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pour la mise en forme de ce manuscrit. Qu'il trouve ici le témoignage d'
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La Biologie du sol et le rdle des organismes vivant dans le sol
sont reconnus depuis de nombreuses années (Pédologie Biologique). L'accent
a surtout été mis sur l'activité microbienne ; quelques précurseurs ont en—
gagé des études sur la faune du sol, et des travaux intéressants ont porté
sur les rbles mécaniques. Cette démarche importante a été d'un intérét ca-
pital (PONOMAREVA, 1950, 1959 ; KUBIENA, 1953 ; SAUSSEY, 1956 ; SATCHELL,
1958, 1960 ; PARLE, 1963 ; HARTMANN, 1965 ; JEANSON, 1966 ; MURILLO, 1966 ;
MALDAGUE, 1967 ; LEVEQUE, 1967 ; BOUCHE, 1972 ; BABEL, 1972 ; ATLAVINYTE,
1973 ; REISINGER et KILBERTUS, 1980 ; BACHELIER, 1971). La mise en oeuvre
de techniques nouvelles laisse prévoir un développement important de ces
travaux.

St l'activité des organismes qui vivent dans le sol dépend des
propriétés du sol, inversement ces organismes exercent un contrdle étroit
sur la nature et la forme des composés organiques du sol, ainsi que sur cer-
taines propriétés physiques essentielles (structure par exemple). Il en
résulte que l'étude physico-chimique des sols est inséparable de 1'étude
des organismes qui y vivent.

La biologie des sols a pour but d'analyser les interactions en-
tre ces organismes et le milieu minéral, dans le cadre des écosystémes
sol-végétation. Les interactions entre la faune du sol et la matiére orga—
nique entrent dans le cadre des préoccupationsdes biologistes du sol.

Pour mener d bien ces recherches dans le domaine de 1'observa-
tion et dans celui de l'expérimentation, le biologiste du sol doit faire
appel a la chimie (chimie des substances humiques, physico-chimie des
surfaces, etc...), technique qui constitue pour lut l'outil néecessaire d
la mise en évidence des réactions imnombrables impliquées dans ces inter-
actions.



leur queue aplatie s'accroche & l'ouverture de leur galerie, tandis qu'’is
trient ou consomment la litiére. Ils peuvent. se rétracter rapidement dans
leur terrier. Ils creusent des galeries profondes (5 3 6 m) et rejettent en
surface de nombreux turricules.

Les feuilles constituant un aliment pour cette faune lombricienne, il
est essentiel, avant toute étude, de connaitre les caractéres chimiques et
biochimiques des composants des feuilles qui tombent sur le sol (ici, feuil-
les brunes d'une essence particuliére : le hétre).

3.- Nature des produits végétaux entrant dans la composition d'une
teuille de hétre et Teur transformation au cours du transit in-
testinal des vers de terre aneciques

L'humification commence avec le brunissement des feuilles. Dés la
sénescence des feuilles de hétre, 1'apparition de la pigmentation brure ccincid
avec la diminution de la concentration en monoméres phénoliques (TISSUT, !1948)
et la formation dans la cellule, d'amas opaques aux €lectrons .visibles en micros-~
copie électronique 3 haute résolution (TOUTAIN, 1981). La nature des substances
constituant ces amas est actuellement mal connue, et ‘1'on peut supposer, pzar
analogie avec d'autres végétaux, qu'ils résultent pour une part de réactions
entre les produits d'oxydation des polyphénols et les protéines foliaires
(MANGENOT et al., 1966 ; ANDREUX et al., 1979). Ces substances sont-elles dzs
macromolécules préhumiques ? De toute fagon, leur transformation au cours de
1'humification est importante & suivre et nous nous proposons d'étuder leur
évolution pendant le transit intestinal des vers anéciques et leur devenir au
cours du vieillissement des déjections. Il s'agit 13 d'une voie originale d'hu-
mification.

Nous n'étudierons pas, par contre, les transformations d'ordre mécsni-
que apportées par les vers de terre (formation de turricules, de galeries, ré&-
gulation de la porosité), ni leur rdle vis-d-vis de 1l'activité& microbiologique
(dispersion des germes, etc...). Nous nous limiterons 3 1'étude des conséquen-
ces du métabolisme et des actions digestives des lombriciens anéciques sur les
états de la matiére organique.

Notre étude traitera donc les points suivants :

1.- Etude préliminaire de la composition de la feuille, aliment des
anéciques. Mise au point des méthodes d'étude de ce matériel essentiellement
carboné.

2.- Etude de 1'évolution des produits d'origine foliaire au cours du
transit intestinal au contact de la matiére minérale et de leur incorporation
au sol dans 1'horizon Ay, en milieu naturel et en milieu contrdlé.

“

Sachant que 1'état global de la matiére organique du sol est, pour une
part importante, le reflet de l'activité de la faune lombricienne dans les mull
le but de ce travail est donc d'essayer de connaitre le rdle des vers de terre
anéciques dans .la transformation et 1'humification de la matiére organique
d'origine foliaire. ’
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MATERIEL ET METHODES

I.- DEMARCHE GENERALE

Entre les feuilles ingérées et les féces émis, d'importantes modifi-
cations chimiques sont intervenues. D'ailleurs, longtemps encore aprés 1'émis-
sion des rejets, l'action digestive animale a des conséquences sur les proces-
sus d'humification. La variété des processus est complexe et difficilement mesu-
rable (assimilation des substances, rejet d'excrétats intestinaux, etc...). Nous
laisserons de cGté tous ces échanges physiologiques, et nous nous limiterons 3
1'étude de 1'évolution qualitative des matiéres transitant par le tube digestif,
en distinguant divers &tats dans le '"brassage pédo-intestinal" dG aux lombri-
ciens : contenu intestinal (endentére), turricules frais, turricules 3gés, ho-
rizon Aj|. Des caractérisation comparatives seront faites a ces différents états,
en ayant recours aux moyens analytiques classiques : méthodes de fractionnement
et d'extraction, analyses chimiques des principaux &léments, observations au
microscope 3 haute résolution.
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Figure 1.- Schéma des divers états du brassage pédo-intestinal




I1.- STATION D'ETUDE

La station étudiée se situe dans la région d'Epinal (départemen: des
Vosges), 4 la limite des Basses Vosges gréseuses et de la plaine lorczize.

La climatologie de la région a été étudiée par CACHAN (1974) ; la tempé-
rature moyenne annuelle est de 8°7. Aucune moyenne mensuelle n'est inférieure 3 :
- 0°5, ni supérieure a 17°C. L'amplitude moyenne annuelle des variations de tep-:
pérature est assez forte (17°5). La pluviométrie est en moyenne comprise entre
900 2 1 200 mm d'eau par an, avec une répartition mensuelle assez réguliére, ‘
puisqu'il pleut chaque mois plus de 60 mm, avec un minimum en octobre et 3% maxi-:

ma (novembre-janvier ; fin du printemps et &té).

La station a été établie dans une hé@traie acidiphile d'une centaine
d'années (avec quelques chénes dispersés) sur limons, reposant sur alluvions an-’
ciennes des terrasses de la Moselle. i

L'humus est de type mull, et le sol, un sol lessivé glossique polyc vCll-g
gue. La description du profil et les analyses de caractérisation repor:é
aprés, sont dues & CAILLIER (1977).

On observe dans la station de trés nombreux turricules dus pour 1

a

‘p [R5
part 3 Nicodrilus (Nicodrilus) velox (BOUCHE 1967). Cette souche lombricie:
fait partie de la catégorie des "anéciques'". C'est une espéce assez mor,ta;ique;
de longueur remarquable (400 3 600 mm), 4,5 & 7 mm de largeur et d'un pcids

d'environ 10 g. Sa forme est cylindrique, avec aplatissement caudal. La pigmen-
tation cutanée est irisée et brun noirdtre. La morphologie externe et la syst
matique de cette espéce ont été décrites par BOUCHE (1972).

Cette station a été choisie, car elle semble &tre un excellent exempie
de station & mull, dans laquelle les turricules de Nicodrilus velox parszément !
l'ensemble du site avec une trés forte densité, ce qui n'est pas rare dans
te cette région des Basses Vosges. D'autre part, il s'agit d'une hétraie ; la
litiére est donc presqu'exclusivement constituée de feuilles de hétre (Fagus
sylvatica), dont nous commengons 3 connaitre les caractéristiques et les prin-
cipales voies de transformations (TOUTAIN, 1974 et 1982).

(SRS

Résultats analytiques

————

Granulométrie % M.0 Bases échangeables m.e./100g | Elem. libres %o
Prof. | Hor. pH " “1c% NX |C/N 100T —
A. | L.F.}L.G.|S.F.|S.G. Ca Mg X S T Fe Al Si
0- 15| Ay 4,4 {15,4{43,1{15,2{ 3,0 7,5|4,66{2,33|0,148 15,7 1,7{0,32(0,25({2,27| 9,3|24,4]12 _ 3,7 i
15- 45| A2 4,05{19,4/41,3/19,9| 3,8/ 8,0{2,06|1,030,072}14,3| 0,3/0,08{0,06/0,44| 6,8{ 6,4 )1,5! 3.7 L‘i
45- 60 | A,8y |4,35( 28,2|35,8{18,8{ 3,9| 6,80,62|0,31/0,046{ 6,7 0,3/0,22]0,09{0,61{ 8,5 7,1{18,5} 5,4 ZL
60- 80 | Bpjyq | 4.95|36,932,1|13,7| 3,2 6,7{0,3410,17|0,044| 3,8} 0,8|1,08/0,1212,0 |11,3|17,722,5 6,0 Z;i
80-150 | Boprq | 4,95 36,5 33,21 15,4} 3,6 6,6/0,300,15{0,045| 3,3} 2,1|1,880,144,12|13,5 30,5 | z2 8,7 a
150-220 | 11Byq | 4,85 | 48,1 {20,5] 6,0 | 4,715,7|0,32|0,160,044| 3,6 2,8|2,39)0,08 5,27 |13,339.6)27 6,0 1,7

> 220 | 11Ic {4,85{54,4|18,3| 6,41 4,813,00,34|0,17{0,055| 3,1 3,4|2,60|0,11}6,11|15,0{40,7 37,5} 7.5 2,0

Le pH acide, le taux de saturation trés faible dans 1'horizon A2, 1'indice
d'entrainement de 1'argile, en font un sol lessivé. L'existence de bandes ver-
ticales décolorées correspondent a un sol glossique. Plusieurs génératicns de
Timons & pédogénéses successives & effet cumulé en font un sol polycyciique.




SOL LESSIVE GLOSSIQUE POLYCYCLIQUE - U.S.A. :

Profil de THAON-1es-VOSGES

Aeric Fragiaqualf & Aeric Glossaqualf - F.A.0. :

Dystric podzoluvisol.

: 48°14'30" - Altitude : 377 m.

Replat Ye plus haut de la terrasse 55-60 m réduite & un lambeau étroit en position haute (inversion de relief)

21tg> 3 écoulement rapide

Limon argilo-sableux brun foncé (7,5 YR 5/2) 2 structure grumeleuse irrégulidre
trés bien développée ; nombreuses racines horizontales ou verticales de tout

Limon argilo-sableux brun jaunitre (10 YR 5/6) 3 structure grumeleuse moyenne
bien développée ; nombreuses racines horizontales 3 subhorizontales ; trés nom-
breuses galeries de vers et d'animaux fouisseurs remplies de matériau de 1'ho-
; quelques petits galets siliceux.

Limon argfleux brun rougeitre (10 YR 5/6) 3 structure lamellaire moyenne trés
bien développée ; taches d'hydromorphie jaune rougedtre (7,5 YR 6/6) et gris
clair (10 YR 7/2). Nombreuses racines en décomposition ; galeries de vers a
colmatage de matériau issu des horizons Aj et A2. Quelques galets siliceux ;
quelques fines concrétions organo-ferromanganiques (2 3 3 wm).

Argile limoneuse panachée de brun jaundtre (10 YR 5/8), de jaune brun (10 YR 6/8)
et de gris (pdle (10 YR 7/1) ; structure lamellaire 3 polyédrique subangulaire
moyenne 3 grossidre, & surstructure prismatique grossiére ; agrégats assez com-
pacts ; fréquents revétements argileux minces et discontinus, associés 3 des films
de manganése sur les plans lamellaires. Fantdmes de glosses digérés par pédoturba-
tion. Limite graduelle marquée par le commencement des glosses.

Argile limoneuse brun jaundtre (10 YR 5/8) avec des bandes gris pdle (10 YR 7/1) ;
structure polyédrique angulaire 3 prismatique grossidre bien développée. Agrégats
tras compacts ; revétements discontinus d'hydroxydes de fer (2,5 Yk 4/6) sur les

Existence de poches 1imoneuses .2 structure lamellaire grossidre,trés compactes,

Les glosses ont une structure fondue.

Argile jaune brunitre (10 YR 6/6) 3 taches moyennes diffuses contrastées rouges
(10 R 4/6). Structure polyédrique subangulaire moyenne trds bien développée.
Quelques petits galets sfliceux.

Les glosses sont verticales, grises (10 YR 6/1), avec des digitations subverti-
cales. Elles peuvent &tre soulignées par un liseré brun jaundtre (10 YR 6/8) a
rouge (10 R 4/6). Le colmatage est argileux et souvent accompagné de radicelles ;

Limite graduelle avec augmentation de 1a teneur en galets.

Argiles bariolées de brun foncé (7,5 YR 5/8), de rouge (10 R 4/6) et de gris

(10 YR 6/1). Structure massive. Certaines zones gleyifiées prolongent les glosses
de 1'horizon supérieur, ou s'infiltrent entre des joints de stratification ;
galets stliceux et minéraux altérés.

[.G.N. : 1/25 000 Mirecourt 7-8 - E : 6°23'49" - N
Lieu dit "Bois d'Oncourt" sur la rive gauche de 1a Moselle, & 50 m de 1a route Thaon-les-Vosges-Oncourt.
Topographie :
et entaillée par des vallons transversaux.
Roche-mére : Limon argileux sur alluvions quaternaires fluviatiles anciennes.
VEgétation : Hétre dominant, Chéne. Strate herbacée rare ; ronces.
rainage : Pr_‘é:ence d‘une nappe temporaire hivernale perchée ayant comme plancher 1'horizon B
11é aux caractéres géomorphologiques de cette terrasse.
0- VAV VIEVIEVIRY
/ A diamétre.
r 1 Limite diffuse ondulée.
sl [77 777771
R _ —
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III.- METRODES DE RECOLTE DES DIVERS ECHANTILLONS SUR LE TERRAIN ET

CONSERVATION
Pour préciser le role des anéciques dans les "mull forestiers".
il est nécessaire de connaitre la nature du sol affecté par leur actixz?é,
Ces lombriciens mélangent en fait diverses fractions du sol (litiére, fr;

tions organiques variées, éléments minéraux, de différents horizomns), qu'ils
ingérent, brassent dans leur tube digestif et rejettent dans le sol (rejets)
ou sur le sol (turricules). C'est pourquoi 1l'ensemble des analyses que nous
avons faites a été effectué sur des états successifs de ce que nous appelons
le brassage "pédo-intestinal".

1.- La litiére et les feuilles

Les apports de litiéres racinaires, ainsi que les pluvicless:-~
vats, ne seront pas étudiés ici. Les feuilles tombent sur le sol quelgues s¢
maines avant la saison froide (début & mi-novembre). L'apport annuel de Litiﬁm
re est de 1'ordre de 3,5 T de matiére séche par hectar et par an (160 kg d*
ments minéraux) dans la station étudiée (GURY M., Communication personnelle

Cette litiére de hétre est composée pour 75 7 de feuilles, environ 15 % de t-i3

dilles, 9 7 d'écorces et 0,3 7Z de fruits (NIELSEN et al., 1964 ; DUVIGNEAUD ec

al., 1974). Les feuilles représentent donc la plus grande partie des vetamizz:,

Les cellules de ces feuilles sont remplies de produits bruns, opaques
aux électrons (TOUTAIN, 1981), et il est important de savoir si ces substances
peuvent servir de nourriture aux vers et si ce sont des macromolécules préhu-
miques. Pour cela, nous avons cherché & les isoler, & étudier l'actiomn ces
réactifs classiquement utilisés pour les substances humiques et 3 comparsr <et-
te action 3 celle de certains solvants organiques. Ces études rendent now;
de 1'efficacité des différents solvants vis—a-vis de l'extractibilité gz
du carbone et de l'azote, mais également de la nature chimique des campr«?s
traits par les solvants les plus efficaces.

Nous avons étudié les transformations que subissent, dans la station,
les feuilles brunes (FBr) 3dgées de moins d'un an, et les feuilles blanchies
(FB1) agées de deux ans, et envahies par la microflore fongique des pourritu-
res blanches (TOUTAIN, 1974 ; REISINGER et al., 1978), et cela, au cours de
la période d'activité lombricienne 3 Thaon, soit de mai 3 fin octobre. Tout<s
ces études ont &té faites sur des feuilles séchées d@ 1'air et broyées au hroye
mixeur.

2.- L'endentére et les déjections

L'activité des anéciques se traduit par le creusement de gale-
ries et l'émission de déjections. Une partie de ces déjections est abandcnnde
en surface sous forme de turricules, tandis que 1'autre partie est rejetége
dans le sol, et contribue a reboucher la galerie que venait de creuser 1'
mal (rejets). Les turricules ne représentent donc qu'une fraction de scl
tivement absorbé et brassé par les vers (GRAFF, 1967 ; BOUCHE, 1972). Ma
ils entrent dans la constitusiion d'une bonne partie de 1'horizon Aj. Dans =oill
station, par exemple, dans les dix centimétres superficiels, 30 7 envircn r=
1'horizon sont des turricules caractérisables sur lame d'humus.

Les anéciques se nourrissent principalement au crépuscule (du soir ou
du matin) (KRETZCHMAR,1977,1978\Cette alimentation s'interrompt dés que la tem’
perature descend au-dessous de 0°C (BOUCHE, 1972). La durée du transit est
d'environ 16 heures pour un ver anécique de taille normmale, mais pour NlriLQE%
lus velox, cette durée doit €tre supérieure du fait de sa grande taille T (ROUCH
‘communication personnelle). ;

- | | R |
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- L'endentére : l'endentére est le contenu du tube digestif. Pour en
connaitre les caractéristiques chimiques, biochimiques et microbiologiques,
l'endentére est prélevé sur des vers récoltés par la méthode au formol (RAW,
1859 revu par BOUCHE, 1969), mais que nous avons Légérement modifiée. Au lieu
d'étre versée en pluie sur le sol, la solution de formol a 5 %o est versée d -
l'atde d'un entonnoir ou d'une seringue dans le trou central d'un turricule.
Cette récolte est effectuée avant 11 heures du matin, parce que les vers ané-

Y

ciques de Thaon émettent leurs déjections d cette période.

Les vers sont tués ensuite trés rapidement dans de l'eau bouillante,
sans qu'ils se contractent ou senroulent (mort instantanée en détente). La ré-
colte de l'endentére s'effectue par dissection. Celle-ci se pratique par ou-
verture de la ligne médio-ventrale (l'animal étant épinglé au fond d'un bac
d dessection).

- Les turricules : Les féces ont généralement des teneurs en carbone
supérieures a celles de la terre d'origine (RAFIDISON, 1979), et leur couleur
permet souvent de reconnaltre la profondeur du prélévement initial (par exemple
au niveau des glosses décolorées). Ces turricules sont constitués par un amas
de petits cylindres de 4 mm de longueur et de 3 mm de diamétre, généralement de
couleur brune. Il y a un petit canal central qui monte jusqu'au sommet, et le
vers construit le turricule en &vacuant les petits cylindres autour de ce canal.

Définition : turricule frais = turricule d'un jour au plus
turricule 4gé = turricule dont les petits cylindres ne sont plus
reconnaissables (dgés de 3 4 5 mois)

Plusieurs kilogrammes de ces turricules sont récoltés, puis mélangés.
Les échantillons pour analyses sont prélevés dans ce mélange.

Iv.- LA MODELISATION EXPERIMENTALE

Nous avons essayé de suivre, par voie expérimentale, mais en milieu
forestier, 1'étude des processus de décomposition et d'humification des feuil-
les, via le tube digestif des lombriciens, en les simplifiant au maximum. Les
animaux sont maintenus dans leur sol d'origine et dans le microclimat édaphique
initial (station de Thaon), mais ils restent isolés dans des sacs en toile mé- :
tallique. : i

Milieu d'élevage et dispositif

Nous avons utilisé des sacs de laiton 3 mailles carrées de 1,5 mm. Ces
sacs sont de forme cylindrique (hauteur 80 cm et diamétre 70 cm). Ils sont en-
terrés et remplis d'un sol 3 trés faible teneur en matiére organique (horizon ‘
Bt profond de la station, 3 0,3 7 de carbone). Les lombriciens y sont introduits -
(une quinzaine d'individus par sac) et maintenus en "élevage" en conditions re- :
lativement proches des conditions naturelles (Figure 2).

La souche lombricienne utilisée est le Nicodrilus velox de la station,
qui représente environ 80 7 de la biomasse lombricienne de la station, selon ;
une estimation faite par la méthode au formol. Cette estimation supposerait, ]
dans notre cas, une biomasse anécique d'environ 6 i 7 vers au m2. Les vers uti- |
lisés sont adultes et sexuellement mirs ; certains sacs 'témoins" ne regoivent
pas de vers.
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Figure 2.- Schéma du dispositif expérimental (introduction de vers dans un
horizon Bt)

Au-dessus de chaque cylindre, nous avons apporté, soit des feuiiles
brunes et récentes, prélevées dans le voisinage, soit des feuilles plus ancien
nes, blanchies par les pourritures blanches, et prélevées elles~aussi, dans 12
station. Les quantités apportées sont de 500 g/m%, largement supérieures aux
‘besoins des anéciques. L'expérience a commencé au mois de mai 1980 et a duié
7 mois. Les traitement sont les suivants :

1. Horizon B¢ + feuilles brunes + lombriciens,

2. Horizon By + feuilles blanchies + lombriciens,
3. Horizon A] sans feuilles, mais avec lombriciens
4. horizon B¢ + feuilles brunes sans lombriciens.

L'étude cherche 3 définir le rdle des vers anéciques dans la transfor-
mation du matdriel végétal 1ngere et son humification au contact du matériel
minéral (apparition éventuelle d'agrégat).

V.- METHODES

1.- Méthodes de fractionnement de la matiére organique des so
et des turricules

Le but du fractionnement de la matiére organique est de regr
per dans des mémes fractions, des matiéres organiques de méme nature. De nom-
breuses méthodes de fractionnement ont &té proposées pour les sols (DUCHAUFOUR
et JACQUIN, 1966). Ces méthodes présentent toutes des inconvéniente ef des ii-
mites de validité. Nous avons adopté la méthode de BRUCKERT et al. (i5:3% wo”
difiée par BRUN (1978). Cette méthode est la suivante :
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Agitation préalable dans l'eau pendant 18 heures, en présence de billes d'aga-
te (pour disperser les microagrégats), puis tamisage 4 100u et 50u. C'est dans
la fraction inférieure 4 50u que se rencontre l'essentiel de la partie humi-
fiée du prélévement, mais BRUN a montré que dans certains humus (hwnus de type
moder ou dysmoder), il y avait encore beaucoup de débris végétauxr peu transfor-
més dans cette fraction. C'est pourquoi il est utile de pratiquer deux sépa—
rations densimétriques au bromoforme-alcool & d = 1,8 : la premiére permet de
séparer les petits fragments de feuilles et les boulettes fécales holorgani-
ques (matiére organique fraiche), la deuxiéme, aprés agitation ultrasonique
pendant 30 secondes, fait remonter l'humine héritée (boulettes fécales de Col-
lemboles et d'Enchytraéides, alourdies par ingestion de grains de quartz).
C'est sur le culot, appelé matiére organique liée (matiére organique lourde)
que sont extraits les acides alcalino-solubles (acides fulviques et acides hu-
miques) ; le reste, "matiére organique inextractible”, correspond d l'humine

"insolubilisation (il s'agit en fait de l'humine d'insolubilisation + humine
microbienne, constituée de parois et résidus de la microflore).

Signalons que, pour les tarricules, nous avons effectué des tests de
décarbonatation préalable avec HC1 N/100 (pendant 4 heures, rapport 1 g/100ml)
a froid, afin de vérifier si les cristaux de calcite excrétés dans 1l'endentére
par les glandes de Morren (BAL, 1977 ; BOUCEE, -1972 ; SATCHELL, 1856) ne
jouaient pas un certain rdle dans 1'agrégation.

ECHANTILLON .

Agitation
Tamisage
Fraction > 100 p 50-100 u 50 u
M.0. fraiche M.0. fraiche
lére Séparation
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Humine M.0. liée
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microbienne

Figure 3.- Schéma général du fractionnement de la matiére organique des sols
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2.- Extractions et purification des composés humiques

Les extractions permettent d'isoler des substances humiques
qui se définissent par leur caractére de solubilité (acides humiques et aci-
des fulviques) ou leur liaison avec les argiles (composés non extractibles
ou humine d'insolubilisation).

a.- Extraction sur le matériel foliaire

o) Extractions alcalines

- Extraction d pH "constant" : Les réactifs alcalins préconisés par BRUCKERT
et al. (1974) sont utilisés soit séparément, soit successivement :

+ NaOH 0,1N tamponnée d pH 9,7 par le tétraborate de sodium
+ NagP207 0,IM d pH voisin de 10
+ NaOH 0,1N & pH supérieur ou égal d 12

La poudre de feuilles est agitée durant une heure avec chacun des
réactifs (rapport : 60 ml/g pour les traitements avec un seul réactif, et
20 ml/g pour les traitements successifs avec les trois réactifs). Aprés fil-
tration, les culots sont rineés d l'eau et les solutions d'extraction sont
conservées 4 + 4°C.

- Extraction 4 pH variable et contrdlé : La poudre de feuilles est agitée
sous atmosphére d'azote dans des solutions diluées de NaOH (rapport : 60 ml/
g) apportée par une burette automatique. L'agitation est poursuivie durant
une heure au pH final de l'extraction, fixé respectivement ¢ 8 — 8,5 — 9 -
9,6 = 10 - 10,5 - 11 - 11,5 et 12, grdce d un dispositif "titristop Tacussel"
Les suspensions sont ensuite filtrées et conservées a + 4°C.

~ Précipitation des extraits alcalins : Les extraits alcalins sont portés &
pH 2,5 par HCl 3N, latssés au repos une nuit 4 4°C, puis centrifugés a 6000 g
Le précipité ainsi obtenu (acides humiques) est redispersé dans NaOH 0,05N,
dialysé contre eau distillée, décationisé sur résine "DOWEX WX 8-50" (HY),
puts Llyophilisé.

B) Extractions sélectives aux solvants organiques

La méthode préconisée par THOMPSON et al.(1972), pour 1l'iscle
ment des tanins végétaux, est appliquée aux lots de feuilles &tudiées (FBr et
FBl), ainsi qu'd un échantillon de feuilles brunes, qui a subi une extractios
préalable a N-OH O,IN. L'ordre suivant est adopté :

+ Méthanol (40 ml/g) : agitation durant 15 mn @ 20°C : élimination d
la fraction hydrosoluble

+ Chloroforme (mémes conditions) : élimiration des chlorophylles et
des graisses

+ Acétate d'éthyle (mémes conditions) : extraction des polyphénols &
des tanins de bas poids moléculaire

+ Acétone-eau 50:50 V/V (mémes conditions : extractions partielles
tanins condensés _ .

+ Diméthylformamide (DMFA) : utilisé par WURSCH et al (1980), comme
solvant spécifique des tanins condensés. Les échantillons dispers
dans le DMFA (20 ml/1 g) sont portés a ébullition sous reflux sur
bain d'huile @ 130°C durant 16 heures. Les culots sont récupérés
Biichner, puis remis en contact durant 3 heures avec une nouvelle
quantité de DMFA (10 ml/g).
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Aprés concentration d l'évaporateur rotatif, les pigments de cou-
leur brun foncé sont floculés par adjonction d'éther éthylique, rincés plu-
steurs fois d l'éther éthylique et séchés 4 l'air. La poudre obtenue est re-
dispersée dans NaOH 0,030, dialysée contre eau distillée, décationisée sur
résine DOWEX WX 8-50 (H' ) et lyophilisée.

b.- Extraction sur les turricules

Aprés fractionnement physique avec agitation dans 1'eau
de billes d'agate, la fraction inférieure d 50u est mise en contact avec la
soude 4 pH 10, selon le schéma de la figure 4.

ECHANTILLON
(turricules, litidre)

(Lyophilisation)
(tamisage)
(Extraction
soude pH 10)
Composés humiques fraction > 100y ——e Résidu C et N
— 50-100u ——ao Résidu C et N
AF et AH < S0u %
(Dialyse)
(Décationisation) (Sédimentation)
(Lyophilisation)
K total
Fraction 5-50u (dialyse) CetN X h;ds-:ﬂ;s.z
CHN + 0 Fraction < Sy (1yophilisation) Hydrolyse | formes de 1'azote] X a-aminé (r]hﬁ“;:
Spectrométrie UV visible HC Phénols totaux X ameon i 3cal
Spectrometrie IR N e
Chromatographie d'exclusion (Sépradex) glugonamnise
AlD=ATS Hydrolyse | Sucres totaux (anthrowe}
H2504 Répartion des sucres

Figure 4.- Schéma de fractionnement de la matiére organique retenu pour 1'en-

semble des échantillons

Les séparat.ions densimétriques sur les déjections de vers de terre
étant inopérantes pour séparer mati@re organique fraiche, humine héritée et
matiére organique réellement humifiée, le terme d'"HUMINE" employé ici est
synonyme de carbone inextractible, sans préjuger de sa nature (humine d'in-
solubilisation, humine microbienne, humine héritée ou débris végétaux entou-
rés de minéraux phylliteux).

3.- Méthodes chimiques de caractérisation des composés humiques

a.- Analyse élémentaire C, H, N, O et cations

La composition élémentaire des composés lyophylisés est
déterminée par combustion en four fermé, 4 l'autoanalyseur "CARLO-ERBA". La
teneur en carbone des extraits liquides est déterminée par combustion en
four ouvert au Carmograph "WOSTHOFF" et la teneur en azote organique, par
distillation Kjeldahl.

Aprés fusion alecaline des échantillons, les cations sont dosés par
adsorption atomique, d l'aide du dispositif "VARIAN-TECHTRON".

1



b.- Spectrométrie d'absorption

+ Les spectres d'absorption inf?a—rouge sont enregistrés a
l'aide des spectrophotométres BLCKMAN IR 10 et 4250, aprés pastillages des
poudres dans KBr (300 mg/mg) d 10 T/cml.

+ Les spectres d'absorption UV vistble des sclutions sont
enregistrés d l'atde d'un spectrophotométre "BECKMAN 25".

c.~- Filtration sur gel

L'encombrement moléculaire des extraits alcalins est dé-
terminé par perméation sur colonnes de gels "Sephadex" G25,50 et 100. Ces
gels excluent respectivement des molécules de poids moléculaires supérieurs
g 10 000, 50 000 et 100 000. L'élution est faite. avec un tampon TRIS & pH 7,4.
Les eluogrammes sont enregistrés aprés passage devant un détecteur pho*ométri«
que a 230 wm.

d.- Titration des fonctions acides

Les fonctions aczdes phénoliques et carboxulvques des
composés dispersés dans CHL 2N (100 ml/20 mg) sont titrées par NaG# (O,’1% i
enregistrées en dérivée premiére d l'aide du dispositif Tacussel Urectron &,
selon la technique de ROUILLER et al. (1979).

e.- Techniques pyrolitiques ATG-ATD

Cette méthode permet de suivre le comportement des rﬂiy-
condensats au cours de la montée en température par thermogravimétrie ou ATl
(Dispositif METTLER HE20-BE20).

4.- Méthodes dégradatives utilisées sur les composés extractibles
et sur 1"humine

a.- Hydrolyse chlorhydrique

100 mg de produit sont dispersés dans 100 ml d'HCl 3N et
chauffés d l'ébullition d reflux pendant 1, 8 et 24 heures. On procéde en-
suite 4 la détermination des formes de l'azote hydrolysable (N ammoniacal,
N a-aminé et N combiné) selon les méthodes décrites respectivement par STE-
VENSON et al. (1967) ; MOORE et STEIN (1954) ; JANEL et al. (1379). Sur les
hydrolysats de Z'humine, on procéde en outre d l'identification de 1'acide
di-aminopimélique (DAP) acide aminé propre aux parois bactériennes, et du N
acétyl-glucosamine (Nag), caractéristique des parois mycéliennes (MAZURELLI,
1978 ; SWIFT, 1973). Le DAP est dosé selon la méthode décrite par STEUBING
(1870) et 1'Nag selon la méthode de REISSIG et al. améliorée par LEVY et Mac
ALLAN (13955).

b.- Hydrolyse sulfurique

50 mg de produit sont dispersés dans 25 ml d'H2S504 2,5M
et chauffés a l'ébullition d reflux pendant 24 heures. Les sucres réducteurs
sont ensuite dosés a l'anthrone (STEVENSON, 18973) et l'identification des
principaux sucres simples est effectuée en chromatographie en phase gazeuse

selon la méthode de CHESHIRE et al. (1973).
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c.- Dégradation réductrice 3 1'amalgame de sodium (BURGES et
al., 1963)

200 mg de produit sont mis en présence de 50 mg d'amaiga-
me de sodium et de 100 ml de NaOH 1,0N, puis portés d ébullition douce sous
azote pendant 3 heures. Sur le produit de réaction neutralisé, refroidi et fil-
tré, les polyphénols totaux sont dosés par le réactif de FOLIN et DENIS (RIBE-
REAU-GAYON, 1968) ; les différents composés phénoliques isolés par extraction
sélective a l'éther sont identifiés par chromatographie sur papier WHATMAN n° 1
(SMITH, 1960).

5.- Analyses des éléments minéraux

Une étude détaillée des cations et des composés minéraux des
différents horizons du sol lessivé glossique de Thaon a été effectuée par CAIL-
LIER (1977). Pour compléter ces domnées, nous avons déterminé la quantité des
formes amorphes (par le réactif de TAMM, 1922) et des formes oxydes (par le réac-
tif de MEHRA-JACKSON, 1960) sur l'endentére, les turricules et l'horizon Aj.
Nous avons aussi effectué une granulométrie avec résines (ROUILLER et al., 19
ainsi qu'une spectrométrie RX sur la fraction inférieure d 2u de ces échantil

6.- Observations au microscope électronique

En vue de l'étude au microscope électronique d transmission
(MET), la fixation des échantillons est faite au tétroxyde d'osmium avant inclu-
ston dans l'épon. Les coupes sont contrastées d l'acétate d'uronyl, puts au ci-
trate de plomb (REYNOLDS, 1963) et observées au microscope ZEISS EM 95-2 réglc
a 60 kv.
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CHAPITRE I

NATURE DU MATERIEL INITIAL
(Feuilles de hétre)

1.- Composition élémentaire des feuilles

Tableau 1.- Composition élémentaire des échantillons foliaires (en %)
C N C/N Al Na K | Mn Mg Fe | Ca | Si | Cendres

Feuilles

brunes 431} 9,3146,3|{0,88)0,65|1,4}1,810,58|0,68]5,4]5,0] 68,0
mai 1

Feuilles

blanchies | 440} 10,5} 41,9)|1,4 J0,4811,4|12,4|0,76]0,83]6,6| - 87,1
mai 2

Ce tableau met en évidence :

- les faibles teneurs en cendres, teneurs ol dominent les ions Ca et Si,
- la valeur un peu plus faible du rapport C/N des feuilles blanchies par

rapport a celui des feuilles brunes, l'enrichissement relatif en azote pouvant
étre attribué 3 la colonisation mycélienne (TOUTAIN, 1974).

2.- Extractibilité des feuilles par différents solvants

a.- Extraction des feuilles brunes par les réactifs alcalins
minéraux classiquement utilisés

- Effet specifique de chaque réactif :

Tableau 2.- Extractibilité des feuilles brunes par les réactifs minéraux alcalins
(en % du carbone initial)

Tétraborate pH 9,7

Pyrophosphate pH 10
Pyrophosphate pH 11
Soude pH 12

C extr./C init. | AF/AH
9,0 0,45
8,0 0,54
12,3 0,35
14,8 0,47
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Les taux d'extraction obtenus sont d'autant plus forts que le pH du
réactif est élevé. Le tétraborate 34 pH 9,7 et le pyrophosphate a pH 10 extraiept |
des quantités de carbone assez voisines, avec une méme distribution des composag
de type acides fulviques et humiques (AF/AH voisin de 0,5). Le pyrophosphate
a pH 11 extrait davantage de carbone et a pH plus &levé ; avec la soude & pH 12,
1'extractibilité augmente encore, jusqu'd une valeur proche de 15 7 du carbone
total des feuilles, sans modification sensible du rapport AF/AH. Notons qu'une
partie de ce carbone alcalino-soluble est hydrosoluble (de 1'ordre de 12 i 15
du carbone extrait).

- Effet cumulé des réactifs utilisés_successivement

Tableau 3.- Extractibilité des feuilles brunes par les réactifs alcalins minéram
utilisés successivement (en % du carbone initial)

C extr./C init. | AF/AH
Tétraborate pH 9,7 9,0 0,45
Pyrophosphate & pH 10 1,0 1,50
Soude & pH 12 4,3 0,54
Total 14,3

Les traitements successifs confirment 1'influence déterminante du pH
sur les taux d'extraction. En effet, 1'ensemble de ces traitements extrait au-
tant de matiére organique que NaOH & pH 12 utilisée seule, sans modification du
rapport AF/AH, sauf dans le cas de l'extraction au pyrophosphate dont le pH de
10 reste pratiquement inopérant aprés la premiére extractionm a pH 9,7.

- Influence du pH sur_l'extraction du carbone et de 1'azote organique (Fig. 5)

Les quantités de C et de N extraites & la soude (sous azote et & pH
constant et contr6lé) augmentent progressivement avec le pH de l'extractant.
Jusqu'a pH 11,5, cette croissance est progressive et l'on retrouve alors les
taux d'extraction obtenus dans les conditions standard. Au-deld, on assiste a
une augmentation brutale du taux d'extraction, qui atteint 30 7 du carbone total
dans les feuilles brunes. L'extractibilité de 1'azote organique suit une courbe
sensiblement identique (6 % de 1'azote total 3 pH 10 et 32 7 a pH 12).

- Influence du nombre d'extractions et du temps de contact de chaque extraction

+ Extraction 3 pH initial donné

12 extractions successives sur le méme matériel (feuilles brunes)
nous permettent de tracer les courbes représentées a la figure 6. Toutes ces
courbes tendent vers des asymptotes paralléles, pratiquement dés la quatriéme
extraction. A pH 12, les taux d'extraction cumulés nous montrent que la moitié
du carbone de la feuille est solubilisée. Les extractions répétées avec 1l'eau
(2 pH 7) solubilisent jusqu'd 8 Z du carbone. Le rapport AF/AH diminue dans tou
les cas avec le nombre d'extractionms.
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figgre 5.- Extractibilité du carbone et de 1'azote des feuilles brunes en fonc-
tion du pH de la solution sodique d'extraction.

+ Extraction 3 pH constant et controlé

L'extraction 3 pH contrdlé par Titristop et sous azote nous donne
une courbe d'allure réguliére qui tend &galement vers une asymptote, atteinte
pratiquement au bout d'une heure. La lére extraction solubilise 1'essentiel du
carbone extractible (7,0 %) ; les suivantes n'extrayant que 1,7, 1,6 et C,9 7.
sont peu efficaces. '

b.- Extraction des feuilles brunes et des feuilles blanchies par les

solvants organiques (tableau 4)

Tableau 4.- Extractibilité des feuilles par différents solvants organiques (en
% du carbone ou de 1'azote initial)

Total
Méthanol . Chloroforme | Acétate d'éthyle | Acétone + eau DMFA Extr.osfuccess.

ce|nglemn [ e [ ne | cx Ng |cx|ng on {cx | N e ] N3

Feuilles 3.4|5,6/27,6| 0,5 | 0 0,2 |- 0 5,0/8,9 25,5(17,348,2]17,2) 26,4 | 62,6

brunes mai 1 * ’

Feuilles 3,2]1,7]77.4) 0,9 | o 0,4 0 s.3/8,1 27,7|18,9 |64,3|10,7| 28,7 | 74,1

blanchies mai 2 * d . ’

Feuilles brunes .

aprés extraction| - - - - - - - - - - 6,7 |20,11 13,7 - -

soude pH 12 : .
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! L'ensemble de ces solvants extrait de l'ordre de 30 Z du carbone et
j 60 7 de 1'azote (cf. Tableau 4). Les quatre premiers solvants extraient envi-
i ron 10 7 du carbone et de 10 &2 15 7 de 1'azote. Dans 1'extrait au méthanol, le
’ pourcentage de carbone extrait est le méme pour les deux lots de feuilles ; ce
pourcentage est trés différent pour 1'azote (il est faible dans les feuilles
blanchies). Les extraits au chloroforme (solvant des chlorophylles et des grais-
ses) et les extraits 3 l'acétate d'éthyle (solvant des polyphénols et des tan-
nins de bas poids moléculaires) sont négligeables et ne contiennent pas d'azote.
Le mélange acétone-—eau, qui extrait partiellement les tannins condensés, est
plus efficace et solubilise, dans les deux types de feuilles, de 1'ordre de 5 Z
du carbone et 9 7 de 1'azote.

Le DMFA, réactif préconisé pour 1l'extraction des tannins condensés
THOMPSON et al., 1972), est nettement plus efficace que les différents réactifs
minéraux classiques ; 1 solubilise prés de 20 % du carbone des feuilles, et de
50 @ 60 % de l'azote. D'ailleurs, sur les feuilles brunes préalablement traitées
par NaOH a pH 12, prés de 7 7 de carbone supplémentaires sont encore extracti-
bles par le DMFA, et 20 7 de l'azote. Rajout&s aux 12 7 d&ja extraits par le
traitement 3 la soude a pH 12, le total extrait (19 %) est supérieur 3 la quanti-
té de tannins condensés extraits par le DMFA (17 %), ce qui prouve que 1'extrac-
tion 3 la soude a pH 12 (extrayant 3 la fois des acides humiques et des acides
fulviques) ne solubilise pas uniquement des tannins condensés ; c'est ce que nous
montrent d'ailleurs les images obtenues en microscopie &lectronique, cormme nous
le verrons ultérieurement.

3.- Caractérisation des acides humiques et des extraits au DMFA

Nous avons remis en solution les extraits au DMFA floculés par
1'éther dans la soude 3 pH 10, et constaté que plus de 95 Z du carbone de ces ex-
traits précipitaient & pH 25. IL s'agit donc de composés qui ont des caracteres
d'acides humiques, et que- nous allons comparer aux acides humlques 'vrais'", ex-
traits par les réactifs alcalins minéraux classiques.

a.- Analyse élémentaire des extraits (tableau 5)

Tableau 5.- Analyse élémentaire des extraits humiques obtenus par les réactifs

alcalins minéraux ou par les so]vants organiques, (elements en % du
matériel initial). (C/H = pondéral ; C/Ha = atom1q

cz [N%|H%| 0% |C/N |C/H |C/Ha

Feuilles brunes extraits séparés

Tétraborate a pH 9,7 .55,112,216,5|36,2}25,2| 8,5]0,71
Pyrophosphate g pH 10 52,911,716,439,0|31,7| 8,2]0,69
Pyrophosphate a pH 11 54,4(1,76,2|37,7|31,9| 8,8(0,73
Soude a pH 12 54,812,315,8137,1 24,21 9,410,78
r% i .

Feuilles brunes extraits successifs _

1. Tetraborate a pH 9,7 .|55%,112,2]6,5]36,225,2| 8,5}0,71
2. Pyrophosphat éppH 10 45,412,214,1}148,319,9|11,2(0,92
3. Soude & pH 12 : 54,411,7|7,3136,7 |35,1| 7,4]|0,62
~F;ﬁilles b}unes extrait DMFA 58,9 13,4 {8,2129,5(17,2| 7,2]0,60
Feuilles blanchies extrait DMFA . 549|5,1(8,9|31,1}10,7| 6,1}0,51
Feuilles brunes résidu d'extraction 51,6 (3,8 |7,936,7|13,7] 6,6[0,54
NaOH 12 extrait DMFA .

lL
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- Extraits_humiques obtenus par_les _solvants_alcalins

+ Les acides humiques isolés et purifiés 3 partir des différentes extractions
alcalines ont 1'aspect de poudres brun foncé, pratiquement exemptes de cendres.
Les composés extraits séparément par le tétraborate a2 pH 9,7 et par la soude a
pH 12, ont sensiblement la méme composition é€lémentaire, et sont plus riches en
azote que ceux extraits au pyrophosphate de sodium a pH 10 et & pH 11. Leurs
teneurs en hydrogéne sont voisines et proches de 6 7, ce qui traduit un carac-
tére aliphatique prononcé du matériel d'origine foliaire.

+ Lorsque ces réactifs sont utilisés successivement, on note que le pyrophos- !
phate 3 pH 10, qui n'extrait plus, rappelons-le, que 1 7 du carbone initial,
tend 3 extraire sélectivement des composés pauvres en hydrogéne.

- Extraits_obtenus par_les solvants organiques et _en particulier le DMFA

L'extraction au DMFA se différencie trés nettement de celles obtenues avec
les réactifs minéraux :

+ Le taux d'extraction du carbone est nettement plus élevé,

+ Le taux d'azote extrait augmente encore davantage,

+ Le C/N est prés de 2 fois plus faible qu'avec une extraction @ la soude
pH 12.

C'est la confirmation de 1l'efficacité spécifique du DMFA vis-3-vis des tannins
associés a une charge protéique élevée. I1 faut aussi remarquer que la quantité
de carbone extraite par le DMFA 3 partir des feuilles blanchies est du méme ordre
de grandeur que celle obtenue avec les feuilles brunes, la quantité d'azote &tant
nettement plus élevée. Ceci prouve, &tant donnée la spécificité de 1'extraction
au DMFA, que les produits de type pigments bruns transformés par les pourritures
blanches, ont encore des caractéristiques de tannins condensés.

b.- Caractérisation fonctionnelle des composés extraits

- Spectroscopie UV visible

Tableau 6.- Valeurs du rapport Q 4/6 des différents extraits des feuilles

Q 4/¢6

Extraction par les réactifs minéraux alcalins

Tétraborate & pH 9,7 4,9
Pyrophosphate a pH 10 5,9
Pyrophosphate & pH 11 5,1
| Soude & pH 12 5.8

Feuilles brunes : extractions successives

Tétraborate & pH 9,7 4,9
Pyrophosphate & pH 10 2,7
Soude a pH 12 - 3,6

Extraction par le DMFA

Feuilles brunes 8,7
Feuilles blanchies 9,3
Feuilles brunes, extrait a pH 12, puis au DMFA 10,5
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Les spectres d'absorption en lumiére ultra-violette et en lumiére visi-
ble des divers composés extraits présentent une méme allure monotone, de type
hyperbolique. Des absorbances a 470 et 660 nm (FLAIG, 1970), on peut calculer
les rapports Q 4/6 de ces divers composés. Le tableau 6 montre qu'il n'y a pas
de différence significative entre ces rapports lorsque les réactifs alcalins mi-
néraux sont utilisés indépendamment, mais lorsque ces réactifs sont employés suc-
cessivement, les produits obtenus au-delid de la premlete extraction ont des rap-
ports Q 4/6 nettement inférieurs aux précédents, ce qui traduit un degré supé-
rieur de polycondensation. Quant aux extraits au DMFA, ils se différencient nette-
ment des extrais alcalins précédents par des Q 4/6 beaucoup plus élevés, ce qui

est en accord avec le caractére a11phat1que mis en évidence par analyse élémen-
taire.

Dans 1'ultra-violet, tous les extraits présentent des spectres de mé-
me allure générale (Figure 7), avec deux maxima, 1'un 3 280 mm, 1'autre 3 330 mm,
attribués respectivement aux noyaux phénoliques, et 3 la formation de composés
d'addition de type mélanine entre les groupements aminés des protéines et les
noyaux aromatiques (YASUNOBU et al., 1959 ; ANDREUX et al., 1979). Ces maxima
sont d'autant plus nets que le pH d'extraction est plus élevé et donc que 1'ef-
ficacité du réactif est plus grande. Lorsque les spectres sont rapportés 3 une
méme concentratlon en carbone, on note un accroissement progres31f avec le pH,
du maximum situé a 320-330 mm. Cette augmentation est progressive de pH 8 3
pH 11,5, puis brutale d pH 12. Nous reviendrons ultérieurement sur 1l'interpré-
tation de ce résultat.

10,510
10,0{—|
-
g
90
&5;§;
80
0 50 300 320 400
200 . 280 300
. A (nm)

Figuré 7.- Spectres UV et visible des différents extraits alcalins de feuilles
brunes a différents pH.
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Figure 8.- Spectres I.R des différents extraits des feuilles brunes (a & h)

. Feuilles brunes extrait soude & pH 10

. Feuilles brunes extrait pyrophosphate & pH 10, aprés a.

Feuilles brunes extrait soude a pH 12

Feuilles brunes extrait au DMFA

. Feuilles blanchies extrait soude a pH 10

. Feuilles blanchies extrait au DMFA

. Résidu d'hydrolyse chlorhydrique de 1'extrait DMFA sur feuilles
brunes .

Polycondensat synthétique catéchol-diglyclyglycine
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Seul 1'examen des régions 3800-2400 cw™! et 2000-1000 cm”! est sus-
ceptible d'apporter quelques informations concernant la nature chimique des
composés extraits (Figure 9).

Tous les extraits présentent un massif important entre 3500 et 3200 cm™!
caractéristique des divers groupements —OH associés, plus ou moins hydratés.

Leur caractére aliphatique est généralement trés prononcé, et se tra-
duit par l'existence systématique de maxima 3 2840, 2920 et 2960 cm~!. L'intensi-
té de ces maxima varie cependant d'un échantillon 3 1'autre :

: - en ce qui concerne les feuilles brunes, elle est élevée dans les
extraits humiques obtenus a pH 10 et 3 pH 12, ainsi que dans les extraits au
DMFA (Figure 8 a, c et d) ; elle est moins prononcée dans 1l'extrait obtenu par

le pyrophosphate a4 pH 10, aprés extraction 3 la soude au méme pH (figure 8 b) ;

- en ce qui concerne les feuilles blanchies, les bandes propres aux
groupements aliphatiques sont pour un méme traitement, systématiquement plus in-
tenses que dans le cas des feuilles brunes (figure 8 e).

La bande 3 1610-1625 cm™!, rencontrée dans tous les spectres de phytc~-
mélanines et d'acides humiques (TOLLIN et STEELINK, 1966) poss@de une origine
complexe : elle semble en effet résulter de la superposition des bandes prepres
aux groupes >C=0 o-B conjugués et >C=C< éthyléniques et aromatiques, ainsi qu'a
celle de la vibration antisymétrique des groupements -C0O0~, qui n'apparait ce-
pendant intense que lorsque les composés sont salifiés (ANDREUX et al., 1979).
Ceci est +Vérifié par le fait qu'en général, le maximum d'absorption 3 1390 cm~!
dd aux vibrations symétriques des -CO0~, est relativement peu prononcé.

Tous les échantillons étudiés ici présentent, dans ces bandes, des
allures comparables. Le maximum observé 3 1720 cm~! définit la vibration des
groupements >C=0 carboxyliques, il est susceptible de disparaltre par salifica-
tion. Son intensité relative est sensiblement plus prononcée pour les composés

extraits au pyrophosphate & pH 10 (figure 8 b), que pour ceux extraits avec la
soude ou le DMFA (Figure 8 a, c, d).

L'examen des régions correspondant aux bandes amide I (1670 cm™!) et
amide II (1540 cm~1) des liaisons peptidiques montre, pour les feuilles brunes,
des épaulements peu prononcés dans le cas des extraits avec les réactifs alca-
lins minéraux ; & cet &gard, le spectre de l'extrait au DMFA est pratiquement
identique. Les extraits obtenus 3 partir des feuilles blanchies mettent par
contre en évidence une contribution beaucoup plus importante de ces bandes, sur-
tout dans les extraits alcalins minéraux (Figure 8 e). Les pics a 1540 cm-! et
1670 cm~! sont alors trés intenses. Ce dernier se superpose aux maxima & 1720
et 1620 cm~!, qu'il parvient 3 masquer en partie ; un phénoméne analogue est
obtenu dans le cas d'un polycondensat synthétique catéchol-diglyclylglycine
(figure 8 h) (ANDREUX et al., 1979). Le maximum situé 3 1540 cm~! est nettement
développé ; on note qu'il tend 3 se superposer 3 un pic voisin, situé i 1520 cm~!
présent dans les spectres de tous les autres extraits. Ce dernier, d'attribution ,
incertaine, ne correspond pas aux structures polypeptidiques, car il demeure pré- v
sent aprés hydrolyse acide (figure 8 h).

En conclusion de cette é&tude spectroscopique, nous constatons que les

spectres de ces différents extraits sont trés comparables 3 ceux obtenus 3@ par-
tir des mélanoprotéines d'origine biologique (RUSSEL et al., 1980).
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Fiqure 9.- Principales bandes d'absorption infra-rouge, caractéristiques,,
rencontrées dans les acides humiques (SCHNITZER et KHAN, 1972 ;
FLAIG, 1970). :

! c.~ Dosage des groupements fonctionnels acides

La comparaison des acidités titrables est effectuée sur
les acides humiques des feuilles brunes, extraits par NaOH 3 pH 10 et NaOH pH 12.

Tableau 7.- Acidités titrables & divers pH des acides humiques extraits a la
soude pH 10 et 3 Ta soude pH 12 (en m.e./q).

Acidité I | Acidité II | Acidité III| Acidité totale
pH 4,5 pH 8,5 pH 10 pH 10
Soude pH 10| 0,85 2,44 0,04 3,36
Soude pH 12 0,84 1,88 0,87 3,59
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Les deux extraits présentent une distribution équivalente des acidi-
tés titrables a pH 4,5, attribuables aux groupements -COOH les plus dissociés.
Par contre, les acidités titrables & pH 8,5, attribuées généralement aux grou-
pements phénoliques acides, sont légérement plus faibles pour 1'extrait 3 pH 12
que pour l'extrait & pH 10. Les acidité&s titrables 3 pH 10 sont par contre trés
différentes et trés supérieures pour l'extrait & pH 12, indiquant 1'apparition
de composés présentant des acidités faiblement dissociées et de type phénolique,
par la mise en oeuvre de réactions d'oxydation.

d.- Constituants chimiques identifiables

Les méthodes de dégradation chimique n'ont &té appliquées
qu'aux composés extraits par le DMFA.
%

- Hydrates de _carbone

L'hydrolyse sulfurique des polycondensats (tableau 8) met en évi-
dence le faible taux de carbone hydrolysable des polycondensats de feuilles
brunes (21 Z), dont 10 7 environ sont attribuables 3 des sucres réducteurs.
Dans les feuilles blanchies, la résistance 3@ 1'hydrolyse est moindre, et la
quantité de sucres réducteurs obtenus est légérement supérieure 3 celle des
feuilles brunes. :

La chromatographie en phase gazeuse permet d'identifier les mono-
saccharides suivants : pour les feuilles brunes : glucose, galactose et man-
nose, et pour les feuilles blanchies : ces mémes sucres auxquels il faut ajou-
ter xylose, ribose, arabinose, fucose et rhamnose. Ces différences sont sans
doute 3 mettre en relation avec l'importante colonisation microbienne subie
par les feuilles blanchies. )

- Qonstituants azotés

Les résultats de l'hydrolyse chlorhydrique (tableau 8) montrent
que, contrairement au carbone, une grande partie de l'azote des polycondensats
(80 7 environ) est hydrolysable dans les deux types de feuilles.

Tableau 8.- Répartition des différentes formes de carbone et d'azote dans les
extraits DMFA de feuilles brunes et de feuilles blanchies aprés
hydrolyse acide.

C hydrolysable % C total N hydrolysable % N total
ohann1< | PhENols N | N N
Sucres | Phénols m.e./g Total NHa* | oNH2 [ n.i. Total
Feuilles brunes 2,2 0,5 0,28 |21,0 5,1154,2 | 19,2 78,2
Feuilles blanchies 4,0 0,7 0,37 | 30,1 0,4124,8 |54,9]80,1

Dans les feuilles brunes, 50 7 de 1'azote se retrouve sous forme G-ami-
née et 5 7 sous forme ammoniacale. Dans les feuilles blanchies, la part de 1'azo-
te a~aminé n'exéde pas 15 7. Les fortes teneurs en azote non identifi&, notamment
dans le cas des feuilles blanchies, proviennent, outre la présence d'une petite
proportion d'amino-acides basiques, de la production de produits de recombinai-
son, inhérente au traitement d'hydrolyse (JOCTEUR MONROZIER et ANDREUX, 1981),
ces recombinaisons faisant principalement intervenir les composés saccharidiques
et protéiques (JAMES, 1972). De plus, 1la. colonisation par la microflore fon-
gique est trés probablement 3 l'origine de la formation de ces composés azotés
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complexes. Quant & 1'azote non hydrolysable, il pourrait provenir des résidus
amino-acides N-terminaux les plus solidement fixés sur la structure polycon-
densée (HAIDER et al., 1965).

- Constituants phénoliques

+ Les monoméres phénoliques produits par dégradation 3 1'amalgame
de sodium des résidus d'hydrolyse acide des feuilles brunes représentent moins
de 1 7Z du carbone total ; ils sont un peu plus abondants dans le cas des feuil-
les blanchies. Les fonctions phénoliques réductrices représentent environ
0,3 m.e./g, valeur trés inférieure 3 celle de l'acidité titrée a pH 8,5, habi-
tuellement attribuée aux fonctions phénoliques acides, mais on sait que le ren-
dement de cette méthode est toujours trés faible (BURGES et al., 1963).

+ L'identification chromatographique de ces composés (Figure 10) met
en évidence la plupart des composés habituellement trouvés dans les acides hu-
miques naturels (CARBALLAS et al., 1972). Dans les deux cas (feuilles brunes
et feuilles blanchies), nous avons identifié le phloroglucinol, le résorcinol,
le catéchol, 1'hydroquinone et les acides parahydroxybenzoique et protocatéchi-
que. Les acides vanillique et ferrulique n'ont pu étre mis en évidence qu'a
partir du matériel blanchi. :

+ Ces résultats tendent 3 souligner la prédominance, dans les deux ty-
pes de feuilles, des composés phénoliques dérivant des tannins condensés, ainsi
que la participation probable dans le cas des feuilles blanchies, de certains
dérivés de la lignine tels que l'acide férulique.

4.- Modifications ultrastructurales apportées par les diverses
extractions

a.—- Observation du matériel initial

Les cellules des tissus épidermiques et parenchymateux
des feuilles brunes récoltées au mois de mai ont une membrane pecto-cellulosi-
que bien reconnaissable présentant une zone externe grise et une zone interne
plus claire. La partie interne de la cellule est occupée pour une grande part
par des produits opaques aux électrons, qui se présentent soit sous forme d'en-
duits disposés contre la paroi interne, soit sous forme d'amas globulaires ir-
réguliers (Photo 1). Bien que les membranes pectiques existent encore, les cel-
lules des tissus palissadiques présentent entre elles de grands méats, les mem-
branes s'é@tant rétractées autour des amas opaques aux électrons. Les épaissis-—
sements lignifiés des vaisseaux du bois ou des fibres du sclérenchyme sont gris
clair et régulier (Photo 2). ‘

h )

Les cellules des tissus épidermiques et parenchymateux des feuilles
blanchies ont une morphologie ultrastructurale assez différente des précéden-
tes (Photo 3) : mince membrane cellulosique déja fortement altérée, &éclaircis-
sement généralisé des produits initialement opaques aux électrons (enduits et
amas globulaires), présence fréquente de filaments mycéliens vivants ou morts
a2 1l'intérieur des cellules. Les épaississements des tissus lignifiés peuvent
ne présenter aucune trace d'altération ou, au contraire, €tre envahis par des
hyphes de champignons ligninolytiques.
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e Benzéne 6/Acide acétique 7/eau 3

°
Point de dépose

—e—— . Acide acétique 6 %

- 1. [ Phloroglucinol

- 2 | Résorcinol

-3

-4

-5

- 6 | Parahydroxybenzoique
- 7 | Acide protocatéchique
-8

-9

- 10 | Hydroquinone ? Acide gallique ?

- 12 | Catéchol
- 13 | Acide vanillique
- 14 | Acide ferrulique

Orange
Orange
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Rouge
Jaune
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Orange
clair
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Rouge

Brun-orangé
Brun-orangé

Brun

Violet

Rouge pourpre

Rouge

Gris violacé (décoloreé)
Jaune clair
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Violet
Gris blanc
Violet
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Figure 10.- Chromatogramme des composés phénoliques provenant de la réduction

a 1'amalgame de sodium des extraits au diméthylformamide.
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PLANCHE 1

- Feuille brune initiale : Cellule du parenchyme lacuneux, avec

enduit pariétal et amas globulaire opaques aux électrons (Pb)
(M.E.T.)

Feuille brune initiale : Vaisseaux du bois et fibres du scléren-

chyme avec épaississements lianifés (Ep) intacts (M.E.T.)

: Feuille blanchie initiale : Cellule épidermique avec filaments

myceliens (Fm) (M.E.T.)

: Feuille brune aprés extraction par NaOH a pH 10 : Eclaircissement

et dissolution partielle des produits opaques aux électrons
(M.E.T.), membrane pecto-cellulosique intacte.

: Feuille brune aprés extraction par NaOH & pH 12 : Disparition

quasi totale des produits opaques aux électrons, membrane pec-
to-cellulosique trés altérée (M.E.T.)

: Feuille brune aprés extraction par NaOH & pH 12 : Epaississements

Tignifies (Ep) fortement aTtérés (M.E.T.)

: Feuille brune aprés extraction par le DMFA : Cellule du parenchyme

Tacuneux, dissolution partielTe des produits opaques aux électrons,
membrane pecto-cellulosique intacte (M.E.T.) "

: Feuille brune aprés extraction par le DMFA : Fibres du sclérenchyme

avec epaississements Tignifiés (Ep) intacts (M.E.T.)




"PLANCHE 1
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b.- Observation du matériel végétal aprés extractions

Aprés extraction 3 la soude 3 pH 10, les cellules ont repris une
allure turgescente. Les membranes ne semblent pas altérées. Les produits ini-
tialement opaques aux électrons se sont éclaircis et remplissent la lumiére
interne des cellules de fagon pratiquement homogéne (Photo 4). Les épaississe-
ments lignifiés du bois et des tissus de soutien ne semblent pas altérés.

- Extractiomsd pH 12

Aprés extraction & la soude a pH 12, les cellules sont trés tur-
gescentes et présentent, pour la plupart, d'importantes modifications ultra-
structurales (Photo 5) : la membrane pecto-cellulosique présente de trés nom-
breux granules opaques aux électrons, le contenu cytoplasmique s'est totale-
ment vidé des enduits et des amas sombres, présents dans le matériel initial.
Les épaississements lignifiés se sont fortement dilatés et transformés (Photo
6).

- Extractionspar_le DMFA

Les images obtenues aprés extractions au DMFA rappellent celles
obtenues par l'extraction & pH 10 : on retrouve des cellules turgescentes 3
membrane non altérée et & contenu cellulaire moins opaque aux électrons que
le matériel initial (Photo 7). Les épaississements lignifiés ne semblent pas
altérés (Photo 8).

Ces observations faites en microscopie &lectronique permettent donc
de différencier 1'action des réactifs d'extraction 3 divers pH :

- Les extractions & pH supérieur ou égal 3 .12 provoquent de fortes
perturbations dans l'ultrastructure des membranes, des contenus intracellu-
laires et des épaississements lignifiés,

- les extraits d la soude & pH moins alcalin, ou au DMFA, permet-
tent d'extraire une partie des produits opaques aux électrons, sans altérer
les produits d'origine cellulosique ou lignifiée.

5.- Discussions et conclusions sur la caractérisation des pig-
ments bruns des feuilles de hétre

a.- Extraction différentielle et analyse ultrastructurale

Y

- L'observation au microscope électronique 4 transmis-
ston (MET) montre que dans les feutlles brunes, les pigments bruns sont opa-
ques aux électrons. Ils se présentent soit sous forme de revétements adhérant
aux parois cellulaires internes, soit sous forme de globules arrondis, rem-
plissant une partie du vide intracellulaire.

- Le traitement alecalin modifie la localisation de ces
pigments. A pH modéré inférieur ou égal 3 10, on assiste 3 leur dissolution
partielle (environ 10 Z du poids de la feuille), alors que les parois cellu-
laires sont épargnées. Les pH plus élevés, supérieurs ou égaux d 12, semblent
plus efficaces, mais altérent les tissus cellulosiques et lignifiés. Cette
observation rejoint celle effectuée par BRUCKERT et KILBERTUS (1980) sur les
cellules bactériennes. Ainsi, aprés attaque sodique a& pH 12 répétée a froid,
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on parvient a solubiliser environ 50 7 du poids des feuilles sous forme d'un
mélange complexe dans lequel la part des pigments devient difficile 3 évaluer.
Par contre, le DMFA extrait prés de 20 % du poids des feutilles sous forme de
pigments bruns, sans dénaturation apparente des structures végétales, malgré

le chauffage prolongé a 120°C.

b.- Nature chimique des produits extraits

- Cas_général des feuilles brunes

+ Extraction par les réactifs alcalins minéraux

Ces extraits présentent des propriétés spectrales

(UV visible et IR) et des compositions chimiques, qui les rapprochent des
composés de type acides humiques. 11 s'agit de polycondensats, comme le con-
firme leur exclusion sur colonne de gel de dextrane "Sephadex G 100". Ces po-
lycondensats sont des polyacides dont la solubilité dépend du pH : le dosage
global des composés extraits 3 des pH variant entre 8 et 12 confirme les ob-
servations ultramicroscopiques et montre que leur extractibilité augmente
considérablement au-delad de pH 11,5, sans modification importante du rapport
C/N global de 1l'extrait. L'acidité carboxylique des composés ainsi isolés
varie peu en fonction du pH d'extraction, tandis que leur acidité totale aug-
mente, en raison surtout de la présence de fonctions faiblement dissociables.

L'augmentation du pH d'extraction a également un effet qualitatif :
elle tend 4 accroitre d la fois le caractére aliphatique et protéique des pig-
ments extraits, fait déjad signalé par VAN DER LINDEN (1971). Ces matériaux
protéiques sont, au moins en partie, inclus dans les pigments. L'existence de
dérivés d'addition entre composés protéiques et phérnoliques est mise en évi-
dence d'une fagon particuliérement nette, en spectroscopie UV, par la présen-
ce d'un maximun d'absorption 4 320 nm. Ce maximum fréquent dans les polycon—
densats de type humique (YASUNOBU et al., 1959 ; ANDREUX et al., 1979) est
caractéristique des pigments mélaniques.

+ extraits isolés par le DMFA

Malgré leur richesse supérieure en azote en en hy-
drogéne, ces extraits présentent des caractéristiques spectrales trés compara-
bles d celles des composés extraits par la soude d pH 10. La teneur élevée de
leurs hydrolysats en amino-acides, et la nature des monoméres phénoliques,pré-
sents dans les produits de dégradation de leurs résidus d'hydrolyse, suggére
que ces pigments sont essentiellement du type "complexes polyphénols—-protéines".
La grande analogie existant entre les spectres infra-rouge des résidus d'hydro-
lyse de ces pigments et ceux des tannins condensés (MINDERMAN, 1979), traduit
la participation probable d'une quantité importante de tannins condensés 4 leur
élaboration.

- Cas_des_feuilles b1anchig§

Le phénoméne de blanchiement des litiéres 4 certains
stades de leur évolution est sans équivoque en relation avec leur colonisa-
tion par la microflore fongique (pourritures blanches), qui dégrade les pig-
ments bruns (MANGENOT, 1975 ; REISINGER et al., 1978), mais i1l est intéres—
sant et important de noter que l'extraction spécifique au DMFA extrait au
moins autant de carbone, et donc de tannins condensés dans le matériel blan-
chi, que dans les feuilles brunes initiales ; il est vrai que ces tannins
sont beaucoup plus riches en composés protéiques attribuables, trés proba-
blement, a la présence ou d l'action de la microflore fongique.
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c.- Remarques_sur_la spécificité des méthodes utilisées pour

1'isolement de ces substances

Le but de cette étude a été d'extraire sélectivement et
de caractériser les composés préhumiques présents dans la feuille de hétre.
Cette démarche se heurte aux difficultés classiques soulevées 3 la fois par la
sélectivité et 1'efficacité des réactifs d'extraction, sans oublier les ris-
ques de néoformation.

Compte tenu de l'altération des parois cellulaires & pH 12, nous
avons discuté de 1'interprétation de 1'augmentation des composés d'addition
amino-phénoliques, parallélement 3 celle du taux d'extraction. Il s'agit sans
doute de composés hautement polycondensés, préexistant 3 1'état fortement ad-
sorbé sur les parois internes des cellules, par suite du pH élevé du réactif
d'extraction, mais sans doute aussi de produits de réaction des résidus de
protéines structurales sur les polyphénols provenant 3 la fois des pigments
et de la lignine.

La méthode que nous avons retenue pour l'extraction dans les débris
végétaux (feuilles, pelotes fécales, etc...) est fondée sur les arguments ti-
rés de l'extraction sélective des tannins aux DMFA, comparée aux réactifs al-
calins minéraux classiques.La soude a pH inférieur ou égal 4 10 extrait des
composés proches de ceux extraits au DMFA, sans altération décelable des
structures végétales. C'est donc ce type d'extraction que nous avons utilisé
tout au long de ce travail, pour caractériser les transformations apportées
par le brassage pédo-intestinal des vers de terre, bien que ce réactif n'ex-
trait seulement qu'une partie de ces produits.
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CHAPITRE 11

EVOLUTION DU MATERIEL INITIAL
AU COURS DU BRASSAGE PEDO-INTESTINAL

I.- CARACTERISATION GLOBALE DES TURRICULES

1.- Morphologie

L'examen micromorphologique de 1'horizon A] révéle la présence
de nombreuses déjections, dont des turricules au sein méme de cet horizon.
I1 semble intéressant de caractériser globalement ces comstructions d'origine

-~

biologique, et de les comparer d& 1'horizon Aj.

Tableau 9.- Caractérisation globale (pH, teneur en carbone et C/N) des turri-
cules et dé 1'horizon A1 de la station

pH [C % |C/N

Turricules 5,318,6 20,4

Horizon A1 | 4,2]3,1 |22,2

Dans les turricules, le pH est plus élevé que dans l'horizon Aj
(de 1'ordre d'une unité pH), la teneur en matidre organique est 2 fois et de-
mie plus forte et le rapport C/N un peu plus bas que dans 1'horizon Aj. Le tur-
ricule présente donc des caractéristiques originales par rapport & 1'horizon Aj.
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2.- Descriptions micromorphologiques

Dans le sol, les déjections de vers de terre apparais-
sent comme des agrégats bien structurés, de taille variable (selon les espé-
ces, de guelques millimétres a4 | ou 2 centiméres). Ces agrégats ont une for-
me globalement sphérique ou polyédrique, avec des limites légérement arron-
dies.

Sur lame d'humus, les turricules de vers de terre sont trés facile-
ment reconnaissables (cf. photos 9 et 10). En effet, les turricules injectés
entre les feuilles ou par dessus les feuilles ne respectent pas la strati-
graphie habituelle des humus. Sur la coupe ici représentée (photo 9), on ob-
serve une série d'agrégats sub-circulaires,de la taille du demi centimétre
ou du centimére. Ces agrégats, juxtaposés les uns aux autres, ont été injec-—
tés entre des couches de feuilles entiéres (feuilles brunes et feuilles
blanchies) et de débris végétaux (on reconnait ici la coupe d'une faine et
d'une cupule).

A plus fort grossissement (photo 10), on constate que ces agrégats
sont constitués par un mélange intime d'éléments minéraux et de fragments de
feuilles juxtaposés. L'observation en lumiére polarisée permet de reconnai-
tre des éléments minéraux, des grains de quartz, des feldspaths, et quelques
rares amphiboles. L'observation des débris végétaux montre qu'il s'agit sur-
tout de débris foliaires de quelques millimétres, sans nervures principales.
Ces morceaux de feuilles fragmentées ne sont pas altérés, et on peut y dis-
tinguer, par éclairage en lumiére ultra-violette (cf. BRUN, 1978), les frag-
ments de feuilles brunes, dont la fluorescence des parois cellulosiques est
masquée par 1'abondance de pigments bruns, et les fragments de feuilles blan-
chies par les pourritures blanches, dont les membranes cellulosiques apparais-
sent nettement fluorescentes. Ces fragments de feuilles sont incorporés dans
une véritable pate hétérogéne, constituée d'éléments minéraux fins et de dé-
bris végétaux pulvérisés. Le contact matiére végétale-matiére minérale est
intime.

L

/

Dans une station telle que celle de Taon, ol l'activité des vers
anéciques (et en particulier celle de Nicodrilus velox) est intense, 1l'en-
semble des turricules ainsi décrits et des déjections de vers de terre re-
présente deux 3 trois centiméres d'épaisseur sous et dans la litiére.




Photo 9 : Lame d'humus d'un mull & forte activité de vers de terre (Nicodri-
lus velox) : de = déjections, df = débris foliaires.

Photo IO.: Lame d'humus d'un mull & forte activité de vers de terre (Nico-
drilus velox) : de = déjections, df = débris foliaires.
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3.- Fractionnement de la matiére organique des turricules

Tableau 10.- Répartition de la matiére organique des turricules dans les dif-
férentes fractions (>100u,50-100u et <50u).

Fractions | C% [c/n | ¢/C Tnitial
> 100 p | 11,7 | 34,1 30,0
50-100 u | 6,3 | 19,6 13,0
< 50u | 8,2]16,3 57,0

+ Un tiers du carbone du turricule se retrouve dans la fraction supé-
rieure & 100u (avec un rapport C/N de 34, ce qui montre qu'il s'agit surtout
de débris organiques frais, seulement fragmentés).

+ 13 % dans la fraction intermédiaire 50-100u & C/N de 20 et 57 7, soit
plus de la moitié, dans la fraction fine inférieure 3 50p avec un rapport C/N
encore assez &élevé (16), ce qui laisse supposer l'existence d'une certaine in-
corporation de matiére organique fraiche dans cette fraction humifiée (BRUN,
1978).

Ces résultats montrent que le turricule présente une certaine organi-
sation structurale, et que le carbone et 1'azote ont une répartition variable,

suivant les fractions.

a) La_dissolution_acide

Il est courant de déplacer les complexes organo-minéraux par acidi-
fication préalable dans les sols contenant des carbonates ; or, différents au-
teurs (BAL, 1977 ; BOUCHE, 1972) rapportent l'existence, dans les déjections
de vers de terre, de cristaux de calcite excrétés par les glandes de Morren.

En fait, cette attaque acide ne met en solution qu'une faible quantité de ma-
tiére organique (1,8 % du carbone initial), ce qui montre que le calcium n'in-
tervient pas dans 1'agrégation.

b) La_séparation densimétrique au bromoforme-alcool

Ce traitement vise 3 séparer, par flottaison, la matiére organique
fraiche et légére de la fraction inférieure 3 50u. Le résultat est négligeable
sur le plan quantitatif, puisqu'il fait remonter moins de 0,1 %Z du carbone
initial de la fraction. Une deuxiéme séparation densimétrique, aprés traite-
ments par ultrasons, est aussi inefficace (toujours moins de 0,1 7 du carbone
initial de la fraction). Dans le cas des déjections de vers de terre, on ne
peut donc séparer, avec nos techniques habituelles, 1'humine vraie des restes
figurés (matiére organique fralche et humine héritée).

Ces réactifs sont ceux préconisés par BRUCKERT et al. (1979). Ils
sont utilisés sur la fraction inférieure a 50u, successivement, et donnent les
résultats suivants :
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Tableau 11.- Extractions alcalines du carbone et de 1'azote sur la fraction
inférieure a 50u des turricules (en % du C ou de 1'N initial)

c7C init. | AT/A NN gnig, | ARZAR | C/NyE ) C/Npy
en C en N
en 7% en 7
Tétraborate a pH 9,7 18,2 1,2 25,2 0,8 |15,7 |10,0
Pyrophosphate a pH 10 4,7 2,2 5,8 1,3 16,6 | 10,2
Soude & pH 12 10,2 0,7 10,3 0,5 (22,3 | 14,4
Total 33,1 41,3

- Les composés extraits représentent au total de 1'ordre de 30 7%
du carbone et 40 7 de l'azote de la fraction inférieure 3 50U, ce qui est
énorme par rapport aux résultats obtenus sur les feuilles. Tétraborate et
soude 3 pH 12 sont les réactifs les plus efficaces. Ces réactifs solubilisent
des quantités comparables d'acides fulviques et d'acides humiques (rapport
AF/AH voisin de 1). Le pyrophosphate est moins efficace que les autres réac-
tifs. Il solubilise surtout des acides fulviques.

- Les acides humiques sont plus riches en azote que les acides
fulviques (rapport C/N de 1'ordre de 10).

- Nous avons, d'autre part, dosé les cations dans ces extraits ;
les teneurs en cations Al, Fe, Si et Ca sont trés faibles. Seul le pyrophos-
phate solubilise des teneurs détectables en Fe et Ca, liés surtout aux aci-
des fulviques.

4.- Conclusion

- Le fractionnement par tamisage, aprés agitation
avec des billes, permet d'isoler, dans les turricules, une importante frac-—
tion inférieure & 50u. La dissolution acide, ainsi que la séparation densi-
métrique sur cette fraction, sont restées inefficaces.

- Les extractions par les réactifs alcalins minéraux mettent en
évidence 1'existence de produits lLirmiques dans les turricules, qui peuvent
provenir de l'é@volution des tannins foliaires ou de composés humiques pré-
existant dans 1'horizon Aj.

- Ces tests préliminaires et globaux montrent que le turricule,
bien que ne constituant pas un véritable horizon, présente des caractéristi-
ques originales. Le turricule constitue un stade de brassage pédo-intestinal,
que nous allons caractériser plus précisément, et dont nous suivrons 1'évolu-
tion.
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I1.- CARACTERISATION DE LA MATIERE ORGANIQUE* DANS LES DIFFERENTS ETATS DU
BRASSAGE PEDO-INTESTHNAL

Les produits extraits des feuilles sont des substances
analogues aux substances humiques des sols; méme si elles ne sont pas liées
3 des éléments minéraux, elles présentent les mémes caractéres physico-chi-
miques (coloration, dimensions moléculaires, composition &lémentaire, etc.)
que les substances humiques. C'est pourquoi nous avons adopté la soude &

-~ ~ - -~ . L 3
pH 10 (2 pH contr6lé et sous atmosphére inerte) pour essayer d'isoler, sans
les altérer, tous ces produits et les comparer entre eux.

1.- Composition élémentaire des différents &chantillons

Tableau 12.- Teneur en carbone et en azote des différents échantillons

Echantillons C% N% C/N
Feuilles brunes
- Novembre 1 44,0 1,08 | 40,8
- Décembre 1 43,6 | - -
- Mars 1 43,210,941 46,0
- Mai 1 43,11 0,93 ] 46,3
- Octobre 1 33,710,851 39,6
Feuilles blanchies
- Mai 2 41,31 1,15 36,4
- Octobre 2 31,1 1,08 28,8
Endentére (End) 11,2 0,58{ 19,2
Turricule frais (TF)| 8,6} 0,43 20,4
Turricule agé (TA 8,810,421 21,1
Horizon A1 (A1) 3,1(0,14] 22,2

Au cours du vieillissement des feuilles, le rapport C/N baisse,
ce qui prouve que la minéralisation globale du carbone est plus rapide que
celle de 1'azote (qui subit, du fait de 1'activité de la microflore, des re-
cyclages successifs : MANGENOT et al., 1980).

Dans les feuilles blanchies, la diminution du rapport C/N avec le
temps est 3 mettre en rapport avec l'envahissement mycélien des feuilles. Au
bout d'une année, il y a une trés nette diminution du taux de carbone, qui

~

est due 3 1l'augmentation de la charge minérale des litiéres foliaires.

Dans les échantillons minéraux, c'est au niveau de 1'endentére que
la concentration relative en azote est la plus forte (C/N de 19) ; elle est
un peu plus faible dans les turricules et dans l'horizon Aj.

Analyses_totales des différents échantillons (tableau 13)

Les concentrations en éléments minéraux sont trés faibles dans
les feuilles, beaucoup plus fortes dans 1l'endentére et dans les turricules,
et trés fortes dans l'horizon Aj.

*Le lecteur sera peut—étre surpris par la précision des études analytiques;
en fait, ces études ne représentent pas une fin en soi, elles ne se justi-

#ient que dans le cadre d'une étude comparative de stades évolutifs succesifs.
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Tableau 13.- Analyses totales des différents échantillons (en %) Q;’
Si02 | A1203 | Fe203 | MnO | MgO | K20 | Ca0 | Nag0 | Ti0p | P.F,
F. brunes 34,8 0,9 | 0,75(1,9|0,5| 1,4]5,02| 0,5| - 954,2
F. blanchies | 51,2 1,39 o0,81(2,5|0,7| 1,3|6,33| 0,2| - 935,5
End. 581,71 78,6 | 30,6 |1,3]3,8117,3{7,6 6,5 7,1 }]265,3
T.F. 639,8| 82,3 | 25,4 |1,7|3,8|17,7|3,9 4,6 7,1 |l213,7
T.A. 650,6 | 83,4 | 25,4 | 1,6 3,8 17,8] 3,5 4,91 8,1 |200,9
Ay 754,61 80,6 | 29,6 | 1,2|3,5| 16,3| 1,6 4,5| 8,2 99,9

Les éléments dosés dans l'ensemble des feuilles et dans 1l'ensemble
des échantillons minéraux présentent de faibles variations. Le support miné-
ral semble rester homogéne au cours du transit intestinal et du vieillisse-
ment du turricule. Seules les teneurs en calcium varient : le contenu de
1'endentére présente les teneurs les plus élevées, ce qui est probablement
a attribuer 3 l'excrétion déja signalée de cristaux de calcite par les glan-
des de Morren (BOUCHE, 1972).

2.- Fractionnement des turricules et répartition du carbone et
de | azote dans Tes fractions N

Tableau 14.- Répartition pondérale des fractions granulométriques des diffé-
rents échantillons minéraux (en %)

< 50u
> 100u | 50-100p ‘
5-50u | < 5u

End. | 22,0 17,9 22,5 | 37,6
T.F.| 22,1 17,8 22,6 | 37,5
T.A.| 23,1 16,6 22,8 | 37,5
Aq 22,3 22,1 21,0 | 34,6

La répartition pondérale des différentes fractions présente de
trés faibles variations entre les différents &échantillons minéraux. C'est
la fraction inférieure 3 50U qui est, pondéralement, la plus importante ;
la sous—fraction inférieure 3 5y y représente les 2/3 de cette fraction.

Si 1'importance des fractions est comparable en poids, par contre
les répartitions du carbone et de 1'azote sont différentes suivant les
échantillons (tableau 15)

- la fraction supérieure 3 100y présente, dans tous les cas, un
rapport C/N élevé (supérieur & 20). Elle est constituée de matiére organi-
que fraiche non humifiée. L'importance du carbone et de 1'azote de cette
fraction diminue de 1'endentére vers l'horizon A : la matiére organique
fraiche subit donc une certaine minéralisation, mais surtout, comme le
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montrent les €tudes micromorphologiques de BRUN (1978), une importante frag-
mentation par des organismes vivants, type Enchytraéides, et se trouve ainsi,
par la suite, redistribuée dans la fraction inférieure 3 50u.

La fraction 50-100u est une fraction intermédiaire, 34 caractére
mixte. Le rapport C/N de cette fraction ne varie pas beaucoup pour les dif-
férents échantillons.

La fraction inférieure & 50 U, pondéralement la plus importante, est
également celle ol 1l'on retrouve la majorité du carbone et de 1'azote de cha-
que échantillon. Les teneurs en ces éléments, assez semblables dans 1'enden-
tére et dans les turricules, baissent fortement au niveau de 1'horizon Aj.

Au niveau de l'endentére, le rapport C/N est particulilérement bas (10 envi-
ron), il est voisin de 15 ou 16 dans les turricules et dans l'horizon Aj.
C'est dans cette fraction (inférieure 3 50U) que se concentre la majorité
des composés azotés.

Tableau 15.- Répartition du carbone et de 1'azote dans les fractions granu-
lométriques des différents échantillons minéraux.

Echantillon | Fraction C@ft Ngft ¢z | Ng | c/N
> 100u | 37,6 24,3] 19,2 0,64 38,4

End. 50-100p | 8.4| 8.3| 5.3]0.27]19.7
< 50u | 54.0067.4]10.1{0.65]10.4 le
> 100p |29,9]19,2]11,7 0,38 34,1

T.F. 50-100u | 13.1|13.3] 6.3 1032 19.6
< 50y |57.0|67.5| 8.2]0.48|16.3
> 100u | 26,9]16,1]10,3]0,29] 26,9

T.A. 50-100u | 15.1| 15.0| 8.0 {0.38 | 19.3
< s0u |58.0(68.9| 8.5|0.42]16.4
> 100y | 24,0]15,5] 3,3]0,10]21,3

Aq 50-100u | 17.8 | 18.6| 2.5 |0.12 | 19.7
< 50u | 58.2065.9| 3.2(0.17 |14

Cl: (CA»L. L. on fourr g ﬂ'“"‘)

Aprés ces caractérisations globales, nous allons étudier d'abord
les extraits humiques (et tout particuliérement les acides humiques), puts
la fraction résiduelle non extractible, c'est-d—-dire l'humine de l'ensemble
des échantillons (feuilles et déjections).




3.- Extractidilite globale des produits (tableau 16)

a) Dans_les feuilles
+ Dans les feuilles brunes, 1'extractibilité varie

peu depuis la chute des feuilles jusqu'au mois de mai (5,8 7 en novembre,
6,2 7 en mars, 6,6 7 en mai pour le carbone, et 13,1 7, 13,4 7 et 13,4 7
pour 1l'azote aux mémes périodes), avec un rapport AF/AH voisin de 1 pour les
produits extraits (cf. Tableau 17). Cette extractibilité diminue nettement
par la suite (2,8 7Z pour le carbone, dont 1/3 d'acides humiques & bas C/N
et 7,9 7 pour l'azote au mois d'octobre).

+ Dans les feuilles blanchies, 1l'extractibilité du
carbone reste élevée et supérieure 3 celle obtenue avec les feuilles brunes
fralchement tombées ; celle de l'azote est prés de deux fois plus forte. Un
tiers du carbone extrait au mois de mai est constitué d'acides humiques (i
rapport C/N de 6,7, particuliérement bas). Le rapport AF/AH est de 1l'ordre
de 1 au mois d'octobre, et les produits extraits sont riches en azote. Com-
paré a celui obtenu avec les feuilles brunes (0,9), le rapport AF/AH pour le
carbone (1,7) traduit une diminution de la condensation de ces produits. Ce-
pendant, le rapport AF/AH pour 1l'azote reste comparable pour les deux lots de
feuilles (0,5 et 0,4), ce qui pourrait s'expliquer par la présence d'une quan-
tité importante de polysaccharides dans les extraits humiques des feuilles
blanchies (cf. Résultats du dosage a 1'anthrone dont nous reparlerons plus
loin).

b) Dans les échantillons minéraux (endentére, turricules
et horizon Ay)

Les extractibilités globales du carbone et de 1l'azote
des échantillons minéraux sont beaucoup plus fortes que celles des feuilles.
Rapportées au carbone et 3 l'azote de chacune des fractions, 1'extractibilité
de la fraction inférieure 3 50u apparait extrémement élevée (62 7 pour 1l'en-
dentére) et prépondérante (cf. tableau 17). Les extraits humiques des échan-
tillons minéraux proviennent donc pour l'essentiel de la fraction inférieure
a 504 (cf. tableau 18).

Les extractibilités du carbone et de l'azote diminuent globalement
de 1'endentére a 1l'horizon 4

- dans les fractions supérieures & 50U (qui sont, rappelons-le,
trés minoritaires), ces extractibilités augmentent au cours de 1'&volution
des turricules, ce qui s'explique par une reprise de ces fractions par les
organismes vivants (microflore et pédofaune).

- Dans les fractions inférieures 3 50U, 1l'extractibilité diminue
de l'endentére 3 l'horizon Aj. Les rapports AF/AH diminuent &galement avec
le vieillissement des échantillons (cf. tableau 17) ; il y a donc une conden-
sation des composés extraits. D'autre part, les rapports C/N de ces extraits
fulviques et humiques augmentent avec le vieillissement des déjectionms,
l'azote extractible étant représenté pour une plus grande part (ce qui est
conforme aux travaux de SWIFT et al., 1972) dans les acides humiques dont
les rapports C/N sont particuliérement bas. Ils varient de 6 dans 1'endenté-
re & 12 dans l'horizon 4.




Dosage des cations dans les extraits alcalins (acides fulviques et humiques)
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- Dans les extraits des feuilles, les teneurs en cations sont extré-
mement faibles au mois de mai. Dans les feuilles du mois d'octobre, elles sont
un peu plus fortes, mais restent toujours inférieures ou égales d 1 Zo.

- Dans les &chantillons minéraux, les teneurs en cations polyvalents
sont également faibles (le réactif utilisé n'est pas décomplexant).

Tableau 16.- Extractibilité du carbone et de 1'azote des différents

échantillons

) Cred
o Ty

C extractible/C total i

N extractible/N total %

F. brunes : mai 1 6,6 13,4.
oct. 1 2,8 7,9 00
F. blanchies : mai 2 8,3 22,9
Oct. 2 8,9 20,9
dont dont dont dont dont dont
total on
otal 1> 100u | 50-100u | < 50u | %31 |5 1004 | 50-100u | < 504
End. 35,2 1,0 0,6 33,6 | 57,5 3,8 4,2 49,5
T.F. 25,7 0,8 1,0 23,81 46,8 7,7 7,7 31,6
T.A. 26,5 1,4 1,3 23,8 42,8 8,6 8,3 25,8
Al 21,9 3,5 2,3 16,2 | 46,0 13,9 12,6 19,5

Tableau 17.- Extractibilité du carbone et de 1'azote des différentes fractions
(en % du carbone ou de 1'azote total de la fraction)

End.
T.F.
T.A.

C extractible/C fraction | N extractible/N fraction
> 100u | 50-100u | < 50u > 100u { 50-100p | < 50u
2,7 7,1 62,2 15,6 50,6 73,4
2,7 7,6 41,8 40,1 57,8 46,8
5,2 8,6 41,0 53,1 53,3 37,4
14,6 12,9 27,8 87,7 67,7 29,6
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Tableau 18.- Répartition du carbone et de 1'azote dans les acides fu]vigues
et humiques des différents échantillons (feuilles et fractions
inférieures & 50u des échantillons minéraux)

AF/AH en C | AF/AH en N | C/N des AF | C/N des AH

F. brunes : mai 1 0,9 0,5 28,9 16,0
oct. 1 2,1 1,4 16,5 10,8

F. blanchies : mai 1 1,7 0,4 30,1 6,7
oct. 2 0,9 0,7 14,8 10,7

End. < 50 p 1,9 1,5 7,8 6,0
T.F. <50y 1,2 0,8 15,6 10,1
T.A. <50y 1,2 0,8 16,3 10,5
A7 <50 0,7 0,7 13,1 11,8

des feuilles et de la fraction
primés par rapport a

Tableau 19.- Importance relative du carbone des extraits humiques et des humines

50 des échantillons minéraux, ex-
carbone total des échantillon

(en % du C des échantillons

1mmWﬁmﬂw{,3Erywwcdkmu e
- soit en %
R soiten % | C non 7
?atogi;cg?gi C ext.|C des | du C total ext. dﬁog :2%31
< 501 (AF+AH) | AH des AH (humine)x (humine )
de 1'échant.
F. Brunes
Mai 1 - 6,6 ,4 100 93,4 100
Oct. 1 - 2,8 ,9 100 97,2 100
F. blanchies
Mai 2 - 8,3 3,1 100 81,7 100
Oct. 2 - 8,9 4.6 100 81,1 100
End. 54,0 33,6 | 11,6 95 —/\ 20,4 31,5 °
— | ooy —
T.F. 57,1 23,8 | 10,8 92 || 33,2 44,7
T.A. 58,0 23,9 | 10,9 9 . 34,2 46,6 |
A7 58,2 16,2 9,5 76 || 42,0 53,8 |
. . e A \l
x Voir remarque page 13 (Figure 4). A7 W}*” j\}r’)




51

L'ensemble de ces données sur les produits extraits montre déja
une différenciation entre les échantillons. Pour avoir davantage de rensei-
gnements sur la constitution chimique de ces polycondensats humiques, nous
nous proposons de les caractériser d'une fagon plus approfondie. Cette ca-
ractérisation de l'évolution des tannins issus des feuilles portera sur les
acides humiques extraits des feuilles et ceux extraits de la fraction infé-
rieure d 50U pour l'ensemble des déjections. En effet, comme l'indiquent
les chiffres reportés dans le tableau 19, méme si l'ensemble des acides hu-
miques ne représentent qu'une partie assez faible du carbone initial des
échantillons (qu'apu solubiliser la soude & pH 10), ces acides humiques
rendent compte des modifications subies par les produits bruns des feuilles
pendant le transit imtestinal et au cours du vieillissement des déjections.
Le tableau 19 montre d'autre part que la grande partie des acides humiques
est obtenue d partir de la fraction inférieure 4 50\.

4.- Caractérisation des acides humiques extraits des feuilles
et de Ta fraction inférieure a 50u de T'ensemble des dé-
jections

a) Analyse élémentaire des_acides humiques (tableau 20)

Tableau 20.- Composition élémentaire des acides humiques des différents échan-
tillons (en %)

Rapport pondéral | Rapport atomique

C% IN%|HZ%Z|0%
C/N JC/H | C/0 JC/Np|C/Hp 1 C/04

F. brunes
mai 1 52,113,0{4,7}40,2}17,3 11,1} 1,3}120,2}0,9 1,7
oct. 1 48,2 14,415,83}141,5110,9| 8,4 1,2}|12,8}0,7 1,6
7. blanchies
mai 2 52,3 4 5,5 137,01} 10,6 6| 1,4112,410,8 1,9
oct. 2 50,115 1{ 1,3}]11,0]0,8 1,7

»9 9,
305,65 (39,1 9,4 o9,
End. (< 50u) |52,9 [8,4|8,2|30,5| 6,3| 6,5} 1,7 7,3]0,54] 2,3
T.F. (< 50u) |51,9 {5,1]7,1|35,9]10,3| 7,4| 1,4]12,0]0,6 | 1,9
T.A. (< 50y) |51,5 [4,9|7,1|36,4|10,3| 7,2| 1,4]12,1]0,6 | 1,9
Ar (< 50u) | 50,5 |4,3]5,940,2]11,6|10,1| 1,3]13,6 0,8 | 1,7

- Les teneurs en impuretés minérales, déterminées par ATG, sont de
1'ordre de 4 3 8 7.

- Les différents, échantillons différent essentiellement par des va-
riations des teneurs en N, 0 et H :

+ en valeur absolue : dans les feuilles, il y a augmentation des
teneurs en N, H et O au cours du vieillissement. Dans les échantillons miné-
raux, les teneurs en N et H diminuent depuis l'endent&re jusqu'd l'horizon
Ay, alors que celle d¢: 0 augmentent. Ces compositions &lémentaires sont dif-
ficiles a relier au rjode d'humification (KONONOVA, 1966).
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+ en rapports élémentaires: ces rapports permettent des considé-
rations intéressantes : ' ’

. la diminution du rapport C/N traduit 1'incorporation des com-
posés azotés. Il est assez é&levé dans les feuilles brunes, il diminue dans les
feuilles blanchies. Il diminue également avec le vieillissement des feuilles,
ainsi que dans 1l'endentére (6,3) (comme nous l'avons déj3a vu), ce qui tendrait
d confirmer qu'une partie importante des acides humiques est de nature protéi-
que. Il augmente par la suite, au cours du vieillissement. '

. le rapport C/H varie dans une gamme assez &étroite, et consti-
tue un bon indice d'aromaticité : il donne une idée générale du degré de con-
densation (VISSER, 1964 ; ANDREUX, 1978) ; la valeur 0,8, exprimée en rapport
atomique, est considérée comme limite inférieure des molécules aromatiques
(ANDREUX, 1978). Par analogie avec des modé&les synthétiques (KONONOVA, 1972 ;
ANDREUX et al., 1977 ; ANDREUX, 1978 ; ANDREUX et METCHE, 1979), on distingue
généralement dans les polycondensats humiques, une fraction aromatique polycy-
clique correspondant au nucléus, et une fraction attribuée aux chalnes latéra-
les aliphatiques. Dans les feuilles brunes, ce rapport est assez élevé, et
témoigne d'une structure relativement condensée (cf. Premiére partie de ce
travail sur le matériel foliaire). Il diminue légérement dans les feuilles
blanchies, et d'une fagon générale, avec le vieillissement des feuilles. Dans
1'endentére, ce rapport diminue considérablement (C/Hp = 0,5) ; il augmente
au cours du vieillissement du turricule jusqu'@ son incorporation dans 1'hori-
zon A|. Dans les feuilles blanchies, et surtout dans 1'endentére, la diminution
du rapport C/H s'explique par une certaine oxydation des polycondensats humi-
ques, une diminution de la condensation-et une réincorporation de résidus ami-
no-acides (cf. rapport C/H). Au cours du vieillissement des turricules, on ob-
serve une tendance inverse, c'est-d-dire une polycondensation croissante jus-
qu'a 1'horizon Aj.

. le rapport C/0O refléte 1'importance des groupements fonctionnels
oxygénés (SCHNITZER et KHAN, 1972). Nous verrons ultérieurement que ces rapports
pour nos différents échantillons, gardent une corrélation assez significative
avec 1'acidité totale des composés. C/O est plus &levé dans la feuille blanchie
que dans la feuille brume. Il augmente encore dans 1'endentére, puis diminue
progressivement vers l'horizon Aj.

Nous avons reporté, dans un diagramme H/C - 0/C atomiques de Van KRE-
VELEN (1961), quelques valeurs données dans la littérature pour des acides hu-
miques d'origine marine ou terrestre (BACH, 1980). Les acides humiques étudiés
ici se situent 3 la limite supérieure du domaine d'existence des acides humi-
ques terrestres et marins. Ils sont proches des acides humiques fortement pro-
téiques (marins) avec une tendance aliphatique (Figure 11). Cette situation des

acides humiques des déjections est remarquable.
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-Figure 11.- Domaines d'existence des acides humiques marins et terrestres
dans le diagramme de VAN KREVELEN (1961) et situation des aci-
des humiques étudiés (BACH, 1980)
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b) Caractérisation fonctionnelle et structurale des

acides humiques

- Spectrométrie en lumiére ultra-violette et en lumiére visible

+ Dans l'ultra-violet, on constate une augmentation continue de la densité
optique avec la fréquence observée. Cette absorption par les acides humiques
est due 3 la présence de groupements chromophore (e~ ;) et augmente avec le
degré de condensation. On retrouve dans ces spectres, l'existence des deux
bandes d'adsorption & 280 et 330 nm, que nous avons mises en évidence dans
les extraits au DMFA des feuilles brunes (cf. Premiére partie). En raison de
la composition structurale complexe des acides humiques, cette zone du spec-
tre est difficile 3 interpréter.

+ En lumiére visible, les valeur du rapport Q 4/6 sont réparties dans le
tableau 21. On constate que ces rapports varient peu.

Tableau 21.- Rapport Q 4/6 des acides humiques des différents échantillons

Q 4/6

Feuilles brunes : mai 1 5,6
oct. 1 5,5

Feuilles blanchies : mai 2 6,4
oct. 2| 6,2

End. 6,6
T.F. 6,8
T.A. 6,7
Ay 6,4

- Spectrométrie infra-rouge

+ Sur les acides humiques des feuilles : le spectre des feuilles brunes et
celui des feuilles blanchies (figure 12) présentent des différences signifi-
catives : dans les extraits des feuilles blanchies, on note une prédominance
des groupements oxygénés par rapport 3 ceux obtenus dans les extraits de
feuilles brunes. Les bandes d'absorption des OH y sont plus larges et inten-
ses. Les maxima dans la zone 1720-1730 cm~! sont plus prononcés pour les ex-
traits des feuilles blanchies, ce qui dénote une acidité plus élevée. Ce ca-
ractére est confirmé par un léger épaulement dans la région 2400 cm~!, cor-
respondant aux vibrations des liaisons hydrogénes du groupement COOH. De
méme, le caractére aliphatique de ces acides humiques peut &tre apprécié par
l'existence des pics d'absorption dans la région 2920-2840 cm~!, plus nets
et plus différenciés que ceux observés pour les acides humiques des feuil-
les brunes.

Dans la deuxiéme partie du .spectre, les feuilles brunes présentent
des pics 3 1520, 1525 et 1540 cm~!, qui caractérisent les absorptions des
liaisons N-H des polypeptides. Dans les feuilles blanchies, ces pics sont
non seulement plus intenses, mais sont dédoublés par un autre pic 3 1550 cm~!
qui serait di aux vibrations des noyaux hétérocycliques azotés associées i
une bande formée par la condensation de sucres réduits avec des amfino-aci-
des (ANDREUX, communication personnelle). A 1240 cm~! existe un pic attribua-

ble aglcaractére aromatique des composés mais qui reste difficilement inter-
prétable.

e e e e
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Figure 12.- Spectres infra-rouge des acides humiques des feuilles

+ Sur les acides humiques des échantillons minéraux : dans les turricules
(Figure 13), le caractére aliphatique est trés marqué pour 1'endentére, avec
des pics de forte intensité, entre 2920, 2840 et 1450 cm . L'intensité de
ces pics diminue avec le vieillissement des déjections. Par contre, les pics
caractérisant les groupements fonctionnels oxygénés présentent une tendance
inverse (3400-3200 cm~!).

Dans la deuxiéme partie du spectre, les acides humiques de 1'en-
dentére présentent des pics bien nets 3 1520, 1525 et 1540 cm~! et sont bien
plus intenses que ceux obtenus dans les feuilles. Ces pics traduisent une
absorption due & des liaisons peptidiques. Ce caractére tend 3 disparaitre
avec 1'horizon Aj. Une hydrolyse chlorhydrique (Figures 14 et 15) entraine
la disparition de ces bandes peptidiques et confirme cette analyse. L'hydro-
lyse entraine également une meilleure expression des groupements acides, dé-
masqués par la disparition des bandes peptidiques (Figures 13 et 14). Les
bandes 3 1720 cm~! (carboxyles) et 1615 (carboxylates) vibrent mieux, ce qui
montre qu'il subsiste encore des groupements COOH matriciels.

L'absence d'impuretés minérales pour 1'ensemble des spectres est
comfirmée par 1l'examen de la bande aux environs de 1000 cm~!.

On peut conclure que ces observations spectroscopiques qualitatives
s'accordent parfaitement avec les données obtenues précédemment.

L
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Figure 13.- Spectres infra-rouge des acides humiques des échantillons minéraux.
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Figure 14.- Spectres infra-rouge des résidus d'hydrolyse des acides humiques
des feuilles
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Figure 15.- Spectres infra-rouge des résidus d'hydrolyse des acides humiques
des échantillons minéraux.

- Chromatographie d'exclusion

Cette technique permet d'avoir une idée de 1'encombrement moléculaire des
macromolécules des acides humiques. Elle nécessite un &talonnage des gels
et assimile les macromolécules humiques a des protéines globulaires. Dans
la figure 16 sont réparties les courbes de fractionnement sur gel Sephadex
G75 des acides humiques des différents échantillons. Sur toutes ces courbes,
nous pouvons observer : '

-

+ une fraction exclue, qui représente des molécules & encombrement molécu-
laire équivalent ou supérieur & 100 000. Cette fraction exclue est prépondé-
rante. :

+ une fraction retenue, dont le maximum d'absorption correspond 3 un coef-
ficient d'élution (Kav). Pour tous les échantillons, ces Kav sont voisins

(0,68 a 0,81) et correspondent 3 des encombrement moléculaires de 3600 2a
6000.

En conclusion, 1l'exclusion d'une grande partie des acides humiques
sur gel Sephadex G75 montre qu'il s'agit de polycondensats.
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- Dosage des groupements fonctionnels acides des acides humiques (Tableau 22)

Tableau 22.- Dosage des groupements fonctionnels oxygénés, titrés sur des
acides humiques des différents écnahtillons (en m.e./q)

Acidité | Acidité .
forte faible | Actdite _.__charges Pic 1 charge Pic 2
pH fc 1 | Pic 2 | fatbre |Acidite -
{nitia1 | P'¢ 10| totale| charges pic 1+ pic 2| charges pic 1 + pic 2
pH 4,51 pH 8 pH 10 en g en %
(-CooH) | (-OH)
F. brunes
mai 1 3,6 0,8 1,9 1,5 4,2 29,4 70,6 -
oct. 1 3,6 1,1 1,6 1,2 3,9 39,7 60,3
F. blanchies
mi 2 3,3 1,6 2,8 0,6 5,0 36,0 64,0
oct. 2 3.4 1,4 2,8 0,7 4,9 34,0 66,0
End. < 50u 3,6 0,7 0,8 0,4 1,9 49,3 50,6
T.F. < 50u 3,4 1,2 1,2 0,8 3,2 48,7 51,3
T.A. < S0u 3,4 1,0 1.4 0,8 3,2 42,3 ’ 57,7
Ay < S0u 3,4 0,9 1,8 0,4 3,1 33,3 66,6

+ La titration potentiométrique des solutions des acides humiques dans
KC1l N, conduit 3 des courbes sigmoidales, dont deux points d'inflexions sont
mis en évidence par enregistrement en dérivée premiére. Ces deux points cor-
respondent 3 deux acidités principales ; la premiére (pic 1) est neutralisée
d pH 4,5 et correspondrait aux groupements -COOH ; la seconde (Pic 2), titrée
d pH 8, est généralement attribuée surtout 3 des groupements -OH phénoliques
et aussi 3 des acidités COOH faibles. Ces fonctions sont importantes, parce
qu'elles peuvent se dissocier et complexer des cations. La titration potentio-
métrique a été poursuivie jusqu'd pH 10 et la somme de toutes ces acidités
correspond 3 1'acidité totale.

+ L'acidité totale (cf. tableau 22) est plus forte dans les acides humiques
des feuilles blanchies que dans ceux des feuilles brunes ; elle diminue avec
le vieillissement des feuilles ; elle est encore plus faible dans les acides
humiques de 1'endentére ; elle augmente et se stabilise dans ceux des déjec-
tions. '

+ Une grande part de 1'acidité totale est attribuable aux acidité&s faibles,
leurs variations sont donc paralléles (par exemple, dans les &chantillons mi-
néraux, l'acidité& phénolique augmente de 1'endentére & l'horizon A], et cela

au détriment de 1'acidité carboxylique). Ces observations sont renforcées par

1'examen de la distribution relative entre les charges respectives de 1'aci-
dité 1 et de 1'acidité 2. Dans les feuilles blanchies, il y a une distribu-
tion plus forte des charges -COOH (pic 1) par rapport 3 celle rencontrée

dans les feuilles brunes et donc, diminution des charges -OH (pic 2). Cette
tendance est encore plus nette dans l'endentére, par rapport & 1'ensemble

des feuilles. Au cours du vieillissement des turricules, au contraire, on ob-

serve unme augmentation du pourcentage des charges —OH.
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+ La proportion élevée de ces groupements -—COOH dans les feuilles blan-
chies, et surtout dans l'endentére, révéle l'apparition de sites acides sur
les chaines aliphatiques et aussi, par suite de transformation structurales
profondes, sur le nucléus (ouverture oxydative probable de cycles aromatiques).
Cette transformation dans ces deux échantillons peut €tre mise en relation
avec 1'augmentation de 1'extractibilité, et plus précisément, dans le cas
des feuilles blanchies, avec l'apparition, par exemple, de 1'acide vanilli-
que. C'est la perte, ou le blocage par les cations, de ces groupements -COOH,
qui entralne 1'insolubilisation des acides humiques au cours du vieillisse-
ment des turricules (diminution de 1'extractibilité.

+ Toutes ces observations concordent avec les analyses qualitatives tirées
des spectres infra-rouge et avec toutes les analyses précédentes. La diminu-
tion relative des teneurs en carboxyles, et 1'augmentation des groupements

" phénoliques au cours du vieillissement des &chantillons minéraux, vont dans

le sens d'une augmentation du degré de polycondensation des molécules (SCHEFFER
et UHLRICH, 1960). C'est un résultat classique dans 1'&tude des composés hu-

miques (ANDREUX, 1979).

- Analyse thermique différentielle sur les acides humiques

L'examen des courbes d'analyse thermo-différentielle fait apparaitre,
en dehors des pics endothermiques relatifs aux pertes d'eau, des réactions
exothermiques situées d 350° et d& 500°C dans tous les échantillons. Il y a
donc deux fractions de stabilité thermique différente dans (gs échantillons
humiques. Des &tudes complémentaires (infra-rouge aprés chauffage a ces deux
températures) permettraient de fournir de plus amples précisions sur 1l'origi-
ne de ces pics. Faute de temps, nous nous sommes contentés de comparer la ré-
partition de ces pics dans les divers échantillons, et remarqué que :

+ Au cours du vieillissement des feuilles, le pic a& 500°C se déplace
et sort 3 475°C ;

+ Dans les acides humiques des feuilles blanchies, ce pic & 500°C
est beaucoup moins intense que celui obtenu avec les feuilles brunes ;
+ Dans 1'endentére, le pic & 500°C est également peu important ;

bl
+ Dans les déjections, non seulement le pic & 500°C sort i 475°C,
mais sont importance diminue au cours du vieillissement. Il apparait d'autre

part un autre pic & 400°C.

Les acides humiques étudiés présentent donc des différences dans la
stabilité thermique de leurs composants, sans qu'on puisse interpréter avec
certitude la nature de ces fractions.

¢) Les_constituants chimiques des_acides humiques

Les hydrolyses acides des composés humiques donnent un

certain nombre de précisions sur les constituants de bases de ces acides humi-
ques.

- Carbone hydrolysable (cf. tableau 23)

Carbone total hydrolysable et sucres ‘obtenus : la quantité de
carbone hydrolysable des acides humiques des feuilles brunes décroit avec
le vieillissement des feuilles (58 Z en mai, 37 % seulement en octobre).
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Elle augmente par contre dans ceux provenant des feuilles blanchies (39 7 en
mai et 49 7 en octobre) ol la quantité d'hexoses est forte par rapport a
celle obtenue avec les autres échantillons (12 7 en équivalent carbone-glu-
cose du carbone hydrolysable. Cette richesse en sucres est sans doute 3 met-
tre en relation avec la colonisation fongique. '

Dans les acides humiques provenant de la fraction fine des &chan-
tillons minéraux, la teneur en carbone hydrolysable décroit de 1'endentére
aux turricules, et des turricules 3 l'horizon A (de 55 3 33 %). Les acides
humiques provenant de la fraction fine de l'horizon A; sont donc proportion-
nellement nettement plus difficiles & dégrader par les acides, que ceux pro-

venant de 1'endentére. Dans tous les cas, la teneur en sucres des hydrolysats
est trés faible (non détectable).

Tableau 23.- Répartition des différentes formes du carbone et de 1'azote dans
les acides humiques, aprés hydrolyse chlorhydrique.

C hydrolysable | N hydrolysable { N a-aminé | N NHgt N combiné [ N non hydrolysable
C initial N initial N initial | N initial |N initial N initial
en % en % en % en % en ¥ en ¥
F. Brunes
maf 1 68,2 79,4 70,0 0,9 8,5 20,6
oct. 1 37,4 81,6 66,7 2,7 9,6 18,4
F. Blanchies
mai 2 39,4 78,6 64,0 2,4 9,9 21,4
oct. 2 48,8 84,3 70,7 1,3 11,0 15,7
End. 55,1 83,6 51,7 0,6 30,8 16,4
T.F. 34,2 79,7 40,0 2,6 33,9 20,3
T.A. 34,2 76,9 . 46,7 3,0 23,2 23,1
Ay 32,5 68,5 48,1 8,0 11,4 31,5

- Azote hydrolysable (Tableau 23)

+ Azote total hydrolysable : dans le cas des feuilles, la teneur
en azote hydrolysable reste toujours élevée et augmente avec le vieillisse-
ment des é€léments foliaires, dans les feuilles brunes comme dans les feuilles
blanchies, ce qui est conforme aux résultats obtenus par JANEL et al. (1977)
sur les feuilles de hétre, mais dans d'autres stations de milieu acide.

Dans le cas des échantillons minéraux, 1'évolution a lieu dans le
sens inverse (83 7 de 1'azote total est hydrolysable dans les acides humiques
de la fraction fine de 1l'endentére, et seulement 69 7 pour ceux qui provien-
nent de 1'horizon Aj). Carbone et azote deviemnnent donc plus résistants i
1'hydrolyse acide lorsque les déjections vieillissent et s'incorporent au sol.
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+ Répartition des différentes formes d'azote hydrolysable (Tab.23)

++ L'azote a-aminé représente, dans tous les cas, une part im-
portante de 1'azote hydrolysable :

dans les acides humiques des feuilles, 1'azote a-aminé représente
de 1'ordre de 80 3 90 7 de 1'azote hydrolysable (88 7 pour les extraits des
feuilles brunes, 84 7 pour les feuilles blanchies, en mai),

dans les acides humiques de la fraction fine des échantillons miné-
raux, la quantité d'acides aminés ne représente plus que de 50 a 70 7 de 1'azo-
te hydrolysable (62 % dans le cas des extraits issus de 1'endentére, 59 et 64 3
dans le cas des turricules et 71 7 pour les extraits de l'horizon Aj).

++ les hexosamines n'ont été détectées d'une fagon significative
dans aucun des échantillons.

++ 1'azote ammoniacal représente, dans le cas des échantil-
lons €tudiés, en général moins de 10 7 de 1'azote hydrolysable (de 1 a 3 %
dans les extraits des feuilles et de 1 3 12 7 dans les extraits des échantil-
lons minéraux). Dans les acides humiques provenant des échantillons minéraux,
on constate l'existence d'une augmentation significative du taux d'azote ammo-
niacal des extraits de la fraction inférieure a 50p de l'endentére (0,7 7
de 1'azote hydrolysable) a ceux provenant de 1'horizon A} (11,8 Z). Ce type
d'azote provient pour une part de la désamination des amides et des amino-
sucres (ANDREUX, 1979).

++ Les teneurs en azote combiné : il s'agit d'azote hydrolysable
qui échappe 3 l'identification (ALDAG, 1977). Ce type de produits azotés peut
correspondre 3 des amino-acides basiques (non comptabilisés par la méthode de
détection des acides o-aminés) ou bien provenir de produits de recombinaison
inhérents au traitement d'hydrolyse (JOCTEUR MONROZIER et al., 1981). Les te-
neurs en azote combiné augmentent en valeur relative avec le vieillissement
des feuilles, ce qui est conforme aux résultats globaux obtenus par JANEL
(1977) sur les feuilles brunes. Ces temeurs se situent en valeur relative,
autour de 10 a 15 7. Dans les acides humiques issus de la fraction fine des
échantillons minéraux, les teneurs relatives varient de 15 3 45 7 et décrois-
sent d'une fagon trés nette avec le vieillissement des déjections (37 7 dans
les extraits de l'endentére, 44 7 et 32 7 dans ceux des turricules et 17 7
dans les extraits de l'horizon Ay).

- Azote non hydrolysable

L'azote non hydrolysable a une origine encore actuellement mal dé-
finie : d'aprés FLAIG et BREYHAM (1956), une partie de cet azote serait hété-
rocyclique, une autre partie, d'aprés ANDREUX et METCHE (1975) correspondrait
a des groupements phénylamine. Selon HAIDER et al. (1965), cet azote provien-
drait essentiellement des résidus des amino-acides terminaux les plus solide-
ment fixés sur le nucléus polycondensé. Dans les &chantillons étudiés, le taux
d'azote non hydrolysable augmente avec le vieillissement des déjections.

En conclusion, les hydrolyses du carbone et de l'azote des acides
humiques étudiés ont mis en évidence certains éléments caractérisant ces aci-
des humiques. C'est ainsi que 1'on note :
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- En ce qui concerne l'hydrolyse du carbone

! + dans les extraits des feuilles brunes, une résistance croissan-
h te 3 1'hydrolyse avec le temps,

+ dans ceux des feuilles blanchies, au contraire, cette résistan-
ce diminue avec le vieillissement des feuilles,

+ dans les extraits des échantillons minéraux, une forte sensibi-
lité aux hydrolyses acides des extraits issus de l'endentére et, par contre,
une résistance croissante par la suite, avec le temps.

- En ce qui concerne l'hydrolyse des composés azotés :

+ le caractére trés hydrolysable de l'ensemble des acides humi-
ques étudiés (c'est le cas des feuilles et, pour une moindre part, des hori-
. zons minéraux,

+ la trés forte proportion d'azote a-aminé obtenue par hydrolyse
des acides humiques des feuilles (1'azote provient de structures peptidiques)
et les importante teneurs en azote dit combiné, obtenu par hydrolyse acide
des extraits humiques des échantillons minéraux (ces teneurs diminuant d'ail-
leurs avec le vieillissement des déjections).

L'ensemble de ces hydrolyses du carbone et de l'azote mettent en

évidence 1l'augmentation de la stabilité des acides humiques des déjections
avec leur vieillissement

Conclusion sur la caractérisation des acides humiques

L'étude des propriétés structurales et fonctionnelles de ces macro-
molécules fournit des indications quant 3 leur processus de formation. La re-
présentation générale de ces acides humiques sous forme d'une combinaison nu-
cléus polyaromatique - chalnes latérales aliphatiques, semble se vérifier pour
ces macromolécules.

Dans la feuille brune (Chap. III-A), ces molécules se réduisent i
des systémes "polyphénols protéines" (réactions de monoméres phénoliques avec
des amino-acides et des peptides). Au cours du vieillissement de la feuille
brune, l'extractibilité diminue considérablement et les extraits sont surtout
composés d'acides fulviques. Les acides humiques semblent subir une certaine
dégradation, portant sans doute sur la partie aromatique du polycondensat.

Dans les feuilles blanchies, une certaine oxydation des tannins est
mise en évidence par les différents résultats des &tudes fonctionnelles. Les
systémes qui en résultent réincorporent de nombreux résidus amino-acides, ain-
si que des peptides. Ces recombinaisons sont en relation avec la colonisation
mycélienne et doivent incorporer €galement des hexoses.

Dans l'endentére, l'analyse des caractéres structuraux et fonction-
nels des polycondensats humiques met également en évidence une hydrolyse en-
zymatique encore plus poussée. L'abondance et la variété des structures ali-
phatiques traduisent des incorporations de métabolites peptidiques d'origine
microbienne et sans doute aussi lombricienne (métabolites qui sont, générale-
ment, sensibles 3 l'action dissolvante de la soude, d'aprés JANEL, 1976).
L'extractibilité & la soude est trés élevée.

Au cours du vieillissement des turricules, par contre, les données
analytiques suggérent une polycondensation progressive vers l'horizon Aj. Les
polycondensats se condensent en incorporant des substituants aminés, mais en
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méme temps, s'insolubilisent par perte des groupements fonctionnels acides.
L'extractibilité diminue fortement vers 1'horizon Aj.

I1 semblerait donc que cette voie de l'humification donne des pro-
duits de transformation trés différents des structures biologiques qui leur
ont donné naissance.

5.- Caracterisation des humines et résidus d'extraction

Tableau 24.- Répartition du carbone et de 1'azote non extractibles a la soude
a pH 10 dans les feuilles (en % du carbone ou de 1'azote total
des échantillons)

C/C initial { N/N initial C/N
% % résidu
F. brunes
mai 1 93,4 86,6 53,2
nov. 2 97,2 92,1 40,9
F. blanchies
mai 1 91,7 77,1 39,9
nov. 2 91,1 79,1 38,7

Dans ces résidus d'extraction, on retrouve la majorité du carbone
et de 1'azote de la feuille. Ces produits ne constituent pas encore des "hu-
mines". En effet, ils incorporent encore des produits bruns qui n'ont pas été
extraits a la soude pH 10 et ils ne sont pas associés a la matiére minérale.

Nous allons toutefois examiner leur comportement 3 1'hydrolyse acide, en méme
temps que celui de 1'humine vraie des échantillons minéraux.

——— s o S~ . o o T— —— —— ——— —— —

L'humine de la fraction inférieure 3 50U des échan-
tillons minéraux représente de 30 3 50 % de 1'humine totale (Tableau 19). Cet-
te humine totale est constituée pour une part de matiére organique fraiche
(fractions supérieures & 50y 3 C/N élevé, supérieur 3 40) et de la fraction im
férieure @ 50y a C/N plus bas, qui correspond davantage i une fraction humifiée

Les teneurs globales en carbone et en azote diminuent de 1'endentére
a 1'horizon A], les quantités totales de carbone et d'azote non extractibles
augmentent avec le vieillissement des déjections. (Tableau 25).
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Tableau 25.- Teneur en carbone et en azote de 1'humine des échantillons miné-
raux (fraction inférieure a 50u)

% N, C/N c/C Fra;tion N/N fra;tion
End. 7,210,51 (14,0 37,8 26,5
T.F. 4,7 10,24 19,5 58,2 53,4
T.A. 3,710,19 | 19,6 59,1 62,5
Aq 2,6 10,15117,0 72,1 70,5

La fraction inférieure a 50U a été divisée en deux parties, par sédi-
mentation (tableau 26) : .ﬂk < s-ébfA

Tableau 26.- Répartition du carbone et de 1'azote dans les différentes frac-
tions de 1'humine des échantillons minéraux (en % du carbone
et de 1'azote de 1a fraction inférieure a 50u)

Sous-fractions | ¢/ f;action N/N f;action /N
End. < 5y 53,1 78,9 10,1
T.F. < 5p 71,8 79,0 17,2
T.A. < 5u 67,6 77,5 14,9
Al < 5u 66,3 78,6 14,0
End. 5-50u 46,9 21,8 31,5
T.F. 5-50u 28,2 21,0 26,5
T.A. 5-50u 31,4 22,5 27,6
A1 5-50u 33,3 21,4 27,4

Bien que pondéralement la fraction 5-50u soit la plus importante
(Tableau 14), environ 80 7 de 1'azote et 60 7 du carbone de la fraction totale
inférieure 3 50u se retrouvent dans la fraction inférieure a 5y a3 C/N peu
élevé. C'est donc dans la fraction inférieure 3 5u que se concentrent l'es-
sentiel des composés humifiés.
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Tableau 27.- Répartition des différentes formes du carbone et de 1'azote dans
les humines, aprés hydrolyses acides

Carbone en 3/Carbone {nitial Azote en %/Azote initial de 1'humine
Hexoses en '

C hydrol. c N hydrol. + N non
équivalent N a-aminé | N-RH N combiné :
total carbone-glucose polyphénolique total 4 hydroi.

F. brunes .
mai 1 18,4 3,5 0,9 73,7 48,9 5,6 19,2 26,3
oct. 1 21,6 3,3 1,4 80,7 41.8 18,8 20,1 19,3

F. blanchies

mai 2 21,7 4.4 1,1 55,7 39,1 4,1 12,5 44,1
oct. 2 20,4 3,5 1,5 64,9 33,0 14,5 17,4 35,1
End. < S0u 31,4 6,1 2,6 66,2 30,9 2,9 32,4 33,8
T.F. < SQu 41,2 10,5 3,9 76,6 37,9 7,0 31,7 23,4
T.A. < S0 40,9 9,3 4,9 80,3 42,5 9,3 28,5 21,8
Al < 50u 40,1 9,3 6,2 84,9 . 41,3 10,2 33,4 15,1
dont End. < Sp| 36,9 6,9 3,9 74,4 33,1 2,3 39,0 | 25,6
T.F. <5y 36,6 4,3 3,6 79,7 41,6 3,6 3,5 20,3
T.A. < 5y 37,4 3,3 5,1 84,3 47 4 6,2 30,6 19,8
Ay < Su 42,9 5,1 7,5 89,8 46,2 8,4 35,2 10,1
et End. 5-50u 25,1 5,2 1,2 45,5 27,2 5,8 12,5 54,6
T.F. 5-50u 52,0 26,4 4,9 65,1 24,0 20,0 21,0 35,0
T.A. 5-50u 49,1 22,2 4,7 71,7 25,4 19,9 26,4 28,2
Ay 5-50u 35,0 17,5 3,8 69,3 24,2 17,1 28,0 30,7

- Formes du carbone

+ Carbone total hydrolysable

. . Le taux de carbone hydrolysable varie pau dans les résidus
non extractibles des feuilles. Ces fractions carbonées non extractibles sont
sensiblement plus résistantes & 1'hydrolyse que les acides humiques corres-
pondants. '

. Dans les humines des échantillons minéraux, la proportion de
carbone hydrolysable augmente nettement par rapport 3 celle des feuilles.
Elle augmente encore de 1'endentére aux turricules frais, puis se stabilise.
Les humines sont plus résistantes 3@ 1'hydrolyse que les acides humiques cor-

respondants.

++ Hydrates de carbone :

. Les teneurs en hexoses varient peu dans le résidu non extrac-
tible des feuilles. Elles diminuent trés légérement avec le vieillissement
des feuilles. Dans les "humines" des feuilles blanchies du mois de mai, ces
teneurs sont légérement pous &levées que dans celles des feuilles brunes.

. Dans les échantillons minéraux (fraction inférieure 3 50u),
les teneurs en sucres sont beaucoup plus élevées que celles des "humines"
des feuilles (10 7 contre 4 7). Elles augmentent nettement de 1'endentére a
1'ensemble des turricules et horizon Aj. Ces variations se font dans le méme
sens que celles du carbone total hydrolysable. Ces teneurs sont de l'ordre de
3 36 7 pour la fraction inférieure a3 5 u. Elles sont plus importante dans la
fraction 5-50u surtout pour les déjections.
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. La totalité des hexoses se retrouve dans les humines, ce ~ui
rejoint les observations de GUCKERT (1973). Une analyse qualitative de ces
hexoses fait apparaitre les répartitions suivantes (Figure 17) : dans les
feuilles brunes, il y a essentiellement des hexoses : glucose, galactose et
mannose ; dans les feuilles blanchies et également dans les déjections, il ¥
a en outre des pentoses (arabinose, fructose, ribose et rhamnose) qui se-
raient d'origine microbienne. d'aprés certains auteurs (HORTON et WOLFROM,
1963;DECAU, 1968 ; GUCKERT,1973) .Cette hypothése est étayée par la mise en
évidence au M.E.T. (coloration de Thierry) de polysaccharides autour des co-
lonies bactériennes. Toutefois, une origine animale de ces sucres n'est pas
a écarter. En effet, le lombric secréte un mucus dont le principal composé
serait, d'aprés NEEDHAM (1970), une glycoprotéine.

En résumé, comme on peut le voir sur la figure 17, les sucres ob-
tenus par hydrolyse sulfurique sont essentiellement des hexoses dans les
feuilles brunes et dans l'endentére,alors que dans les feuilles blanchies
ainsi que dans les déjections, ces sucres sont des hexoses et des pentoses.

++ Carbone polyphénolique libre :

Les teneurs en carbone polyphénolique sont légérement
plus forte dans les feuilles blanchies que dans les feuilles brunes. Elles
augmentent avec le vieillissement des feuilles.

. Dans les humines des échantillons minéraux, ces teneurs
augmentent aussi avec le vieillissement des déjections.

Cette libération de composés phénoliques au cours du viei
ment des échantillons peut €tre mise en relation avec une certaine
tion des cellules ligneuses.
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- Les constituants azotés

+ Azote hydrolysable

L'hydrolyse acide des humines lib&re une quantité élevée d'azo-
te (jusqu'd 80 7). Cet azote hydrolysable est relativement plus abondant dans
les feuilles brunes que dans les feuilles blanchies et augmente avec le vieil-
lissement des feuilles. Il augmente aussi avec le temps dans les déjectionms,
contrairement 3 ce qui a été observé pour les acides humiques.

++ Parmi les formes hydrolysables, c'est la forme o-aminée qui
est la plus abondante et qui varie donc dans le méme sens que 1'azote hydroly-
sable.

++ L'azote ammoniacal est beaucoup moins abondant dans les échan-
tillons. Il augmente avec le vieillissement des feuilles et celui des déjec-
tions, mais rappelons que ce type d'azote peut résulter aussi d'un artefact
d'analyse (JANEL et al., 1977).

++ De 12 3 20 7 de 1'azote des feuilles et de 34 3 44 7 de
1'azote des turricules participent 3 des combinaisons complexes non identi-
fiées (azote dit combiné). Il s'agit peut-@tre pour une part aussi d'artefacts
réactionnels, engendrés par 1'hydrolyse acide (recombinaisons entre composés
saccharidiques et protéiques : JAMES, 1972). Les teneurs en ces composés azo-
tés complexes augmentent avec le vieillissement des feuilles.
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Figure 17.- Chromatogramme des sucres dans les résidus non extractibles des

feuilles et dans les humines des échantillons minéraux.
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+ Azote non hydrolysable

La forme non hydrolysable de 1'azote organique est assez abon-
dante, et nettement plus forte que dans les acides humiques correspondants.
Elle diminue avec le vieillissement des feuilles, et également avec celui
des turricules. Cette forme serait constituée principalement d'azote hétéro-
cyclique (FLAIG, 1970 ; CHESHIRE et al., 1967). Elle est trés stable, insolu-
ble, non hydrolysable et résiste a la biodégradation microbienne.

- Les hexosamines (tableau 28)

Tableau 28.- Teneurs en hexosamines (et N acétylglucosamine) dans les résidus
non extractibles des feuilles et dans 1'humine de la fraction in-
férieure a 5u des échantillons minéraux (en % de 1'azote total de
la fraction).

N glucosamine | N acétylglucosamine Total
N fraction N fraction .
en % en % N fraction
F. blanchies
mai 2 8,33 0,65 8,98
End. < 5p 10,35 0,50 10,85

Généralement, dans les sols, la détection de sucres aminés souligne
la présence de matériel d'origine animale ocu fongique (chitine). Ces hexcsa-
mines entrent dans la synthése de matériel pariétal et sont résistants a la
biodégradation. La forme N acétylglucosamine caractérise plus particuliére-
ment le matériel pariétal fongique (MUZZARELLI, 1977). Ces héxosamines n'ont
été décelées que dans deux échantillons : la feuille blanchie et 1'endentére
(essentiellement au bout de 8 heures d'hydrolyse). Nous avons alors obtenu une
certaine quantité d'hexosamines et trés peu de N acétylglucosamine. D'une fa-
gon générale, on admet que la forme N acétylglucosamine peut €tre transformée
par désacétylations en hexosamines au cours d'hydrolyses prolongées (MUZZARELLI,
1977).

Dans les feuilles blanchies, ces teneurs en hexosamines sont liées 3 la
colonisation fongique. Dans 1'endentére, elles sont 3 relier a 1'observation au
microscope électronique 3 transmission, de nombreux débris de parois mycéliennes.
Celles-ci sont dégradées dans la partie postérieure du tube digestif (cf. étude
expérimentale ultérieure), ce qui expliquerait 1'absence d'hexosamines dans les
turricules et 1'horizon Aj.
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- L'acide diaminopimélique (tableau 29)

Tableau 29.- Teneurs en acide diaminopimélique dans les résidus non extracti-
bles des feuilles et dans 1'humine de la fraction inférieure a
5 pu des échantillons minéraux (en % de 1'azote total de la frac-
tion, ou de 1'azote a-aminé)

N-DAP/N a-aminé N-DAP/N total
de la fraction | de 1'humine de 1a fraction
F. brunes
mai 1 0,16 0,08
oct. 1 0,57 0,24
F. blanchies
mai 2 0,66 0,26
oct. 2 0,36 0,12
End. 5 0,15 0,05
T.F. 5 0,10 0,04
T.A. 5 0,15 0,07
Aq 5 0,39 0,18

Les teneurs en DAP sont plus abondantes dans l'hydrolysat de 24 heu-
res que dans celui de 8 heures. Elles sont plus fortes dans les feuilles que d
dans 1'humine de la fraction fine des échantillons minéraux. Dans les feuilles
brunes, elles zugmentent avec le vieillissement, dans les feuilles blanchies,
c'est le contraire, mais les valeurs obtenues au mois de mai sont nettement
plus élevées.

Dans les déjections, les teneurs en DAP augmentent au cours du vieil-
lissement. Le DAP est attribuable aux parois des bactéries Gram - (STEUBING, 1970)-
La taille des bactéries (et donc la quantité de DAP) varie avec la bactérie et
le type de scl (ANAN'YEVA et al., 1979). Le dosage du DAP ne permet donc pas
d'établir une numération rlgoureuse des bactéries dans les échantillons ; il
permet seulezent ce suivre 1'évolution de 1'humine microbienne, dont 1'impor-
tance ici sexmble zugmenter au cours du temps dans les échantilloms.

Les mciécules organiques azotées foliaires part1c1pent donc, non
seulement Z 1z ccastitution de polycondensats préhumiques, mais également
d la synthése Ze —Ztabolites microbiens.
c) Discussion et conclusions
La proportion de matiéres non extractibles augmente
avec le vieillissement des feuilles et celui des déjections.

Lz -Zsistance 3 l'hydrolyse acide du carbone et de 1'azote diminue
au cours du vieillissement des feuilles et aussi au cours du vieillissement
des déjecticzs.




- En ce qui concerne le carbone, cette sensibilité accrue & l'hy-
drolyse s'explique par 1'augmentation avec le temps des teneurs en polysac-
charides dans les humines des déjections (polysaccharides d'origine micro-
bienne). Il y a, d'autre part, une augmentation sensible du carbone polyphé-
nolique au cours de cette évolution. Cette augmentation provient sans doute -
de la dégradation des épaississements lignifiés des tissus conducteurs et
des tissus de soutien microdivisés, qui sont inextractibles 3 la soude pH 10
(SAUERBECK et FUHR, 1968), et aussi des produits bruns non extraits pour une
part a pH 10.

- En ce qui concerne 1l'azote, on retrouve dans les résidus des feuil-
les, 'une quantité d'azote hydrolysable qui est plus faible dans les feuilles
blanchies que dans les feuilles brunes : l'azote, dans les feuilles blanchies,
est sans doute incorporé dans des structures plus stables (en partie fongiques).
Les quantités d'azote combiné sont nettement plus abondantes dans les résidus
des extraits minéraux que dans ceux des feuilles. Dans les humines de 1'enden-
tére et des déjections, les teneurs en DAP augmentent avec le vieillissement,
cette augmentation étant 3 mettre en paralléle, semble-t-il, avec la sensibili-
té & 1'hydrolyse, qui croit, comme nous l'avons indiqué, avec le temps. Or,
les variations de teneur ‘en DAP, acide aminé qui entre dans la constitution des
parois des bactéries Gram -, sont liées & la production de biomasse bactérienne
et donc, 3 une certaine activité microbiologique (DECAU, 1971) ; il y a donc
une biomasse bactérienne plus importante dans 1'humine de 1'horizon A; que
dans celle de 1'endentére. Rappelons que les parois bactériennes ne sont pas
extractibles & la soude 3@ pH 10 (JANEL, 1976), qu'elles sont peu biodégradables
et par conséquent, qu'elles s'accumulent d'une fagon relative dans les rési- |
dus d'extraction. Quant 3 l'azote a-aminé de ces humines, il est beaucoup
mons abondant que celui des acides humiques correspondants, surtout pour 1 en-
dentére et les feuilles.

En conclusion, le résultat essentiel de cette étude swr la matiére
organique non extractible nous parait étre qu'd partir de feuilles essentiel-
lement carbonées, se fabrique, au cours du travail intestinal, une matiére or-
ganique relativement humifiée, qui est liée d la matiére minérale. Cette ma-
tiere organique évolue par la suite avec le temps sous L'influence des fac-—
teurs pédoclimatiques ; elle évolue aussi sous l'influence de la microflore,
qui reprend certains de ces produits et abandonne des métabolites peu stables.
La particularité nowvelle de cette humine est d'étre constituée d'une frac-
tion de néosynthése biologique (polysaccharides d'origine microbienne et
d'origine animale).

6.- Etude sommaire du support minéral dans les échantillons
minéraux :

Dans les extraits au réactif de TAMM, on peut noter une
trés légére augmentation des teneurs en aluminium et fer, et au contraire,
une diminution du silicium, au cours du vieillissement des déjections.

Dans les extraits au réactif de MEHRA-JACKSON, les variations
des teneurs en é€léments sont beaucoup plus nettes avec le temps ; les te-
neurs en silicium diminuent, alors que celles de 1'aluminium et surtout du
fer augmentent trés nettement.-.




Tableau 30.- Teneurs en éléments amorphes et éléments oxydes, rapportées
d Ta quantité totale de 1'élément dans 1'échantilion (en %)

Eléments amorphes Eléments oxydes

(réactif de Tamm) (réactif de Mehra-Jackson)

Al Si Fe Al ©Si Fe
End. | 1,25 | 0,04 | 4,87 4,33 0,58 17,7
T.F.] 1,83} 0,03} 6,30 4,59 0,33 47,3
T.A.| 1,89 0,03 6,30 6,80 0,46 56,3
A1 2,25 | 0,021 7,16 7,50 0,11 59,8

Cette augmentation des teneurs en oxydes (pour Al et Fe; est
sans doute liée 4 l1'alté@ration des minéraux, qui croit jusque dans 1'horizomn
Ay et qui est due, pour une grande part, a une forte acidité organique.

b) Granulométrie (tableau 31)

Tableau 31.- Répartition granulométrique des échantillons (en % du minéral)

End. | T.F. | Aj

Sables grossiers (2000-200u); 9.0 8,8 8,9

Sables fins {200-50u) 2,81 4,71 3,6
Limons grossiers (50-20yu) 18,7 118,31 18,1
Limons fins (20-2yu) 48,8 | 48,7 | 51,2
Argiles (< 2u) 20,71 })9,5] 18,2

La répartition des fractions granulométriques varie peu entre les
différents échantillons. On peut seulement noter 1l'existence de teneurs 1é-
gérement plus faibles en argiles inférieures 3 2y dans l'horizon Ay, par
rapport aux autres échantillons.

Cette étude sommaire du support minéral des états successifs du
brassage pédo-intestinal souligne 1'existence d'une nette augmenrtation des
teneurs en oxydes de fer des échantillons. Cependant, les variations des ré-
partitions granulométriques des échantillons sont trés faibles. Le support
minéral ne subit donc que de trés faibles transformations, qui n'ont aucune
commune mesure quant a leur importance, avec celles subies par la matiére
organique. ‘




7.- Remarques cénérales concernant la méthode utilisée

L'utilisation de la soude a4 pH 10 contrdlé et sous atmos-—
phére d'azote n'extrait pas que les polycondensats humiques, et elle ne les
extrait pas tous ; cependant, elle permet d'en solubiliser une quantité appré-
ciable sans dénaturation. D'autre part, l'utilisation de ce réactif sur les
feuilles et les déjections nous a fait craindre de regrouper sous des mémes
qualificatifs, des substances dont les significations biologiques sont peut-
etre différentes. En fait, tous les acides humiques extraits sont comparables
entre eux et l'utilisation de la soude a pH 10 a permis de suivre 1'évolution
de la matiére organique foliaire transitant par cette voie de l'humification.

Parmi les formes de 1'azote, nous n'avons que peu étudié les for-
mes minérales, parce qu'elles n'apparaissent que de fagon transitoire (NOj~
et NO3 ). Elles sont promptement soustraites par les microorganismes et immo-
bilisées sous forme d'azote organique. D'autre part, les états du brassage
pédo-intestinal étant des '"systémes ouverts'', ne permettent pas de dresser
des bilans (lessivage, etc...). D'ailleurs, dans les horizons superficiels,
il y a prédominance des formes organiques (95 7 de 1'azote total, selon
KICKUTH et al., 1969, cité par JOCTEUR MONROZIER et ANDREUX, 1981), qui sont
finatement d'exellents traceurs de 1l'évolution du matériel foliaire.







CHAPITRE ITI

ETUDE EXPERIMENTALE DE TERRAIN

MODELES SIMPLIFIES

Nous rappelons que nous avons mis en place sur le terrain, une
étude expérimentale constituée par les modéles suivants

- horizon A, + vers de terre, sans feuilles
~ horizon By + vers de terre + feuilles brunes

- horizon By + vers de terre + feuilles blanchies

1.- Observations macroscopiques

a) A la fin de l'expérience, dans les sacs témoins, sans vers,
les feuilles restent intactes, mais elles sont tassées et aplaties.

b) Dans les traitements avec vers, beaucoup de feuilles sont
tirées par les vers dans les ouvertures des galeries. D'aprés BOUCHE (1972),
les feuilles ainsi accumulées dans les galeries sont mises en '"incubation mi-
crobiologique'", et ce comportement aurait un rapport avec le choix alimentaire.
Les feuilles sont toutes trés découpées (cf. Horizon Ly de BRUN, 1978). Les
vers mangent les limbes foliaires, laissant les grosses nervures. Les feuil-
les blanchies sont consommées préférentiellement aux feuilles brunes, si les
feuilles sont mélangées. En effet, les vers effectuent un choix alimentaire
(DUNGER, 1958 ; DRIFT, 1950 cité par PEREL et SOKOLOV, 1964). Ce choix est
orienté par la teneur en azote des feuilles (SATCHELL et LGWE, 1967 ; BOUCHE,
1972).

c) Les vers de 1l'espéce de Nicodrilus velox, méme en pré-
sence de feuilles, avalent de la terre de l'horizon B, en assez grande quanti-
té. Ils creusent de nombreuses galeries, qui sont surtout localisées dans les
30 premiers centimétres, pour les traitements avec feuilles, alors qu'en 1'ab-
sence de feuilles, elles sont beaucoup plus nombreuses et parcourent 1'ensemble
du sol.



d) Nous avons également observé la présence de cocons, ainsi
que de jeunes dans les sacs avec vers, et les adultes avaient leur clitellum
(preuve de la maturité sexuelle des vers).

2.- Caractérisation analytique de la matiére crganique des
rejets

Nous appellerons les déjections '"rejets'", parcequ'elles ont
été trouvées abandonnées dans les galeries. L'absence de turricules dans ces
modéles expérimentaux est attribuée & la porosité élevée du milieu d'élevage
(BOUCHE, 1972).

Tableau 32.- Teneurs en carbone et en azote des feuilles, des horizons miné-
raux et des différents rejets obtenus dans les modéles expérimen-
taux.

C% N% C/N

F. Brunes : mai 1 44,011,020 {40,8
F. blanchies : maj2 { 41,3 11,15 1{ 36,4

Terre horizon Bt 0,3 - -

Terre horizon Ay 3,110,114 } 22,2
Rejets F. brunes 0,810,08 10,0
Rejets F. blanchies | 0,7 {0,106} 7,0
Rejets horizon Aj 1,7 Vvo,11] 15,0

- Les rejets des vers des traitements avec feuilles, comme 1l fallait
s'y attendre, se sont montrés plus riches en matiére organique que la terre de
1'horizon Bt, pris pour 1l'expérience. A partir d'une terre exempte de matilre
organique, les vers émettent des déjections ayant quelques teneurs par dégrada-
tion des feuilles (avec sans doute aussi assimilation partielle). Les rapports
C/N de ces rejets sont bas, et celui des rejets des feuilles blanchies est en-
core plus faible que celui des rejets des feuilles brunes.

- Dans les rejets des vers des traitements sans feuilles, il y a
moins de substance organique que dans l1'horizon A, pris comme milieu d'élevage:
Ceci s'explique visiblement par une assimilation partielle de la matidre organi-
que lors du transit intestinal. La baisse du rapport C/N de 1'horizon s'expli-
que par une assimilation différentielle du carbone et de 1l'azote.

a) Répartition pondérale des diffcrentes fractions (Tab. 33)

La terre d'élevage, les rejets et endentéres, ont approxi’
mativement la méme répartition granulométrique. C'est la fraction inférieure a
S5S0u qui est, pondéralement, la plus importante (80 2 90 7 du total?.
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Tableau 33.- Repartition granulométrique des différentes fractions dans
les échantillons (en %)

> 100y | 50-1001 | < 504

Endentéres F. brunes 18,1 3,9 78,1
F. blanchies 14,9 4,3 80,7

horizon A 13,1 2,9 84,0

Rejets F. brunes 16,7 5,1 78,1
F. blanchies 15,0 4,3 80,7

horizon Aj 8,1 1,8 90,1

Horizon Bt 11,4 3,6 84,9
Horizon Bt + F. brunes 11,7 3,7 84,6

Au niveau de la fraction supérieure 3 100y, on observe toutefois
une légére différence entre la terre d'élevage et les traitements. Cette
différence est sans doute due 3 l'apport de débris de feuilles.

b) Répartition du carbone et de l'azote dans les frac-
tions

Pour tous les échantillons, 1'essentiel du carbone ct
de 1'azote (80 a 90 Z) se retrouve dans la fraction inférieure a 50u. D'au-
tre part, entre l'endentére et le rejet, on observe une diminution des te-
neurs en carbone et azote dans toutes les fractions. Cette diminution con-
firme bien celle que nous avons observée avec le vieillissement du turricu-
le.

c) Extractibilité alcaline des fractions inférieures a
50y des rejets

Tableau 34.- Extractibilité alcaline de la fraction inférieure a 50y pour
les différents rejets.

C % extrait N % extrait
C N C/N C/N,,
Frac.< 50u C (f. < 50u) AF/AH N (f. < 50u) AF/AH AF AH
Rejets
F. brunes 29,0 0,7 26,7 0,4 15,5 8,6
F. blanchies 32,3 0,6 20,8 0,3 16,5| 8,6
Horizon Ay 29,2 0,5 37,4 0,5 12,8 | 13,6

L'extractibilité alcaline augmente nettement de la feuilles seu-
le aux rejets modéles (8 & 30 7. Cette extractibilité est légérement plus
élevée dans les rejets du traitement avec feuilles blanchies.



La comparaison de 1'extractibilité des rejets et celle des
ricules correspondants étudiés précédemment (T.F. et T.A.) montre que 1
vers ingére non seulement des feuilles, mais également un sol contenant di-
ja des produits extractibles (horizon Al)'

Les rapports AF/AH (exprimés par rapport au carbone ou par rap-
port a l'azote) sont comparables pour tous les rejets. Les acides fulviques
ont des rapports C/N élevés et comparables pour tous les échantillons. Les
acides humiques ont des rapports C/N plus faibles. Le passage des feuilles
i travers le tube digestif accroilt considérablement la solubilité des pro-
duits préhumiques.

— Cations dosés dans les extraits alcalins

et varient peu pour les différents échantillons.

d) Caractérisation des acides humiques (tableau 35)

Tableau 35.- Comnosition €lementaire des acides humiques des reiets comparée

a celle des turricules et de 1'horizon A1l (fraction < 50y

C% N% H% 0% C/N

Rejets

Feuilles brunes 39,0 1,6 4,8|54,6| 24,4
Feuilles blanchies 37,31 3,0 4,0]55,7 12,4
Horizon Ay 33,6 f 2,81 4,0]59,6| 12,0

Turricules "naturels" | 51,5 4,9 7,11} 36,41 10,2

Horizon Aq 50,5 4,3| 5,9140,2{11,6

Le cumposition élémentaire des acides humiques extraits s'apparen-—
te a celle des acides humiques des turricules précédemment étudiés. Toutefois
les teneurs en carbone, azote et hydrogéne sont légérement plus faibles. Ces
acides humiques sont moins azotés que les acides humiques des turricules (cf.
rapport C/N), ce qui s'explique par une assimilation partielle de 1'azote au
cours du transit intestinal par le ver de terre, au moins dans ies modéles.

Caractérisation fonctionnelle des acides humiques par spectromé-
trie infra-rouge

Les acides humiques des rejets donnent des spectres IR d'allure
comparable 3 ceux des acides humiques des feuilles correspondantes (cf. c).
Les bandes sont identiques, mais il y a une disparition des pics & 1520, 1525
et 1540 Cm'l, correspondant aux bandes peptidiques, ce qui confirme les résul-
tats précédents.




3.- Caractérisation minéralogique des rejets

Une étude minéralogique aux rayons X a été effectuée sur
ics argiles de l'horizon Bt et sur les argiles du rejet traitement feuiiles
brunes. Les poudres inférieures 4 2p ont une composition minéralogique ex-
trémement proche. Les raies caractéristiques indiqueraient la présence de
quartz, de kaolinite, d'halloysite, de glauconite et de vermiculite/montmo-
rillonite. Ce diagnostic global ne permet pas de déceler s'il y a ou non une
transformation de ces minéraux lors du transit dans le tube digestif du ver
anecique.

9]

4.- Observations en microscopie a haute résolution des échan-
tiTTons obtenus dans Te cadre de cette expérience

a.— Observations au M.E.B.

L'examen au M.E.B. de microprélevats montre que,
l'endentére, les restes végétaux ingérés sont fortement fragmentés (Phcto [1).

b.- Observations au M.E.T.

- La feuille brune : les caractéristiques ultrastruc-
rales de ces feuilles ont été rapidement décrites précédemment (phctos
2) ; nous donnons quelques précisions supplémentaires :

Dans la feuille brune tombée sur le sol depuis moins d'un an, ies
cellules épidermiques peuvent déja présenter des figures d'altération,

(cf. Photo 12, dans laquelle on voit des amas de pigments bruns, dont ¢
tains ont été transformés par des filaments mycéliens). Dans les parenchymes,
par contre, ces membranes pecto-ceilulosiques se recroquevillent autour des
amas opaques aux électrons, encore non altérés (photo 13). Les champignons
sont rares, et les bactéries absentes. Les pigments bruns de ces feuilles
peuvent etre déji un peu altérés par les champignons, dans les cellules épi-
dermiques, alors qu'ils sont intacts dans les cellules parenchymateuses.

- la feuille blanchie : On observe dans la feuille
blanchie, un éclaircissement général de 1'ensemble des cellules (photo 14).
Les cellules épidermiques sont fortement altérées, les amas opaques aux
électrons ont disparu, ainsi que les enduits de pigments bruns, dont il ne
reste plus que quelques traces. Les membranes pecto-cellulosiques sont for-
tement dégradées et parsemées de microgranules opaques aux électrons (KILBER-
TUS, 197 ; REISEINGER, 1972). Les parenchymes palissadiques et lacuneux se
sont aussi éclaircis et l'opacité aux électrons a disparu. Les filaments my-
ccliens y sont nombreux et les parois altérées ; on observe aussi des bacté-
ries & réserves polyosidiques dans le parenchyme collendrymateux. Quant aux
Jibres du sclérenchyme et aux valsseaux du bois, les €épaississement ligni
{l¢s no sont pas altérés, mais la lumiére est occupée par de nombreux [filu
ments myvcéliens (photo 15).

- l'endentére dans le modéle feuille brune

+ au niveau de la partie antérieure du tube digestif : les cellules
ont subi une altération mécanique ; certaines ont été broyées, d'autres ont
étrd écrasées (photo 16). De ce fait, les enduits opaques aux €lectrons sc
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PLANCHE 3

: Contenu du tube digestif (endentére) de Nicodrilus velox

(df = débris foliaires, M= grain minéral) (M.E.B.)

: Feuille brune initiale : Cellules épidermiques altérées par

des champignons et des bactéries de la “phyllosphére"
(Pb = produits opaques aux électrons) (M.E.T.)

: Feuille brune initiale : parenchyme palissadique avec

Pb = produits opaques aux électrons, et membrane pecto-cel-
lulosique intacte (M.E.T.)

: Feuille blanchie initiale : éclaircissement des produits ona-

ques aux electrons dans le parenchyme palissadique, membrane
pecto-cellulosique trés altérée (M.E.T.)

: Feuille blanchie initiale : fibres du sclérenchyme et vais-

seaux du bois avec épaississements lignifiés (Ep) non alté-
rés (Fm = filaments mycéliens présents dans la lumiére des
fibres).
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iiecoilent en lambeaux le long des parois, et certalns amas globulaires suov:s-
sent une fragmentation. Les cellules ou les fragments de cellules sont juxts-

s¢s aux éléments phylliteux qui remplissent une grande partie des vi
iecs argiles s'adsorbent sur les parois (photo 17).

Les bactéries sont nombreuses dans ce milieu : bactéries 1soices ou "
surtout colonies bactériennes entourées de mucilage, & la surface duque! adh
rent des phyllosilicates (photos 18, 19 et 20). Ces mucilages sont de nature
polysaccharidique, comme le montre la réaction positive de Thierrv {HRUCHLIL
et KILBERTUS, 1980). Les filaments mycéliens sont rares et réduits a ces pa-
rois fongiques.

Les cellules des parenchymes peuvent étre aussi fragmencies et rem-
plies de minéraux argileux. Beaucoup d'enduits opaques aux électrons se Cevali-
aent. Les parois pecto-cellulosiques ne semblent pas altérées. Les bacter s
sont rares.
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Le matériel végétal subit donc, dés ce stade, des transiormacti...
.mportantes par broyage des cellules et mise en contact avec des &léments
phylliteux. Les bactéries, encore relativement peu nombreuSCb, se Yenconirent
surtout sous forme de colonies '"baignant' dans un mucilage qu'entouren:t ¢ac
éléments argileux. Les filaments mycéliens sont peu nombreux et v1é S,

+ au niveau de la parule postérieure du tube digestif : les co..
de 1'épiderme présentent le méme aspect que précédemment (beaucour de c&! li.o¢:
sont fragmentées ou ouvertes et remplies d'argiles : photo 21 ; ia prun:r .
enduits de pigments bruns se desquament et se décollent des parocis, .es
ries sont nombreuses, les colonies sont entourées d'argile).

Les cellules des parenchvmes subissent le méme type de transliorn:

cnduits décollés et framentés, les fragments semblant se rassembier autour
amas globulaires, qui prennent de ce fait, ou du fait d'une altération spéc
que, un contour festonné : cf. photo 22). On remarque aussi, sur
semble des produits opaques aux électrons (enduits et amas), l'existence de
perforations qui pourraient correspondre & des phénoménes de lyse (photos Z5
et 24). Les éléments phylliteux envahissent les cellules et entourent les
amas globulaires opacues aux é&lectrons (photo 25). Les agrégats d'origine
bactérienne sont nombreux, beaucoup de bactéries sont des bactéries GRAM - ;
certaines (photo 26), du fait de leur structure particuliére, peuvent &étre clas-
sées dans les bactéries du cycle de 1'azote (ces bactéries présentent des inva-
ginations cytoplasmiques caractéristiques : il s'agit trés probablement de 7~
:rﬂaactfr et peut-étre Nitrobacter agilis (JOSSERAND et CLEYET-MAREL, 197

"autres bactéries sont lysées et réduites a leur paroi (photo 27).

4
e
o

[
ba

v .C‘

- 1‘)rde.té“e dans le modél

_i
)

+ 4w niveau de la partie antérieure du tube digecfjf
~ion des vissus et des cellules est, 1a encore, plus avancée
pous de cellules entiéres dans ce milieu, mals seulement des .
roiz, dont les microgranules semblent d'ailleurs avoir disparu. La suriac.
ces fragments de membrane cellulaire est irréguliére et présente des petics
cupules remplis de minéraux argileux (photo 28). L'argile enrobe tous les
fragments d'origine végétale (ce qui explique l'inefficacité des séparalions
densimétriques).Aucun mycélium vivant n'a été observé dans nos ¢échantillons
les restes de filaments morts sont par contre nombreux, 1ls sont entoures
d'argile. Les bactéries vivantes, par contre, ne sont pas rares, elles sout
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PLANCHE 4

Endentére (modéle feuille brune) : partie antérieure du tube
digestif
Parenchyme palissadique avec desquamation des enduits opaques
aux électrons (M.E.T.)

: Endentére (modéle feuille brune) : partie antérieure du tube

digestif :
Adsorption de particules argileuses sur des restes de parois
végétales (M.E.T.)

: Endentére (modéle feuille brune) : partie antérieure du tube

digestif
Colonies bactériennes (B) entourées de mucilage (m) autour du-
quel s'adsorbent des phyllosilicates (a).

idem

idem

: Endentére (modéle feuille brune): partie-postérieure du tube

digestif
Adsorption des phyllosilicates (a) sur les amas globulaires
opaques aux électrons (Pb)
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surtout rassemblées en colonie, qui forment des agrégats entourés d'arg::
Leur structure interne présente un aspect alvéolaire original (photo 29;.

+ au niveau de la partie postérieure du tube digestif : les
formations précédentes sont encore plus nettes (érosion des surfaces membra-
naires, liseré de particules argileuses sur toutes les surfaces d'crigine
végétale). Les bactéries sont nombreuses (photos 30 et 3i) ; ellus s <

e prisc
tent surtout en colonies dans un mucilage polysaccharidique entouré de miné-
raux argileux (la structure interne de la plupart de ces bactéries rappeiiec
celle des bactéries observées dans les feuilles blanchies initialies, mais

1'aspect alvéolaire est beaucoup plus marqué).

c.- Discussions sur les transformations des débris foiiai-
res observées dans l'endentére

~ Systéme endentére-feuille brume :

Dans la partie antérieure de 1l'endentére, 1’ chsecrvs-
tion la plus importante est la désorganisation des cellules épidermigues d:c
ia feuille. Cette transformation, d'ordre mécanique, permet aux bactérics: oe¢
pénétrer dans les cellules et d'accroltre ainsi leur champ d'activité. D'au-
tre part, elle entralne un mélange intime entre les débris de parois, les
restes de produits opaques aux électrons et les particules argileuses. Les
tannins en enduit se détachent de la paroi cellulaire et se fragmentent. Ces
phénoménes sont moins marqués dans les cellules plus 'protégées' des tissus
palissadiques.

[l

o
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Dans la partie postérieure de 1'endent&re, nous assistons & d'au S
transformations, qui concernent 1'ensemble des cellules de la feuille. Ce
des processus lytiques d'ordre enzymatique, qui semblent &tre en cause. in ef-
fet, on assiste a un décollement systématique des enduits et a leur fragmenta-
tion. Les fragments produits présentent des figures de lyse (perforations) ;

décollements et perforation sont trés certainement d mettre en relation avec

1'augmentation de 1'extractibilité. D'autre part, ces morceaux d'enduits sem-
blent s'agglutiner autour des amas globulaires qui, eux aussi, présentent une
certaine érosion périphérique. Ces altérations libérent sans doute des amino-

acides.
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sur les membranes et autour des amas globulaires, ainsi que sur les exsudats
bactériens, de nature polysaccharidique (néosynthése bactérienne). Ces poly-
osides sont facilement biodégradables, mais une partie de ces polysaccharides,
liés aux minéraux argileux, joue trés certainement un rdle sur la stabiliite

de la structure, stabilité qui sera renforcée ultérieurement par les alternan-
ces d'bumectation et de dessiccation.

1

Les nombreux restes de parois bactériennes consuituent une humine
microbienne {inextractible par les sclvants alcalins : JANUL, !197G). La cus-
parition des cytoplasmes bactériens (nature peptidique, /N = 6) correspcnd a

une assimilation de ces produits.

Les paroils sont constituées, pour une part importante, de polysac-—
charides (cellulose) ; l'altération de ces produits {cellulolyse) condult sans
doute 3 la production d'oligoméres de glucose, vite consommés par les bacte-
ries. PARLE (1963) attribue cette altération aux cellulases produits par les
lombriciens.




Photo

Photo

Photo

Photo

Photo

Photo

22 :

23 :

24 .

25

26 :

27

88

PLANCHE 5

Endentére (modéle feuille brune) : partie postérieure du tube
digestif

CeTTuTe épidermique, décollement des enduits pariétaux opaques
aux électrons, amas globulaires altérés (M.E.T.)

Endentére (modéle feuille brune) : partie postérieure du tube
digestif

décoTTement des enduits pariétaux et lyse par perforation (p)
deces produits opaques aux électrons (M.E.T.)

Idem

: Endentére (modéle feuille brune) : partie postérieure du tube

digestif
amas globulaire opaque aux électrons, entouré d'éléments phyl-
Titeux (M.E.T.)

Endentére (modéle feuille brune) : partie postérieure du tube
digestif

CoTonie bactérienne (B) (bactéries du cycle de 1'azote) dans
mucilage entouré de particules argileuses (M.E.T.)

: Endentére (modéle feuille brune) : partie postérieure du tube

digestif
décoTTement des enduits pariétaux opaques aux &lectrons et res-

te de membrane bactérienne (mb) (M.E.T.).
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Dans la feuille blanchie, on observe un éciai
de 1'Pnsemble des pigments bruns et un assombrissement des parcis ce
Ce sont les champignons qui provoquent ces transformations (Udvcrt\rt
noyaux aromatiques des composés phénoliques (HAIDER et MARTIN, 1975;
tion de microgranules de mélanines qui se fixent dans les parois).

Dans la partie antérieure de l'endentére, on constate la dispar:
de ces microgranules, sans doute assimilés par les bactéries ou les vers d
re. On peut observer aussl une certaine érosion des parois fragmentées,
quil se traduit par la formation de petites cupules, qui se remplissent
Cette altération aboutit trés certainement & la production de glucose faciie-
ment assimilable. Les particules argileuses sont adsorbées sur les parcisz, et
forment un liseré plus ou moins continu. Ces liaisons entre matiére mii i

ratiére organique relativement fraiche aboutissent a une séguc

d2 ce type de matiére organique (humine héritée).
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Aucun mycélium vivant n'a été observé, alors qu'il v en aw:
coup dans les feuilles blanchies. PARLE (1963) a d'ailleurs observé gue ie&s
champignons ne se reproduisaient pas dans le tube digestif du ver. Les dZbris
de mycélium sont par contre nombreux et entourés le plus souvent 4 un iiscrs
d'argiles. Ces débris font partie de 1'humine microbienne.

L,

Les cytoplasmes mycéliens sont trés probablement assimilés par
drilus velox.

Dans la partie postérieure de l'endentére, les bactéries sout =«
breuses et variées ; elles sont généralement en colonles et constituent des
agrégats. Les colonies bactériennes sont en effet entourées d'exsudats poly-
saccharidiques, qul attirent des particules argileuses. Cette forme de iisison
polysaccharides et matiére minérale est assez fréquente. Les microgranules ont
disparu et les parois sont trés altérées.

La lumiéere des fibres du sclérenchyme est occupée par les restes de
filaments mycéliens, et ces fibres commencent a subir des altérations. Les
cellules ligneuses (bois et sclérenchyme) libérent ainsi de nombreux composés
phénoliques simples, extractibles par les solvants alcalins (BRUCKERT et ai.,
1967) (cf. Dosage phénols).

Les restes de mycélium sont absents dans cette partie de l'endentére,
absence qui traduit sans doute la dégradation et 1'assimilation de ces restes
pariétaux {(cf. dosage hexosamines).

Conclusion : La feuille ingérée par 1'animal subit des modifica-
tions au niveau du tube digestif, par 1'action mécanique et 1'activité enzy-
maztigue. Des liaisons entre la matiére organique et la matidre minérale s'éta-
bligsent : entre les particules argileuses et les restes de parcie‘ entre les
ziéments phvlliteux et les exsudats bactériens qui entourent le 11

cntre ces é} éments minéraux et les tannins (enduits LLagment X
laires). Des hydrolyses extracellulaires décollent les enduits des membranes,
les fragmentent, les altérent (perforations) et les solubilisent.

Remarques : Ces méthodes d'observations microscopiques ne donnent
gqu'une idée approximative de l'ordre de grandeur des phénoménes considerés.




Photo 28 :

Pnoto 29 :

Photo 30 :

Photo 31 :
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PLANCHE b

Endentére (modéle feuille blanchie) : partie antérieure du tube
digestif

fragment de paroi cellulaire (mb) altérée "incrustée" de miné-
raux phylliteux (Fm = reste de filament mycélien ) (M.E.T.)

Endentére (modéle feuille brune) : partie antérieure du tube
digestif :
Colonie de bactéries (B) & structure interne alvéolaire (M.E.T.)

Endentére (modéle feuille blanchie) : partie postérieure du tube

digestif :
Colonie de bactéries (B) & structure alvéolaire, entourées de
polysaccharides et d'argile (M.E.T.)

Idem (M.E.T.)
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Cependant, dans la mesure ol nous avons retrouvé ces observations dans d'au-
tres prélévements, elles permettent de tirer des indications intéressantes
sur les transformations du matériel foliaire dans le tube digestif de Nico-
ariius velox.

5.- Conclusion

Les vers de 1'espéce de Nicodrilus velox accélérent notalle-
ment les transformations des feuillles déposées dans l'expérience, en les in-
troauisant dans le sol :

- l'extractibilité des substances préhumiques augmente de 6 & 30 7.
Leur charge protéique diminue. Les produits opaques aux électrons sont fragmen-
tés et dégradés, et ils commencent I contracter des liaisons avec la matiere
minérale.

- les bactéries envahissent toutes les cellules ; elles se dévelop-
pent et s'entourent de sécrétions de nature polysaccharidique, sur lesquelles
se fixent des particules argileuses, l'ensemble constituant des microagrégats.

La mise en évidence de ces microagrégats dans l'endentére est une
observation importante. En effet, ces microagrégats de nature biologique scnt
les premiers constituants organo-minéraux formés 4 la suite de l'activité
des vers de terre (et qui, finalement, aboutirons 2 la formation d'un mull).
4dvec eux, appardt un début de stabilité structurale, qui s'accentuera sous
J'influence des conditions pédoclimatiques d'humectation et de dessiccation.
L'expérience, menée sur le terrain, a montré qu'en neuf mois, d partir d'un
substrat sans matiére organique, auquel on a rajouté des feuilles, Nicodri-
lus velox induisait la formation de ces microagrégats d'origine biologique.
Des expériences complémentaires, qui seront reprises ultérieurement, ont mon-
tré qu'ils apparaissaient en fait, en moins de huit jours.

L'étude de ces modéles expérimentaux, menée in situ, confirme les
résultats obtenus en forét, sur les systémes naturels, et nous a permis d'ob-
tenir des renseignements originaux sur la formation des agrégats d'origine
biologique. Les conditions expérimentales utilisées ici se sont avérées re-
lativement proches des conditions naturelles, bien que certains éléments
aient pu etre perturbés (compétition interspecifique, écoulement de 1'eau,
etc...).
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SYNTHESE ET CONCLUSION

La faune du sol a fait 1'objet, depuis une cinquantaine d'années,
d'un grand nombre d'études. Il y a d'abord eu des recensements systématiques
des animaux du sol, puis des études sur les exigences écologiques de ces or-
ganismes. La plupart des études actuelles portent sur la dynamique des popu-
lations et sur des problémes de nutrition. Il n'y a en fait que trés peu de
travaux menés sur le role de ces animaux du sol dans la transformaticn et
l'humification de la matiére organique (BACHELIER, 1961 ; JEANSON, 1966 ;
VANKIER et KILBERTUS, 1981), bien que ce rdole ait été constaté globalement
car de nombreux auteurs (KUBIENA, 1953 ; HARTMANN, 1965 ; ZACHARIAE, 1965
BABEL, 1972 ; BOUCHE, 1972).

Nous nous sommes donc proposé d'étudier 1'influence d'un ver ane-
cique, fréquent dans 1'Est de la France : NZcodrilus velox, sur 1'humifica-
tion des débris foliaires d'une Hétraie. Pour ce faire, nous avons utilisé
une méthode essentiellement biochimique, qui nous a permis

- de connaltre les caractéristiques du matériel foliaire initial,
- de suivre son évolution aprés son ingestion, puls son rejet et
son lntégration au sein de l'horizon Aj.

Cette démarche est originale, et ses résultats sont étayés par des
observations au microscope électronique & transmission.

La feuille verte encore sur l'arbre est un matériel hétérogéne,
constitué de produits relativement inertes (membranes pectocellulosiques,
épaississements lignifiés) et de produits beaucoup plus réactifs (contenus
intracytoplasmiques). Si, au moment de la sénescence, les produits inertes
ne subissent aucune transformation notable, il n'en est pas de méme des
contenus cellulaires des tissus fondamentaux (épidermes et parenchymes),
qui subissent une préhumification veritable par la formation, du fait de
la mise en contact des composés tanniques présents dans les vacuoles avec
les protéines cytoplasmiques, de polyphénols protéines trés stables et trés
difficiles & biodégrader. La persistance de ces produits (de couleur brune)
caractérise les moder et les mor, leur disparition rapide, les mull (TOUTAIN,
1981).

La question que nous nous sommes posée en abordant ce travail,
était de savoir ce que devenailent ces pigments bruns lorsqu'ils étaient in-
gérés par un ver de terre anécique, par exemple Nicodrilus velox, et quelle
¢tait leur évolution ultérieure.



Pour connaltre 1'importance initiale de ces produits bruns (opa-
ques aux électrons) dans les feuilles qui tombent sur le sol, nous les
avons extraits (aprés enlévement préalable des cires, des graisses et des
tannins hydrolysables ou peu condensés) par le diméthylformamide (DMFA).
Nous avons, d'autre part, mis au point une méthode simple d'extraction par
référence a 1'extraction au DMFA, et abordé les problémes d'efficaci-
té et risque de néeformation. Cette méthode d'extraction partielle, 3 la
soude pH 10 contrdlé, nous a permis de suivre 1'évolution des produits
"bruns au cours de brassage pédo-intestinal.

I.- LA PREHUMIFICATION FOLIAIRE

La préhumification foliaire comprend deux temps

- une phase d'humification chimique précoce : c'est celle dont
nous venons de parler, et qui se fait au moment de la s3nescence, avec
brunissement de la feuille a la suite de la formation de pigments bruns
par tannage des protéines du cytoplasme.

- une éventuelle phase biologique, avec blanchiment des feuil-
les & la suite de l'intervention des champignons de la pourriture blanche
qui transforment, par lyse enzymatique, les produits bruns (REISINGER et al.,
1980) .

Les extractions au DMFA des feuilles brunes et des feuilles blan-
chies prélevées au mois de mai, au moment du réveil de 1'activité des vers
anéciques, permettent d'avoir une idée de la répartition du carbone et de
l1'azote des pigments dans ces feuilles (Figure 18).
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Figure 18.- Taux d'extraction du carbone et de 1'azote par le DMFA (feuilles
brunes et feuilles blanchies du mois de mai), représentation &
azote constant.
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+ 20 X du carbone et 60 % de l'azote des feuilles sont combinés
sous forme de polyphénols-protéines (pigments brumns). Il est Etonnant de
retrouver, dans les feuilles blanchies, une quantit& de produits extraits
trés proche de celle des pigments précé&dents, bien que ces produits ne
soient plus opaques aux &lectrons, et qu'ils présentent quelques particu-
larités.

+ L'azote extrait est essentiellement sous forme .combinée, par
opposition aux pigments bruns, dont l'azote est sous forme a-aminée pour
la plus grande part.

+ De méme, les structures sont moins condensées et beaucoup plus
aliphatiques et acides que celles des systémes tannins-prot&ines des feuil-
les brunes.

Les mécanismes essentiels que nous avons pu percevoir sont les
suivants

+ Dans les feuilles brunes, il y a polycondensation sans inter-
vention des bactéries ni des min&raux argileux. Il y a humification, en
quelque sorte intracellulaire. C'est un mécanismes essentiellement chimique.

+ Dans les feuilles blanchies, il y a dégradation des produits
bruns, sous l'influence des filaments myc&liens, suivie de synth&se des
phénols microbiens (KILBERTUS, 1970 ; MARTIN et HRAIDER, 1971), et inter-
actions chimiques donnant des produits moins condensés et réactifs. Ce
sont des processus biologique et chimique qui sont ici en cause.

Toutes ces interprétations sont corroborfes avec une E&volution
ultrastructurale observée au MET. '

Ainst, entre feutlles brunes et feutlles blanchies, les struotu-
res polyphénoliques qui représentent plus de 80 % du ocarbone et 60 % de
l'azote, évoluent par diminution de l'opaoité aux électrons et simplifioa-
tion des structures, qui s'enrichissent en polysaccharides et en phénols
microbiens.

11.- TRANSFORMATIONS AU COURS DES ETAPES DU BRASSAGE PEDO-INTESTINAL

Nicodrilus velox ingére aussi bien des feuilles brunes que des
feuilles blanchies. Nous discuterons des indices d'humification, puis nous
tenterons un bilan des différentes fractions au cours de cette &volution.
Les résultats analytiques dans les systimes naturels, et ceux obtenus dans
1'expérience, permettent les observations suivantes :

- dans le tube digestif, on peut noter différentes transforma-

tions :

+ une microdivision d'ordre mécantque, au niveau du gésier, sui-
vie par la pénétration simultanée des particules argileuses et des bacté-
ries de souches variées.




+ une décomposition d'ordre enzymatique, au niveau de 1'intestin,

portant

sur les résidus de parois. Cette cellulolyse constitue une
source d'énergie accessible aux microorganismes ;

sur les filaments mycéliens (protéolyse) et certains cyto-
plasmes bactériens ;

sur les polycondensats humiques (hydrolyse enzymatique de
ces produits).

+ une biosynthése de polysaccharides et de corps microbiens, mais
également de mucus d'origine lombricienne. Les colonies microbiennes, entou-
rées de leurs exsudats, contractent des liaisons avec les particules argileu-
ses, et constituent des microagrégats nouveaux. Tous ces produits constituent
L "humine microbienne.

+ une synthése chimique, qui aboutit & la formation d'humine d'in-
solubilisation au contact de la matiére minérale, par polycondensation de com-—
posés aromatiques dégradés, s'associant avec divers composés (peptides, poly-
saccharides). Les restes des parois sont séquestrés par les minéraux argileux:
ils constituent une humine héritée.

Dans 1'endentére, la matiére organique des feutlles subit donc une
succession de décompositions et de synthéses, c'est-d-dire une humification,
sous l'action mécanique et enzymatique du ver et de la microflore associée.
Ces transformations aboutissent 4 différentes fracticns humifiées et surtout,
a l'apparition de microagrégats biologiques, premiers maillons dans la forma-—
tion d'une structre, et donc d'un sol. La brunification, caractérisée par
L'élaboration d'un complexe argilo—humique stable, commence donc dans 1'en-
dentére.

- Au cours du vieillissement des déjections et de leur intégration
au sol, on peut noter

+ une maturation des polycondensats humiques, notamment par dé-
gradation des chalnes latérales aboutissant 3 la formation d'une humine d'in-
solubilisation.

+ en méme temps, les synthéses biologiques augmentent la propor-
tion d'humine microbienne, puisque la biomasse augmente en relation avec une
forte activité microbiologique concentrée dans les turricules (DAY, 1950 ;
PONOMAREVA, 1962 ; GHILAROV, 1963 ; PARLE, 1963). Cette évolution aboutit i
la formation d'un horizon A}, dont les caractéristiques de la matiére organi-
que restent finalement trés proches de celles du turricule agé.

ITI.- ESSAI D'ETABLISSEMENT D'UN BILAN DE L'HUMIFICATION

Nous avons tenté d'étudier les répartitions de toutes ces formes
au cours de 1'évolution des déjections. Ce bilan est trés approximatif pour
les raisons suivantes

- les "pertes" (minéralisation, lessivage) sont sous-—estimées par
1'hypothése de départ que 1'azote est invariant, relativement au carbone.




- la quantité de carbone hydrolysable & HCl 3N (essentiellement
saccharidique) correspond a la totalité-du carbone de 1'humine micrcbienne.

- les produits bruns, pour une part, s'insolubilisent sous forme
de composés inextractibles (humine d'insolubilisation : DUCHAUFOUR, 1977),
ou sont partiellement dégradés (acides fulviques) ou décomposés (COy) .
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Figure 19.- Estimations approximatives de 1'importénce des différentes
fractions humifiées au cours du brassage pédo-intestinal.

Ce bilan approximatif visualise le rdle de Nicodrilus velox :

- au cours de 1'évolution des litiéres, on observe une succession
de transformations sous 1l'influence de la colonisation mycélienne, bientdt
relayée par 1l'envahissement bactérien (MANGENOT et TOUTAIN, 1980).

- dans ce systéme, l'intervention de NZcodrilus velox entraine
des transformations plus intenses

+ La dégradation est plus importante : 1l'extractibilité augmente
(de 6 a 30 7), '

+ une partie de ces produits extractibles s'humifie et se lie 3
la matiére minérale introduite brutalement ; il se constitue une humine
d'insolubilisation (5 7% du carbone initial de la feuille),

+ des synthéses élaborent des produits originaux et variés : il
se forme une humine microbienne (15 %),

+ enfin, 1'importance de la matiére organique libre diminue (de
52 7 a 37 %), tandis qu'une partie de cette matiére organique relativement
fraiche est séquestrée et constitue 1'humine héritée (4 Z).




Toute cette évolution est rapide, puisque le transit intestingl
n'excéde pas 24 heures.

Dans les déjections, la part de la matiére organique fraiche,
1'humine héritée, et surtout les produits extractibles fulviques, diminuent
au bénéfice de 1'humine microbienne (15 & 25 %) et de 1'humine d'insolubilj-

sation, qui, au total, augmente de 20 & 40 7. Cette évolution est également
rapide, 2 3 3 mois.

La matiére premiére végétale est donc pregressivement remplacée
par les produits de néosynthéses microbiennes, et par une fraction humifiée
d'insolubilisation. La part de l'humine totale augmente au cours du temps.
Cependant, cette humine est peu stable ; elle est vraisemblablement '"peu
évolude" (DUCHAUFOUR, 1977). Au total, cette humification rapide, et la
disparition trés sensible de la litiére frafche, caractérisent les milieux
actifs de type mull.

Au cours de cette évolution, la matiére minérale semble subir
quelques transformations, mais qui se déroulent & une échelle beaucoup
plus réduite que celles de la matiére organique. Elle semble surtout ac-
tiver la transformation de la matiére organique.

Les vers de 1'espéce Nicodrilus velox sont donc bien des agents
trés actifs de l'humification des mull, favorisée par le pédoclimat et les
alternances climatiques. Parmi les organismes de la faune du sol, les vers
anéciques seuls réalisent le mélange simultané matiére organique-matiére
minérale-microflore, alors que les autres consommateurs phytophages sont
de simples décomposeurs de la matiére organique, et ne fabriquent pas de
microagrégats organo—minéraux.

Cette étude descriptive de 1'humification des feuilles par un
ver anécique a permis de proposer un schéma des processus d'humification,
qui peuvent d'ailleurs varier suivant les espéces anéciques (LE BRETON,
1979 ; FERRIERE, 1977).
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