliqué.
Environ 100 pL des fractions 48h-fraction et 1h-fraction ont été prélevés et conservé a
4°C pour les analyses en microscopie, le reste des fractions a été séché a 40°C. Ces
fractionnements ont été effectués la veille des analyses de microcopie.
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4.2.3.Minéralogie et dosage C des fractions de sols

La minéralogie des fractions “heavy 1”, “heavy 2” et “1h-fraction” a été analysé sur les
échantillons secs par diffraction des rayons X (Philips P3710 X-ray diffractometer, Co-Ka
radiation a 40 mA ; A =1.79 A). Les analyses sont faites sur un support en silicium et les
diffractogrammes sont enregistrés entre 20 de 2-75° avec un pas de 0.033° et un temps
de comptage de 206s/pas.

Les dosages de C des fractions “heavy 1”, “heavy 2” et “1h-fraction” sont analysés par
combustion seche (FlashSmart analyzer, NF ISO 10694) avec 3 répétitions analytiques.

4.2.4. Imagerie et distribution spatiale des éléments par
TEM, STEM-EDX et STEM-EELS

Les fractions « 48h-fraction » et « 1h-fraction » ont été diluées avec de I'eau milliQ
(1/100) et 5 a 7 pL ont été déposés sur des grilles en cuivre recouvert d’un film carbone
de type lacey (film poreux). Les grilles ont été séchées a l'air avant analyse en microscopie.
Le sol en forét a été analysé en microscopie sur la fraction « 48h-fraction » et « 1h-
fraction ». Pour le sol en culture, seule la fraction « 48h-fraction » a été analysée en
microscopie.

Les analyses ont été effectuées au laboratoire MINATEC (CEA Genoble) avec un
microscope électronique en transmission (TEM) FEI Tecnai Osiris (Thermo Fisher
Scientific) a 200 kV couplé avec un systeme de détection EDX (Energy-Dispersive X-ray
spectroscopy ; Super-X EDS detector system) et EELS (Electron Energy Loss Spectroscopy ;
GIF Quantum Gatan). L'imagerie est effectuée en champ clair (bright field ; faisceau direct)
et en champ sombre (annular dark field et high angular dark field ; faisceau diffracté).

Les cartographies chimiques sont effectuées par STEM-EDX et STEM-EELS. Le mode
STEM (scanning transmission electron microscope) consiste a focaliser la sonde
électronique (jusqu’a une taille de 10-1 A) et balayer I’échantillon. Une courte description
des techniques EDX et EELS est faite ci-dessous® :

e La technique EDX consiste a analyser la distribution de rayon X émis par les
atomes de I’échantillon (signal de fluorescence X), lorsque celui-ci est sous un
faisceau électronique. Les atomes sont excités par le faisceau électronique et
un rayon X est produit lors de la désexcitation. Ce rayonnement X est
caractéristique de l'atome excité, permettant l'identification chimique de
I'atome. La résolution spatiale des cartographies EDX est limitée car les rayons
X émis par I’échantillon peuvent réexciter les atomes voisins. Aussi d’autres
rayonnements X parasites, peuvent provenir de la diffusion des électrons
secondaires dans 1'échantillon et de I'’équipement (dans ce contexte les grilles
de Cu). Ainsi les rayons X acquis proviennent d'une zone plus large que le
faisceau électronique incident, une zone appelée ‘poire d’interaction’. Pour

6 Issu, en partie, des cours de Raul Arenal et de Eric Leroy dispensé lors que la formation CNRS « aspect
fondamentaux de la microscopie électronique en transmission », Institut de Chimie et des Matériaux, 2019
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conclure, I'EDX a l'avantage de couvrir une large gamme de détection en
énergie et donc une large détection de nature d’atomes. Mais cette technique
présente le désavantage d'une faible résolution spatiale difficilement
estimable.

e La technique EELS analyse la perte en énergie du faisceau électronique qui a
traversé l’échantillon. Brievement, 1'échantillon est exposé a un faisceau
électronique ayant une gamme d’énergie connue. Lorsque |'énergie recue est
supérieure a I'énergie d’ionisation de l'atome, une diffusion inélastique ce
produit induisant une perte en énergie. Cette énergie d’ionisation est fonction
d'un atome spécifique et permet son identification. Les seuils théoriques du C,
Fe, Al et Si sont respectivement a 284, 708, 1560 et 1839 eV par exemple. Ainsi
I'EELS permet une résolution spatiale tres fine (nanométrique) par I'analyse du
faisceau transmis. De plus la spéciation élémentaire est analysable suivant
cette technique (non-exploitée dans cette these). Cependant, 'EELS présente le
désavantage de mesures sur des gammes d’énergies réduites (jusqu’'a 2000 eV
avec l'appareil utilisé) et I'acquisition est en partie destructive pour les
matériaux fragiles. Réduire le temps d’analyse permet de réduire les effets de
destruction (Libera and Egerton, 2010).

Les données de cartographie chimique par EDX sont analysées avec le logiciel Esprit
version 1.9. Les proportions atomiques sont calculées suivant I'algorithme interactive PB-
ZAF. Les cartographies STEM-EDX ont permis d’acquérir des cartographies chimiques de
zones micrométriques. De plus cette technique permet de détecter une large gamme
d’atomes présents dans I’échantillon.

Puis, des cartographies chimiques aux échelles nanométriques sont faites par EELS. Le
temps d’analyse par pixel est réduit autant que possible pour réduire les dommages dus
au faisceau, tout en assurant une détection élémentaire aux échelles souhaitées. Les
pertes de 250 a 1224 eV sont acquises en premier avec un temps d’analyse par pixel de
0.05 a 0.09 s. Puis les pertes sont acquises de 1050 a 2074 eV avec un temps d’analyse de
0.9 a 1.5 s par pixel. Durant l'acquisition, le pixel d’acquisition est balayé (sub-pixel
scanning). Suite a ce temps d’analyse faible, les signaux EELS obtenus sont assez bruités.
L’'interprétation des données est faite dans un but de détection élémentaire spatialement
résolue (e.g. extracted core loss signal). La spéciation n’est pas interprétable aux échelles
d’analyses souhaitées (le signal est bruité et une potentielle modification de la spéciation
sous faisceau est suspectée). Les données EELS sont analysées avec le logiciel Digital
Micrograph (version 2.32.888.0). L’intégration des seuils pour la cartographie
élémentaire est faite comme suit : (i) pour le C, le bruit de fond est interpolé sur la gamme
d’énergie 253-278 eV et le seuil K et le signal apres seuil sur la gamme 280-305 eV ; (ii)
pour le Fe le bruit de fond est interpolé sur la gamme d’énergie 628-690 eV et le seuil L et
le signal apres seuil sur la gamme 693-754.5 eV ; (iv) pour I’Al le bruit de fond est
interpolé sur la gamme d’énergie 1432-1532 eV et le seuil K et le signal apres seuil sur la
gamme 1545-1673.5 eV ; pour le Si le bruit de fond est interpolé sur la gamme d’énergie
1654-1815 eV et le seuil K et le signal apres seuil sur la gamme 1829-1969 eV.
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4.3. Résultats

4.3.1. Caractérisation des fractions isolées (dosage C et
minéralogie par DRX)

Les différentes fractions « heavy 1 », « heavy 2 » et « 1h-fraction » issues du protocole
de séparation (i), ont des différences de concentration en C (Figure 2). Pour le sol en forét
comme pour le sol cultivé, les concentrations sont croissantes, suivant I'ordre suivant :
heavy 1 < heavy 2 < 1h-fraction. Les fractions ‘1h-fraction’ comportent 67 % du C du sol
en forét et 75 % de C du sol cultivé.

L’analyse de la minéralogie, par DRX, est assez similaire entre les deux sols mais varie
suivant les fractions de sols (Figure 2). Pour les deux sols, les minéraux primaires sont
composés de plagioclase (andésine/anorthite), quartz, tridymite, titanomagnétite et
orthopyroxéne. Les minéraux secondaires sont composés de gibbsite et les
diffractogrammes comportent des bandes de diffusion larges (centrées autour de 7, 30 et
45°) issues de phases mal cristallisées ou amorphes. Les diffractogrammes des fractions
heavy 1 ont des pics de diffraction trés intenses. Les diffractogrammes des fractions heavy
2 ont des pics de diffraction intenses et des bandes de diffusion. Comparés aux autres
fractions, les diffractogrammes des fractions ‘1h-fractions’ ont des pics de diffraction
moins intenses et des bandes de diffusion plus intenses. Ces fractions pourraient
concentrer des phases mal cristallisées ou amorphes.

Ainsi, les fractions ‘1h-fraction’ de I'andosol en forét et cultivé comportent une grande
partie du C du sol bulk et semble concentrer des phases mal-cristallisées ou amorphes par
DRX.

Forest soil Crop soil

PiQ

19.8+ 1.1 gCkg' 19 %C PIO 5.8+0.1gCkg! 9%C

Heavy 1 fraction T T

74.5+0.1gC.kg’ 14%C 14.6+ 0.8 gC.kg' 17 %C
Heavy 2 fraction M%
116.7£ 3.6 gC.kg' 67 %C 58.3+ 1.2 gC.kg"’ 75 %C
1h-fraction

t t t t t t t d I t t t t t t t 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80

Angle 20 (degrees) Angle 20 (degrees)

Figure 2. Analyse de la minéralogie par DRX, dosage de C et proportion du C dans les fractions du
sol en forét et cultivé. Fractionnement suivant le protocole de sédimentation de 1h. Ecart-type de
3 répétitions analytiques du dosage C. Diffractogrammes en échelle linéaire. Les pics sont
attribués a la gibbsite (G), quartz (Q), plagioclase (andésine/anorthite) (P), orthopyroxene (0),
titanomagnétite (Ti). De larges bandes de diffusion centrées autour de 7 et 30 et 45° sont associées
a des phases mal-cristallisées ou amorphes.
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4.3.2. Imagerie et distribution spatiale des éléments par
cartographies chimiques

4.3.2.1. Analyses des fractions fines du sol en forét

Imagerie des fractions fines

Dans un premier temps, de I'imagerie par MET a permis observer la morphologie
des fractions fines de 'andosol en forét (Figure 3). Toutes les images acquises par MET
sont accessibles en Annexe 1. A l'échelle du micrometre, ces fractions fines sont
composées majoritairement d'une phase de gel” (FigureA-C). Quelques minérauxde 2a 5
um sont détectés mais ils sont minoritaires dans nos observations. La section de résultat
4.3.2.3 leur est dédiée.

A l'échelle nanométrique, cette phase de gel est majoritairement amorphe aux
électrons (par transformée de Fourier (FFT) de I'image HRTEM en FigureD) mais dans
certaines zones, quelques plans cristallins sont remarqués au sein de la phase (FigureE).
D’autres structures fibreuses sont observées (Figure-B, C et F). Ces objets ne sont pas
cristallins (par FFT), possiblement a cause de leur fragilité sous faisceau a 200 kV et
peuvent étre associés a des fagots d'imogolites (diametre de nanotube de 'ordre de 2 a 5
nm). Ainsi les phases de gels observés, comportent des hétérogénéités nanométriques.

7 Le terme « gel » est utilisé a des fins de description. La préparation des échantillons comprend un
séchage a l'air sur la grille MET et les analyses sont faites sous vide. Ce terme ne définit donc pas des
propriétés de gel tel qu'une hydratation (sans exclure une hydratation des phases en amont de la
préparation d'échantillon et de I'analyse).
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High resolution TEM images
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Figure 3. Morphologie de la phase de gel amorphe aux électrons par MET et MET haute résolution (HRTEM). Analyses sur les
fractions « 1h fraction » ou « 48h fraction » du sol en forét. Toutes les images réalisées par MET et HRTEM sont visibles en Annexe 1.
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Cartographies chimiques par STEM-EDX

Dans un second temps, des cartographies chimiques par STEM-EDX ont été
réalisées sur cette phase de gel (Figure 4). Toutes les cartographies par STEM-EDX sont
accessibles en Annexe 2.

La Figure 4 comporte deux cartographies élémentaires effectuées sur la phase de
gel (A et B). Les spectres EDX des trois zones (zone 1-3) sont composés en majorité d’0,
C, Al, Si et peu de Fe. D’autres éléments tels que le P, S, Cl, Ca, Ti et Mn sont détectés mais
en tres faible proportion. La détection du C dans ces deux cartographies est répartie au
sein de la phase de gel. Ce C est toujours colocalisé avec de I'Al, du Si et peu de Fe.
Cependant, les proportions atomiques des éléments colocalisés sont spatialement
hétérogenes. Les proportions atomiques du C, Al, Si et Fe sont variables sur les 3 zones
ciblées :le Cvariede 15a 28 %, d’'Alde 11312 %, de Side 6a 11 % et de Fede 0.5 a 1 %.
Le ratio Al/Si de la zone 1, plus pauvre en C, est de ~1. Alors que les zones 2 et 3, qui sont
comparativement plus riche en C, ont un ratio Al/Si de ~1.8.

Certaines zones des cartographies montrent des structures fibreuses en cohérence
avec les observations faites en Figure 3 (A, Figure 4). Ces zones sont riches en Al et Si ce
qui corrobore notre hypotheése sur la présence d’'imogolites, tres certainement sous forme
de fagots. La détection de C sur ces zones est faible. Cette faible détection peut étre liée a
la plus faible épaisseur de I'échantillon. Toutefois, ces analyses ne montrent pas plus de C
détecté sur ces zones associées a des imogolites ou des paquets d'imogolites que sur le
reste de la phase de gel.

Le Fe est distribué de deux manieres, premiérement, il est colocalisé avec du C, de
I’Al et du Si de fagon diffuse mais sa proportion atomique est faible (< 1% dans les
proportions atomiques des zones ciblées). Deuxiemement, il est détecté concentré a
certains endroits (appelés clusters) de I'ordre de la dizaine a la centaine de nanometre
peu colocalisé avec du C (Figure 4, Annexe 2) ou plus rarement, colocalisé avec du C
(Annexe 2, EDX10 du sol en forét).

Ainsi, suivant les résultats acquis par cartographies STEM-EDX, la phase de gel
contient majoritairement de 'O, C, Al, Si et peu de Fe. Cependant les proportions
atomiques sont variables spatialement : certaines zones sont moins riches en C (zone 1)
tout comme des structures fibreuses associées a des imogolites qui ne comportent pas
plus de C qu’ailleurs dans I’échantillon (A), et certaines zones ont des clusters de Fe.
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Figure 4. Cartographies élémentaires par STEM-EDX de la phase amorphe aux électrons. Analyse
sur la fraction « 1h fraction » du sol en forét. Les images sont faites en champ clair (Bright field).
Les spectres des zones 1, 2 et 3 sont figurés suivant deux échelles d’intensités de coups afin de
visualiser les détections des éléments majoritaires et minoritaires. Les proportions atomiques
dans le tableau sontissues de ces spectres. Le figuré A indique des zones d’imogolites ou de fagots
d’imogolites. La détection de Cu provient du support d’analyse et n’est pas prise en compte dans

les proportions atomiques.
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Cartographies chimiques par STEM-EELS

Dans un troisieme temps, des analyses par STEM-EELS ont été faites afin d’améliorer
la résolution spatiale des colocalisations observées par STEM-EDX. Toutes les
observations par STEM-EELS sont accessibles en Annexe 3.

La Figure 5 présente deux cartographies, faites avec (A) un pixel de 50 nm, dans un
but de comparaison des détections avec les cartographies par STEM-EDX et (B) avec un
pixel de 10 nm afin d’acquérir des détections élémentaires a cette échelle.

La cartographie (A), faite avec un pixel d’acquisition de 50 nm (de distance latérale)
comporte des spectres bruités, mais ces spectres permettent d’attester une détection de
C, O, Al et Si. Les distributions élémentaires sont assez similaires a celles effectuées par
STEM-EDX: avec (i) une colocalisation de C, Al et Si (zone 1) et (ii) la présence de zones
avec du Si et de I’Al, mais pauvre en C (zone 2).

La cartographie (B), faite avec un pixel d’acquisition de 10 nm (de distance latérale),
comporte aussi deux zones distinctes : (i) une zone avec une colocalisation d’Al, de Si mais
qui semble pauvre en C et en Fe (zone 3) et (ii) une zone avec une colocalisation de C, Al,
Si et peu de Fe (zone 4). Dans la zone de colocalisation de C, Al, Si et peu de Fe (zone 4), le
spectre correspondant a un pixel seulement (zone 5) est tres bruité mais montre la
faisabilité de la détection de C, O, Al et Si a ’échelle de 10 nm.

La détection du Fe par STEM-EELS est tres faible ou inexistante dans les spectres des
zones montrées en Figure 5. Quelques zones de clusters de Fe sont détectées comme pour
les cartographies par STEM-EDX. Dans ces zones de clusters, la détection du Fe est faible
et toujours colocalisée avec de I'’Al et du Si (spectre non montré).

Ainsi, les analyses par STEM-EELS ont confirmé la détection (i) de zones comportant
du C, Al et Si et (ii) de zones comportant de I’Al et Si avec peu ou pas de C. La colocalisation
élémentaire du C, Al et Si est analysée jusqu’a 10 nm.
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Figure 5. Cartographies élémentaires et spectres des seuils du C, O, Fe, Al et Si par STEM-EELS de la phase de gel. Analyses sur la fraction « 48h
fraction » du sol en forét. Les analyses sont faites avec une taille de pixel de 50 nm (distance latérale de pixel ; A) et avec une taille de pixel de 10
nm (distance latérale de pixel ; B). Toutes les observations par TEM-EELS sont visibles en Annexe 4.
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4.3.2.2. Analyses des fractions fines du sol cultivé

Comme pour le sol en forét, I'observation des fractions fines de I'andosol cultivé a
été effectuée par des images en TEM et HRTEM, puis des cartographies par STEM-EDX et
enfin par des cartographies STEM-EELS (Figure 6). Les observations entre les deux sols
sont similaires, c’est pourquoi les analyses des fractions fines du sol cultivé sont décrites
succinctement.

Les analyses MET ont majoritairement imagé une phase de gel. Les cartographies
par STEM-EDX mettent en évidence une détection du C toujours colocalisé avec de I'Al et
du Si et plus faiblement avec du Fe. Les proportions atomiques et les ratios élémentaires
calculés a partir des spectres EDX sont similaires pour le sol en forét et cultivé. Dans le sol
cultivé, certaines zones semblent plus riches en Al et Si et plus pauvre en C. Le Fe est
détecté a la fois, en faible proportion de maniere diffuse dans les zones de colocalisation
du C, Al et Si mais aussi, sous forme de clusters. Les analyses, pas STEM-EELS montre des
cartographies chimiques similaires a celles effectuées par STEM-EDX. La détection du C,
Si et Al est mesurée jusqu’a un pixel de 15 nm (distance latérale ; spectre EELS en Annexe
4).

Ainsi, aucune différence entre les fractions fines du sol en forét et cultivé n’est
observée aux nano-échelles. Cependant, le nombre de cartographie (n) par STEM-EDX (sol
cultivé n=4, sol forét n=12) et TEM-EELS (sol cultivé n=3, sol forét n=6) est plus faible
pour le sol cultivé que pour le sol en forét.

-175 -



Fine fractions from
the Forest soil

Fine fractions from
the Crop soil

TEM and
HRTEM
1pum
. Fe, Al and Si . Fe, Aland Si
HAADF — C detection — detections —— HAADF — ¢ detection — detections

STEM-EDX

300 nm 300 nm

L} L]
TEM support TEM support
Atomic o C Al Si Fe AISi | C/(Al+Si) Atomic o C Al si Fe AlfSi | C/(A+Si)
proportions 58 18 15 7 2 21 | og proportions | g 13 17 10 0 17 05
ADF C detection Fe AlandSi ADF C detection Fe, Aland Si
detections detections
Spectrum

STEM-EELS

..
bl

100 nm,

TEM support

from a15nm
pixelsizein
“Annexe 5

100 nm.

TEM support
C K-edge 0O K-edge Fe L-edge Si K-edge Al K-edge Si K-edge
T T
1 1 A x
I / r 1 i EY A
2 \ 1 | S z I M / [\
| [ N\ ] I A § fool / [\ A
¥ [ | wa i st B I [ ad
J / I i | / WA
{ - RV, (NS P | LA fotor———e ol v -
B . e N 270 280 200 300 520 540 560 600 700 710 720 1540 1550 1560 1570 1580 1820 1840 1860 1880
I = e T e T s S w0 w0 oo e i gy o Bt ool d

Figure 6. Observations par TEM et HRTEM, STEM-EDX et TEM-EELS des fractions fines du sol en forét et cultivé. Analyses effectuées sur les
fractions fines « 48h-fraction » pour les deux sols. Les spectres EDX et EELS montrés proviennent des zones délimitées par des carrés blancs. Ces
zones sont de surfaces égales entre les deux sols, soit sur 125000 nm? pour les spectres EDX et 15000 nm? pour les spectres EELS. Les proportions
atomiques, calculées a partir des spectres EDX, sont faites entre les éléments O, C, Al, Si et Fe seulement. Dans le sol cultivé, la colocalisation entre
le C,I'0, I'Al et le Si est mesurée jusqu’a 15 nm, un spectre d'un pixel de 15 nm (distance latérale) est accessible en Annexe 4.
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4.3.2.3. Analyses de zones comportant des minéraux

Les fractions fines des andosols comportent majoritairement une phase de gel.
Cependant quelques minéraux sont observés (Figure 7). Pour les deux minéraux, la
diffraction électronique détecte un réseau cristallin (points blancs autour du faisceau
direct sur les clichés de diffraction), alors que la phase de gel est caractérisée amorphe
aux électrons (absence de points blancs autour du faisceau direct sur les clichés de
diffraction).

La répartition du C, détecté par STEM-EDX, est essentiellement dans la phase de
gel amorphe aux électrons (B et F). Cependant, cette phase amorphe ne contient pas
seulement du C mais aussi de I’Al, du Si et un peu de Fe. Les deux minéraux montrés en
Figure 7 sont composés de Si, Mg, Al, Ca et Fe, et pourraient étre attribués a
des orthopyroxenes (spectre en Annexe 5).

Afin de mieux visualiser les proportions atomiques du C, Al Si et du Fe analysé sur
le minéral et la phase de gel, ces proportions atomiques sont calculées sur des transects
allant du centre du minéral jusqu’a la phase de gel amorphe (D et H). Les spectres EDX
utilisés pour les proportions atomiques sont accessibles en Annexe 5. Les transects, des
minéraux vers les phases amorphes, ont une augmentation de la proportion de C
progressive et toujours colocalisée avec de I’Al, du Si et peu de Fe. Cependant, la structure
3D et 'enroulement (coating) de la phase de gel autour du minéral ne permettent pas de
visualiser distinctement I'interface entre la phase de gel et le minéral.
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Figure 7. Caractérisation par TEM et cartographies chimiques par STEM-EDX de zones avec une phase minérale cristallisée et une phase amorphe.
Analyse sur 'échantillon « 1h-fraction » du sol cultivé. Les spectres EDX utilisés pour les proportions atomiques sont visibles en Annexe 5
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4.4. Discussion

4.4.1.Une diversité de nano-phases

Les observations effectuées aux nano-échelles mettent en évidence une phase de
gel majoritaire. Cette phase de gel comporte du C colocalisé avec du Si et de I’Al. La nature
de cette phase sera discutée en partie 4.4.2. Cependant certaines nano-phases observées
ne semblent pas ou peu liées au C. Elles sont décrites ci-apres :

e Des nano-phases fibreuses sont identifiées en Figure 3 et 4. Ces objets
peuvent étre associés a des imogolites. Les cartographies par STEM-EDX ne
montrent pas de détection préférentielle du C sur ces zones d’'imogolites ou
fagots d’imogolites (Figure 4). Ainsi, la présence d’'imogolites est attestée
mais son role dans la stabilisation du C semble minoritaire.

e Aussi, Le Fe est concentré dans certaines zones, appelées ‘clusters’. Ces
clusters sont peu associés au C (Figure 4). Une répartition du Fe en cluster
a déja été observée dans la littérature, par STEM-EDX dans un andosol
provenant de I'ile de la Réunion (Cam et al. in prep). Aussi, Filimonova et
al. (2016) a émis I'hypothese d’oxyhydroxides Fe nano-particulaire dans
des fractions d’andosols provenant d’Allemagne. Ainsi, le regroupement du
Fe sous forme de clusters pourrait étre récurrent dans les andosols.

e En revanche, les allophanes, tels que définis en Figure 1, ne sont pas
observés. Pourtant, I'observation d’allophanes par des images MET est
possible (Wada and Harward, 1974; Parfitt et al., 1980). Nous supposons
donc que ces objets de sont pas ou peu présent dans les fractions fines
étudiées.

Ainsi, plusieurs types de nano-phases d’andosol sans C ou pauvres en C co-existent.
Elles semblent étre contenues et/ou liées par la phase de gel. C'est dans cette phase de gel
que la majorité du C est détectée.

4.4.2.Une stabilisation du C sous forme de coprécipités

La phase de gel observée dans cette étude comporte du C, toujours observé avec
de I’Al et du Si. La colocalisation du C avec de I'Al et du Si est détectée jusqu'a 10 nm
(Figure 5). Dans cette phase de gel, le ratio atomique Al/Si est ~ 1.8 (Figure 4). Ce ratio
est proche de celui des ITM variable de ~ 1 a 2 (Levard et al,, 2012). Nous supposons donc
que le C puisse étre coprécipité avec des proto-imogolites ou bien avec des éléments
completement amorphes sous forme de nanoCLICs. Les observations effectuées dans
cette étude ne permettent pas de distinguer la coprécipitation avec des proto-imogolites
ou sous forme de nanoCLICs. Par ailleurs ces deux formes pourraient co-exister.

Les zones comportant du C ont un ratio C/(Al+Si) variables de 'ordre de 1.3 et 1.8
(Figure 4). Certaines zones appelées ‘pauvre en C’ ont un ratio C/(Al+Si) plus faible de
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~0.8 (Figure 4 et 6). Ces zones ‘pauvre en C’ ont un ratio Al/Si variable de ~1 et 2.1
(Figure 4 et 6). Sachant que le ratio des phases ITM est variable de ~1 a 2 (Levard et al,,
2012), les zones ‘pauvre en C’ pourraient étre une coprécipitation de proto-imogolites
mais aussi de Si amorphe avec peu de C. Nous supposons que la co-précipitation (c.-a-d.
polymérisation) des éléments disponibles localement induise la formation de zones ‘plus
riches’ ou ‘pauvres’ en C. Cependant ces zones ‘plus riches’ ou ‘plus pauvres’ en C sont
difficilement séparables en deux pdles purs.

Afin d’expliquer les variabilités des proportions atomiques observées, nous
proposons que les éléments inorganiques coprécipités comportent des ITM riches en Al
(configuration du Si en Qo), des ITM riches en Si, des zones de Si amorphe et des zones
avec de I'Al, du Si et du Fe sous forme nanoCLICs (amorphe). Ces différentes
configurations sont illustrées en Figure 8. Dans les andosols, toutes ces phases pourraient
co-exister ainsi que des phases intermédiaires. De plus, la quantité de C coprécipité avec
ces phases inorganiques pourrait étre variable. Nous proposons que les phases
intermédiaires entre les ITM riches en Al et les nanoCLICs pourraient étre plus
communément appelée nanoCLICs, car ce modele comprend une variabilité élémentaire
forte aux nano-échelles comme théorisé par Tamrat et al. (2019).

Fe Al Si
® e nanoCLICs
® Al
VP Si
e O

%’Q‘ Organic molecules
)
N
S
&
Q
Al-rich ITM Si-rich ITM Amorphous Si

Figure 8. Représentation schématique des coprécipités possibles dans les fractions fines
d'andosols. Les molécules organiques sont représentées par une molécule de 3,4-
dihydroxyphénylalanine. Néanmoins, les molécules organiques coprécipitées sont probablement
trés diverses. Cette figure ne représente pas les liaisons entre les molécules organiques et les
éléments inorganiques car elles ne sont pas connues.
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4.4.3.Une possible adsorption de coprécipités sur des

minéraux ?

Les cartographies STEM-EDX en Figure 7, ne permettent pas d’interpréter les
transects montrés comme une interaction entre les minéraux et la phase de gel. Toutefois,
un mécanisme d’adsorption de C seul sur des surfaces minérales de I'échelle
micrométrique a I’échelle centi-nanométrique (tel que défini par Kleber et al., 2015) ne
semble pas présent dans ces fractions fines. Des processus d’adsorption de molécules
organiques seules sont aussi théorisés a I’échelle nanométrique (Kleber et al., 2007). Les
observations réalisées ne permettent pas de réfuter la présence de ce mécanisme a
I'échelle nanométrique. Cependant les cartographies STEM-EDX, ne montrent pas une
forte détection de C sur le pourtour et les surfaces des minéraux. Les détections sont plus
fortes dans la phase de gel amorphe.

C’est cette phase de gel amorphe qui semble au contact des surfaces minérales. Cette
phase est composée de C, Al et Si sous forme de coprécipités de type nanoCLICs, tel que
défini en partie 4.4.2. Ainsi, de I'adsorption de C dans des nanoCLICs pourrait étre
possible. Cette sorption de nanoCLICs pourrait étre provoquée par la préparation
d’échantillon. Mais puisque que les fractions fines sont séchées a I'air sur le support de
microcopie a la suite de sédimentations dans de I'’eau ultrapure, nous supposons qu’aucun
agent chimique ne provoque cette adsorption de coprécipités et qu’elle peut donc se
produire a Iétat naturel.

Ces observations sont acquises dans un type de sol particulier, un andosol.
Toutefois, ces résultats questionnent le mécanisme d’adsorption de MO seules tels que
décrits par Kleber et al,, (2007 et 2015). Les solutions du sol sont riches en éléments
organiques et en éléments inorganiques issus de I'altération minérale (Strobel etal., 2001;
Kaiser et al,, 2002). Les MO dans ces solutions de sols pourraient étre déja complexées ou
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Figure 9. Représentation schématique du modele d’adsorption tel que décrit par Kleber etal. (2007)
de MO adsorbé sur des surfaces minérales et une vision d’'un mécanisme d’adsorption de
coprécipités-nanoCLICs sur les surfaces minérales.
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coprécipitées avec des éléments inorganiques sous forme de nanoCLICs. Ainsi, il est
possible que des MO complexées ou sous forme de nanoCLICs puissent étre adsorbées sur
les surfaces minérales (illustré en Figure 9). De futures recherches pourraient étre
conduites afin de caractériser plus précisément le mécanisme d’adsorption de C seul ou
d’adsorption de C complexé ou coprécipité sous forme de nanoCLICs.

4.4.4. Une détection de C coprécipité dans le sol en forét
et cultivé

Apres 30 ans de mise en culture de I'andosol, une partie du C issu des coprécipités
est perdu sur '’horizon 0-30 cm (Chapitre 1). Cette perte de C serait causée par une perte
de quantité de coprécipités mais aussi possiblement par une baisse de concentration en C
dans ces coprécipités (Chapitre 1). Comme pour le sol en forét, les observations en
microscopie des fractions fines du sol cultivé indiquent aussi une stabilisation de C
coprécipité de type nanoCLICs (tel que défini en partie 4.4.2). Les coprécipités restants ne
semblent pas avoir de différences avec les coprécipités du sol en forét. Le ratio
élémentaire C/(Al+Si) en Figure 6 est certes un peu plus faible ~0.5. Mais les calculs de
ratio C/(Al+Si) issu des phases de gels analysées en Figure 7, sont de ~0.9 et de ~1.8.
Ainsi, la variabilité de ce ratio semble guidée par la variabilité des coprécipités possibles
dans les deux sols, et non attribuable a l'effet de la mise en culture. Puisqu’aucune
différence n’est mise en évidence, et que le C du sol en forét est analysé seulement sous
forme de coprécipités-nanoCLICs, nous supposons que la perte de C des fractions fines du
sol cultivé soit liée a une perte de quantité de coprécipités-nanoCLICs. Cependant, le
nombre d’analyses est plus faible pour le sol cultivé que pour le sol en forét. Des analyses
plus approfondies pourraient étoffer ces résultats.

4.5. Conclusion

Dans les fractions fines des d’andosols étudiés, les nano-phases sont composées
d’imogolites, de clusters de Fe et de coprécipités. Comparés aux coprécipités, les
imogolites et les clusters de Fe semblent stabiliser peu de C. Ces coprécipités sont
composés de C, d’Al, de Si et peu ou pas de Fe. Aussi, les proportions atomiques entre le C,
Al, Si sont variables spatialement. Les colocalisations de C, d’Al et de Si sont détectées
jusqu’a I'échelle de 10 nm. Afin d’expliquer les variabilités de proportions atomiques
observées, nous proposons que les éléments inorganiques coprécipités comportent des
ITM riches en Al (configuration du Si en Q0), des ITM riches en Si, des zones de Si amorphe
et des zones comportant de I’Al, du Si et du Fe sous forme nanoCLICs (amorphe). Toutes
ces phases pourraient co-exister ainsi que des phases intermédiaires. De plus, la quantité
de C coprécipité avec ces phases inorganiques pourrait étre variable. Nous proposons que
des phases intermédiaires entre les ITM riches en Al et les nanoCLICs pourraient étre plus
communément appelée nanoCLICs, car ce modele conceptualise une variabilité
élémentaire forte aux nano-échelles (Tamrat et al., 2019). Aussi, I'analyse de cartographie
sur certains minéraux ne semble pas montrer d’adsorption de C seul mais plutot une
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adsorption de C coprécipité avec de I’Al et du Si. De futures recherches pourraient étre
conduites afin de caractériser plus précisément le mécanisme d’adsorption de C seul ou
d’adsorption de C complexé ou coprécipité sous forme de nanoCLICs.

Les fractions fines du sol en forét et du sol cultivé n’ont pas montré de différence
aux nano-échelles. Nous supposons que la perte de C des fractions fines du sol cultivé soit
liée a une perte de quantité de coprécipités-nanoCLICs. Cependant, des analyses plus
approfondies pourraient étoffer ces résultats.
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4.7.

Annexes

Annexe 1. Imagerie par TEM et HRTEM des fractions fines du sol en forét et en

culture.
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Annexe 1. Suite.
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Annexe 1. Suite.
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Annexe 2. Analyse par STEM-EDX des fractions fines du sol en forét et en culture.
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Annexe 2. Suite.
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Annexe 2. Suite.
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Annexe 3. Analyse par STEM-EELS des fractions fines du sol en forét et en culture.
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Annexe 3. Suite.
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Annexe 4. Spectre EELS mesuré dans un pixel de 15 nm (distance latérale)
analysé sur un échantillon de fractions fines du sol cultivé (Figure 6).
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Annexe 5. Exemples de spectres EDX d'un pixel des transects en Figure 7. Les
pixels utilisés pour les proportions atomiques sont de 83 et 60 nm (distance latérale de

pixel) respectivement pour la zone A et B.
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4B. Caractérisation de

Microscopic caracterization
of coprecipitates
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coprécipités-nanoCLICs par
approches spectroscopiques

aux rayons X

Ce sous-chapitre de thése comporte des résultats acquis au cours de l'année 2022.
L’interprétation de ces résultats sera effectuée en 2023. A ce jour, seuls quelques éléments
de discussion sont abordés dans ce chapitre.

Floriane Jamoteau a participé a une partie de la conception de l'expérience, la
préparation des échantillons, I'acquisition des données, le traitement, I'analyse des résultats
et la rédaction de ce chapitre. Emmanuel Doelsch a conceptualisé I'expérience et réalisé les
demandes de temps faisceau, participé a la préparation d’échantillons, I'acquisition et
traitement des données, l'analyse des résultats et a la rédaction de ce sous-chapitre.
Isabelle-Basile Doeslch a conceptualisé l'expérience et contribué aux demandes de
faisceau, participé a I'analyse des résultats. Clément Levard a participé a une partie de la
conception de l'expérience, l'acquisition et l'analyse des résultats. Perrine Chaurand,
Vladimir Vidal, Marie-Laure Pons et Sarah Wagon ont participé a l'acquisition des
résultats en rayonnement synchrotron. Adrien Duvivier et Bernard Angeletti ont réalisé
les analyses par ICP-MS et ICP-OES. Daniel Borschneck a réalisé les analyses par DRX. Sufal
Swaraj et Stefan Stanescu ont aidé a [l'acquisition des données en rayonnement
synchrotron et a l'interprétation des données (synchrotron SOLEIL). Nicolas Brouilly a
participé a la préparation des échantillons (IBDM Marseille). Claire Chevassus-Rosset,
Mélanie Montes et Lois Lachowicz ont réalisé les analyses de C en phase liquide (recyclage
et risque, CIRAD). Nathalie Dupuy et Sandrine Amat ont réalisé les analyses par MIR-ATR
(IMBE, Marseille).

En plus du financement de cette thése par le CIRAD et la Région SUD, ces résultats ont
été possibles grdace au synchrotron SOLEIL (ligne HERMES, technique STXM) et la
collaboration avec 'IMBE équipe Biotechnologie et Chimiométrie. Aussi, des analyses de
STXM ont été acquises a distance (en ‘remote’ a cause de la situation sanitaire COVID) aux
synchrotrons ALS a Berkeley (USA) et CLS a Saskatoon (Canada). Elles ne sont pas exploitées
dans ce chapitre.
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4.8. Introduction

L’association entre les matieres organiques et minérales est un processus majeur de
la stabilisation du C des sols (Schmidt et al., 2011; Lehmann and Kleber, 2015; Basile-
Doelsch et al., 2020). Cette association a lieu principalement dans les fractions fines des
sols et les matieres organiques associées aux minéraux sont appelées MAOM (Mineral
Associated Organic Matter; Cotrufo et al., 2019; Lavallee et al., 2020). Dans les sols a pH
neutre a acide, les MAOM pourraient étre associés par un mécanisme de coprécipitation
(Rasmussen etal., 2018). L’étude de coprécipités d’andosols a montré que (i) les éléments
inorganiques et organiques sont liés a des échelles inférieures a 10 nm, (ii) et que les
proportions élémentaires entre le C, Al, Si et Fe sont variables spatialement (sous-chapitre
4A; Cam et al,, in prep). Ces résultats tendent a montrer la présence de coprécipités sous
forme de nanoCLICs (Tamrat et al.,, 2019). Malgré la détection de cette association aux
nano-échelles, les mécanismes d’associations du C aux éléments inorganiques ne sont a
ce jour pas clairement identifiés.

Caractériser la spéciation d'un élément chimique, tels que le C, permet de renseigner
sa coordination (nature et nombre des atomes voisins) et/ou son état d’oxydation
(Cosmidis and Benzerara, 2014). L’étude de la spéciation du C permet de renseigner le
type de fonctions chimiques présentes dans I’échantillon (carboxylique, phénolique, etc.)
mais aussi d’éventuelles liaisons entre ces fonctions et d’autres éléments. Ainsi, la
spéciation du C permet une compréhension mécanistique du C associé aux phases
minérales des sols (MAOM) dont les coprécipités. L’analyse de la spéciation du C de sols
bulk ou de micro-agrégats est trés diverse et hétérogene spatialement (Lehmann et al,,
2005; Schumacher et al., 2005; Solomon et al., 2005; Kinyangi et al., 2006; Solomon et al.,
2007; Wan et al., 2007; Solomon et al., 2012; Dynes et al., 2015; Arachchige et al., 2018).
Les études qui ont isolé des fractions MAOM des sols ont montré des spéciations du C
variables (aromatique, aliphatique, carbonyle et carboxyle) en fonction des
colocalisations élémentaires C-Fe, C-Ca et C-Ca-K (Chunmei Chen et al., 2014; Lutfalla et
al,, 2019). Ainsi, I’étude des systemes naturels permet d’analyser des hétérogénéités de
spéciation, mais l'interprétation de ces hétérogénéités reste complexe car elles peuvent
étre liées a l'interaction avec un ligand ou bien une différence de type de C. Ainsi, un
systéme synthétique doit étre en appui pour interpréter ces hétérogénéités de spéciation
(Stuckey et al., 2017). L’étude de coprécipités synthétiques contenant du C avec du Fe a
mis en évidence une complexation de groupements carboxyles avec du Fe (C Chen et al,,
2014; Curti etal., 2021). Cependant, il semblerait que seule la coprécipitation en présence
de Fe ait été testée. Etant donné la diversité des éléments inorganiques présents a I'état
naturel dans les coprécipités d’andosols (Chapitre 4A), il semble nécessaire de synthétiser
puis de caractériser des coprécipités en présence de ces éléments inorganiques : Al, Si et
Fe.

Ainsi, I'objectif principal de cette étude est de caractériser le ou les mécanisme(s)
d’association(s) du C et des éléments inorganiques dans les coprécipités-nanoCLICs. Pour
cela, la colocalisation entre les éléments C, Fe et Al ainsi que la spéciation du C est
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analysées au sein de coprécipités-nanoCLICs naturels issus de fractions fines d’andosol.
En parallele, des coprécipités-nanoCLICs synthétiques sont également analysés afin de
renseigner la nature des associations observées au sein des nanoCLICs naturels.

Ces analyses sont faites par Scanning transmission X-ray microscopy (STXM) qui
permet de combiner la cartographie chimique élémentaire ainsi que la caractérisation de
la spéciation des éléments chimiques grace a 'utilisation du rayonnement synchrotron.
La résolution latérale de cette technique analytique est de 25-30 nm (Hitchcock et al,,
2002; Cosmidis and Benzerara, 2014).

4.9. Matériels et méthodes

4.9.1. Echantillonnage de ’andosol et séparation des
nanoCLICs naturels

Deux andosols issus de I'lle de la Martinique ont été échantillonnés (horizon 10-15
cm). Le premier est issu d’un sol en forét et le second est issu d'un sol cultivé. Plus
d’informations sont disponibles en Chapitre 2. Les coprécipités-nanoCLICs de ces deux
sols sont isolés par tamisage humide (fractions <20 pm, comme effectué en Chapitre 2).
Ces fractions <20 um sont séchées a 30 °C.

4.9.2. Formation des nanoCLICs synthétiques

Les syntheses de coprécipités-nanoCLICs sont réalisées avec de la L-DOPA pour les
raisons suivantes :

e (’est une molécule organique de petite taille (les molécules organiques de
faible poids moléculaire sont les principaux composés organiques des MAOM,
Sutton et Sposito, 2005 ; Lehmann et Kleber, 2015).

e Aussi, le choix d'une seule molécule évite les fractionnements durant la
coprécipitation (Tamrat et al., 2019).

e C(Cette molécule comporte une fonction catéchol et carboxylique ainsi qu'un
groupement amide. Ces fonctions et groupements sont connus dans les MAOMs
(Zimmerman et al., 2004; Mikutta, 2011).

Les coprécipités-nanoCLICs ont été synthétisés avec divers éléments: (i) du Fe
(FeCls.6H20), (ii) de I’'Al (AlCls. 6H20), (iii) du Fe et de I’Al (FeCls.6H20 et AlCl3.6H20), (iv)
de I'Al et du Si issus de l'altération de labradorite et (v) du Fe, Al, Si et Mg a partir
d’altération de basalte. Ces modalités sont respectivement appelées Fe-DOPA, Al-DOPA,
Fe-Al-DOPA, Al-Si-DOPA et Fe-Al-Si-Mg-DOPA pour le reste de ce sous-chapitre.

Les solutions d'altération minérale de labradorite et de basalte sont obtenues a partir
de 33g de minéraux broyés (labradorite ou basalte ; <100um) agités dans 2 L d’acide
nitrique a pH 1 durant 30 jours minimum. Afin d’obtenir seulement les éléments en
solution issus de l'altération, les solutions sont filtrées par flux tangentiel (TFF) a 10 kDa
(soit une taille de pores d’environ 2 nm). Suite a cette filtration, les éléments en solution
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sont quantifiés par ICP-MS (Perkin Elmer Nexlon 300X ; 3 répétitions analytiques). Le
standard international SLRS-6 (National Research Council of Canada) a été utilisé comme
standard ICP-MS car il contient du Sj, Al et Fe dissous.

Chaque synthese est réalisée dans un volume de 150 mL. La méthode de
coprécipitation de nanoCLICs est issue du protocole de Tamrat et al., (2018). La
concentration de Al+Fe est égale a 1700-1800 umol.L-l pour toutes les syntheses,
conformément a Tamrat et al, 2019. Le FeCl3.6H20 et/ou AlCl3.6H20 sont dilués dans une
solution a pH=2 (solution d’acide nitrique). Les solutions d’altération de labradorite ou de
basalte sont diluées et le pH est ajusté a 2 avec de la soude (NaOH 5M). Ensuite, le
processus de coprécipitation consiste en un titrage de la solution d’altération avec de la
soude (NaOH 0,2 M) jusqu’a un pH de 6,3 (pH identique au sol en forét, horizon 10-15 cm,
Chapitre 1). Les titrations sont réalisées sous agitation et thermostatées a 25°C avec un
ajout de soude constant de 60 pL.min-! (automatic titrator 785 DMP Titrino Metrohm). Au
terme de la titration d’'une solution de HNO3 avec du NaOH, il se forme des sels de NaNOs3
lors du séchage. Ces sels sont rincés par filtration a flux tangentiel (TFF) a 10 kDa. Ensuite,
1 a 2 ml contenant les coprécipités formés sont conservés en liquide et le reste est séché
a 30 °C. La solution éliminée par le ringage, riche en sels de NaNOs (perméat de TFF), est
analysée par ICP-OES (Agilent 5800 VDV ; 3 répétitions analytiques ; standard SLRS-6)
afin de quantifier les éléments qui n’ont pas coprécipités. La quantité de C résiduel de
cette méme solution est analysée par un TOC-L CSH Shimadzu.

4.9.3. Caractérisation minéralogique et chimique des
nanoCLICs

La minéralogie des nanoCLICs synthétiques et naturels est analysée en poudre libre
par diffraction des rayons X (Philips P3710 X-ray diffractometre, Co-Ka radiation a 40 kV
et 40 mA; A =1.79 A). Les analyses sont faites sur un support en silicium et les
diffractogrammes sont acquis avec un temps de comptage de respectivement, 162 s par
0.026 ° sur une gamme d’angles 26 de 2-75°.

La caractérisation des liaisons chimiques des nanoCLICs synthétiques et naturels est
faite par Fourier-Transformed Infrared - Attenuated Total Reflectance (MIR-ATR ; Thermo
Nicolet IS10, détecteur MCT, source Eever-Glo et un séparateur de faisceau KBr/Ge). Plus
de détails sur les équipements sont disponibles dans Delcourt et al. (2019). Les données
sont acquises de 4000 a 650 cm-! avec une résolution de 4 cm1. Pour chaque échantillon,
3 répétitions analytiques sont mesurées, dont chacune est une acquisition de 100 scans.
Le background de l'air a été soustrait de toutes les acquisitions. Les spectres sont
normalisés par la méthode Standard Normal Variate (SNV).

Afin de caractériser les éléments présents dans les nanoCLICs naturels, une extraction
élémentaire totale est faite par fusion alcaline : 100 mg de nanoCLICs secs sont mélangés
a 500 mg de lithium tétraborate, puis chauffé a 1000°C. La fusion est ensuite diluée dans
50 mL d’acide nitrique (3,5 %). Cette solution est ensuite diluée par 20 dans de I'acide
nitrique (2 %) et analysée par ICP-OES (Agilent 5800 VDV ; 3 répétitions analytiques ;
standard SLRS-6) afin de quantifier les éléments en solution. La quantité de C total des
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nanoCLICs naturels est quantifiée par combustion seche (CN analyseur; 3 répétitions
analytiques).

4.9.4.Caractérisation de la spéciation et cartographie du
C, Fe et Al des nanoCLICs

Les nanoCLICs naturels séchés a 30 °C, ont été légerement réhumidifiés avec de
I'eau ultrapure afin d’obtenir une texture pateuse. Le mélange a immédiatement été
congelé dans de 'azote liquide, puis des coupes de 400 nm d’épaisseur ont été réalisées a
froid avec un cryo-ultramicrotome Leica UC7 (couteau en diamant). Les coupes ont
ensuite été déposées sur des grilles de microscopie Si3sN4 (75nm .1x.Imm 100pum;
AGS172-3T @oxford instruments) et séchées a l'air. Les nanoCLICs synthétiques
conservés en solution ont été dilués par 50 ou 100. Environ 5 pL ont été déposés sur des
grilles de microscopie SizN4 (75nm .1x.1mm 100pum).

Les analyses de la spéciation du C par Scanning transmission X-ray microscopy
(STXM) sont faites au synchrotron SOLEIL (France) sur la ligne HERMES. Cette technique
STXM utilise une source de rayon X monochromatique focalisée a 30 nm par une lentille
de Fresnel (aussi appelée zone plate). Un tube photomultiplicateur est placé derriere
I'échantillon pour détecter les photons transmis. La lentille de Fresnel a été nettoyée
avant le début des analyses afin de limiter les contaminations en C. La calibration en
énergie a été réalisée pour le C (mesure de COz, 2 mbar) et le Fe (oxyde de Fe).

Les nanoCLICs synthétiques sont homogenes spatialement a 1'échelle
nanométrique (Cam et al,, in prep), les cartographies acquises sont donc peu résolues
spatialement. Au seuil du C, les photons transmis sont détectés tous les 500 nm sur une
distance latérale et verticale de 5 um. Le temps d’analyse est fixé a 5 ms tous les 500 nm
afin de limiter les dommages du faisceau. Le background (I0) est analysé plusieurs fois
durant la période d’acquisition des données (un fois par jour). Le seuil K du C est analysé
avec un pas de 1 eV entre 274 et 281 eV, 0,125 eV entre 282,125 et 292 eV, de 0,353 eV
entre 292 et 310 eV, puis de 1,12 eV entre 382,12 et 330 eV.

Les nanoCLICs naturels étant hétérogenes aux nano-échelles (Chapitre 4A), ils sont
analysés avec des cartographies résolues spatialement. Au seuil du C, du Fe de I'Al, les
photons transmis sont détectés tous les 50 nm sur une distance latérale et verticale de 5
um. Le temps d’analyse est fixé a 3 ms (pour le seuil du C et du Fe) ou 5 ms (pour le seuil
de I'Al) tous les 50 nm afin de limiter les dommages du faisceau. Les nanoCLICs naturels
sont analysés en premier au seuil K du C (parametres de scan: 1 eV entre 274 et 281 eV,
0,125 eV entre 282,125 et 292 eV, 0,353 eV entre 292 et 304 eV, puis 10 eV entre 314 et
334), puis au seuil L du Fe (parametres de scan : 0,5 eV entre 700 et 705 eV, 0,15 eV entre
705,15 et 712, puis 0,5 eV entre 712,5 et 730 eV) et enfin au seuil K de I’'Al (pas de 0,5 eV
entre 1570 et 1600 eV). Le background (I0) est analysé en méme temps que I’échantillon
sur une zone adjacente pour tous les seuils.

Les données sont traitées avec le logiciel Axis 2000 (V11;
http://unicorn.mcmaster.ca/aXis2000.html). Les spectres sont normalisés en utilisant le
logiciel Athena (V0.9.26 ; Ravel and Newville, 2005).
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4.10. Résultats et discussion

4.10.1. Caractérisation des nanoCLICs naturels

4.10.1.1. Caractérisation chimique et minéralogique des
fractions fines d’andosols

Le bilan élémentaire des fractions fines des deux sols est en majorité composé de
C, Al, Si et Fe (Figure 1). Du Ca et Mg sont également présent mais en faible quantité. Entre
le sol en forét et cultivé, le bilan élémentaire est identique pour les éléments Si, Fe, Ca et
Mg. Comparé au sol en forét, le sol cultivé comporte moins de C et un peu plus d’Al. Les
diffractogrammes analysés par DRX ont permis de détecter quelques phases cristallines
(gibbsite, tridymite et quartz) et des bandes de diffusion associées a des phases mal-
cristallisées ou amorphes (Figure 2A; cf Chapitre 2). Les spectres analysés par MIR
(Figure 2B) ont des bandes de vibration attribuées aux vibrations O-H de I’eau résiduelle
(entre 3700 et 3100 et a 1630 cm), des liaisons C-O, C-C ou C=0 attribuées a des
molécules organiques (1625, 1400 et 790 cm-1) et des liaisons Al-0, Si-0-Sj, Si-O-Fe, et O-
H attribuées a des phases minérales potentiellement cristallisées, mal-cristallisées ou
amorphes (1000, 930 et 790 cm1). Par leur forte teneur en C, Al et Si dans une phase pas
ou peu cristalline et suivant les analyses de microcopie effectuée en partie 2 et 4, ces
fractions fines semblent concentrer les nano-phases d’andosol en forét et cultivé dont les
coprécipités-nanoCLICs.

I Forest
Crop
150 -
c
S =
2 <
g5
C-I—'
[&)
8 ® 100
[
Q =
O O
— 0 I
T
t O
g2
0 o 504
L
0 - BT e -
c | A | Fe | s | ca | Mg

Figure 1. Bilan élémentaire des fractions fines du sol en forét et cultivé. Les éléments Al, Fe, Si,
Ca et Mg sont analysés par ICP-OES suite a une fusion alcaline. Le C total est estimé par
combustion solide. La barre d’erreur est I'écart-type de 3 répétitions analytiques.
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A- XRD analysis B- MIR analysis
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e y 790
12‘.6 A Quartz 1625 1400
Forest soil Gibbsiie o
Tridymite
Crop soll
1 i f 1 i i
0 20 40 60 4000 3000 2000 1000
Angles [degree] Wavenumber [cm]
Wavem?mber Interpretation References
[cm]
3700-3100 0-H large band of water Downing and Williams, 1975; Aines and
Rossman, 1984
C-O stretch of carboxylate (asymmetric)
1630-1600 C-C stretch of aromatic strech Downing and Williams, 1975; Aines and
C=0 stretch of ketone Rossman, 1984; Parikh et al., 2014
0-H of water (1630-1600 cm-1)
C-O stretch of carboxylate (symmetric) at . . .
1400 - 1350 1400 cm! (shift at lower wavenumber due to Brooker and Ir.1sh, 1970; C Chen etal, 2014;
. Parikh et al.,, 2014
metal complexation)
$i-0-5i (around 1000-.110(.) cm-1) Kloprogge et al,, 2002; Favaro et al., 2010;
Al-O or Al-OH stretch of gibbsite (around
1000 Lehmann and Solomon, 2010 and all references
1020-1080 cm-1) therein
Al-OH (around 1070 cm-1)
$i-0-Fe (at 930 cm-1) Saniger, 19?5; Doelsch et al., 2001 and all
930 i references therein; Lehmann and Solomon, 2010
Al-OH (from 950-900 cm-1) -
and all references therein
C-H of aromtic out of plane bend Kloprogge et zjll., 2002; Favaro et al., 2010;
790 L . Parikh et al.,, 2014
O-H stretch of aluminium oxide

Figure 2. Caractérisation de la minéralogie par DRX et des liaisons chimiques par MIR des fractions
fines du sol en forét et cultivé. Le tableau synthétise l'interprétation des bandes de vibration
détectées par MIR. Diffractogrammes en échelle logarithmique de base 10.
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4.10.1.2. Analyse de la spéciation du C des nanoCLICs

naturels

Les cartographies élémentaires de C, Fe et Al (Figure 3) sont réalisées sur une zone
d’environ 4x4 pm avec un pixel d’acquisition de 50x50 nm. Pour les deux sols, le C est
détecté dans I'’ensemble des zones analysées (Figure 3A et E). Le Fe est détecté de deux
manieres : de maniere diffuse et répartie sur I'ensemble de la zone étudiée (spectre
détecté mais densité optique faible par endroit, non montré ici) mais aussi sous forme de
clusters dont la taille est comprise entre 100x100 et 500x500 nm (Figure 3B et F). La
détection de I’Al est similaire a celle du C c’est a dire répartie dans I'’ensemble des zones
analysées (Figure C et G). Pour les deux sols, sous forét et cultivé, la colocalisation du C,
du Fe et de I'Al est vérifiée (Figure 3D et H). Ces colocalisations sont hétérogenes aux
échelles étudiées. Une colocalisation de C-Al semble majoritaire, mais certaines zones ont
une colocalisation C-Fe ou de C-Fe-Al. Ces résultats sont cohérents avec les analyses
effectuées par STEM-EDX et STEM-EELS montrés en Chapitre 4A.
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Fe L-edge Al K-edge Color map

Color map

Figure 3. Cartographie chimique des éléments C, Fe et Al des fractions fines du sol en forét et cultivé par STXM. La cartographie du C est réalisée par
soustraction des cartes entre les énergies 291.35 (apreés le seuil d’absorption) et 275 eV (avant le seuil d’absorption), pour le Fe entre 709.32 et 700
eV, et pour I'Al entre 1588.8 et 1580.2 eV. Les cartographies trois couleurs mettent en avant les colocalisations entre le C, I'Al et le Fe.
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La spéciation du C sur les zones comportant du C, de I’Al et peu de Fe, appelée
« representatives area » (Figure 4 ; Z1 et Z2 des deux sols), est composé de 4 pics majeurs
attribués a 285 eV au C aromatique, a 286.6 eV au C phénolique et cétonique, a 288.4 eV
au C carboxylique et autour de 290.4 eV au C sous forme carbonyle méme si ce dernier pic
est difficilement attribuable a une seule espéce (Tableau 1). Le C complexé avec de I'Al, du
Si et peu de Fe comporte donc une spéciation tres diverse. Dans certaines zones riches en
Fe ou en Fe-Al (zone B1 et C1 du sol en forét), la spéciation du C présente les mémes pics
mais leurs intensités est variable (par exemple, une plus faible intensité du pic a 286.6 eV
attribué au C phénolique et cétonique). Certaines zones ont cependant des spectres assez
différents des zones représentatives : (i) des zones riches en C et pauvres en Fe et Al et
(ii) des zones riches en C et Fe. Les zones riches en C et pauvres en Fe et Al (A1l et A2), ont
une forte contribution des pics a 285 eV et entre 287 et 288.4 eV associés au C aromatique,
aliphatique et carboxylique. Dans la zone A1l le pic associé aux C aliphatique et
carboxylique est décalé vers des énergies plus basses (288.2 eV). Les zones riches en C et
Fe (B1 et B2 du sol cultivé) ont une spéciation avec deux contributions majeures autour
de 285 et 288.4 eV attribués aux C aromatique et carboxylique. Les pics a 286.6 et 290 eV
ne sont plus détectables. Le pic associé au C carboxylique a 288.4 eV est décalé a plus
basse énergie (287.9 eV) pour la zone B1 du sol cultivé.

Tableau 1. Interprétation des groupements fonctionnels du C détectés au seuil K d’absorption du
C. Tableau issu de Wan et al.,, (2007) a partir des publications suivantes : Francis and Hitchcock,
1992; Cody et al., 1998; Boyce et al,, 2002; Benzerara et al., 2004, 2005; Lehmann et al., 2005;
Schumacher et al., 2005. En accord avec les publications de Schéfer et al. (2003) et Le Guillou et
al. (2018).

Energy range [eV] Interpretation
283.7-284.3 Quinonic C=O,'protonated
aromatic
284.9-285.5 Aromatic C=C and C=H
286.5-287.2 Phenolic C-OH and Ketonic C=0
287.1-287.8 Aliphatic C-H
287.7-288.6 Carboxylic C=0 and C-OH
288.2 Amide-carbonyl C=0
290.2-290.5 Carbonyl C=0
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Figure 4. Cartographies chimiques (Al Fe et C) et spectres XANES du seuil K du C des fractions fines
du sol en forét et cultivé. Les spectres choisis sont issus de différentes zones : Z1 et Z2 caractérisées
par la colocalisation de C et Al appelés « representative area » ; C1 pour des zones riches en Al ; B1
et B2 pour des zones riches en Fe et Al ou riches en Fe ; et A1 et A2 pour les zones riches en C avec
un peu de colocalisation avec de I'Al et du Fe.
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Les spectres globaux des deux zones analysées du sol sous forét et cultivé sont
similaires (Figure 5). Sur les zones analysées, la spéciation du C n’a pas de distinction
notable en fonction du l'utilisation du sol. La spéciation du C acquise sur d’autres sols et
fractions fines de sols, mets en avant des bandes/pics a des énergies similaires a 285,
286.7 et 288.4 eV. A T'échelle globale, 1a spéciation du C des sols n'est pas trées différentes
d’autres sols. Mais a I’échelle locale, la spéciation du C est hétérogene et semble varier en
fonction de I'environnement chimique du C ici abordée a travers la colocalisation du C
avec les éléments présents dans les différentes zones : C-Al-Si (pauvre en Fe) appelées
« représentative area », les zones riches en C et pauvre en Fe et Al et les zones riches en C
et Fe. Le décalage en énergie du pic a 288.4 eV vers des énergies plus basses observé pour
une zone C-Fe (B1 du crop soil) peut s’expliquer par une complexation de la fonction
carboxyle avec un cation métallique (Curti et al., 2021; Zhao et al., 2022) ou par une
spéciation du C différente localement avec davantage de liaisons C=0 de groupements
carboxyle-amide (Tableau 1). Au vu de la variabilité de la spéciation du C possible dans
les sols, l'influence des colocalisations doit étre analysée/reproduite en systéme
synthétique.

Forest soil

Crop sall

Wan et al., 2007 - Miccroaggragate

Pheozem, Germany

Solomon et al., 2007 - Humic fractions of bulk soil,
Humic Nitosols Nandi forest, Kenya

Solomon et al., 2005 - Humic fractions of <2 um
Plinthaquic Paleudalfs, Wush Wush, Ethopia

Chen et al., 2014 - Clay fraction
Typic Hapludults, Pennsylvania, USA

280 284 288 282
Energy [eV]

Figure 5. Spectre XANES de I'’ensemble de la zone analysée du sol en forét et cultivé comparé a des
spectres de sols et fractions fines issus de Solomon et al., 2005 et 2007, Wan et al,, 2007 et Chen et
al,, 2014. Spectres extraits graphiquement avec DataThieflIl et normalisés.
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4.10.2. Caractérisation des nanoCLICs synthétiques

4.10.2.1. Caractérisation chimique et minéralogique des
nanoCLICs synthétiques

Le bilan de précipitation élémentaire indique que la presque totalité du C en solution
a précipité (93 a 97 %) dans toutes les modalités (Figure 6). L’Al le Fe et le Si présents en
solution ont aussi précipité (96 a 100 % pour I'’Al et Fe et 72 % pour le Si) dans toutes les
modalitésh. Dans la synthese Al-Si-nanoCLICs, le Ca et le Mg présent dans la solution
initiale, n’a pas ou peu précipité (respectivement 7 et 15%). Dans la synthese Fe-Al-Si-Mg-
nanoCLICs, le Ca n’a pas ou peu précipité (9%) mais le Mg a en partie précipité (18%).
Aussi dans cette derniere modalité, la quantité de Si précipité est faible. Ce bilan
élémentaire nous permet d’attester une précipitation de la DOPA avec du Fe, Al, Al-Fe, Al-
Si et Fe-Al-Si-Mg.

La minéralogie de la DOPA seule et de tous les coprécipités a été analysée par
diffraction des rayons X (DRX ; Figure 7A). Le diffractogramme de la DOPA seule comporte
de nombreux pics, mais lorsqu’elle est coprécipitée avec un ou plusieurs éléments
inorganiques, seuls des pics de diffraction attribués a des sels (NaNOs) restent visibles
ainsi que des bandes de diffusion autour de 4-6°, 35 et 42°. Aucun pic n’est attribué a des
phases minérales cristallines. Ce qui confirme l'arrangement de ces coprécipités en
phases mal-cristallisées ou amorphes quels que soit les éléments coprécipités. Les sels
sont issus de la titration de la solution contenant de l'acide nitrique (HNO3) avec de la
soude (NaOH). Malgré le rincage par filtration tangentielle, ces sels sont toujours présents.

L’analyse de la DOPA seule par MIR-ATR comporte beaucoup de pics attribués a des
liaisons organiques (Figure 7B). Les vibrations de ces liaisons ne sont plus présentes
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Figure 6. Bilan élémentaire des nanoCLICs synthétiques. Ce bilan élémentaire est représenté en
quantité d’éléments dans la solution avant et aprés coprécipitation.

h Pour les modalités Al-Si-nanoCLICs et Fe-Al-Si-Mg-nanoCLICs, la solution initiale est issue de
I'altération chimique de labradorite ou de basalte respectivement. Les proportions atomiques de la solution
analysée sont issues d'une dissolution minérale incongruente. C’est pour cela, que les éléments en solution
ne reflétent pas les proportions atomiques théoriques du minéral ou de la roche altérée. Des résultats
similaires sont observés par Tamrat et al., 2018 et 2019.
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lorsque la DOPA est coprécipitée. Les liaisons chimiques détectées dans les coprécipités
sont assez similaires quels que soient les éléments coprécipités et sont attribués comme
suit (Tableau 2) : aux liaisons O-H de 'eau résiduelle (entre 3700 et 3100 et a 1630 cm1),
aux liaisons organiques C-0, C=C ou C=0 de la DOPA (1625 et 1400 cm1) et aux liaisons
inorganiques Al-OH et Si-O-Fe de phases mal-cristallisées ou amorphes (930 cm-1) et aux
liaisons des sels de NaNOs (1380-1850 cm-1et 835 cm1).

Ces analyses confirment une coprécipitation de la DOPA avec de I'Al, Fe, Fe-Al, Al-Si et
Fe-Al-Si-Mg. Aussi, les coprécipités obtenus ont peu ou pas d’ordre cristallin (par DRX).
Par ces analyses et par le protocole de syntheses des coprécipités similaire a celui de
Tamrat et al (2019), nous supposons que le mélange élémentaire entre le C et I'Al et/ou
Fe, Si et Mg des coprécipités obtenus soit sous forme nanoCLICs.

Tableau 2. Interprétation des bandes de vibrations détectées par MIR-ATR de la DOPA et des
coprécipités synthétiques.

Wavemfmber Interpretation References
[cm?]
Downing and
3700-3100 O-H large band of water Williams, 1975; Aines and
Rossman, 1984
C-O stretch of carboxylate (asymmetric) Parikh et al,, 2014
1610-1600 C-C stretch of aromatic strech - Downing gnd
C=0 stretch of ketone Williams, 1975; Aines and
0-H of water (1630-1600 cm-1) Rossman, 1984
C-O stretch of carboxylate (symmetric) at 1400 cm? Chen et al, 2014;
(shift at lower wavenumber due to metal complexation) Parikh et al,, 2014
Brooker and Irish,
1400-1350 NOs3 residual salt (asymmetric stretching mode v3; 1970; Ehrhardt et al,
from 1380-1850 cm1). 2005
Doelsch et al., 2001
(and all references
Si-0-Fe (at 930 cm1) therein)
930 Saniger, 1995
Al-OH (from 950-900 cm1) Lehmann and
Solomon, 2010 (and all
references therein)
835 NOs residual salt (asymmetric stretching mode v3) Brooig;gnd Irish,
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A- XRD analysis B- MIR analysis C- XANES of the C K-edge
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Figure 7. Caractérisation de I'ordre cristallin, des liaisons chimiques et de la spéciation du C des synthéses de nanoCLICs. Caractérisation de
I'ordre cristallin par DRX (A), caractérisation des liaisons chimiques par MIR-ATR (B) et caractérisation de la spéciation du C par analyse STXM-
XANES (B). Les diffractogrammes sont présentés en échelle logarithmique (base 10). Les spectres XANES sont normalisés. Le spectre XANES
de la DOPA (non oxydée) est figuré en couleur grise afin de mieux visualiser les différences lorsque la DOPA est oxydée ou coprécipitée.
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4.10.2.2. Analyse de la spéciation du C des nanoCLICs
synthétiques

Analyse de la DOPA

Les nanoCLICs synthétiques obtenus sont de couleur brun sombre (image par
loupe binoculaire en Chapitre 5), alors que la DOPA ajoutée avant coprécipitation est de
couleur blanche. La couleur brun sombre peut étre liée a I’état d’oxydation d’'une partie
de la DOPA, c’est pourquoi de la DOPA non oxydée et oxydée est analysée (oxydation dans
de I'’eau ultrapure). Le spectre XANES de la DOPA, décomposé par des gaussiennes (Figure
8), comporte des pics a 285.3 eV attribués au C aromatique, a 287-287.1 eV attribué au C
aliphatique, a 287.8 eV attribué au C aliphatique et/ou carboxylique et a 288.5 eV au C
carboxylique (Tableau 1). Le spectre XANES de la forme oxydée de la DOPA possede les
mémes pics mais 'intensité du pic aromatique (285.3 eV) diminue alors que le pic assimilé
au C aliphatique et/ou carboxylique (287.8 eV) augmente (Figure 8). Suivant Zhou et al.,
(2012), plusieurs formes de DOPA oxydée peuvent étre présentes dans I’eau. Discerner
ces formes oxydées par l'analyse du XANES est difficile puisque les différences de
spéciation du C sont faibles. Il est également possible que diverses formes de DOPA
oxydée soient présentes dans l’échantillon oxydé, et notamment sous forme de
dopachrome qui posséde une liaison C=N et qui pourrait induire I'’épaulement figuré par
le symbole a en Figure 6.

DOPA ————— Oxidized DOPA

— Experimental
— Fit

— Experimental
— Fit
« 2853

280 284 288 292 296 300 280 284 288 292 296 300
Energy [eV] Energy [eV]

Few oxidation forms of DOPA in water (Zhou et., 2012)

NH,
HO

Leukodopachrome Dopachrome
DOPA Dopaguinone P

Figure 8. Analyse du XANES de la DOPA et de la DOPA oxydée. Des gaussiennes (de méme largeur
a mi-hauteur) sont calculées afin de faciliter I'interprétation liée a I'oxydation. Le symbole A
localise un épaulement de pic a 285.9 eV qui n’est modélisé par une gaussienne individuelle. La
molécule de DOPA non oxydée et quelques formes oxydées dans de I’eau (issu de Zhou et al. 2012)
sont représentées.
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Coprécipitation de la DOPA avec Fe ou Al

L’analyse de la spéciation du C des nanoCLICs Al-DOPA et Fe-DOPA n’est pas
identique a celle de la DOPA ni ala DOPA oxydée (Figure 7C). Entre la DOPA oxydée et ces
deux syntheses, la spéciation du C comporte deux changements qui pourraient provenir
de la complexation de fonctions chimiques avec du Fe ou de I’'Al. Le premier changement
est un décalage en énergie du pic a 288.5 eV de -0.35 eV pour les nanoCLICs Fe-DOPA et
de -0.25 eV pour les nanoCLICs Al-DOPA. Un décalage vers les énergies plus basses de la
fonction carboxyle peut étre dii a la complexation de cette fonction avec un cation
métallique (Curti etal.,, 2021; Zhao et al., 2022). Le deuxieme changement est un décalage
vers les énergies plus faibles de la fonction catéchol (a de 285.3 a 284.5 eV, soit -0.8 eV).
Ce décalage peut avoir deux origines : il peut étre induit par I'oxydation de la fonction
catéchol en quinone car le C sous forme de quinone est détectable entre 283.7 et 284.3 eV.
Mais il peut étre aussi induit par une complexation de la fonction catéchol avec un cation
métallique (Cervini-Silva et al., 2008). Un cation métallique peut complexer une a trois
fonctions catéchol (Lim et al., 2014).

Sur la base de ces observations, I'interaction de la DOPA avec les cations métalliques
dans les nanoCLICs, peut étre expliquée par une liaison covalente entre une fonction
chimique (carboxyle et catéchol) et un cation métallique. Le ratio atomique C/Fe ou C/Al
des nanoCLICs est de 1, mais puisque la molécule de DOPA comporte 2 sites réactifs
détectés (carboxyle et catéchol), le ratio sites réactifs/Fe et sites réactifs/Al est inférieur
a 1. L’exces de Fe et d’Al par rapport aux sites réactifs de la DOPA pourrait induire un
piégeage de la DOPA dans des structures amorphes ou mal-cristallisées de Fe ou d’Al.

Coprécipitation de la DOPA en présence de plusieurs éléments inorganiques

La spéciation du C des nanoCLICs Fe-Al-DOPA ne présente pas le décalage en
énergie de la fonction carboxyle (288.5 eV) observée pour les nanoCLICs Al-DOPA ou Fe-
DOPA (Figure 7C). Lorsque la DOPA est coprécipitée avec Fe-Al-Si-Mg, le décalage en
énergie de la fonction carboxyle est de -0.35 eV. Un décalage identique a celui des
nanoCLICs Fe-DOPA. Ainsi, la présence de Si ou de Mg pourrait influencer la disponibilité
de I’Al dans le mécanisme de coprécipitation. De plus, les nanoCLICs Fe-Al-DOPA et Fe-Al-
Si-Mg-DOPA n’ont pas de décalage en énergie de la fonction catéchol (285.3 eV) mais une
baisse d’intensité de cette fonction comparée a la DOPA oxydée. Cette baisse d’intensité
est déja observée entre DOPA et la DOPA oxydée, et est encore plus forte pour les
nanoCLICs Fe-Al-Si-Mg. La raison de cette baisse d’intensité nous est, a ce jour, inconnue.

La spéciation des nanoCLICs Al-Si-DOPA est différente des autres nanoCLICs
synthétiques. La spéciation comporte 4 pics bien définis similaires a ceux de la DOPA non
oxydée. Ces pics sont assez étroits comme ceux de la DOPA non oxydée. Toutefois
I'intensité des pics a 285.2 et 287 eV est plus faible que les pics de la DOPA. Les pics a
285.2 et 288.5 eV n'ont pas de décalage vers des énergies plus basses, ce qui traduit
I'absence de liaison entre les fonctions catéchol et carboxyle avec un cation métallique.
Aussi, il est possible que I'état d’oxydation de la DOPA coprécipitée dans les nanoCLICs
Al-Si-DOPA soit différent des autres syntheses.
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4.10.3. Influences des éléments inorganiques sur la
spéciation du C

4.10.3.1. Des ressemblances entre nanoCLICs naturels et

synthétiques
La spéciation du C de la molécule de DOPA, des nanoCLICs naturels et d’autres sols ou
fractions de sols comporte des pics a des énergies similaires (Figure 5). Les fonctions
chimiques portées par la DOPA sont donc des fonctions retrouvées dans les sols et dans
les coprécipités-nanoCLICs.
A l'échelle locale, les nanoCLICs naturels et synthétiques, comportant les mémes
éléments, ont des ressemblances de spéciation du C (Figure 9) :

La spéciation du C dans les zones riches en Al et Si (et pauvre en Fe) des
nanoCLICs naturels et des nanoCLICs Al-Si-DOPA (Figure 9A) comporte 4 pics
distincts aux mémes énergies: 285-285.2, 286.8, 288.5 et a 290.4 eV.
L’intensité de ces pics peut étre variable (pic a 285-285.2 eV plus faible pour
les sols) tout comme la largeur des pics (pic a 288.4 eV plus large pour les sols).

Une autre ‘ressemblance’ de spéciation du C est observée entre les zones riches
en C et Fe des nanoCLICs naturels et les nanoCLICs Fe-DOPA et Fe-Al-Si-Mg-
DOPA (Figure 9B). Une ressemblance par leurs pics a des énergies similaires
mais aussi par l'intensité similaire de ces pics a 285.2, 287 et a 288.5 eV.

Ces ‘ressemblances’ de spéciation du C entre nanoCLICs naturels et synthétiques
indiquent que les éléments inorganiques Al-Si ou Fe impactent la spéciation du C.
Cependant, les mécanismes exacts induisant les différences de spéciation du C entre les
zones Al-Si-C et Fe-C nous sont inconnus a ce jour.

4.10.3.2. Nature des interactions entre les MO et les
éléments inorganiques

Les synthéses de nanoCLICs réalisées apportent aussi des clefs de compréhension
mécanistique. Ces syntheses ont, en partie, une interaction entre des fonctions chimiques
(carboxyle, catéchol) et un cation métallique (Al et Fe), observée par des décalages en
énergie. Certaines zones des nanoCLICs naturels comportent des décalages similaires :

Un décalage en énergie est observé pour la fonction carboxyle (288.5 eV) dans la
zone B1 du sol cultivé, ce qui pourrait étre lié a une liaison entre le Fe et la
fonction carboxyle, comme analysé pour les nanoCLICs Fe-DOPA.

Aussi, les zones Al-Si-C du sol en forét et cultivé ont un pic du C a 285 eV alors la
fonction catéchol de DOPA a un pic a 285.2 eV et la fonction catéchol
potentiellement complexé a de I'Al et du Fe a un pic a 284.5 eV. La position
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intermédiaire a 285 eV du sol en forét et cultivé pourrait étre attribué a une
complexation de C aromatique/catéchol/quinone a un cation métallique.

Ainsi, dans les nanoCLICs synthétiques et naturels, les décalages en énergies pourraient
indiquer des liaisons covalentes entre des fonctions catéchol et carboxyle avec des cations
métalliques. La présence ou l'absence de certaines fonctions chimiques pourraient
influencer la persistance de ces molécules organiques dans les sols tout comme le ou les
types d’éléments inorganiques présents. Néanmoins, les shifts observés (indiquant
'association d’une fonction chimique et d’'un cation métallique) sont partiels. Une partie
de ces fonctions chimiques n’a pas réagi avec un métal. Le mécanisme de coprécipitation
du C dans les sols pourrait étre le produit d’'une interaction cation métallique-fonction
chimique et d'un piégeage des molécules organiques. Toutefois, les décalages en énergie
pourraient étre aussi le résultat de différents états d’oxydation de la DOPA, I'analyse des
données doit étre approfondit afin de clarifier les interprétations.

A 290.4

288.5 )
: Forest soil

i Crop soil
Z1-Representative area

B2-Fe-C rich area
(some Al)

Al-Si-C rich area
(some Fe)

Crop soil

Z1-Representative area

Crop soil
B1-Fe-C rich area
(some Al)

Al-Si-DOPA
Fe-Al-Si-Mg-DOPA

Al-DOPA Fe-Al-DOPA

Fe-DOPA

Oxidized DOPA

DOPA Oxidized DOPA

DOPA

80 284 288 292
Energy [eV]

280 284 288 292
Energy [eV]

Figure 9. Comparaison de la spéciation du C des nanoCLICs naturels et synthétiques. Les nanoCLICs
synthétiques et les zones de nanoCLICs naturels comportant majoritairement de I’Al ou de I’Al-Si
sont représentées sur le panneau A. Les nanoCLICs synthétiques et les zones de nanoCLICs naturels
comportant majoritairement du Fe, Fe-Al, Fe-Al-Si sont représentés sur le panneau B.

Aussi, la présence de certains éléments inorganiques comme le Si ou le Mg pourrait
influencer le mécanisme de coprécipitation. Dans d’autres syntheses de nanoCLICs, le Si
ne semble pas interagir avec les molécules organiques mais il peut bloquer I'évolution de
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structures vers des phases plus cristallines (Tamrat et al.,, 2019; Lenhardt et al., 2022).
Les syntheses de nanoCLICs montrent que la présence de Si et/ou Mg, pourrait influencer
la disponibilité de I’Al et ainsi favoriser I'interaction carboxyle-Fe. Un ‘effet cocktail’ des
éléments inorganiques coprécipités pourrait influencer les liaisons entre les cations
métalliques et les groupements fonctionnels.

4.11. Conclusion

Les cartographies chimiques ont colocalisé le C majoritairement avec de I'Al et peu de
Fe. Suivant de précédentes analyses de microscopie (Chapitre 4A), cette colocalisation
comporte probablement du Si. La spéciation du C est trés diverse dans ces zones et
composée de C aromatique, phénolique, cétonique, aliphatique, carboxylique et
carbonyle. Cependant certaines zones riches en C et Fe comportent une spéciation du C
différente sous forme aromatique et carboxyle en majorité. La coprécipitation
synthétique de la DOPA avec différents éléments inorganiques a recréé une partie de ces
variations de spéciation du C. Ce qui suggere que les éléments inorganiques influencent la
spéciation du C, méme si les mécanismes exacts ne sont pas clairement identifiés. Ces
syntheses pourraient, en partie, montrer une interaction entre les fonctions chimiques et
un cation métallique (Al et Fe) par des shifts en énergie des fonctions carboxyle et/ou
catéchol. Mais une partie de ces fonctions ne comporte pas ce shift en énergie. Ainsi, la
nature des interactions entre le C et les éléments inorganiques dans les coprécipités-
nanoCLICs pourrait étre lié a une interaction cation métallique-fonction chimique et a un
piégeage des molécules organiques. Mais a ce jour, ces interprétations doivent étre
approfondies car I'état d’'oxydation changeant de la DOPA doit analysé.

4.12. Références bibliographiques

Aines, R.D., Rossman, G.R., 1984. Water in minerals? A peak in the infrared. J. Geophys.
Res. Solid Earth 89, 4059-4071. https://doi.org/10.1029/]B089iB06p04059

Arachchige, P.S.P., Hettiarachchi, G.M., Rice, C.W., Dynes, ].J, Maurmann, L., Wang, ],
Karunakaran, C., Kilcoyne, A.L.D., Attanayake, C.P., Amado, T.]J.C., Fiorin, J.E., 2018.
Sub-micron level investigation reveals the inaccessibility of stabilized carbon in
soil microaggregates. Sci. Rep. 8, 1-13. https://doi.org/10.1038/s41598-018-
34981-9

Basile-Doelsch, 1., Balesdent, |., Pellerin, S., 2020. Reviews and syntheses: The mechanisms
underlying carbon storage in soil. Biogeosciences Discuss. 1-33.
https://doi.org/10.5194/bg-2020-49

Benzerara, K., Yoon, T.H. Menguy, N. Tyliszczak, T., Brown, G.E., 2005. Nanoscale
environments associated with bioweathering of a Mg-Fe-pyroxene. Proc. Natl.
Acad. Sci. 102, 979-982. https://doi.org/10.1073 /pnas.0409029102

Benzerara, K., Yoon, T.H., Tyliszczak, T., Constantz, B., Spormann, A.M., Brown ]Jr, G.E,,
2004. Scanning transmission X-ray microscopy study of microbial calcification.
Geobiology 2, 249-259. https://doi.org/10.1111/j.1472-4677.2004.00039.x

Boyce, C.K., Cody, G.D., Feser, M., Jacobsen, C., Knoll, A.H., Wirick, S., 2002. Organic chemical
differentiation within fossil plant cell walls detected with X-ray

-215-



spectromicroscopy. Geology 30, 1039-1042. https://doi.org/10.1130/0091-
7613(2002)030<1039:0CDWFP>2.0.CO;2

Brooker, M.H,, Irish, D.E., 1970. Crystalline-field effects on the infrared and Raman spectra
of powdered alkali-metal, silver, and thallous nitrates. Can. J. Chem. 48, 1183-
1197. https://doi.org/10.1139/v70-196

Cervini-Silva, ]., Gilbert, B., Fakra, S., Friedlich, S., Banfield, ]J., 2008. Coupled redox
transformations of catechol and cerium at the surface of a cerium(IIl) phosphate
mineral. Geochim. Cosmochim. Acta 72, 2454-2464.
https://doi.org/10.1016/j.gca.2008.02.017

Chen, Chunmei, Dynes, ].J., Wang, ]., Karunakaran, C., Sparks, D.L., 2014. Soft X-ray
Spectromicroscopy Study of Mineral-Organic Matter Associations in Pasture Soil
Clay Fractions. Environ. Sci. Technol. 48, 6678-6686.
https://doi.org/10.1021/es405485a

Chen, C, Dynes, ].J., Wang, ], Sparks, D.L, 2014. Properties of Fe-organic matter
associations via coprecipitation versus adsorption. Environ. Sci. Technol. 48,
13751-13759. https://doi.org/10.1021/es503669u

Cody, G.D., Ade, H., Wirick, S., Mitchell, G.D., Davis, A., 1998. Determination of chemical-
structural changes in vitrinite accompanying luminescence alteration using C-
NEXAFS analysis. Org. Geochem. 28, 441-455. https://doi.org/10.1016/S0146-
6380(98)00010-2

Cosmidis, ]., Benzerara, K., 2014. Soft x-ray scanning transmission spectromicroscopy, in:
Biomineralization Sourcebook. CRC Press.

Cotrufo, M.F., Ranalli, M.G., Haddix, M.L., Six, ]J., Lugato, E., 2019. Soil carbon storage
informed by particulate and mineral-associated organic matter. Nat. Geosci. 12,
989-994. https://doi.org/10.1038/s41561-019-0484-6

Curti, L., Moore, 0.W., Babakhani, P., Xiao, K.-Q., Woulds, C., Bray, A.W.,, Fisher, B,
Kazemian, M., Kaulich, B., Peacock, C.L., 2021. Carboxyl-richness controls organic
carbon preservation during coprecipitation with iron (oxyhydr)oxides in the
natural environment. Commun. Earth Environ. 2, 1-13.
https://doi.org/10.1038/s43247-021-00301-9

Delcourt, N., Rébufa, C., Dupuy, N., Boukhdoud, N., Brunel, C., Abadie, ]., Giffard, I., Farnet-
Da Silva, A.M., 2019. Infrared spectroscopy as a useful tool to predict land use
depending on Mediterranean contrasted climate conditions: A case study on soils
from olive-orchards and forests. Sci. Total Environ. 686, 179-190.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2019.05.240

Doelsch, E., Stone, W.E.E., Petit, S., Masion, A., Rose, ]., Bottero, J.-Y., Nahon, D., 2001.
Speciation and Crystal Chemistry of Fe(III) Chloride Hydrolyzed in the Presence of
SiO4 Ligands. 2. Characterization of Si-Fe Aggregates by FTIR and 29Si Solid-State
NMR. Langmuir 17, 1399-1405. https://doi.org/10.1021/1a0013188

Downing, H.D., Williams, D., 1975. Optical constants of water in the infrared. ]. Geophys.
Res. 1896-1977 80, 1656-1661. https://doi.org/10.1029/]C080i012p01656

Dynes, ].]., Regier, T.Z., Snape, L, Siciliano, S.D., Peak, D., 2015. Validating the Scalability of
Soft X-ray Spectromicroscopy for Quantitative Soil Ecology and Biogeochemistry
Research. Environ. Sci. Technol. 49, 1035-1042.
https://doi.org/10.1021/es505271p

Ehrhardt, C., Gjikaj, M., Brockner, W., 2005. Thermal decomposition of cobalt nitrato
compounds: Preparation of anhydrous cobalt(II)nitrate and its characterisation by
Infrared and Raman  spectra. @ Thermochim. Acta 432, 36-40
https://doi.org/10.1016/j.tca.2005.04.010

- 216 -



Favaro, L., Boumaza, A., Roy, P., Lédion, ]., Sattonnay, G., Brubach, ].B., Huntz, A.M., Tétot,
R, 2010. Experimental and ab initio infrared study of x-, k- and a-aluminas formed
from gibbsite. J. Solid State Chem. 183, 901-908.
https://doi.org/10.1016/j.jssc.2010.02.010

Francis, ].T., Hitchcock, A.P., 1992. Inner-shell spectroscopy of p-benzoquinone,
hydroquinone, and phenol: distinguishing quinoid and benzenoid structures. ].
Phys. Chem. 96, 6598-6610. https://doi.org/10.1021/j100195a018

Hitchcock, A.P., Morin, C.,, Heng, Y.M., Cornelius, R.M., Brash, ]J.L., 2002. Towards practical
soft X-ray spectromicroscopy of biomaterials. J. Biomater. Sci. Polym. Ed. 13, 919-
937. https://doi.org/10.1163/156856202320401960

Kinyangi, J., Solomon, D., Liang, B., Lerotic, M., Wirick, S., Lehmann, ]., 2006. Nanoscale
Biogeocomplexity of the Organomineral Assemblage in Soil. Soil Sci. Soc. Am. J. 70,
1708-1718. https://doi.org/10.2136/sssaj2005.0351

Kloprogge, ].T., Ruan, H.D,, Frost, R.L., 2002. Thermal decomposition of bauxite minerals:
infrared emission spectroscopy of gibbsite, boehmite and diaspore. ]J. Mater. Sci.
37,1121-1129. https://doi.org/10.1023/A:1014303119055

Lavallee, ].M., Soong, ].L., Cotrufo, M.F., 2020. Conceptualizing soil organic matter into
particulate and mineral-associated forms to address global change in the 21st
century. Glob. Change Biol. 26, 261-273. https://doi.org/10.1111/gcb.14859

Le Guillou, C., Bernard, S., De la Pena, F., Le Brech, Y., 2018. XANES-Based Quantification
of Carbon Functional Group Concentrations. Anal. Chem. 90, 8379-8386.
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.8b00689

Lehmann, J., Kleber, M., 2015. The contentious nature of soil organic matter. Nature 528,
60-68. https://doi.org/10.1038 /nature16069

Lehmann, ]., Liang, B., Solomon, D., Lerotic, M., Luizao, F., Kinyangji, ]., Schafer, T., Wirick,
S., Jacobsen, C., 2005. Near-edge X-ray absorption fine structure (NEXAFS)
spectroscopy for mapping nano-scale distribution of organic carbon forms in soil:
Application to black carbon particles. Glob. Biogeochem. Cycles 19.
https://doi.org/10.1029/2004GB002435

Lehmann, J., Solomon, D., 2010. Chapter 10 - Organic Carbon Chemistry in Soils Observed
by Synchrotron-Based Spectroscopy, in: Singh, B., Grafe, M. (Eds.), Developments
in Soil Science, Synchrotron-Based Techniques in Soils and Sediments. Elsevier, pp.
289-312. https://doi.org/10.1016/S0166-2481(10)34010-4

Lenhardt, K.R,, Breitzke, H., Buntkowsky, G., Mikutta, C., Rennert, T., 2022. Interactions of
dissolved organic matter with short-range ordered aluminosilicates by adsorption
and co-precipitation. Geoderma 423, 115960.
https://doi.org/10.1016/j.geoderma.2022.115960

Lim, H.L.,, Hwang, Y., Kar, M., Varghese, S., 2014. Smart hydrogels as functional biomimetic
systems. Biomater. Sci. 2, 603-618. https://doi.org/10.1039/C3BM60288E

Lutfalla, S., Barré, P., Bernard, S., Le Guillou, C., Alléon, J., Chenu, C., 2019. Multidecadal
persistence of organic matter in soils: multiscale investigations down to the
submicron scale. Biogeosciences 1401-1410.

Parikh, S.J., Goyne, KW., Margenot, A.]., Mukome, F.N.D., Calderdn, F.]., 2014. Chapter One
- Soil Chemical Insights Provided through Vibrational Spectroscopy, in: Sparks, D.L.
(Ed.), Advances in  Agronomy. Academic  Press, pp. 1-148.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-800132-5.00001-8

Rasmussen, C., Heckman, K., Wieder, W.R,, Keiluweit, M., Lawrence, C.R., Berhe, A.A,,
Blankinship, J.C., Crow, S.E., Druhan, ]J.L., Hicks Pries, C.E., Marin-Spiotta, E., Plante,
AF, Schéddel, C., Schimel, ].P., Sierra, C.A., Thompson, A., Wagai, R., 2018. Beyond

-217 -



clay: towards an improved set of variables for predicting soil organic matter
content. Biogeochemistry 137, 297-306. https://doi.org/10.1007/s10533-018-
0424-3

Ravel, B., Newville, M., 2005. ATHENA, ARTEMIS, HEPHAESTUS: data analysis for X-ray
absorption spectroscopy using IFEFFIT. J. Synchrotron Radiat. 12, 537-541.
https://doi.org/10.1107/S0909049505012719

Saniger, JoséM., 1995. Al-0O infrared vibrational frequencies of y-alumina. Mater. Lett. 22,
109-113. https://doi.org/10.1016/0167-577X(94)00234-7

Schéfer, T., Hertkorn, N., Artinger, R, Claret, F., Bauer, A., 2003. Functional group analysis
of natural organic colloids and clay association Kkinetics using C(1s)
spectromicroscopy. J. Phys. IV Proc. 104, 409-412.
https://doi.org/10.1051/jp4:20030110

Schmidt, M.W.L, Torn, M.S., Abiven, S., Dittmar, T., Guggenberger, G., Janssens, I.A., Kleber,
M., Kogel-Knabner, ., Lehmann, ]., Manning, D.A.C., Nannipieri, P., Rasse, D.P,,
Weiner, S., Trumbore, S.E., 2011. Persistence of soil organic matter as an ecosystem
property. Nature 478, 49-56. https://doi.org/10.1038/nature10386

Schumacher, M., Christl, 1., Scheinost, A., Jacobsen, C., Kretzschamr, R., 2005. Chemical
Heterogeneity of Organic Soil Colloids Investigated by Scanning Transmission X-
ray Microscopy and C-1s NEXAFS Microspectroscopy. Environ. Sci. Technol. 9094-
0100.

Solomon, D., Lehmann, ., Harden, J., Wang, ]., Kinyangi, J., Heymann, K., Karunakaran, C.,
Lu, Y., Wirick, S., Jacobsen, C., 2012. Micro- and nano-environments of carbon
sequestration: Multi-element STXM-NEXAFS spectromicroscopy assessment of
microbial carbon and mineral associations. Chem. Geol., Looking into the Nano-
World using X-Rays 329, 53-73. https://doi.org/10.1016/j.chemgeo.2012.02.002

Solomon, D., Lehmann, ]., Kinyangi, ]., Amelung, W., Lobe, 1., Pell, A, Riha, S., Ngoze, S.,
Verchot, L., Mbugua, D., Skjemstad, J., Schafer, T., 2007. Long-term impacts of
anthropogenic perturbations on dynamics and speciation of organic carbon in
tropical forest and subtropical grassland ecosystems. Glob. Change Biol. 13, 511-
530. https://doi.org/10.1111/j.1365-2486.2006.01304.x

Solomon, D., Lehmann, J., Kinyangi, J., Liang, B., Schéfer, T., 2005. Carbon K-Edge NEXAFS
and FTIR-ATR Spectroscopic Investigation of Organic Carbon Speciation in Soils.
Soil Sci. Soc. Am. ]. 69, 107-119. https://doi.org/10.2136/sssaj2005.0107dup

Stuckey, ].W,, Yang, J., Wang, J., Sparks, D.L., 2017. Advances in Scanning Transmission X-
Ray Microscopy for Elucidating Soil Biogeochemical Processes at the Submicron
Scale. J. Environ. Qual. 46, 1166-1174. https://doi.org/10.2134/jeq2016.10.0399

Tamrat, W.Z., Rose, |., Grauby, O., Doelsch, E., Levard, C., Chaurand, P., Basile-Doelsch, I,
2019. Soil organo-mineral associations formed by co-precipitation of Fe, Si and Al
in presence of organic ligands. Geochim. Cosmochim. Acta 260, 15-28.
https://doi.org/10.1016/j.gca.2019.05.043

Tamrat, W.Z., Rose, ]., Grauby, 0., Doelsch, E., Levard, C., Chaurand, P., Basile-Doelsch, 1.,
2018. Composition and molecular scale structure of nanophases formed by
precipitation of biotite weathering products. Geochim. Cosmochim. Acta 229, 53-
64. https://doi.org/10.1016/j.gca.2018.03.012

Wan, |, Tyliszczak, T., Tokunaga, T.K., 2007. Organic carbon distribution, speciation, and
elemental correlations within soil microaggregates: Applications of STXM and
NEXAFS spectroscopy. Geochim. Cosmochim. Acta 71, 5439-5449.
https://doi.org/10.1016/j.gca.2007.07.030

-218 -



Zhao, Y., Moore, 0.W., Xiao, K.-Q., Curti, L., Fariiia, A.O., Banwart, S.A., Peacock, C.L., 2022.
The role and fate of organic carbon during aging of ferrihydrite. Geochim.
Cosmochim. Acta 335, 339-355. https://doi.org/10.1016/j.gca.2022.07.003

Zhou, Y.Z., Alany, R.G., Chuang, V., Wen, ]., 2012. Studies of the Rate Constant of I-DOPA
Oxidation and Decarboxylation by HPLC. Chromatographia 75, 597-606.
https://doi.org/10.1007 /s10337-012-2229-1

-219 -



5. Chapitre 5 : Etude des
interactions entre
coprécipités-nanoCLICs,

exsudats racinaires et

imulating interactions

\ f) with root and micro-

organisms

micro-organismes

Ce chapitre de thése comporte les résultats d’'une série d’incubation comparant la
minéralisation de coprécipités synthétiques et naturels. Pour ce travail, une conception et
une mise en place d’un systéeme de microcosmes pour petit volumes a été nécessaire, ainsi
que le dimensionnement des syntheéses de coprécipités en quantité importante.

Les personnes impliquées ainsi que leurs contributions respectives a ce chapitre de thése
sont listées ci-dessous. Floriane Jamoteau a effectué la conception et mise en place des
incubateurs, le maintien des incubateurs et I'acquisitions des données, l'interprétation des
résultats et la rédaction de ce chapitre. Isabelle Basile-Doelsch a réalisé des tests
préliminaires au CSIRO (Asutralie), effectué les demandes de financement et a participé la
conception et la mise en place des incubateurs, le maintien des incubateurs et l'acquisition
des données, l'interprétation des résultats et la rédaction de ce chapitre. Samuel Legros a
participé 'amélioration des conditions d’incubation et la rédaction de ce chapitre. Laurent
Thuries a participé 'amélioration des conditions d’incubation. Adrien Duvivier a participé
au maintien des incubateurs, a l'acquisition des données, et a réalisé les dosages par ICP-OES
et ICP-MS. Sarah Wagon a participé au maintien des incubateurs et a l'acquisition des
données. Vladimir Vidal a participé a la conception des incubateurs. Ma visite du dispositif
d’incubation mis en place aux CSIRO (Adélaide, Australie) et 'aide de Steve Szarvas ont
permis la conception des incubations. Ma visite du dispositif d’incubation mis en place aux
CIRAD (Montpellier) et 'aide de Claire Chevassus-Rosset ont aussi aider a la conception
des incubations. Bernard Angeletti a réalisé les dosages par ICP-OES et ICP-MS. Andrea
Campos a analysé les échantillons par MEB.

En plus du financement de cette thése par le CIRAD et la Région SUD, ces résultats ont

été financés par un appel a projets Pari scientifique INRAE 2019 porté par Isabelle Basile-
Doelsch.
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5.1. Introduction

La minéralisation du C issu d’'une forme de MAOM (Mineral associated organic
matter; c.-a-d. des MO adsorbées, coprécipitées ou complexées) par le contact avec des
micro-organismes a été étudié par I'incubation de MAOM de sols naturels ou de MAOM
synthétiques dans des sols artificiels (Jones and Edwards, 1998; Zimmerman et al., 2004;
Eusterhuesetal, 2011,2014; Saidy etal., 2015; Lietal.,, 2017; Porras et al., 2018; Adhikari
et al., 2019). Suivant ces études, I'adsorption de C protege celui-ci de la minéralisation
(Jones and Edwards, 1998; Zimmerman et al., 2004; Eusterhues et al., 2011, 2014; Saidy
et al, 2015; Li et al,, 2017; Porras et al.,, 2018; Adhikari et al., 2019). Et notamment
I'adsorption de C sur des minéraux secondaires et mal cristallisés (SRO) (Zimmerman et
al., 2004; Eusterhues et al., 2014; Li et al., 2017; Porras et al., 2018; Adhikari et al., 2019).
En parallele, I'incubation de coprécipités a aussi montré le réle protecteur du mécanisme
de coprécipitation face a la dégradation microbienne du C (Eusterhues et al., 2014). Bien
que cette étude ait testé la coprécipitation d’éléments organiques variés (C organique
dissous issu de sols et lignine: Eusterhues et al, 2014), les coprécipités incubés
contiennent seulement du Fe comme élément inorganique. Cependant, les coprécipités -
surtout de type nanoCLICs- comportent une diversité d’éléments inorganiques tels que
I’Al, le Si etle Fe (Cam et al., in prep, partie 4). Ainsi, la stabilité des coprécipités-nanoCLICs
au contact des micro-organismes est a évaluer.

Etudier la dynamique de minéralisation des différentes formes de MAOM
seulement en interaction avec les micro-organismes ne représente pas les interactions
dans rhizosphere. Les plantes peuvent induire un changement de minéralisation du C du
sol par I'exsudation de molécules organiques (Kuzyakov et al., 2000; Fontaine et al., 2003;
Bernard et al., 2022). Ce changement de minéralisation est aussi appelé priming effect
induit par les plantes (Bernard et al., 2022). Il est positif sur les MAOM, c’est-a-dire que le
C issu des MAOM est rendu accessible aux micro-organismes, alors capables de le
minéraliser (Jilling et al., 2021; Keiluweit et al., 2015). Ces exsudats racinaires peuvent
agir deux manieres: (i) par un priming biotique induisant une stimulation de la
production enzymatique du compartiment microbien alors capable d’accéder aux MAOM
ou bien (ii) par priming abiotique induisant des changements de conditions de la solution
du sol (pH, Eh, etc; des changements directs ou bien par stimulation des micro-
organismes alors capables de changer les conditions de pH, Eh ; Bernard et al., 2022). Ce
priming abiotique pourraient fragiliser les différents formes de MAOM par une
dissolution minérale, des remplacements ou une dépolymérisation (Bernard et al., 2022).
Les interactions avec les exsudats racinaires et les micro-organismes peuvent alors faire
varier la stabilité des formes de MAOM. Ainsi, la stabilité d’'une forme de MAOM doit étre
étudiée au contact (i) des micro-organismes mais aussi au contact (ii) des micro-
organismes et des exsudats racinaires.

La minéralisation du C issu d’'une forme de MAOM par le contact avec des micro-
organismes et des exsudats racinaires (et le potentiel priming effect résultant) est peu
étudié. A ce jour, seul Li et al,, 2017 ont incubé des MO adsorbées sur différents SRO
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(ferrhydrite et Al(OH)3) et minéraux (goethite et gibbsite) en interaction avec des micro-
organismes et des exsudats racinaires. Cette étude a montré que le C adsorbé sur les SRO
était davantage sujet a une minéralisation par I'ajout d’acide oxalique (AO). Ce qui suggere
que (i) 'arrangement des éléments inorganiques a une forte importance dans l'interaction
avec les exsudats racinaires et les micro-organismes. (ii) Et que l'apport d’AO est
particulierement impliqué dans ce priming abiotique (Li et al,, 2017; Jilling et al., 2021).
Cette molécule est un ligand fort et fait partie des composés les plus abondants dans I'eau
de porosité de la rhizosphere (Jones et al., 2003). Par I'arrangement amorphe des
éléments inorganiques dans les coprécipités-nanoCLICs (Chaptire 2 et 4), cette forme de
MAOM pourrait étre particulierement sujette a un priming effect par ajout d’AO.

Ainsi, les objectifs principaux de cette étude sont de mesurer la stabilité du C dans les
coprécipités-nanoCLICs suivant des interactions (i) avec des micro-organismes mais aussi
(ii) avec des micro-organismes et un exsudat racinaire afin de mesurer un potentiel
priming effect. Pour cela, des nanoCLICs naturels (issus de fractions fines d’andosol) sont
incubés en interaction avec des micro-organismes et en interaction avec des micro-
organismes et de I'’AO. Le C minéralisé sous forme de COz est analysé par un respirometre.
Cependant, les proportions élémentaires des coprécipités-nanoCLICs issus des fractions
fines d’andosols sont hétérogenes aux nano-échelles (Cam et al., in prep ; partie 4). Afin
de mimer certaines hétérogénéités de nanoCLICs, deux types de nanoCLICs synthétiques
sont incubés dans les mémes conditions: I'un comportant une diversité d’éléments
inorganiques (Fe et Al principalement, mais aussi Si, Mg, Ca) et I'autre avec de I'Al et du Si
(sans Fe).

5.2. Matériels et méthodes

5.2.1. Echantillonnage de I'andosol et séparation des
nanoCLICs naturels

Un andosol en forét a été échantillonné sur I'ile de la Réunion, France (55°21.53E,
21°04.70'S). Le site d’étude est situé a I'ouest du Piton des Neiges a une altitude de 1720
m a.s.l et sous un climat subtropical humide. L’échantillon a été prélevé dans un horizon
andique enterré a 100 cm de profondeur (4Bw). Plus de détails sont accessibles dans les
études de Basile-Doelsch et al,, (2007) et Levard et al. (2012). Apres échantillonnage, le
sol a été tamisé a 2 mm et séché a I'air (25°C).

La fraction MAOM de I'andosol est isolée par tamisage humide. Briévement, environ
10-20 g de sol (séché a l'air) ont été ajoutés a 100 mL d'eau ultrapure et sonifié (70% de
la puissance maximale, réglage de 5 s d'ultrasons et 5 s sans ultrasons pendant 1 min ;
atteignant 16 J.mL-1 comme effectué par Basile-Doelsch et al. 2007). Les 100 mL ont
ensuite été tamisés par voie humide en utilisant un tamis de 20 pm. La fraction <20 um a
été décanté pendant 12 h minimum a 5°C. Le surnageant de la fraction <20 pm a été
éliminé afin de réduire la quantité de liquide de la fraction. Le culot de 'andosol a été
séché a 30 °C. Cette fraction est assimilée aux nanoCLICs naturels (Cam et al., in prep).
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5.2.2.Formation des nanoCLICs synthétiques

La méthode pour former des coprécipités-nanoCLICs est inspirée du protocole de
Tamrat et al., (2018) mais réalisée pour des volumes plus importants. Le protocole
comporte trois étapes : (i) I'obtention de la solution d’altération, (ii) la coprécipitation (e.g
polymérisation) en présence de C ou sans C et (iii) le rincage des sels de titration.

(1)

(ii)

(iii)

Les solutions d'altération minérale sont obtenues a partir de 33g de minéraux
broyés (labradorite ou basalte ; <100um) agité dans 2L d’acide nitrique a pH 1
durant 30 jours minimum. Afin d’obtenir seulement les éléments en solution
issus de l'altération, la partie liquide est filtrée a 2.7 pm, puis 1.2 um (Filtes RS
FC75R, 55 mm), et enfin, filtrée par flux tangentiel avec un filtre a 10 kDa (soit
une taille de pores d’environ 2 nm). Les éléments en solution sont déterminés
par ICP-MS (Perkin Elmer Nexlon 300X). Le standard international SLRS-6
(National Research Council of Canada) est utilisé comme standard ICP-MS car
il contient du Sj, Al et Fe dissous.

Les solutions d’altération de labradorite ou de basalte sont ensuite diluées afin
d’obtenir une concentration en Al+Fe autour de 1700-1800 pmol.L1,
conformément a Tamrat et al, 2019. Chaque synthése est réalisée dans un
volume d’1L, et ajusté a pH 2 avec de la soude (NaOH 5M). Le processus de
coprécipitation consiste a un titrage de la solution d’altération a pH 2 avec de
la soude (NaOH 0,2 M) jusqu’a un pH de 6.3. Les titrations sont réalisées sous
agitation et thermostaté a 25°C avec un ajout de soude constant de 240 pL.min-
1 (automatic titrator 785 DMP Titrino Metrohm).

Pour réduire la quantité de sel de NaNOs avant le séchage, les solutions
contenant les coprécipités issus d’altération de basalte sont centrifugées et
rincées 3 fois avec de I'eau ultra pure. Les coprécipités issus d’altération de
labradorite sont rincés avec de I'’eau ultra pure par filtration a flux tangentiel
avec un filtre a 10 kDa (soit une taille de pores d’environ 2 nm). Ces ringages
permettent d’éliminer, en partie, les MO et éléments inorganiques qui n’ont pas
coprécipités. Pour les deux méthodes, le volume de la solution contenant les
coprécipités a été réduit a 30 mL environ (suite aux centrifugations et a la
filtration tangentielle), puis séché a 30°C. La solution éliminée, riche en sel de
NaNOs, issu de la premiere centrifugation ou extrait par TFF (perméat), est
mesurée par ICP-OES (Agilent 5800 VDV) afin de détecter les éléments qui
n’ont pas coprécipités. Le standard SLRS-6 est aussi utilisé comme standard
ICP.

Ces synthéses sont réalisées sans et avec un ajout de C sous forme de DOPA (3,4-
Dihydroxy-L-phenylalaninei, ajout en poudre avant titration), ajusté a un ratio atomique

i La DOPA a été choisie car (i) c’est un composé de faible poids moléculaire, représentatif de MAOM
(Sutton and Sposito, 2005; Lehmannand Kleber, 2015), (ii) aussi, son faible poids moléculaire évite des
fractionnements lors de la coprécipitation (Tamrat et al, 2019), (iii) cette molécule comportent des
fonctions chimiques de type catéchol, carboxylique, et amine représentatives de MAOM (Zimmerman et al.,
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de (Al+Fe)/C = 1. Les nanoCLICs réalisés a partir d’altération de basalte sont par la suite
appelés C-Fe-Al en présence de DOPA et Fe-Al en 'absence de DOPAI. Les nanoCLICs
réalisés a partir d’altération de labradorite (pauvre en Fe) sont par la suite appelés C-Al-
Sien présence de DOPA et Al-Si en I'absence de DOPAL Les nanoCLICs C-Fe-Al, C-Al-Si sont
synthétisés 6 fois, pour un total de 6L de solution contenant les coprécipités. Les
nanoCLICs Al-Si, Al-Si sont synthétisés 9 fois, pour un total de 9L de solution contenant
les coprécipités. Ces réplicas ont permis d’obtenir des quantités de coprécipités
suffisamment importantes pour réaliser les expériences d’incubation.

5.2.3.Caractérisation des nanoCLICs synthétiques et
naturels

La concentration en C des nanoCLICs synthétiques et naturels est analysée par
combustion seche (FlashSmart analyzer, NF ISO 10694 ) avec 3 répétitions analytiques

La minéralogie des nanoCLICs synthétiques et naturels est analysée en poudre libre
par diffraction des rayons X (Philips P3710 X-ray diffractometre, Co-Ka radiation a 40 kV
et 40 mA; A =1.79 A). Les analyses sont faites sur un support en silicium et les
diffractogrammes sont acquis avec un temps de comptage de respectivement, 162 ou 206
s par 0.026 ou 0.033° sur une gamme d’angles 20 de 2-75°.

Les nanoCLICs naturels et synthétiques, séchés a 30 °C, sont observés par loupe

binoculaire et par microscopie électronique a balayage (MEB-FEG ; ZEISS,Gemini 500;
dépot sur un adhésif en C).

5.2.4.Incubation

5.2.4.1. Conception des pots

Le design expérimental se compose de pots de type « LeParfait 382mm, 250 ml ».
Une capsule d’étanchéité (Figure 1) est percée afin de fixer un septum (@ 13 mm). Le 2nd
couvercle est aussi percé pour permettre le prélevement d’air par une aiguille. Les
incubateurs se composent d'un tuyau en silicone de 1.3 cm de diametre interne.
L’extrémité basse du tuyau est collée a un tissu filtrant de porosité 20 pm (Loctite 420
CYANO) pour permettre de retenir les éléments incubés et d’assurer une aération au fond
des incubateurs. Afin de faciliter I'aération des incubateurs, un support imprimé en 3D
(en polylactide, RAISE3D®) créer un espace entre l'incubateur et le fond du tube (i.e.
venting support en Figure 1). La hauteur et la largeur du substrat incubé sont égales pour
éviter les effets de profondeur. Afin de maintenir I'humidité dans I'air des pots, un bécher
en verre contenant 2 mL d’eau est ajouté dans chaque pot.

2004; Mikutta, 2011) et enfin (iv) la DOPA est sujette a la dégradation enzymatique (Zimmermann et al.,
2007). La DOPA est, dans ce cas d’étude, un premier modeéle de molécule organique.

I En toute rigueur, les coprécipités sans MO ajoutée ne sont pas des associations organo-minérales. Mais
la présence de 0.4 a 1 % massique de C (Tableau 3), démontre une faible présence de MO, possiblement
issus de l'altération des minéraux. Malgré leur faible teneur en C, nous les appellerons malgré tout
nanoCLICs dans la suite afin de simplifier le propos.
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Figure 1. Design expérimental du systéme d’incubation. (A) matériel du systeme d’incubation et
(B) le prélevement d’air pour analyse CO; via le septum.

5.2.4.2. Modalités d’incubations

Les modalités incubées sont décrites dans le Tableau 1. Chaque modalité a été
incubée avec 3 répétitions (c.-a-d. I'incubation de 3 pots). Six modalités ont été incubées
pour mesurer la minéralisation du C en interaction avec des micro-organismes
seulement: la DOPA (poudre libre, 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine), des nanoCLICs
naturels et des nanoCLICs C-Fe-Al, C-Al-Si, Fe-Al, Al-Si. Ces mémes modalités, excepté la
DOPA, sont incubées avec des ajouts d’acide oxalique : appelés nanoCLICs naturelsao et
nanoCLICs C-Fe-Alao, C-Al-Siao, Fe-Alao, Al-Siao. L’ajout d’acide oxalique a été fait dans 50
uL concentré a 110 pg C a pH 4.6 (soit 1% du C incubé, quantités basées sur Jilling et al.
2021) . Des modalités de controles permettent de déterminer la quantité de C résiduel
minéralisé issus des composants, du quartz, de I'inoculum et de la solution nutritive.
Aussi, afin d’affiner la calibration de 'analyseur de COz, 6 pots de calibration sont analysés
a chaque mesure des différentes modalités. Il s’agit de pots vides avec des ajouts de 0, 0.5,
1, 3 et 5 mL de CO2 (ajout de CO2 via une seringue, Linde Minican COz). Au total, ces 51
pots d’incubations ont été incubés, mesurés en CO:z et aérés en méme temps.

Dans chaque incubateur, 5.5 g de quartz (@ 0,6 - 1,2 mm, calciné) est utilisé afin de
recréer un sol artificiel. L’humidité est ajustée a 66 % de la capacité de rétention du sable,
soit environ 700 pL par incubateur. Cette quantité de liquide est répartie comme suit : 50
uL d’inoculum, 220 pL de solution nutritive et 430 pL d’eau ultrapure. Dans les modalités
de controles sans inoculum ou sans solution nutritive (Tableau 1, Quartz et
Quartz+inoculum), la quantité de liquide est compensée avec de l'eau ultrapure afin
d’avoir une humidité constante dans toutes les modalités.

L’inoculum est un mélange séché a 25°C de divers types de sol (et un compost) afin
de maximiser la diversité de micro-organismes présents. Il se compose d’'un compost (12
g), un calcisol de Gap (180g), un arenosol de Brugassiére (102g), un rendisol de Toulouse
(80g), un calcisol de Montmorillon (105 g) et un néoluvisol de Chateroux (100g). Environ
6 g du mélange est incubé pendant une semaine avec 2 mL d’eau ultrapure. Le jour du
début des incubations, 1 a 2 g du mélange incubé a été ajouté a 45 mL d’eau ultrapure.

-225-



Apres agitation et sédimentation de quelques minutes, 5 mL d’inoculum est prélevé en
surface. Ces 5 mL sont mis sous agitation durant la mise en place des incubations, afin
d’éviter une sédimentation d’une partie des éléments et des micro-organismes en
suspension durant la préparation des incubateurs. Ensuite 50 pL de cet inoculum est
ajouté dans les incubateurs (excepté la modalité Quartz).

Tableau 1. Synthése des différentes modalités incubées. La présence des différents éléments est
figurée par le signe (X).

Initial elements Oxalic
Conditions(modalité) Quartz Inoculum Nutritive acid
solution additions

>

Quartz
Quartz+inoculum
Control_min
Control_oxalic acid
DOPA (powder)
C-Fe-Al
C-Al-Si
Fe-Al
Al-Si
Natural nanoCLICs
C-Fe-Alpo

Mineralization C-Al-Sino

with oxalic acid Fe-Alao
additions Al-Siano

Natural nanoCLICsao

Controls

Mineralization

X XX [X|X[|X[X|X|X[X|[X|X|X|X
X IX|X[X|X[|X[X|X|X[X|[X|X|X|X
X XX X|X|X|[X|X|X|[X]|X|X|[X

XX | X |[X|X

La solution nutritive est composée de : 426 mg de NH4NO3, 11 mg de CaSO4, 20 mg
de MgS04.7H20, 56 mg de Ca(H2P04)2.H20, 18 mg de K2S04 et 1 mL d’une solution micro-
nutritive (dans un volume total de 100 mL ; basée sur Saidy et al., 2015, communication
personnelle). La solution micro-nutritive est composée de 2500 mg Fez(S04)3, 616 mg de
Mn(S04).H20, 570 mg de H3BO3, 41 mg de CuCl2.Hz20, 52 mg de ZnS04+.H20 et 7 mg de
NazMo0O4 (dans un volume total de 1L; basée sur Saidy et al., 2015, communication
personnelle).

5.2.4.3. Temporalité des mesures de CO,, aérations et
maintien de ’humidité

Durant I'expérience, 5 mL d’air est prélevé pour chaque mesure de CO: via le septum
de prélevement. L’analyse en CO:z est effectuée par détection infrarouge (Servomex,
MiniFoodPack 5200). Les prélevements de CO2 ont été effectués tous les jours sur la
période JO a J15, puis tous les 1 a 2 jours sur la période J15 a ]J26, puis tous les 1 a 4 jours
sur la période ]26 a J42, et enfin tous les 7 a 20 jours sur la période J42 a J131 (Tableau
2).

Une aération des pots a été effectuée pour éviter une dépression trop importante lié
aux prélevements successifs de 5 mL lors des mesures de CO2 et pour s’assurer une
oxygénation de l'air dans les pots. Pour éviter les effets de dépression par des
prélevements successifs de 5 mL, tous les pots ont été aérés apres 2 a 4 prélevements
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successifs de COz (cf expérience préliminaire en Annexe 1 ; Tableau 2), ce qui correspond
a une aération tous les 1 a 5 jours jusqu'au 42éme jour d’incubation. Apres 42 jours
d’incubation, I'aération a eu lieu a chaque prélevement de CO:z (tous les 7 a 20 jours). Au
jour 0 et a chaque aération des pots, une mesure de CO: est faite juste apres la fermeture
des pots afin de quantifier le CO2 de I'air ambiant (calculs en 5.2.4.4.).

Aussi, a chaque aération, la quantité d’eau perdue dans chaque incubateur a été
corrigée par un ajout d’eau ultrapure (estimation de l'eau perdue par une pesée de
I'incubateur).

Les ajouts d’acide oxalique (dans un volume de 50 pL) sont effectués durant ces
aérations en jour 5, 9, 13, 17, 21, 24, 31 et 38 (Tableau 2). La quantité d’eau perdue lors
des aérations a toujours été égale ou supérieure a 50 pL. Ce qui n’a pas causé de
différences d’humidité.

Tableau 2. Temporalité des prélevements de CO>, des prélévements de CO, avec une aération, et
des ajouts d’acide oxalique.

Time [days] 0|112|13|4|5(6(7|8|9]10|11|12(13(14|15|17|18| 19| 20
CO2 sampling X| X[ X[ X]X| X[ X[ X]X]|X X X X X
CO2 sampling and
. . X X
aeration of the jars
Oxalic acid input X X

Time [days] 21|22(24|25|26(31|32|33|34(35|38|42|62|69|76|87|103|117|131

CO2 sampling XXX X]X|X[X[X]X|X[X[X]|X|X]|X|X] X[ X] X
CO2 sampling and
aeration of the jars
Oxalic acid input

5.2.4.4. Calibration du respirometre et calcul de la quantité
de C minéralisé cumulée

Chaque mesure de CO2 [%] par le respirometre, dans les pots incubés, est
recalibrée a I'aide des 6 pots de calibration (0, 0.5, 1, 3 et 5 mL) suivant une équation
linéaire ax+b (COzcalibré; en mL de CO2).

La quantité de COzcaiibrs est ensuite convertie en mg C (mgC_C02) suivantI’équation (1).
Avec P la pression atmosphérique en hPa et T la température ambiante en degrés Celsius.
Avec i, les différentes modalités.

P X100 XCOy ¢cqribre X107
mgC_C0O,. =
g&-LUsz; 8.3144621 x(T—273.15)

Ensuite, chaque valeur de mgC_C0O, en mg C est soustraite par la quantité de
mgC_CO, de I'air ambiant lors de la derniere aération (mgC_CO; ; gmpient ; Mesure juste
apres la fermeture des pots) suivant I’équation (2) :

x 12 X 1000 (1)
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mgC—COZi = mgC_COZi — mgC_COz_ampient (2)
Ainsi, les résultats de mgC_CO, apres plusieurs aérations (mgC — €0,;) sont cumulés
d’aération en aération (n) en mg C, suivant I’équation (3) :
mgC_C0,;, =mgC_CO,,  +mgC_COy;  _, +mgC (O, .. (3)

5.2.5. Calculs de la quantité de C minéralisé issus des
coprécipités
La quantité de C minéralisé issu d’'une modalité (i : DOPA, nanoCLICs naturels, C-Fe-
Al, C-Al-Si, Fe-Al ou Al-Si) en interaction seulement avec les micro-organismes

(Mineralized_C, en mg C) est calculée par soustraction du C minéralisé du controle
Control_min (4)

Mineralized_C; = mgC_C 02i - mgC_CO0, contral min (4)
AvecmgC_C0,;la quantité de C minéralisé en mg C issu d'une modalite (i), et

mgC_CO,.  ,laquantité de C minéralisé en mg C issu du controle Control_min.

La quantité de C minéralisé des modalités (i : nanoCLICs naturelsao, C-Fe-Al,o, C-Al-
Siao, Fe-Alxo ou Al-Six) en interaction avec les micro-organismes et I'acide oxalique
(Mineralized_C,,) est calculée par soustraction du C minéralisé du contrdle
Control_oxalic_acid, suivant I'’équation (5) :

Mineralized_C a0; =mgC_COy; —mgC_COy (5)

AvecmgC €O, ,laquantité de C mg C du contrdle Control oxalic_acid.

Le pourcentage de C minéralisé (Mineralized_C [%];) des modalités i: DOPA,

nanoCLICs naturels, C-Fe-Al, C-Al-Si, Fe-Al ou Al-Si est calculé suivant I'’équation (6)
Mineralized_C [%]i _ 100«Mineralized_C [%]; (6)

incubated¢
Avec incubated-C, la quantité de C incubé issu de la modalité en mg C, préalablement
déterminée par analyse de C en combustion seche.

Le pourcentage de C minéralisé (Mineralized C [%]a0,) des modalités i:

nanoCLICs naturels,o, C-Fe-Alao, C-Al-Siao, Fe-Aly ou Al-Sino est calculé suivant I'équation

(7)

. , 100«Mineralized_C ap;
Mineralized C [%]a0; = — (7)

Le pourcentage de priming effect, pour les modalités i : nanoCLICs naturelsao, C-Fe-

Alpo, C-Al-Siao, Fe-Alxyo ou Al-Sino est calculé avec I'équation (8) :
Mineralized C [%]a0;—Mineralized C [%];

Priming ef fect; = 100 * (8)

Mineralizedc[%);
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5.3. Résultats

5.3.1.Caractérisation des coprécipités incubés

5.3.1.1. Caractérisation des nanoCLICs naturels

Les nanoCLICs naturels, imagés en Figure 2, comportent 9.4 gC.100g1 (Tableau 3).
La minéralogie de cette fraction est analysée par DRX (Figure 4). Les diffractogrammes
sont composés majoritairement de bandes de diffusion autour de 6° et 35° (Figure 3)
attribué a des phases mal-cristallisées et/ou amorphes aux rayons X. Quelques pics bien
définis sont attribués aux feldspaths et oxydes de Fe (Basile-Doelsch et al., 2005). De
précédentes études sur les fractions fines de cet Andosol ont montré que le C est lié aux
éléments issus de l'altération minérale (Basile-Doelsch et al., 2005; Levard et al., 2012)
par un mécanisme de coprécipitation de type nanoCLICs, avec majoritairement de I’Al, Si
et peude Fe (Cam et al., in prep). Suivant ces précédentes études, et par la détection d’'une
fraction de sol riche en C et en phases mal cristallisées et/ou amorphes aux rayons X, cette
fraction pourrait isoler les coprécipités-nanoCLICs. C’est pourquoi cette fraction est
nommée nanoCLICs naturels (natural nanoCLICs) dans la suite de ce document.

5.3.1.2. Caractérisation des nanoCLICs synthétiques

Aux échelles centi a micrométriques, les nanoCLICs C-Fe-Al et C-Al-Si ont une
couleur noire et ont un aspect/une texture de « charbon » (Figure 2). Les nanoCLICs Fe-
Al et Al-Si sont plus friables et cassants. Les nanoCLICs Fe-Al sont de couleur rouille tandis
que les nanoCLICs Al-Si sont de couleur sable. L'imagerie a I'échelle de la centaine de
nanometre par MEB, montre des surfaces poreuses (pores de 'ordre de 10 a 100 nm) pour
les nanoCLICs C-Fe-Al et lisses (non poreuses) pour les nanoCLICs C-Al-Si. Les surfaces
des nanoCLICs Fe-Al comportent aussi des pores (pores de 'ordre de 10 a 100 nm) alors
que les surfaces des nanoCLICs Al-Si sont lisses (non poreuses).

La quantité de nanoCLICs obtenus est d’environ 150 a 200 mg.L1 pour les
nanoCLICs C-Fe-Al et C-Al-Si et de 120 a 130 mg.L-! pour les nanoCLICs Fe-Al et C-Al-Si.
Les nanoCLICs C-Fe-Al et C-Al-Si comportent ~7.5 gC.100g! (Tableau 3). Les nanoCLICs
Fe-Al et Al-Si comportent respectivement 1 et 0.4 gC.100g1. Pourtant, aucun ajout de C
n'a été fait durant ces synthéses. Nous supposons que ce C provienne des minéraux
altérés.

Les bilans de coprécipitation des éléments inorganiques coprécipités ne sont pas
calculés en masse car une partie des nanoCLICs a été perdue durant le ringage des sels.
Aussi, les quantités de nanoCLICs obtenus étaient trop faibles pour effectuer une fusion
alcaline. Afin d’approximer la quantité et le type d’éléments coprécipités, la solution avant
coprécipitation et la solution au contact des nanoCLICs apreés coprécipitation a été
analysés par ICP (Figure 4). Ainsi, les quantités élémentaires « disparues» sont
interprétées comme coprécipitées dans les nanoCLICs. Pour les nanoCLICs C-Fe-Al, les
concentrations de Fe et Al ont fortement diminué, suggérant la coprécipitation de ces
éléments. Le Sin’a pas pu étre analysé, il est suspecté d’avoir coprécipité car les protocoles
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de synthese sont tres similaires a ceux de Tamrat et al,, 2019 et du Chapitre 4B. Aussi, la
moitié du Ca en solution a coprécipité ainsi qu'une partie du Mgk. Pour les nanoCLICs C-
Al-Si, I’Al a coprécipité en majorité. Le Si est suspecté d’avoir coprécipité. Alors que le Ca
n’a pas ou peu coprécipité. Pour les nanoCLICs Fe-Al, les concentrations de Fe et Al ont
fortement diminué, suggérant la coprécipitation de ces éléments. Le Si est suspecté
d’avoir coprécipité. Aussi la moitié du Ca en solution a coprécipité ainsi qu'une partie du
Mg. Pour les nanoCLICs Al-Si, I’Al a coprécipités en majorité. Le Si est suspecté d’avoir
coprécipité. Alors que le Ca n’a pas ou peu coprécipité.

Le diffractogramme analysé par DRX de la DOPA comporte de nombreux pics de
diffraction entre les angles 7 et 60° (Figure 3). Alors que ce n’est pas le cas lorsque la DOPA
est coprécipitée dans les nanoCLICs C-Fe-Al et C-Al-Si. Seule de larges bandes de diffusion
autour de 4.5-8, 31-35 et 47° restent visibles. Ces résultats confirment que, la DOPA
coprécipitée n’a pas le méme arrangement que sous forme de poudre libre. Et que la
détection uniquement de bandes de diffusion confirme un arrangement des éléments
coprécipités en phases mal-cristallisés ou amorphes par DRX. Un faible pic de NaNOs est
détecté pour la modalité C-Al-Si malgré le rincage de ces sels. Les diffractogrammes des
nanoCLICs Fe-Al et Al-Si, comportent les mémes bandes de diffusion aux angles 4.5-8, 31-
35 et 47°. Cependant, les bandes de diffusion autour de 4.5 et 8° sont plus intenses que
celles des nanoCLICs C-Fe-Al et C-Al-Si.

k Les nanoCLICs synthétiques issus de 'altération de basalte sont appelés Fe-Al-Si-Mg-DOPA dans le
Chapitre 4. Les nanoCLICs C-Fe-Al, dans ce Chapitre 5, sont synthétisés avec les mémes solutions
d’altération. Afin d’alléger le discours, ils sont appelés C-Fe-Al dans ce Chapitre 5.
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Binocular magnifier Scanning electron microscope

Natural
nanoCLICs

C-Fe-Al

Figure 2. Observation des nanoCLICs naturels et synthétiques a la loupe binoculaire et par microscopie électronique a balayage (MEB).
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Binocular magnifier Scanning electron microscope

Al-Si

Figure 2. Suite.
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Tableau 3. Dosage C de la DOPA, des nanoCLICs naturels et synthétiques. L’erreur associée a la

concentration de C est issue de 3 répétitions analytiques.

DOPA Synthetic nanoCLICs
o] Natural
HO oH | nanoCLICs C-Fe-Al C-Al-Si Fe-Al Al-Si
HO NH,
C content 5540.4 9,440.6 7,740.1 7,3040.8 140.0 0,440.1
(6C.100g] +0. J4+0. |7+0. ,3020. +0.  4+0.
_ Mass per 20 220 150 149 120 150
incubator [mg]
Camount per 11 11 11,6 10,9 1,2 0,6
incubator [mg]
A B
DOPA powder E Natural nanoCLICs
mim | TR | [| araliey |
T [RAARRERAY LLAALL LAY ELLARAL] EARLARLE RLLAAALL AR LA LARRLARE [RALERRALE T T priTTTT pree
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 30 40 50 60 70 80

20 30 40 50 60 70

Angles 20 (degree)

Angles 2

30 40

0]

50 60 70 80

(degree)

Figure 3. Minéralogie par DRX de la DOPA, des nanoCLICs naturels et synthétiques. Représentation
en échelle linéaire, 'amplitude de I'axe des ordonnées est différente pour les graphiques A, B, C et D.
Le diffractogramme de la DOPA a de nombreux pics de diffraction entre les angles 7 a 60 degrés. Les
diffractogrammes des nanoCLICs naturels comportent des bandes de diffusion autour de 6, 30 et 47
degrés (¥), des feldspaths (F) et des oxydes de Fe (Ox). Les diffractogrammes des nanoCLICs
synthétiques comportent des bandes de diffusion (¥) autour de 4.5 et 35 degrés pour les modalités
C-Fe-Al et Fe-Al et autour de 8, 31 et 47 degrés pour les modalités C-Al-Si et Al-Si.

-233-




Inital solution Solution after coprecipitation

Concentration [umol.L™"]

2000
10004 )
0 3 7_? _ ? ~ B __ ? 2 _
Al |Fe|si|ca| Mg | Al [Fe|si|ca| Mg | Al |Fe[si|ca| Mg | Al [Fe|si|ca| Mg
C-Fe-Al C-Al-Si Fe-Al Al-Si

Figure 4. Bilan de coprécipitation élémentaire des nanoCLICs synthétiques. Cette figure montre les
concentrations de la solution avant et apres coprécipitation pour les éléments Al, Fe, Ca et Mg (le Si
n’a pas pu étre analysé par ICP-OES, de nouvelles analyses sont en cours). Les barres d’erreurs
correspondent a I'écart-type de 3 répétitions analytiques.
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5.3.2.Incubations

5.3.2.1. Controles de minéralisation

Les modalités de contrdles ont atteint un plateau de minéralisation autour de 40
jours (Figure 5). La minéralisation du C est croissante pour respectivement, le quartz <
quartz+inoculum < Control_min (contenant du quartz, 'inoculum et la solution nutritive)
< Control_oxalic acid (contenant du quartz, 'inoculum, la solution nutritive et I'acide
oxalique). Ces résultats indiquent que I'inoculum apporte peu de C dans les incubateurs :
avec la solution nutritive, la minéralisation de C issu de l'inoculum est d’environ 0.2+0.1
mg C (par différence du contrdle Control_min et quartz). Aussi, les différents matériaux ne
semblent pas produire de fortes pollutions de CO2. La modalité Control_oxalic acid
comportent 8 ajouts d’acide oxalique soit 0.88 mg C ajouté, dont ~0.4+0.1 mg C est
minéralisé, soit 46 % (par soustraction de la modalité Control_min).

®-  Control_oxalic acid (quartz+inoculum+nutritive solution+oxalic acid) -@ Quartz+inoculum
£ Control_min (quartz+inoculum+nutritive solution) -©- Quartz

| ll I S

. '
Fa 0.420.1 mgC

0 40 80 120 160
Time [days]

Figure 5. Minéralisation cumulée des controles d’incubation. Les barres d’erreurs sont issues de
3 répétitions expérimentales. Chaque ajout d’acide oxalique est figuré par une fléche (1).

5.3.2.2. Minéralisation de la DOPA, des nanoCLICs naturels
et synthétiques

La minéralisation de la DOPA est de 65+2%, avec un plateau atteint apres 25 jours
d’incubation (Figure 6). Cette forte minéralisation indique des conditions d’incubations
convenables a la minéralisation de ce type de molécule organique par les micro-
organismes.

En revanche, dans les conditions incubées, la minéralisation du C issu des nanoCLICs
naturels n’est pas significativement positive (e.g. n’est pas supérieur au contréle
Control_min).
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Les nanoCLICs C-Fe-Al et C-Al-Si ont une dynamique de minéralisation lente avec un
plateau de minéralisation non atteint apres 130 jours. Cette minéralisation est de 10+1%
pour les nanoCLICs C-Fe-Al et de 7+1% pour les nanoCLICs C-Al-Si. Ces modalités
comportent pourtant une méme quantité de C que la modalité DOPA seule. La DOPA sous
forme de nanoCLICs se trouve donc protégée de la minéralisation. Aussi la différence,
faible mais présente, entre ces deux modalités C-Fe-Al et C-Al-Si suggere une importance
des éléments inorganiques coprécipités dans le degré de protection de la DOPA.

Par leur faible teneur en C, les nanoCLICs Fe-Al ont peu de C minéralisé (Figure 6).
Cette minéralisation du C résiduel, correspond a 19+9 % de C minéralisé (Annexe 2). Les
coprécipités Al-Si n’ont pas de minéralisation supérieure au controle sur I'ensemble de la
période d’incubation (Figure 6). Aussi, d’'un point du de vu temporel, les modalités
nanoCLICs naturels, Fe-Al, C-Al-Si et Al-Si ont une minéralisation inférieure au contréle
durant, au minimum, les 15 premiers jours d’'incubation suggérant une adaptation de la
communauté microbienne différente du contrdle.

5.3.2.3. Minéralisation des nanoCLICs naturels et
synthétiques avec des ajouts d’acide oxalique

La comparaison de la minéralisation des modalités qui ont recu les ajouts d’AO et celle
qui n’ont recu ces ajouts est visible en Figure 7 et en Annexe 2.

Apres 131 jours d’incubation, les nanoCLICs naturelsao et synthétiques C-Fe-Alao et C-
Al-Siao ont une minéralisation supérieure avec les ajouts d’AQ, respectivement de 9, 17 et
12 % de C contre 1, 10 et 7 % sans les ajouts d’AO.

Apres chaque ajout d’AO sur les nanoCLICs naturelsao, la minéralisation du C est plus
forte suggérant un pic de respiration juste apres ces ajouts. Pour les nanoCLICs C-Fe-Alao
et C-Al-Siao, 'augmentation de la minéralisation du C apres les ajouts d’AO est observée
seulement a partir du jour 17 ou 24. Les modalités de nanoCLICs Fe-Alao et Al-Siao n’ont
pas montré de minéralisation supérieure lors d’ajout d’AO (Annexe 2).
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Figure 6. Quantité de C minéralisé cumulé de la DOPA (A-B), des nanoCLICs naturels (C-D) et
synthétiques (E-H). Ecart-type de 3 répétitions expérimentales. La quantité de C-CO; et du
pourcentage de C minéralisé sont calculés par soustraction du témoin Control_min (voir méthode
5.2.5).
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Figure 7. Quantité de C minéralisé cumulé des nanoCLICs naturels (A-B) et synthétiques (C-F) avec
ajouts d’acide oxalique. Ecart-type de 3 répétitions expérimentales. Les ajouts d’acide oxalique (AO)
sont figurés par une fleche noire (). La quantité de C-CO; et le pourcentage de C minéralisé sont
calculés par soustraction du témoin Control_min ou Control_oxalic_acid pour les modalités comportant
des ajouts d’AO (voir méthode 5.2.5). La représentation de I'axe des abscisses est tronquée afin de
mieux visualiser la dynamique de minéralisation apres des ajouts d’AO (représentation non tronquée
en Annexe 3).
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5.4. Discussion

5.4.1. Les coprécipités-nanoCLICs protegent le C de la
minéralisation

5.4.1.1. Une protection du C de la minéralisation

Dans les conditions incubées, les nanoCLICs naturels ont une protection quasi totale du
C face a la dégradation microbienne (1+1% de minéralisation). La DOPA seule est
minéralisée a hauteur de 65%2 % alors que les nanoCLICs C-Fe-Al et C-Al-Si contenant la
méme quantité de C sous forme de DOPA ont une minéralisation de 7+1 a 10+1 % (Figure
8). Les nanoCLICs synthétiques protegent donc une grande partie du C de la
minéralisation. Cependant, une partie du C des nanoCLICs synthétiques est accessible
contrairement aux nanoCLICs naturels. Ainsi, les nanoCLICs synthétiques confirme un
effet de protection du C mais ils ne reproduisent pas complétement protection du C des
nanoCLICs naturels. Suivant les caractérisations effectuées des nanoCLICs naturels issus
d’andosols et les nanoCLICs synthétiques (Chapitre 2 et 4 ; Basile-Doelsch et al,, 2005,
Levard et al,, 2012 ; Cam et al,, in prep), ils se distinguent, suivants :

L’hétérogénéité des MO coprécipités. Dans les synthéses, la MO est représentée par
la molécule de DOPA. Les fonctions chimiques portées par la DOPA, représentent
les fonctions chimiques du C de nanoCLICs naturels issus d’andosol (Chapitre 4B).
Mais en dépit de nombreuses fonctions chimiques, cette molécule simple ne peut
représenter 'ensemble des MO des MAOM des sols (Kleber et al.,, 2011; Schmidt et
al., 2011; Miltner et al., 2012; Angst et al,, 2021). Lors de coprécipitations de
diverses MO naturelles avec du Fe, les MO coprécipitées sont similaires aux MO
initiales (Eusterhues et al., 2011; Chen et al., 2014). Ainsi, les MO coprécipitées
peuvent étre tres hétérogenes.

Aussi, les cartographiques chimiques aux nano-échelles des coprécipités naturels
ont des proportions élémentaires hétérogenes spatialement, notamment entre les
éléments C, Al, Si et Fe (Cam et al.,, in prep ; Partie 4). Alors que les proportions
élémentaires des nanoCLICs synthétiques sont homogenes spatialement (Cam et
al,, in prep). Ces différences pourraient impacter la structure des nanoCLICs et, in
fine, impacter la minéralisation du C.

Aussi, les surfaces aux échelles micro a centi-nanométriques (Figure 2) sont
différentes entre les nanoCLICs naturels et synthétiques. Les nanoCLICs naturels
ont une structure en 3D avec plus de relief et d’irrégularités que les nanoCLICs
synthétiques. Ces différences de structures 3D pourrait impacter I'accessibilité des
MO coprécipitées aux micro-organismes.

Pour finir, le temps pourrait aussi expliquer cette différence de minéralisation. Les
nanoCLICs naturels sont probablement issus d'un processus long de
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coprécipitation qui se fait en équilibre sur le long terme avec les micro-organismes
du sol. Ainsi des MO coprécipitées les plus accessibles sont probablement déja
minéralisées contrairement aux nanoCLICs synthétiques qui n’ont pas eu
d’interaction avec des micro-organismes du sol.

Pour conclure de multiples hypothéses peuvent expliquer la différence de dynamique
entre nanoCLICs naturels et synthétiques. Mais dans les conditions incubées, les
nanoCLICs naturels comme synthétiques protegent le C de la minéralisation microbienne.

70

6512

[ ] Mineralization
|| Mineralization with oxalic acid inputs

15 4

Mineralized-C [%]

DOPA Natural C-Fe-Al C-Al-Si
nanoCLICs nanoCLICs nanoCLICs

Figure 8. Pourcentage de C minéralisé issu de la DOPA, des nanoCLICs naturels et synthétiques
avec et sans ajout d’acide oxalique. Ecart-type de 3 répétitions expérimentales. La quantité totale
cumulée est représentée apres 131 jours d’incubation. La modalité DOPA n’a pas recu d’ajout
d’acide oxalique.

5.4.1.2. Une protection influencée par les éléments
inorganiques coprécipités ?
La différence de minéralisation, faible mais présente, entre les nanoCLICs
synthétiques C-Fe-Al et C-Al-Si suggére une importance des éléments inorganiques

coprécipités dans la protection du C. Cette différence peut s’expliquer par diverses
hypotheses liées a leurs propriétés intrinseques :

» Les nanoCLICs C-Al-Si contiennent le deux fois plus d’Al que les nanoCLICs C-Fe-Al
(Figure 4). L’Al peut avoir un impact sur la minéralisation du C par un effet toxique
sur les micro-organismes (inhibition de l'activité enzymatique) et une acidification
du milieu (Wood, 1995; Kunito et al., 2016). Cet impact pourrait étre temporaire
pour certaines modalités, entre les jours 5 a 15 pour les nanoCLICs C-Al-Si ou bien
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jusqu’au jour 10 pour les nanoCLICs naturels qui contiennent majoritairement des
complexes d’Al-OM (Basile-Doelsch et al., 2005). L'impact de I’Al pourrait aussi
expliquer la plus faible minéralisation de la modalité Al-Si comparée au contrdle
sur 'ensemble de la période d’incubation.

» Aussi, la teneur en Fe des coprécipités pourrait influencer la minéralisation des
nanoCLICs C-Fe-Al. Et dans ce cas, favoriser la minéralisation des coprécipités avec
du Fe. Le Fe peut étre moins associé au C lors de plus fortes fluctuations de rédox
(Inagaki etal., 2020; Possinger etal., 2020). A chaque aération, I'eau perdue pouvait
atteindre 20 % au pic de minéralisation (J5 a 15 ; données non montrées). Cette
fluctuation pourrait entrainer des fluctuations de redox du Fe dans les nanoCLICs,
et potentiellement influencer la stabilité des liaisons avec le Fe. Toutefois, aucune
cartographie avant/apres incubation n’a été effectué, ce qui ne nous permet pas
d’attester cette hypothese.

* Pour finir, I'imagerie des surfaces des nanoCLICs C-Fe-Al est poreuses alors que les
surfaces des nanoCLICs C-Al-Si semblent plus compactes. Il est possible que cette
différence de texture influence I'accessibilité aux micro-organismes et donc leur
minéralisation. Ces différentes surfaces sont probablement liées aux différences
d’éléments inorganiques coprécipités.

Pour conclure, les différences de minéralisation et dynamique temporelle peuvent étre
liées a de multiples raisons. Malgré tout, cette expérience montre que la coprécipités-
nanoCLICs protegent une partie du C. Et que cette stabilisation peut varier en fonction des
éléments inorganiques coprécipités.

5.4.2. Les coprécipités-nanoCLICs sujet au priming effect

L’ajout d’acide oxalique (AO) sur les nanoCLICs naturelsao a provoqué un priming
effect de 900% (Figure 8). Ce priming élevé est expliqué par la minéralisation des
nanoCLICs naturels quasi nulle sans ajout d’AO. Les syntheses de nanoCLICs ont aussi un
priming effect entre 80 et 72 % pour les modalités C-Al-Siao et C-Fe-Alao respectivement.
Pour d’autres types de sol ou fractions de sols, le priming effect par apport d’AO est
variable entre 38 a 128 % (Hamer and Marschner, 2005; Jilling et al., 2021). Ainsi, les
coprécipités-nanoCLICs (naturels et synthétiques) sont sujets au priming effect quel que
soit les éléments inorganiques coprécipités.

Les processus associés au priming effect peuvent étre nombreux (Bernard et al.,
2022). Dans la littérature, I'ajout d’AO est associé a un priming effect dit « abiotic
mediated », c’est-a-dire que I’AO modifie les conditions physico-chimiques (pH, rédox ...)
de la solution du sol, ce qui diminue la stabilité des formes de MAOM (Jilling et al., 2021;
Bernard et al., 2022). Cette fragilisation est indépendante des micro-organismes, c’est-a-
dire que I'AO agit directement pour fragiliser les différents type de MAOM (Jilling et al.,
2021). Dans cette étude, un test préliminaire sur les nanoCLICs C-Fe-Al mis au contact
d’AO pendant 48h a montré visuellement une déstructuration de ces nanoCLICs (Annexe
4). Cette fragilisation était plus forte a pH plus faible, suggérant le role important des
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variations de pH dans la stabilité des nanoCLICs. Une baisse de pH augmente la solubilité
des phases amorphes d’Al (Liitzenkirchen et al., 2014) et de Fe (Grundl and Delwiche,
1993). La baisse de pH locale et I'ajout de fonctions carboxyliques a la suite des ajouts
d’AO pourrait alors déstructurer les nanoCLICs. L’'ajout d’AO pourrait fragiliser
directement les coprécipités-nanoCLICs et rendre accessible le C aux micro-organismes
alors capables de le minéraliser (Bernard et al., 2022). Cependant un priming effect par
stimulation de la communauté microbienne ne peut étre écarté, puisque le contréle a une
minéralisation du C issu de ’AO a hauteur de 42 %. Cette minéralisation de I’AO peut étre
une source d’énergie pour les micro-organismes alors capables d’influencer localement le
milieu ou bien de sécréter des enzymes pouvant fragiliser les nanoCLICs (Bernard et al.,
2022 et toutes les références associées). Ainsi, les nanoCLICs protege le C. Mais cette
protection diminue lors de l'interaction avec un exsudat racinaire sous forme d’acide
oxalique.

Lors d’ajout d’AO, le priming effect est plus important pour les nanoCLICs naturels que
les nanoCLICs synthétiques. Ce priming élevé est expliqué par la minéralisation des
nanoCLICs naturels quasi nulle sans ajout d’AO. Mais aussi par les différences entre
nanoCLICs naturels et synthétiques discutées en section 5.4.1. En plus de ces différences,
la communauté microbienne des nanoCLICs naturels de lI'andosol peut étre encore
présente et « réveillée » dans les microcosmes. Des micro-organismes spécifiques et
« adaptés » a minéraliser les MO fragilisées issues des nanoCLICs pourraient étre présent
dans les nanoCLICs naturels et absent des nanoCLICs synthétiques!.

5.4.3. Enjeux de la dynamique des coprécipités-
nanoCLICs

Les fractions fines des andosols peuvent avoir un age tres ancien jusqu’au millénaire
(Basile-Doelsch et al., 2005; Shimada et al., 2022). Ces fractions fines contiennent en
majorité du C sous forme de coprécipités-nanoCLICs (Chapitre 4 ; Cam et al., in prep).
L’incubation de nanoCLICs issus d’andosol ne montre aucune minéralisation significative
du C. Ainsi, cet effet de protection du C face a la dégradation microbienne explique I'age
élevé des fractions fines d’andosol.

En parallele, le priming effect du C observé sur ces nanoCLICs a lieu sur un temps court
via une interaction nanoCLICs, acide-oxalique et micro-organismes. La stabilité des
liaisons chimiques des nanoCLICs évolue alors en fonction des interactions avec les micro-
organiques et les plantes. Les coprécipités de type nanoCLICs pourraient donc participer
a une stabilisation du C des sols et, dans le sol rhizosphérique, participer a un cycle du C
sur un temps plus court (Figure 9).

I'Pour les raisons de stireté sanitaire, la culture de micro-organismes tropicaux n’est pas autorisée dans
les locaux du CEREGE. C’est pourquoi I'inoculum choisi est issu d’'un mélange de sol du territoire francais.
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Figure 9. Représentation schématique des nanoCLICs dans le cycle du C dans la rhizosphere d'un
andosol. Le C des nanoCLICs est protégé de a la dégradation microbienne, ce qui induit une
stabilisation du C. Mais le mécanisme nanoCLICs intervient aussi dans un cycle a court terme par
des interactions avec des exsudats racinaires (dans cette étude l'acide oxalique) et les micro-
organismes.

5.5. Conclusion

Les coprécipités-nanoCLICs protegent le C de la minéralisation. Cependant, l'ajout
d’'un exsudat racinaire, sous forme d’acide oxalique, a augmenté la minéralisation du C:
une minéralisation de 17% pour la modalité C-Fe-Al, 12 % pour la modalité C-Al-Si et 9%
pour les nanoCLICs naturels (de respectivement 10, 7 et 1% sans ajout d’acide oxalique).
Cette augmentation de minéralisation par l'interaction avec de l'acide oxalique est
caractérisée comme un priming effect. L’acide oxalique pourrait déstructurer les
nanoCLICs, permettant aux micro-organismes d’accéder aux éléments initialement
stabilisés. Les coprécipités-nanoCLICs pourraient donc participer a la stabilisation du C
des sols, et en méme temps, a un cycle du C sur un temps plus court par l'interaction avec
un exsudat racinaire.
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5.7. Annexes

Annexes 1. Expérience préliminaire : détermination de I'impact du nombre de
mesures de CO:z successives (e.g. dépression dans les incubateurs) sur la
minéralisation du C de DOPA.

La mesure de CO2 requiert le prélevement de 5 ml d’air dans chaque pot. Une
dépression peut donc se créer dans les pots par de multiples préléevements. Dans
I'expérience préliminaire ci-dessous, un test de remplacement par de I'hélium a la suite
de prélevements par l'analyseur de CO2 ne montre pas de différence significative de
minéralisation de la DOPA apres 7 préléevements successifs (Figure A). Nous avons donc
estimé que la dépression créée par les prélevements n’affecte pas significativement la
respiration microbienne jusqu’a 7 prélevements successifs. Par mesure de précaution et
pour une aération plus réguliere, nous avons limité a 4 prélevements successifs dans
I'expérience menée en Partie 5.
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Figure A. Test de dépression maximale par prélevements successifs de 5 ml. Test
effectué sur 2 mg de C sous forme de DOPA dans 1g de quartz calciné et suivant 2 teneurs
en humidité H1 et H2 (humidité massique de respectivement de 25 et 15%). Ecart-type

de 2 valeurs. Les chiffres 1 a 9 indiquent le nombre de prélevements successifs.
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Annexe 2. Quantité de C minéralisé cumulé des nanoCLICs naturels et
synthétiques avec ajouts d’acide oxalique. Ecart-type de 3 répétitions expérimentales.
Les ajouts d’acide oxalique (AO) sont figurés par une fléche noire (). La quantité de C-
CO2 issu des nanoCLICs est calculée par soustraction du La quantité de C-CO2 issu des
nanoCLICs est calculée par soustraction du Control_min ou Control oxalic_acid lors

d’ajouts d’AO (méthode 2.5).

Mineralization of

. Natural nanoCLICs
o C-Fe-Al - Fe-Al
C-Al-Si Al-Si
2
T A
15 +
o .| -
o 1 ’
s 1 o bt
o input ‘ —&
£ 05 + L ;‘i
T4y *ﬁﬁ* )
0 m!m——-w._i__i_.
e
0 10 20 30 40 150
2
Ie ./
1.5 +
« 1 VoY
- >
8 11 . ¢ A ..-f
o e P4
=] ',:m:-‘l” s s
0 e
‘_I 1l 1 L 1l 1 1 1 1 \l\ L
— | —
0 10 20 30 40 150
2
T+ E
15 +
S 1
o 17 }
o | }
m -
205 i Vi ; i
AR R
T l L L L L l\\ l
T T L] T T T 11\ T
0 10 20 30 40 150
Time [days]

Mineralization with
oxalic acid inputs of

£

'S

ae3
(=]

—
w

Mineralized-C [%]
w

(=]

Mineralized-C [%]
o

(=]

[ae]
(=]

-
w

Mineralized-C [%]

(=]

-
(=]
|

-
w
|

-
(=]
|

-
(=]
|

w
1

Natural nanoCLICs

CFe-Al & FeAl
C-ALSi . A-Si
- B
I L I
i VO kit
by 1: S

gEabe—ges——S8sd 49
——
0 10 20 30 40 150
L D i
[ L v
I ‘ it
1 L l B ié'#‘t ’
Ly l i ; RS L
1-5..M.4“
- L : L : : - l : ‘l\l\ l
0 10 20 30 40 150
L F
[ T

[
S N R R :
e et
0 10 20 30 40 150
Time [days]

- 248 -



Annexe 2. Suite.
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Annexe 3. Quantité de C minéralisé cumulé des nanoCLICs naturels et
synthétiques avec ajouts d’acide oxalique (axe non coupé). Ecart-type de 3
répétitions expérimentales. Les ajouts d’acide oxalique (AO) sont figurés par une fleche
noire (}). La quantité de C-CO2 issu des nanoCLICs est calculée par soustraction du
Control_min ou Control_oxalic_acid lors d’ajouts d’AO (méthode 2.5).
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Annexe 3. Suite
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Annexe 4. Test préliminaire d’ajout d’acide oxalique et d’oxalate sur les
nanoCLICS C-Fe-Al.

Nous avons testé une possible altération des nanoCLICs C-Fe-Al par contact avec
de I'’eau ultra pure, de I'acide oxalique a pH 1.7 et de 'oxalate a pH 6. La concentration en
C de l'acide oxalique et l'oxalate était égale a 75 ugC.50uL-l. Chaque fragment de
nanoCLICs C-Fe-Al était en contact de 50 pL de solution. Le pKa 1 et le pKa 2 de 'acide
oxalique sont respectivement a pH 1.2 et 4.3, la protonation de I'acide oxalique et de
I'oxalate était donc différente. Apres 2 jours, aucune altération des nanoCLICs n’est
remarquée en contact avec de '’eau. Alors que le contact avec de I'acide oxalique et de
I'oxalate montre une altération des nanoCLICs. Visuellement, 'intensité de cette altération
était plus forte pour I'acide oxalique que pour I'oxalate. Ce test préliminaire nous a permis
(i) d’attester une altération chimique des nanoCLICs par I'acide oxalique et I'oxalate et (ii)
d’attester de I'importance du pH dans cette altération. Pour I'expérience menée dans le
Chapitre 5, I'acide oxalique a été ajouté a pH 4.6 pour se situer entre le pKa 1 et pKa 2 de
I'acide mais aussi afin de représenter le pH autour certaines racines (Hinsinger et al.,
2003).

Water Oxalate pH =6 Oxalic acid pH=1.7

Hinsinger, P., Plassard, C., Tang, C., Jaillard, B., 2003. Origins of root-mediated pH changes
in the rhizosphere and their responses to environmental constraints: A review.
Plant Soil 248, 43-59. https://doi.org/10.1023/A:1022371130939
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6. Synthese, conclusions et perspectives de
recherches

L’étude de coprécipités dans des fractions fines d’andosols et dans des systemes
synthétiques permet de conclure sur (i) leur(s) structure(s) et la nature des interactions
élémentaires ainsi que sur (i) leurs fragilisations/déstructurations liés a des évolutions
physico-chimiques. Aussi, (iii) 'apports de fertilisants organiques (OF) sur un andosol
permet de discuter de I'impact des OF sur les coprécipités. Ces trois thématiques sont
abordées ci-dessous et représentées par un schéma conceptuel de synthese (Figure 1) :

6.1. La nature des coprécipités

L’étude d’'un andosol, sur I'ensemble du profil de sol, a montré que le C est
majoritairement sous forme de coprécipités (Chapitre 2). Les coprécipités comportent
diverses MO et des éléments inorganiques amorphes plutét de type nanoCLICs (Chapitre
2 et 4). Dans ces coprécipités-nanoCLICs, les éléments peuvent étre liés par des liaisons
covalentes entre des cations métalliques (Al/Fe) et des fonctions de molécules organiques
(cathécol/carboxyle) et par un piégeage des molécules organiques dans des structures
inorganiques amorphes (Chapitre 4B). Ainsi, nous supposons que les éléments
inorganiques issus de l'altération minérale et des molécules organiques co-précipitent
dans les andosols. Ces coprécipités-nanoCLICs stabilisent le C de 'andosol étudié puisque
cette association diminue tres significativement l'accessibilité du C (et possiblement
d’autres éléments tel que I'N et le P) aux micro-organismes du sol (Chapitre 5).

Le processus d’altération minéral relarguant des éléments inorganiques
nanométriques de concert avec un processus de dégradation de matieres/molécules
organiques, n’est pas spécifique aux andosols. Les solutions de sols comportent divers
éléments organiques et inorganiques (Strobel et al., 2001 ; Kaiser et al.,2002). De plus, en
laboratoire, le processus de coprécipitation est réalisé pour des MO tres diverses et divers
éléments inorganiques : Al, Fe, Si, Mg, etc (Chapitre 4 et5 ; Eusterhues etal.,, 2011; C Chen
etal, 2014; Tamratet al,, 2018, 2019; Possinger et al., 2021; Lenhardt et al., 2022; Cam et
al,, in prep). Ainsi un processus de coprécipitation, potentiellement de type nanoCLICs,
pourrait avoir lieu dans divers types de sols. L’'une des perspectives de recherche de ce
travail de thése serait d’essayer de déterminer la présence de coprécipités, notamment de
type nanoCLICs, dans d’autres types de sol, et possiblement, de quantifier 'importance de
ces coprécipités.
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6.2. Fragilisation/déstructuration des
coprécipités

La mise en culture d’'un andosol a induit une perte de C issus de coprécipités-
nanoCLICs jusqu’a 30 cm de profondeur (Chapitre 2). La baisse de pH du sol, reflete des
changements de conditions physico-chimiques qui pourraient étre a l'origine d'une
déstructuration/fragilisation de coprécipités contenant du C, mais aussi de I’'Al, du Si et
du Fe (Chapitre 2). En parallele, I'ajout d’acide oxalique (un exsudat racinaire) a
déstructuré/fragilisé des coprécipités-nanoCLICs, dont le C est rendu accessible aux
micro-organismes alors capables de le minéraliser (Chapitre 5). Cette déstructuration est
suspectée d’étre issue de la baisse de pH locale et de I'apport de fonctions carboxyliques
par I'ajout d’acide oxalique. Ainsi, le C des coprécipités-nanoCLICs pourrait étre accessible
aux micro-organismes dans des hot-spots de bouleversements de conditions physico-
chimiques.

Aussi, suite a d’'une déstructuration de nanoCLICs, des éléments comme le Fe ou le Si
pourraient étre, en partie, libérés dans la solution du sol et possiblement accessibles aux
racines. Le Fe et le Si sont des éléments essentiels pour certaines plantes (Brown, 1978;
Meunier et al,, 2022). Une seconde perspective de recherche serait d’étudier si le Fe et le
Si issus de nanoCLICs fragilisés est accessible aux plantes.

6.3. L’apport de fertilisants organiques peut-il
former des coprécipités ?

L’apport de matieres organiques sous forme de compost et de lisier sur un andosol n’a
pas montré une détection de C additionnelle dans les fractions fines durant 15 ans
d’apport continus (pas d’augmentation quantitative de C dans les fractions fines de
I'andosol amendé). Au contraire, ces fractions fines ont une plus faible quantité de C que
les fractions fines de I'andosol sans apport d’OF dans I'horizon le 0-20 cm. En parallele, la
quantité d’Al, de Fe et aussi de Si extraits par pyrophosphate sur le sol bulk est aussi plus
faible dans les sols amendés sur I'horizon 0-20 cm. Ces changements conjoints nous
poussent a considérer une quantité de coprécipités différentes entre I'andosol amendé et
non amendé. Toutefois, de nombreux changements ne permettent pas d’identifier si (i)
des coprécipités sont déstabilisés par des bouleversements physico-chimiques
(augmentation de pH) par les apports d’OF ou bien si (ii) 'andosol non-amendé a une
augmentation de quantité de C coprécipité. Une perspective (projet MITI en cours) de ce
travail serait d’analyser I'dge par analyse de 1#C du C des fractions fines de I'andosol
amendé et non amendé. Ces dges moyens pourraient permettre de savoir si les fractions
fines du sol controle sont aussi « jeunes » que celle du sol amendé. Et ainsi pouvoir
trancher entre les deux hypotheses.

Aussi, les fractions inférieures a 20 um comportent un peu de OF-C dans I'arénosol
(dans I'horizon 0-10 cm pour les apports de compost et dans I'horizon 0-20 cm pour les
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apports de lisier) et dans I'andosol (dans I’horizon 0-10 cm). A ce jour nous ne savons pas
si ce C issu du compost est (i) associé a des minéraux ou (ii) bien sous forme de POM
inférieures a 20 um. Une autre perspective de ce travail serait d’essayer de distinguer la
forme du OF-C dans ces fractions fines, afin de déterminer s’il est stabilisé ou non.

Pour conclure, la coprécipitation de matiéres organiques avec des éléments
inorganiques issus de I'altération minérale, sous forme de nanoCLICs, est possible dans
certains sols. Les coprécipités-nanoCLICs participent a la stabilisation des matieres
organiques de ces sols. L'importance de cette forme de stabilisation dans divers types
de sols et son temps de formation reste inconnus. Cependant, par leur stabilité, ils
pourraient contribuer au stockage de C des sols.
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Figure 1. Schéma conceptuel du travail
du these. De gauche a droite, ce schéma
représente la  caractérisation de
coprécipités effectués dans un andosol
en forét. Puis I'évolution de la stabilité
des coprécipités en fonction des
évolutions physico-chimiques: induite
par des interactions coprécipités-
exsudats racinaires-micro-organismes
ou par la mise en culture du sol. Enfin
dans un contexte d’apport de MO au sol,
représenté a droite du graphique, une
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fractions fines sur le 0-10 et 0-20 cm.
Enfin, en bas du schéma, quelques
perspectives de recherches sont
annotées.
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