UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL

RISQUE DE PERSISTANCE ET IMPACT SUR LES FONCTIONS DU SOL DES
HERBICIDES A BASE DE GLYPHOSATE EN GRANDES CULTURES DE MAIS
ET SOYA

THESE
PRESENTE(E)
COMME EXIGENCE PARTIELLE

AU DOCTORAT EN SCIENCES DE L’ENVIRONNEMENT

PAR

SOPHIE MACCARIO

NOVEMBRE 2020



UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL
Service des bibliothéques

Avertissement

La diffusion de cette thése se fait dans le respect des droits de son auteur, qui a signé le
formulaire Autorisation de reproduire et de diffuser un travail de recherche de cycles
supérieurs (SDU-522 — Rév.10-2015). Cette autorisation stipule que «conformément a
l'article 11 du Reéglement no 8 des études de cycles supérieurs, ['auteur] concéde a
I'Université du Québec a Montréal une licence non exclusive d'utilisation et de
publication de la totalité ou d’'une partie importante de [son] travail de recherche pour
des fins pédagogiques et non commerciales. Plus précisément, ['auteur] autorise
I'Université du Québec a Montréal a reproduire, diffuser, préter, distribuer ou vendre des
copies de [son] travail de recherche a des fins non commerciales sur quelque support
que ce soit, y compris I'Internet. Cette licence et cette autorisation n’entrainent pas une
renonciation de [la] part [de 'auteur] a [ses] droits moraux ni a [ses] droits de propriété
intellectuelle. Sauf entente contraire, [I'auteur] conserve la liberté de diffuser et de
commercialiser ou non ce travail dont [il] posséde un exemplaire.»



REMERCIEMENTS

Je tiens a remercier Monsieur Marc Lucotte, Professeur a I’Université du Québec
a Montréal (UQAM), mon directeur, pour la confiance et le soutien qu’il m’a accordée

en dirigeant jusqu’au bout de cette these malgré les hauts et les bas.

Je remercie Monsieur Michel Labrecque, Professeur a Université de Montréal (UDEM),

mon co-directeur, pour le soutien qu’il m’a apporté.

J’adresse mes remerciements a Messieurs Matthieu Moingt et Serge Paquet, assistants
de recherche a I"UQAM, pour leur soutien scientifique et leurs connaissances

techniques qui ont favorisé le bon déroulement de ma thése.

Tous mes remerciements a Monsieur Richard Hogue, chercheur a I’Institut de
Recherche et de Développement en Agroenvironnement (IRDA) a Québec, qui m’a
permis de pratiquer des analyses métagénomiques et d’apporter ainsi un complément
d’expertise, et a Monsieur Thomas Jeanne, professionnel de recherche a I’'IRDA, pour
tout le temps passé a analyser les échantillons et traiter les résultats, et m’aider a

interpréter les données.

Pour la partie expérimentation, je tiens a remercier Monsieur Marcelo Gomes,

Professeur a I’Université Fédérale du Parana (Brésil) et Madame Elise Smedbol,



doctorante, pour leur soutien et leur efficacité, Madame Sophie Chen et Monsieur
Pierre Cayer, techniciens de laboratoire en Chimie a 'UQAM et Monsieur Sylvain
Dallaire, technicien de laboratoire en Biologic a 'UQAM qui m’ont aidée dans
I’utilisation des appareils et ont partagés leur expérience afin d’étayer ma these, sans

oublier Monsieur Emile Samson.

J’exprime aussi toute ma gratitude & mes collégues de travail et les stagiaires formant
mon équipe, pour les bons moments passés sur le terrain ou en laboratoire, et leur

travail efficace.

Un grand remerciement a tous les partenaires du projet, aussi bien les professeurs
rattachés que les agronomes, ainsi que les agriculteurs qui nous ont recus dans leurs
champs afin d’effectuer nos échantillonnages et qui ont accepté de répondre a nos

guestionnaires

Enfin, je veux finir ces remerciements en les adressant a ma famille qui par son
affection, son soutien et ses encouragements m’a permis d’arriver au bout de ce travail

et qui a toujours été présente dans les bons moments comme dans les moments de doute.



DEDICACE

A mes associées Andréanne et Marie-Soleil de
LOCO pour leur patience et leur
compréhension a mon égard.

A ma mére et a2 ma sceur trés présentes lors du
dernier rush

A tous mes amis qui m’ont supportée pendant
toutes ces années



TABLE DES MATIERES

LISTE DES FIGURES.......ooviiiieieiesseeeeeeiessessessss s sessessess s senssssssssssssssssessansnned vii
LISTE DES TABLEAUX .......ooiieiterieseeesseiessessesies s sessassseessessss s X
LISTE DES ABREVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMES.................. Xii
LISTE DES SYMBOLES ET DES UNITES .....ovoiveveeeereescesee et XVii
RESUME ..ottt st Xix
ABSTRACT ..ottt ses s es st s e en e XXii
AVANT PROPOS........coooveeierseeeeeisieseissesseessissssessssssesssssessssssisssssssssssssssassssssnssnnes XXiv
INTRODUCTION ..ot s ssses s essnsas s nnsnees 1

CHAPITRE | Rétention du glyphosate et de I’AMPA dans un sol de grandes

cultures des basses terres du Saint-Laurent, Québec, Canada ..............ccceeeveeeveeinnnne. 12
00 R 111 0o [0 od 1 o S 14
1.2 Matériel et MEtNOAES. ......ccoeveiiieiece e 16
1.2.1 Site d’étude et caractéristiques du SOl .........ccovveiiiiiiiiiiiniiereecee 16
1.2.2 Extraction du glyphosate et de PAMPA ..., 20
1.2.3 Dosage du glyphosate et de PAMPA ..........ccooiiiiiiiiieee e 20
1.2.4 Traitement des données et analyses statistiques............cccceevveereeirerreenne. 22

L3 RASUIATS . .. eveveeeeeeeeeseeee ettt ettt e e e e e e e nnnnnnnnnnnn 23



1.3.1 Variabilité des pratiques et des précipitations...........cc.ccoeeveeercrnienicnienn 23

1.3.2 Occurrence du glyphosate et de I’AMPA dans les SoIs .........ccceevveennnnen. 26
1.3.3 Teneurs en glyphosate et AMPA ..o 27
1.4 DISCUSSION ...ceuviiieteitisiesteeiee et sttt b ettt ettt bbb e st et e e et et sbesbeebeereas 31
141 Rétention temporaire du glyphosate et dégradation ultérieure ............... 31

1.4.2 Impact des fertilisants sur la désorption du glyphosate et de 'AMPA ...37
1.4.3 Prédisposition du glyphosate et de 'AMPA au lessivage dans les sols..39

1.5 CONCIUSION ettt e ettt e e e e e e e e e e eeaeaaaaans 42

CHAPITRE II Impact d’un herbicide a base de glyphosate sur le risque de
lixiviation des nutriments et sur la composition de la communauté microbienne dans

18 SO0 . et re e nns 44
2.1 INTFOAUCTION.....eiuiiiicie it r e ens 46
2.2 Matériel et MEtNOUES.........cccveieiee e 50
2.2.1 Conditions expérimentales en milieu contrélé............c.ccceevvveiveieennenn, 50
2.2.2  ANalyses CRIMIQUES. .........cooiiiiiiieieee s 52
2.2.3  ANalyse deS AONNEES ......c.ecveiiiiieeie e 56
2.3 RESUIALS.....cueeeieie ettt reenn 58
2.3.1 Parametres chimiques et teneurs en herbicide ..., 58
2.3.2  Evolution des teneurs en cations échangeables dans les sols.................. 59
2.3.3  Evolution des teneurs en oxy-hydroxydes métalliques dans les sols...... 62
2.3.4  Evolution des différentes formes de phosphore dans les sols................. 63
2.3.5 Evolution de la communauté microbienne dans les sols...........c.c.ccu..e. 66
A 1 1T 1S3 o] o PSSR 71
2.4.1 Risque de lixiviation des nutriments déclenché par I’application de HBG :
71
2.4.2  Effets sur les communautés microbiennes des SoIS.........cccoevvvervrvninnne. 80
S R o) o 1157 o o PSSR 87

CHAPITRE Il Influence des pratiques de gestion du soya et des conditions
pedologiques sur la persistance du glyphosate et de I’AMPA dans les sols............... 88



3L INTrOAUCTION. ...ttt ettt 90
3.2 Matériel et METNOUES. .......cceiiierece e 92
3.2.1 Zone d’étude et échantillons de SOl...........ccoovvveeiiiiiie e, 92
3.2.2  Analyse des teneurs en glyphosate et en AMPA ..o 95
3.2.3  Analyses chimiques du SOl .........ccoviieiieiicie e 96
3.2.4  Traitement des données et analyses StatiStiqUues...........ccocerevvrerernenienn 97
3.3 RESUIALS. ..ottt ettt bbb 98
3.3.1 Répartition des teneurs en glyphosate et en AMPA..........cccoiiiirnienine 98
3.3.2 Effet du nombre d’applications et du travail du sol...........cccevcvviiinnnnns 101
3.3.3 Effet de la texture de surface du SOl .........cccocvevvieiieiinie e 102
34 DISCUSSION ...tititiitieteetie ettt sttt et st be bt b e e s et e st e sbenbenbesbeaneenean 106
3.4.1 Persistance et accumulation du glyphosate et de ’AMPA ................... 106
3.4.2 Latexture des sols comme facteur clé de la dynamique des HBG ....... 109
K TR O] 0 (o 1] oo ST 113
CONCLUSION GENERALE ..ottt 115
REFERENCES.........coiiitiiiiieiets ettt 132
ANNEXES L.t bbbttt bbb re s 177
ANNEXES 2.ttt e e s 198

vii



LISTE DES FIGURES

Figures Pages

1.1. Précipitations journaliéres moyennes exprimées en mm dans le bassin
de I'Assomption pendant toute la période d’échantillonnage........................... 25

1.2. Les teneurs en glyphosate extractible a I'eau dans le sol des grandes cultures
au cours de la période d'échantillonnage de trois ans (a. 2011, b. 2012
B C. 2003 ottt e 28,

1.3. Les teneurs en AMPA extractible a I'eau dans le sol des grandes cultures au
cours de la période d'échantillonnage de trois ans (a. 2011, b. 2012
B C. 2003 it - 30

2.1. Analyse répétée du cycle du phosphore pendant 28 jours, en utilisant

I'extraction séquentielle du phosphore a) P échangeables, b) P fixés sur les

oxydes, c) P incorporé dans I’apatite, d) P organique et ¢) la

PhoSPhatase aCide ..........coot vini i 65

2.2. Diversité alpha microbienne 4 jours apres I'application de HBG suivant les
doses 0 ; 0,90 et 1,80 kg i.a ha® pour les différents groupes taxonomicues

a) bactéries, b) champignons et c) protistes a I'aide des indices globaux

Chaol (1) et Shannon (2) .....oeviniiii i 67

2.3. Analyse PCOA basée sur les distances pondérées pour 1) bactéries, 2)
champignons et 3) protistes, en fonction des différentes traitements 0 ; 0,90
et 1,80 Kg i.a. Nal 68



2.4. Effet de I'application de HBG sur 1) les bactéries, 2) les champignons et 3)
protistes en utilisant I'analyse de composition de microcosme (ANCOM), par
comparaison entre le témoin et la concentration maximale (p <0,1)................... 70

3.1. Emplacement (marqué par un X) des sites d’étude dans la plaine agricole
du Saint-Laurent lors de la campagne d’échantillonnage en 2014 avant le semis
et en octobre 2014, au moment de larécolte .............cooiiiiiiiiiiiiiii, 93

3.2. Distribution des concentrations de glyphosate 1) et d’AMPA 2) selon le
type de culture dans les sols agricoles sous culture de soya au printemps 2014
avant le semis (a) et en octobre 2014, au moment de la récolte (b) .................. 100

3.3. Histogrammes des teneurs en glyphosate et AMPA 1) et de leur fréquence de
détection dans les sols 2) au moment de la récolte, selon le nombre
AP aAPPIICALIONS. ..ttt et 102

3.4. Distribution des teneurs de glyphosate 1) et d’AMPA 2) selon la texture du
sol argileuse (TA), limoneuse (TL) ou limono-sableuse (TLS) au printemps 2014
avant le semis (a) et en octobre 2014, au moment de la récolte (b).................... 103

3.5. Représentation graphique de I’ ACP basée selon les composantes 1 et 2, en
intégrant la variable supplémentaire des trois grandes textures de sol (argileuses,
loameuses et sableuses), et en fonction des trois régies de soya (BIO, IP et



LISTE DES TABLEAUX

Tableaux Pages
1.1. Structure et propriétés du glyphosate et de PAMPA..........cccoviiinniineneiinee, 3
1.2. Caractéristiques chimigques des SOIS.........ccvveiviiieiieiieese e 17
1.3. Etapes de gestion des cultures et dates d'échantillonnage des sols................. 19

1.4. Fréquences de détection du glyphosate et de I’AMPA extractibles a I’eau... 26

1.5. Teneurs en glyphosate et AMPA extractibles a ’eau........................... 27
2.1. Caractéristiques chimiques du sol..............cooiiiiiiiiiiii o1

2.2. Teneurs en glyphosate et AMPA extractible a I’eau dans les sols apres
application de différentes doses de HBG (0, 0,90 et 1,80 kg i.a. ha') enmg kg? 59

2.3. Moyennes * déviation standard de la teneur en cations échangeables du sol
en mg kg-1 pour les jours 1, 2 et 4 aprés I'applicationde HBG........................ 60

2.4. Valeur des analyses a mesures répété pour les différents oxydes et hydroxydes
du sol pour 1, 2, 4, 7, 14 et 28 jours apres application de HBG..................... 63



2.5. Valeur des analyses a mesures répété pour les différentes formes de
Phosphore du sol pour 1, 2, 4, 7, 14 et 28 jours apres application

3.1. Pratiques de désherbage et de préparation du sol sur les sites échantillonnés
au cours dumois de mai 2014 ...

3.2. Nombre de sites par classe texturale des sols échantillonnés dans les cing
FEQIONS A I'EtUAEC. .. ..e et

3.3. Teneurs totales en glyphosate et AMPA dans les sols agricoles
de’ensemble de Pétude .........ooiniiiii e

3.4. Contribution partielle des variables en % représentant la composition des

SOIS HSSUBS A8 IPACP ..t e,

Xi



LISTE DES ABREVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMES

ACP : Analyse a Composantes Principales

ACTA : Association de Coordination Technique Agricole

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ADNe : AND environnemental

ADNr : ADN recombiné

a.i. : ingrédient actif

AMPA : Acide Aminomethylphosphonique

ARN : Acide Ribonucléique

ANCOM : ANalyse statistique de la COmposition des Microcosmes

ASV : Variante de Séquence d’ Amplicons



B1O : Biologique

CA : Californie

CEAEQ : Centre d’Expertise en Analyse Environnementale du Québec

CEC : Capacité d’Echange Cationique

cdb : Citrate-Dithionite-Bicarbonate

C-N : Carboxyméthylene-Azote

C-P : Carbone-Phosphore

dNTP : DésoxyriboNucléotides Tri-Phosphate

DT : Temps de Demi-vie

DW : Poids sec

EPSPS : Enzyme 5-EnolPyruvylShikimate-3-Phosphate Synthase

GC-ECD : Chromatographe en phase gazeuse couplé a un détecteur a capture

électronique

GM : Génétiquement Modifié

GR : "Résistant au Glyphosate

Xiii



HBG : Herbicide a Base de Glyphosate

HPLC : Chromatographie Liquide & Haute Performance

i.a : ingrédient actif

IP : Identité Protegée

LD : Limite de Détection

LQ : Limite de Quantification

MANOVA : Analyse Multivariée de Variance

MAPAQ : Ministere de 1’ Agriculture, des Pécheries et de I’ Alimentation du Québec

MDDELCC : Ministére du Développement Durable, de I’Environnement et de la Lutte

contre les Changements Climatiques

ON : Ontario

OTU : Unités Opérationnelles Taxonomigques

Pb : Paire de Bases

PCoA : Analyse des coordonnées principales

PCR : Réaction en Chaine par Polymerase

Xiv



POEA : Amine Polyoxyéthyléne

P/P : Poids/Poids

QIIME : Apercu quantitatif de I’écologie microbienne

RLE : Expression Relative du Log

RR : Résistante au Roundup

SCWG : Groupe de travail sur la classification des sols

TA : Texture Argileuse

TCB : TriChloroBenzéne

TFAA : TriFluoroAcétique Anhydre

TFE : Tétrafluoroéthyléne

TL : Texture Loameuse

TLS : Texture Sableuse

UV : Ultra Violet

VIS : ViSible

XV



XR : Rayon X

XVi



LISTE DES SYMBOLES ET DES UNITES

ul : Microlitre

pm : Micrométre

ug mlt : Microgramme par millilitre

mm : Millimétre

mg kgt dw : Milligramme par kilogramme de poids sec

kg ha! : Kilogramme par hectare

| : Litre

M : Moles par litres

G.I"t : Grammes par litre

mg.kg? : Milligrammes par kilogramme

g.m= : Grammes par métre cube

kg.ha! : Kilogrammes par hectare

Xvii



pH : Potentiel Hydrogéne

rpm : Tour par minute

umol m2 s : micromoles par secondes par métre carré

Xviii



RESUME

Les observations fréquentes de teneurs élevées dans I’environnement en glyphosate et
acide aminométhylphosphonique (AMPA), principal produit de dégradation du
glyphosate, laissent présager une mobilité assez importante de ces composes dans les
sols. Une telle contamination environnementale peut entrainer des problemes de
toxicité pour les organismes non ciblés dans les différentes matrices environnementales.
Dans cette problématique, un des défis pour la science est de mieux comprendre la
dynamique du glyphosate et de I’AMPA dans les sols agricoles et d’expliquer la
différence entre les observations faites en laboratoire et celles recueillies en milieu
naturel.

Dans le cadre de cette these, nous étudions la présence et le devenir du glyphosate et
de ’AMPA dans les sols agricoles en fonction de la variabilité naturelle en champ et
de la diversité des pratiques culturales utilisées en grandes cultures. Un suivi des
teneurs extractibles a 1’eau du glyphosate et de ’AMPA, a ¢été réalisé¢ en champ afin
d’identifier les facteurs favorisant leur mobilité et leur persistance dans les sols
agricoles. La biodisponibilité des nutriments (cations et phosphore), ainsi que la
composition des communautés microbiennes ont été mesurées dans un sol naturel traité
aux herbicides a base de glyphosate (HBG) afin de mettre en évidence leur impact sur
la fertilité des sols. Enfin, une étude a I’échelle de la plaine agricole du St Laurent a été
menée dans la plaine agricole du Saint-Laurent afin d’évaluer 1’occurrence et les
teneurs en glyphosate et AMPA dans les sols agricoles de surface sous culture de soya
et mais et d’identifier les principaux facteurs de persistance des deux composés au
niveau des pratiques agricoles et de la pédologie des sols.

Un fort potentiel de mobilité du glyphosate a été observé pendant plusieurs semaines
apres ’application d’HBG, soulignant que ce composé était susceptible d’étre lessivé
lors de pluies. Le risque a été amplifié suite a une fertilisation réalisée avec des boues



d’épuration fortement chargées en phosphore et en phosphonates, entrainant une
désorption importante de glyphosate et d’AMPA dans les sols. Les études en milieu
contrélé ont mis en évidence une solubilisation de certains nutriments essentiels du sol
tel que le calcium, le magnésium et le cuivre par formation de complexes solubles avec
le glyphosate ou par compétition de ce composé pour les sites d’adsorption sur les
surfaces minérales du sol. Bien que ’analyse génétique de la composition microbienne
des sols n’ait pas montré de changement dans les jours suivant I’application aux doses
recommandées, une perte de ces éléments minéraux et des changements physico-
chimiques plus marqués dans les sols pourraient affecter certains phylums bactériens
plus sensibles, tels que les actinobactéries et les acidobactéries. La persistance et
I'accumulation du glyphosate et de I'AMPA observées dans I'étude a I’échelle de la
plaine agricole du St Laurent pourraient amplifier les risques de toxicité. Les sols
argileux soumis a des applications répétees ont favorisé la constitution d'un réservoir
de glyphosate dans les sols de par la présence de certains cations échangeables. Les
molécules de glyphosate pourraient étre temporairement immobilisées mais de maniére
réversible sur les argiles par réaction de complexation. Cette voie de sorption du
glyphosate est encore peu étudiée en conditions réelles du fait de la multitude de
molécules naturelles présentes dans les sols pouvant interagir avec les cations et rentrer
en compeétition avec le glyphosate. Cette étude a aussi permis de mettre en évidence la
persistance élevée de 'AMPA quels gque soit le type de sol ou le systéme de culture.

Lorsqu’ils sont partagés avec les différents acteurs du milieu agricole, les résultats de
cette these contribuent a améliorer notre compréhension des risques que présentent les
HBG pour I’environnement et les fonctions des sols agricoles.

Mots clés : herbicide, mobilité, phase labile, fertilité, communautés microbiennes, sols
agricoles, persistance, variabilité naturelle, fertilisation, pratiques agricoles
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ABSTRACT

The frequently reported presence of residues of glyphosate-based herbicides (GBH) in
the environment, namely glyphosate itself and its main degradation product,
aminomethylphosphonic acid (AMPA) suggests a fairly high mobility of these
chemicals in soils. Such environmental contamination can lead to major toxicity
problems for non-target organisms in the different environmental matrices. Within this
context, a key scientific challenge is to better understand glyphosate and AMPA
dynamics in agricultural soils, and to explain the difference observed between
controlled experiments and in situ observations.

In this thesis, we study the presence and fate of glyphosate and AMPA in agricultural
soils as a function of the natural variability of field conditions and the diversity of
cultural practices used in field crops. A monitoring of water-soluble glyphosate and
AMPA was conducted in the field to identify factors promoting the mobility and the
persistence of these compounds in agricultural soils. The bioavailability of nutrients
(cations and phosphorus) and the composition of microbial communities were
measured in a field of GBH-treated soil to demonstrate the effect of the herbicide on
soil fertility. Finally, an evaluation of the total glyphosate and AMPA soil contents was
carried out at the scale of the agricultural St Lawrence Lowlands and combined with
the production of a portrait of agricultural practices and soil variability, in order to
highlight the main factors that promote the persistence of both compounds in
agricultural systems.

A high potential of glyphosate mobility was observed for several weeks after GBH
application, highlighting the fact that this compound was susceptible to be leached out
in rainfall events. The risk was amplified by the application of stabilized sewage sludge
rich in phosphorus and phosphonates, resulting in significant desorption of glyphosate
and AMPA present in soils. Studies in controlled conditions showed a solubilization of
some essential nutrients of the soil such as calcium, magnesium and copper by
formation of soluble complexes with glyphosate or by competition of this compound
for the adsorption sites on the soil mineral surfaces. A leaching of these elements could
lead to a decrease of soil fertility as well as changes in the composition of

xxii



microbiological communities. The persistence and accumulation of glyphosate and
AMPA observed in the large-scale study could increase the toxicity risks of GBH. Clay
soils subjected to repeated applications have favoured the constitution of a reservoir of
glyphosate in soils related to the presence of exchangeable cations. Glyphosate may be
temporarily but reversibly retained on clays by complexation reaction. This glyphosate
sorption way is still poorly studied in open field conditions because of the multitude of
natural molecules present in soils, which can interact with cations and compete with
glyphosate. This study also revealed the high persistence of AMPA whatever the soil
type or the cultivation system.

When shared with field crop stakeholders, the results of this thesis contribute to
improve our understanding of the risks of GBH for the environment and for soil
functions.

Keywords : herbicide, mobility, labile phase, fertility, microbial communities,
agricultural soil, persistence, natural variability, fertilization, agricultural practices
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AVANT PROPOS

Ce travail de recherche a été rédigé sous la forme d’une thése par article pour
laquelle je suis l'autrice principale, en collaboration avec mes co-directeurs de
recherche Marc Lucotte et Michel Labrecque. L’ensemble du projet de these a été
réalisé dans le cadre d’une subvention CRSNG en partenariat stratégique octroyée a
Marc Lucotte et Michel Labrecque ainsi que d’une subvention a la Découverte du
CRSNG octroyée a Marc Lucotte.

La these porte sur le comportement des herbicides a base de glyphosate (HBG) dans
les sols agricoles et des effets sur la fertilité des sols. Nous avons mis en évidence que
’usage répété de ces herbicides dans les grandes cultures pourrait favoriser la mobilité
et la persistance du glyphosate et de son produit de dégradation I’AMPA dans les sols
et affecter la rétention des nutriments pour les cultures et les micro-organismes. Puis
nous avons recherché les facteurs responsables de la persistance des deux composés
dans les sols afin d’identifier le mode d’application et les pratiques associées qui
présentent le plus de risque.

Le premier chapitre présente le potentiel de mobilité d’un herbicide a base de
glyphosate dans des sols sous culture de soya et mais en rotation et teste I’impact des
fertilisations avec des boues phosphatées et du lisier de porc appliqués pour satisfaire
les besoins élevés de ce type de culture en phosphore. L’autrice de cette thése a fait
toutes les interprétations et rédigé ’ensemble du travail. Les co-auteurs Mathieu
Moingt et Serge Paquet sont a I'origine du développement des analyses de glyphosate
et d"AMPA dans le laboratoire de recherche, et ont apporté leur expertise en tant que
chimistes et statisticiens. La co-autrice Louise Hénault-Ethier a participé
conjointement avec I’autrice aux campagnes d échantillonnage sur trois ans dont une
part du projet s’ inscrivait dans le cadre de sa thése de doctorat.
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Dans un second chapitre, nous abordons les effets d’une application de cet herbicide
sur la rétention des nutriments et la composition des communautés microbiennes des
sols selon les trois grands groupes taxonomiques bactéries, champignons et protistes
qui constituent la base de 1’équilibre du microcosme du sol agricole. L’autrice de cette
thése a fait toutes les interprétations et rédigé I’ensemble du travail. La co-autrice Elise
Smedbol a contribué conjointement a la mise en place et au déroulement de
I"expérience en serre, qui s inscrivait également dans sa these de doctorat. Les co-
auteurs Richard Hogue et Thomas Jeanne ont procédé aux analyses de la
métagénomique dans les échantillons au sein de leur laboratoire de recherche et ont
apporté leur expertise au niveau de la microbiologie des sols et du traitement statistique
des données. Serge Paquet a contribué a la mise en place du design expérimental de la
serre et au traitement statistique des données. Mathieu Moingt a participé aux analyses
de glyphosate et d"”AMPA et a apporté son expertise en chimie.

Le dernier chapitre repose sur une étude a grande échelle tournée vers les modes
d’applications des HBG et pratiques associées en grande culture de soya, effectuée dans
48 sols agricoles du Québec avant le semis et 1’application de I’herbicide puis au
moment de la récolte. Nous identifions également les facteurs qui favorisent la
persistance de glyphosate et d’AMPA dans les sols. L’autrice de cette thése a fait toutes
les interprétations et rédigé 1’ensemble du travail. La co-autrice Elise Smedbol a
contribué conjointement a la mise en place et au déroulement de I'ensemble du projet,
qui s’inscrivait également dans sa thése de doctorat, aussi bien au niveau de
I"échantillonnage, que des entrevues et questionnaires aupres des agriculteurs ou de la
constitution de la base de données. Le co-auteur Mathieu Moingt a contribué a la mise
en place du projet et au développement analytique pour les analyses de glyphosate et
d AMPA dans les divers sols du Québec. Enfin le co-auteur Emile Samson-Brais a fait
une grande partie des analyses de glyphosate et d"”AMPA de ce chapitre.

Pour terminer nous discuterons de la relation entre les résultats des différents chapitres,
et de leur contribution dans 1’évaluation des risques d’un usage répété des herbicides a
base de glyphosate. Nous parlerons aussi de la pertinence d’un suivi environnemental
de cet herbicide dans les sols agricoles afin de prévenir les effets négatifs sur la santé
du sol et des cultures. Enfin nous présenterons les perspectives envisagées dans la
continuité de ces travaux afin de mettre en place des outils concrets pour la surveillance
des champs par les agriculteurs.
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INTRODUCTION

Les herbicides a base de glyphosate (HBG) sont une classe de produits a large
spectre et non sélectifs de la famille des amino-phosphonates dont I'ingrédient actif est
le glyphosate (ACTA, 2010). Commercialisés pour la premiére fois en 1974 par la
compagnie Monsanto, ils sont aujourd'hui la catégorie d’herbicides la plus utilisée au
monde (Duke et al., 2008). L'utilisation en agriculture des HBG est passée de 0,4 a
113,4 millions de kg entre 1974 et 2014, soit environ 300 fois plus (Benbrook, 2016).
En 1996, les premiéres cultures de technologie Roundup Ready (RR) ont été introduites
sur le marché pour le soya, le mais et le coton (Benbrook, 2016), participant
drastiquement a l'augmentation de I'utilisation des HBG en grandes cultures. Ces
cultures sont tolérantes au glyphosate ce qui permet d'appliquer les HBG sur les plantes
cultivées lorsqu'elles sont au stade de croissance de trois feuilles. Les HBG sont aussi
couramment utilisés dans les cultures conventionnelles au printemps avant le semis sur
les sols pour braler les mauvaises herbes en place et réduire la compétition pour les
futures plantes cultivées avant que les adventices ne soient trop vigoureuses et plus
difficiles a enlever. Benbrook (2016) a observé une augmentation du nombre moyen
d'applications passant de 1,1 en 1996 a 1,52 en 2014 par saison de culture pour le soya
en Amerique du Nord. Cet auteur a aussi mis en évidence que les doses moyennes
appliquées sont passées de 0,7 a 1,1 kg d’ingrédient actif (i.a.) ha™ entre 1996 et 2014.

En paralléle les semis directs sans labour ont connu un fort développement ces



derniéres années dans les cultures de mais et soya, permettant aux producteurs de
réduire considérablement le temps passé au champ avant les semis, de limiter 1’érosion
du sol et de favoriser une meilleure santé du sol. Cela a favorisé ’utilisation des HBG
afin de compenser 1’élimination du labour qui servait a réguler les adventices. Tout cela
a favorisé I'apparition de mauvaises herbes résistantes au glyphosate (Green, 2016),
entrainant une augmentation des doses appliquées et d’une diversification des types

d’herbicides afin de maintenir les rendements agricoles.

Le glyphosate (N-phosphonométhyl glycine) est un composé amphotere comprenant
une fonction amine secondaire basique au centre de la molécule un acide carboxylique
et un acide phosphonique aux extrémités. La molécule a donc la possibilité de former
des sites cationiques et anioniques (Székacs et Darvas, 2012). La structure et les
propriétés du glyphosate et de son principal produit de dégradation I’AMPA sont
présentés dans le tableau 1.1.

Le glyphosate est combiné & un mélange d'adjuvants qui améliore I'efficacité de
I’ingrédient actif en favorisant sa pénétration dans les plantes, le plus connu étant le
polyoxyéthyléne amine (POEA). Une fois absorbé par la plante, le glyphosate bloque
la biosyntheése des acides aminées phénylalanines, tyrosines et tryptophanes par
inhibition de la 5-énolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS), une enzyme
de la voie shikimate (Siehl, 1997). Lors de I’application, une partie du glyphosate peut
tomber directement sur les sols, particulierement au printemps lorsque les plantes ne
recouvrent pas complétement ceux-ci. De plus, le glyphosate déposé sur les feuilles des
plantes peut aussi atteindre le sol apres lessivage par la pluie (Davidson et al., 2000).

Enfin, une fraction de ce qui a été absorbée par la plante peut aussi rejoindre le sol par



exsudation des racines (Newman, 2006) et/ou par décomposition des débris organiques
(Locke et al., 2009).

Tableau 1.1. Structure et propriétés du glyphosate et de deux produits de
dégradation, I’AMPA et la sarcosine

Glyphosate AMPA Sarcosine Références
Formule
(HO),P(0)CH2NHCH,CO,H NH,CHP(O)(OH CsH;NO; Giesy et al, 2000
o )
HoS g0 ¢ N A
! HO u/\ HyC” OH
~ 3
HO— NH,
Formes ioniques Chen et al, 2009
Ho. O oy o o0 PKai:08 pKay : 2,23
X V@ AN \ PKaz:54 pKaz:10,01  Gimsing et Borgaard, 2001
M o M = N o> M pKas: 10 ACTA, 2010
O‘“\I? N o) %ps
I I \/p £
0 \OH o \OH 0 \0' 0 \0

pKal:0.8 pKa2:2,2 pKa3:53 pKad:10,1

Propriétés

Forte constante d’adsorption variant selon le type de sol
(charges, pH, carbone organique, oxydes, type d’argile)
Constante d’adsorption (modéle de Freundlich en pg'™

(mL)ng™)
404118 Bergstrom et al, 2011
93 4 2045 99 a 1517 Baez et al, 2014

Soluble dans I’eau

116glta2s5°C 58glta25°C 1480glta20°C ACTA, 2010
Imfeld et al, 2013

Chélateur de cations Borgaard and Gimsing,
2008




Les proprietés présentées dans le tableau 1.1 aident a mieux comprendre la dynamique
du glyphosate et de son composé de dégradation dans les sols. La mobilité de ces
composés dans les sols, soit leur capacité a se déplacer ou étre déplacés dans I’espace,
dépend majoritairement des conditions physico-chimiques du sol, incluant également
la dynamique des autres éléments présents. Une fois dans les sols, une phase initiale
d'adsorption engendre une rétention importante du glyphosate, suivi d'une réaction
lente sur plusieurs jours ou les quantités de composé adsorbées sont beaucoup plus
faibles (Borggaard et Gimsing, 2008). Cela entraine I'immobilisation du glyphosate
dans le sol par fixation sur les surfaces du sol (Sprankle et al., 1975; Rueppel et al.,
1977; Gimsing et Borggaard, 2008). L'immobilisation temporaire du glyphosate
dépendrait en grande partie de facteurs pédologiques tels que la teneur en cations
comme le cuivre et le fer amorphe, la teneur en phosphate et enfin le pH du sol, et aussi
du temps de contact avec le sol (Piccolo et al., 1994; De Jonge et de jonge, 1999;
Morillo et al., 2000 ; Gimsing et Borggaard, 2002 ; Orggaard et Gimsing, 2008). La
rétention du glyphosate differe selon les types de sol (Dejonge et al., 2001; Dion et al.,
2001; Wang, 2005; Al-Rajab et al., 2008). Le glyphosate peut étre fortement adsorbé
sur les composés minéraux dans le sol et en particulier les oxydes de fer et d'aluminium
capables de fixer les cations et les anions grace a leur grande surface d’adsorption
(Piccolo et al, 1994; Vereecken, 2005 ; Glinsing et al, 2007, 2008; Borggaard et
Gimsing, 2008). La fixation se produit sur les surfaces a charges variables en raison
d’une affinité plus élevée pour les cations trivalents tels que Al et Fe3*. La capacité
des silicates des argiles a adsorber le glyphosate est plus faible que celle des oxydes,
du fait qu'ils sont dominés par des charges permanentes (Gimsing et Borggaard, 2002).
La capacité d’adsorption du glyphosate des silicates d’argile dépend de la quantité de
cations presente dans la solution du sol car il peut y avoir formation d'un complexe

entre les cations inter-couches et le glyphosate (McConnel et Hossnier, 1985). La

4



formation de complexes entre le glyphosate et les cations du sol se fait grace a son fort
pouvoir chélateur (Subramaniam et Haggard, 1988 ; Glass, 1987 ; Sprankle et al, 1975 ;
Bernard et al., 2005 ; Barrett et McBride, 2006). L'adsorption peut aussi se faire par
échange de ligand entre le glyphosate et la surface d’adsorption, entrainant la formation
d’un groupe hydroxyle en surface (Borggaard et Gimsing, 2008). La matiere organique
participe aussi a la sorption du glyphosate par formation de complexes entre 1’humus
et le glyphosate en impliquant les cations divalents ou trivalents (Piccolo et al., 1996).
Cependant, lI'importance de la matiére organique dans la rétention du glyphosate dans
les sols est encore controversée avec des résultats dans la littérature qui s'opposent
(Gimsing et Borggaard, 2008). La matiére organique pourrait aussi faire compétition
en bloquant les sites de sorption du glyphosate mais aussi surtout du phosphate dans

les sols.

Le phosphore est un facteur qui influe sur la sorption du glyphosate et de l'acide
aminomethylphosphonique (AMPA), principal produit de dégradation du glyphosate,
dans les sols. Le phénomene de compétition entre le glyphosate et le phosphate pour
les mémes sites d’adsorption sur les oxydes et la matiére organique est dépendant du
temps (Borggaard et al, 2005) et se produit selon deux voies : i) a pH bas (Tisdale et
Werner, 1968), le phosphore s'adsorbe sur des argiles par échange de ligand avec le fer,
I'aluminium ou le groupe OH sur la surface des argiles (Parfitt et al., 1975) ; ii) le
phosphore précipite rapidement a pH élevé avec formation de phosphate de fer et
d’aluminium et devient insoluble dans le temps et lorsque la température augmente
(Hemwall, 1957). Il peut y avoir aussi une liaison argile-Ca?*-phosphate entrainant une
précipitation du phosphate et le rendant insoluble dans les sols alcalins ; iii) liaison de
type absorbant-cation-phosphate (Levesque et Schnitzer, 1967), par exemple sous la

forme de phosphate-acide fulvique-métal-phosphate. Le phosphate dans les sols est
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souvent en concurrence avec les anions naturels du sol pour le site de liaison (Tisdale
et Werner, 1968). Les caractéristiques similaires du glyphosate et du phosphore
peuvent provoquer une désorption de ces composés dans les sols qui peuvent alors
retourner dans la solution du sol. L'adsorption du phosphate peut entrainer une
désorption du glyphosate du fait des sites d'adsorption en commun (Dideriksen et Stipp,
2003; Gimsing et Borggaard, 2001; Schnrer et al, 2006). Les ratios de sorption sur les
sites avec groupement hydroxyle sont de 1:1 pour le phosphate et de 1:2 pour le
glyphosate (Dideriksen et Stipp, 2003), ce qui permet au phosphore de s‘adsorber plus

fortement que le glyphosate sur ce type de site.

En plus de la possibilité de désorption par compétition pour les sites d’adsorption du
sol, la forte solubilité du glyphosate (Tableau 1.1) associée a des variations physico-
chimiques du sol peut entrainer une dissolution du composeé dans les sols, sous forme
ionique et réactive. Le passage de 1’eau peut lixivier le glyphosate par percolation lente
a travers le sol, le rendant plus mobile. Le compose est alors susceptible d’étre lessivé,
c’est-a-dire transporté par 1’cau, et étre entrainé soit vers la nappe phréatique par

infiltration; soit vers les cours d’eau par ruissellement.

Ainsi concernant le temps de dégradation du glyphosate dans les sols, Carlisle et
Trevors (1988) concluent qu’il varie beaucoup, avec une demi-vie allant de moins d'une
semaine a plusieurs années. Cette variation peut étre due en partie au fait que le taux
de dégradation est inversement corrélé a la sorption du sol (Sgrensen et al., 2006). Le
temps de demi-vie dépendant d'un grand nombre de facteurs pédologiques et
environnementaux. Bento et al., (2016) ont identifié une DT90, c'est a dire le temps
nécessaire pour que 90 % du composé soit dégradé en un composé secondaire dans un

intervalle allant de 8 a 280 jours pour le glyphosate et de 88 a 148 jours pour I'AMPA.



La microbiologie des sols joue un grand role dans la persistance du glyphosate. En effet,
le glyphosate est dégradé selon deux principales voies de dégradation par la
microbiologie des sols : i) coupure par I'enzyme C-P lyase de la liaison carbone-
phosphore (C-P) du glyphosate et formation de la sarcosine (N-méthylglycine), produit
de dégradation rarement détectable dans les sols. Au cours de ce processus, il y a
libération de phosphate par I'activité bactérienne; ii) clivage de la liaison
carboxymethylene-azote (C-N) catalysé par une oxydase conduisant a la formation
d'’AMPA capable de s’adsorber et persister dans les sols (Hove-Jensen et al., 2014). Un
certain nombre de micro-organismes est capable de dégrader le glyphosate et de
l'utiliser comme substrat (Kuklinsky-Sobral, 2005). Ainsi des changements
microbiologiques dans les sols pourraient impacter la persistance du glyphosate et de
I'AMPA par une baisse de la dégradation de ces composés. De par le mécanisme
d'action du glyphosate, certains micro-organismes possédant la voie métabolique de
I'EPSPS pourraient étre affectés par les applications d’HBG (Hermann et Weaver,
1999 ; Padgette et al., 1995; Cerdeira et Duke, 2006). Des études ont pu voir des effets
sur la microbiologie des sols, mais souvent a des concentrations élevées et souvent peu
représentatives du champ (Busse et al., 2001 ; Ratcliff et al., 2006 ; Weaver et al.,
2007 ; Mijangos et al., 2009). D'autres études n’ont pas rapporté de différences
significatives au niveau de I’activité et de la composition des populations microbiennes
suite a I’application de HBG (Barriuso et al., 2011 ; Nakatani et al., 2014 ; Allegrini et
al., 2015). Les micro-organismes sont fortement impliqués dans les processus de
rétention et de dégradation du glyphosate mais ont aussi un réle important dans la
disponibilité des nutriments, notamment celle du phosphore (Richardson et al., 2011).
En effet, le phosphore est, pour la majeure partie, hydrolysé par la phosphatase produite
par les micro-organismes (Blinemann, 2008). De nombreuses bactéries ont aussi la

capacité d'acidifier le milieu afin de libérer des anions organiques (Khan et al., 2007).
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Un impact du glyphosate sur les populations impliquées dans les processus d’oxydo-
réduction de certains nutriments pourrait aussi favoriser les carences chez les plantes,
tels que le calcium, magnésium, zinc et cuivre (Zobiole et al, 2010) ainsi que le
manganese qui est principalement réduit par les micro-organismes du sol (Huber et al.,
2004). Dans la littérature un grand nombre d'études ont rapporté des carences en
nutriments des plantes exposées au glyphosate (Jolley et al., 2004 ; Bott et al., 2008).
Tout cela pourrait affecter les fonctions du sol sur le long terme et augmenter les risques

liés a l'utilisation de HBG et de son produit de dégradation dans les sols.

De plus, le glyphosate et I’AMPA sont largement détectés dans tous les compartiments
environnementaux. Au Québec, ces deux composés sont maintenant systématiquement
détectés dans les cours d'eau (Giroux et al., 2015, 2018). La plus récente étude de
Giroux et al., (2018) a montré que les pics maximums de détection du glyphosate et de
I'’AMPA dans les cours d'eau et les sédiments se situaient chaque année dans la période
de juin-juillet, correspondant a la période d'application des HBG. Ainsi les risques de
mobilité de ces composés lors de l'application d’un HBG sont bien réels. Cela montre
que certains facteurs dans les champs peuvent affecter sa rétention. Ces composés ont
aussi été détectés au printemps, bien avant les applications, ce qui peut étre le signe
d'une persistance d’une année a l'autre de ces composés. Une fois dans les sédiments,
le glyphosate peut s'‘adsorber sur les particules solides telles que les oxydes, ce qui
favorise sa persistance dans les milieux aquatiques (Degenhardt et al., 2012 ; Ronco et
al., 2016 ; Wang et al., 2016).

Tout au long de cette these, nous allons nous intéresser aux deux phases dans lesquels
peuvent étre présents le glyphosate et I'AMPA dans le sol : la phase labile facilement

lixiviable et plus disponible pour la dégradation et une phase non labile fortement



adsorbée qui favorise la persistance des composés dans le sol (Laitinen et al., 2009;
Bergstrom et al., 2011). La répartition entre ces deux fractions dépend, d'une part de
de la nature des liaisons que ces composés forment dans le sol et, d'autre part, des
changements physico-chimiques qui peuvent survenir dans les sols par des facteurs
externes tels que les pratiques agricoles et les variations climatiques. Cela influe
directement sur la rétention et la persistance du glyphosate et de I'AMPA dans les sols.
Des changements dans la rétention du glyphosate peuvent affecter celle des autres
éléments impliqués dans les mécanismes de sorption et augmenter le lessivage de ces
éléments impactant par le fait méme la fertilité des sols et les risques de pollution pour
I'environnement. De plus une augmentation de la persistance du glyphosate et de
I’ AMPA pourrait entrainer une accumulation potentielle de la fraction non labile de ces
deux composés dans les sols et augmenter les risques environnementaux liés a
l'utilisation des HBG et des teneurs de plus en plus importantes dans le sol. Cela
pourrait présenter des risques importants de toxicité pour les organismes non cibles et

pour I'environnement.

La littérature scientifique s’est beaucoup basée sur des études en conditions de
laboratoire pour comprendre chaque mécanisme d'action dans les sols du glyphosate et
de I'AMPA dans les sols. C’est une étape essentielle pour avoir une bonne
compréhension du comportement du glyphosate et de I'AMPA. Mais cela ne prend pas
en compte la variabilité naturelle et rend difficile les recommandations adaptées aux
réalités des agriculteurs qui utilisent ces produits. En effet, les doses sont en général
supérieures aux doses réelles utilisées. Il est souvent nécessaire d'utiliser des
concentrations largement supérieures a celles utilisées en champ pour arriver a voir une
tendance claire et expliquer les mécanismes en jeu. De plus les facteurs sont souvent

compares un a un, ce qui prend rarement en compte les effets synergiques ou
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antagonistes entre les différents facteurs. La fraction extractible a I'eau dans les sols
pour le glyphosate et 'AMPA a été tres peu abordée et les études utilisent en général
des extractions fortes qui permettent de déterminer la teneur totale de ces composés
mais sans pouvoir différencier la fraction labile et la fraction non labile (Bergstrom et
al., 2011; Aparirio et al., 2013; Guanarathna et al., 2018; Garba et al., 2018). Pourtant,
la distinction entre ces deux fractions permettrait de mieux comprendre le
comportement de I'herbicide dans les sols et les impacts qu'il peut avoir sur les

fonctions des sols.

Cette thése vise a mieux comprendre les processus d’interaction entre les HBG utilisés
par les agriculteurs et les eléments impliqués dans le maintien de la fertilité des sols,
tout en incluant le contexte environnemental et socio-économique des cultures. Le
projet s’est déroulé en conditions réelles en collaboration avec les agriculteurs, chez
qui nous avons pu échantillonner directement les sols. Les doses de HBG appliquées
tout au long de I'étude correspondent a celles utilisées par les agriculteurs au Québec
et recommandeées par les manufacturiers. La région d'étude correspond a des champs
québécois de grandes cultures situés dans les Basses Terres du Saint-Laurent (Québec)
avec un climat tempéré et humide, sous rotation de soya et de mais. Cette zone d’étude
est représentative de la plupart des régions ou une agriculture intensive est pratiquée
avec utilisation d’herbicides a base de glyphosate, et avec un travail du sol sur de
grandes étendues et une fertilisation massive avec des engrais chimiques. Les méthodes
utilisées pour la détermination du potentiel de lixiviation des nutriments sont basées
sur les analyses de fertilité adaptées aux sols agricoles du Québec. Pour le glyphosate
et de 'AMPA, I'approche a porté sur la distinction entre la fraction labile et celle non
labile afin de pouvoir distinguer la part de ces composeés potentiellement lessivable tout

au long de I'étude. Enfin, les données concernant les pratiques agricoles et 1’historique
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de culture ont été récoltées a l'aide de questionnaires soumis aux agriculteurs et du site
Infosol (MAPAQ). Les données climatiques ont été compilées a partir des données des

stations metéorologiques les plus proches des sites d'étude.

L’objectif global de la thése a porté sur 1’étude du comportement d'un HBG apres
application en culture de mais et soya en rotation et sur l'identification des principaux
facteurs pouvant impacter la rétention et la persistance du glyphosate et de 'AMPA
dans les sols. Le projet est divisé en trois objectifs spécifiques : i) Décrire la mobilité
du glyphosate et de ’AMPA dans des sols agricoles du Sud du Québec suite a
I’application d'un HBG pendant trois années consécutives et 1’impact potentiel de la
fertilisation et des variations climatiques sur leurs potentiels de lessivage; (ii) Evaluer
I'impact de l'application d'un HBG sur la rétention des nutriments du sol et sur la
diversité et la composition des populations microbiennes du sol en conditions semi-
contrdlées; (iii) Déterminer les liens entre la variabilité naturelle des sol agricoles et les
pratiques agronomiques, et la persistance du glyphosate et de I’AMPA suite a

I'application de HBG dans des cultures de soya.

Pour répondre a ces objectifs, nous aborderons dans un premier chapitre la notion de
rétention du glyphosate et de I’AMPA dans les sols, ainsi que les facteurs qui favorisent
leur mobilité. Un deuxiéme chapitre portera sur les interactions de la phase labile du
glyphosate avec les différents éléments du sol et de ses effets sur les trois grands
groupes taxonomiques microbiens bactéries, champignons et protistes en se servant
d'une nouvelle approche basée sur le séquencage des amplicons d'ARNr. Enfin le
troisieme chapitre de cette thése abordera la notion de persistance du glyphosate et de
I'AMPA a travers une analyse exploratoire a une échelle régionale, prenant en compte

les caractéristiques et I'historique de chaque site.
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Ce chapitre sera soumis dans sa version en anglais dans la revue Canadian Journal

of Soil Science.
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Résumé

L'industrie des semences génétiqguement modifiées (GM) résistantes au glyphosate est
en pleine expansion dans le monde entier. Par conséquent, la présence de glyphosate
ainsi que de l'acide aminométhylphosphonique (AMPA), son principal produit de
dégradation, ont été signalées a diverses concentrations dans la plupart des cours d'eau
de la région agricole du Québec. Dans cette étude, les teneurs en glyphosate et en
AMPA dans les sols de grandes cultures des basses terres du Saint-Laurent cultivés
selon une rotation de soja et de mais résistant au glyphosate (GR) ont été suivies
pendant trois années consécutives (2011-2013) dans un sol arable de type loam sableux.
Un herbicide a base de glyphosate (HBG) a été appliqué chaque année au stade de
croissance V3 des plantes, a la dose de 0,72, 0,89 et 0,81 kg i.a. ha de glyphosate en
2011, 2012 et 2013 respectivement. Des teneurs significatives de glyphosate extractible
a l'eau ont été mesurées dans les échantillons de sol (jusqu'a 0,29 mg kg™ de sol)
quelques semaines aprés I'application de HBG, ce qui représente 9,57 % de la quantité
de HBG appliquée aux cultures la premiere année. Néanmoins, les teneurs en
glyphosate extractible a I'eau ont radicalement diminué au cours de la saison de
croissance, tandis gu'une fraction de ce composé était progressivement observée sous
sa forme dégradée dans les sols soit de I’AMPA extractible a I'eau. La deuxi¢me année
de I'étude, 56 % des échantillons de sol contenaient du glyphosate avant la nouvelle
application de HBG, suggérant une désorption partielle du glyphosate non extractibles
par les pratiques de fertilisation et les précipitations. Des teneurs significatives
d’AMPA extractibles a I’eau ont été mesurées dans les échantillons de sol (jusqu’a 2,03
mg kg de sol) au cours de la méme période, dont une partie pourrait provenir des
détergents phosphonates présents dans les boues d’épuration qui ont été appliquées
dans le champ. La nature de la fraction extractible a 1'eau du glyphosate et de ’AMPA
suggere un risque de lixiviation par le biais des mouvements d'eau des sols agricoles
vers les cours d'eau voisins. La persistance de ces composés augmenterait le risque de
lessivage longtemps aprés I'application de HBG.

Mots clés : herbicide, monitoring, désorption, pratiques agricoles, persistance dans le
sol, risque de mobilité
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1.1 Introduction

Le glyphosate est un composé herbicide actif a large spectre et non sélectif, largement
utilisé dans les grandes cultures industrielles, devenue la classe d’herbicide la plus
utilisée dans le monde pour la lutte contre les mauvaises herbes depuis le
développement de semences résistantes au glyphosate (GR) résistantes au glyphosate
(Duke et Powles, 2008). Le Québec (Canada) ne fait pas exception au reste de
I'industrie agricole, avec une trés large adoption en particulier pour le soja et le mais
en rotation sur les mémes surfaces agricoles. Une légére diminution a été observée
depuis 2015 au niveau des volume de ventes agricoles totales du glyphosate
(MDDELCC, 2020), mais également pour d’autres catégories d’herbicides largement
utilisées telles que les triazines (baisse marquée de 58,7% entre 2017 et 2018) ou les
chloroacétanilides, associée a une diminution générale des ventes d’herbicide. Malgré
les tendances observées sur les ventes, le rapport du MDDELCC conclut que cette
tendance a la baisse n’a pour le moment pas été vraiment signalée sur le terrain,
montrant une utilisation toujours tres importante du glyphosate par les agriculteurs de
grandes cultures. Bien que les HBG soient principalement appliqués sur les feuilles des
plantes cultivées au stade post-levée, des quantités importantes de cet herbicide

rejoignent les horizons supérieurs du sol aprés chaque application (Lupi et al., 2015).

Appartenant au groupe des organophosphorés, le glyphosate peut étre dégradé dans les
sols par l'activit¢ microbienne, en tant que sarcosine ou en tant qu’acide
aminométhylphosphonique (AMPA) (Hove-Jensen et al., 2014). Parmi les deux
produits de dégradation, I' AMPA est le produit dominant dans I'environnement agricole
(Sviridov et al., 2015; Li et al., 2016). Un temps de demi-vie (DT50) pour le

glyphosate variant de 1 a 197,3 jours a éte rapporté dans des sols agricoles de différents
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types et différentes conditions climatiques (Giesy et al., 2000). Cheah et al., (1998) ont
quant & eux observé un DT50 de 19,2 jours dans un sol sablo-limoneux et a I’opposé
309,7 jours dans de la terre noire. Bergstrom et al., (2011) ont rapporté un DT50 allant
entre 110 et 151 jours dans un sol argileux du Nord de I’Europe. Par contre, 'AMPA
apparait plus persistant avec un temps de demi-vie pouvant aller jusqu'a 240 jours et
principalement dans les sols argileux (Giesy et al., 2000). La persistance du glyphosate
et de 'AMPA dans les sols est en partie due a leur grande capacité d'adsorption sur les
oxydes et l'argile (Gimsing et Borgaard, 2008; Ololade et al., 2014; Maqueda et al.,
2017). La DT50 mesurée dans les loams sableux variait de 9 a 19 jours pour le
glyphosate (Simonsen et al., 2008; Rajab et al., 2010; Bergstrom et al., 2011) et de 32
a 60 jours pour 'AMPA (Simonsen et al., 2008; Bergstrom et al., 2011). Le glyphosate
et 'AMPA ont été fréquemment détectés dans les eaux de surface d'étangs et de
ruisseaux agricoles aux Etats-Unis (Battaglin et al., 2014) et au Québec (Giroux et al.,
2015 ; Giroux et al., 2018). La portion de glyphosate et d'AMPA extractibles a l'eau
est potentiellement transportée par ruissellement et lessivage (Rajab et al., 2010),
représentant ainsi un risque de toxicité pour les organismes aquatiques non ciblés
(DeLorenzo et al., 2001; Tsui et Chu, 2003; Smedbol et al., 2017; 2018). Le glyphosate
et PAMPA extractibles a 1’eau dans les sols sont influencés par les processus de
dégradation progressive, d'adsorption et de désorption des composes et par la formation
de composés résiduels non extractibles (Rajab et al., 2010). Certains facteurs peuvent
modifier la durée de vie et le risque de mobilité, tels que les caractéristiques du sol
(Cheah et al., 1997; Kjer et al., 2011) et les conditions rédox (Druart et al., 2011)
influencés par les conditions pédoclimatiques et les pratiques agricoles (Rampoldi et
al., 2014). En conditions de champ, les pratiques agricoles telles que la fertilisation
avec des phosphates peuvent étre un facteur augmentant la mobilité du glyphosate et
de 'AMPA dans les sols. Cela est di a la capacité du groupement phosphonate du
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glyphosate et de I’AMPA a se fixer dans les sols, et rentrant en compétition avec les
mémes sites de fixation que les phosphates (Sprankle et al., 1975). En laboratoire, il a
déja ete démontré que les applications de phosphore peuvent remobiliser le glyphosate
par effet de compétition pour les mémes sites d'adsorption (Laitinen et al., 2009;
Gomes et al., 2015). Certaines pratiques de fertilisation associées a de fortes pluies

pourraient augmenter le lessivage de ces composés dans I'environnement.

L’objectif de la présente étude est d’évaluer le potentiel de mobilité du glyphosate et
de I’AMPA dans un sol cultivé en rotation mais-soja. Cela a été réalisé directement
dans un champ ouvert de grandes cultures pendant trois années consécutives, avec une
application par année et a une dose couramment utilisée par les producteurs locaux.
L'impact de la fertilisation phosphatée sur la mobilité du glyphosate et de 'AMPA dans
les sols, incluant I’épandage de boues d’épuration chargées en phosphonates, a été aussi

estimée.

1.2 Matériel et méthodes

1.2.1 Site d’étude et caractéristiques du sol

Le site d’étude se situe a Saint-Roch-de-1’Achigan, au Québec (45°50°48°°N,
73°36°17°'0). La superficie totale du champ dans lequel s’est porté cette étude est de 9
hectares et les détails du site d’échantillonnage ont été donnés par Hénault-Ethier et al.,
(2017). C’est un sol minéral de type podzol humique orthique (ACC, 2002), de la série
Achigan (IRDA, 2009). Ce sol sableux loameux trés fin de type acide et non calcaire
repose au sommet d'un lit d'argile imparfaitement drainé (Tableau 1.2), avec la
présence de la nappe phréatiqgue a moins de deux metres de profondeur aussi bien

durant les périodes de dormance et de croissance des cultures. Il demeure saturé d’eau
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durant certaines périodes ce qui en fait un sol expose au lessivage, condition courante

de la région agricole des basses terres du Saint-Laurent.

Tableau 1.2 Caractéristiques chimiques des sols

Matiere Organique (%) 2,1-4,4
PHeau 6,48-6,83
PHtampon 7,0-7,2
CEC (meq 100g sol) 15,6-16,5
Sable (%) @ 61
Limon (%) 2 36
Argile (%) @ 3

P saturation (P/Al) (mg kg™) 5,46-7,60
K Mehlich (kg hat) 90-147
Ca Mehlich (kg ha'l) 1019-1849
Mg Mehlich (kg ha?) 123-292
Mn Mehlich (ppm) 22,3-57,3
Cu Mehlich (ppm) 0,75-1,81
Al Mehlich (ppm) 342-444

Les sols échantillonnés proviennent du site d’étude et ont été collectés en 2013-05-02 par
AgroEnviroLab, LaPocatiére, Québec, laboratoire d’agronomie accrédité par CEAEQ et ISO-CEI
17025

2sable <2mm; limon <63um, argile <2

Avant notre étude, des carottes étaient cultivées dans ce champ expérimental jusqu'en
2007. Ensuite, du soya non génétiquement résistant au glyphosate (GR) a été cultivé
en 2008 et du mais non GR en 2009 et 2010. Lors de la présente étude en 2011, du soja

GR a été cultivé pour la premiéere fois sans fertilisation, suivi de deux années de culture
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de mais GR avec fertilisation par des boues d’épuration stabilisées en 2012 et
fertilisation par du lisier de porc en 2013, conformément aux recommandations
agronomiques (Tableau 1.3). Une fois par an, le HBG était pulvérisé apres le stade de
croissance V3 des plantes, avec une rampe conventionnelle aux taux de 0,72 ; 0,89 et
0,81 kg d’ingrédient actif (i.a.) hal (2011, 2012 et 2013 respectivement) comme
prescrits par le manufacturier (Tableau 1.3). La période de culture s'étend de mai a
octobre, suivie d'un hiver froid ralentissant les activités biologiques du sol. Neuf
échantillons de sol de surface provenant du méme champ dans 1’horizon de sol travaillé
ont été recueillis a 1’aide d’un carottier manuel sur une profondeur de 20 cm et a 25
metres les uns des autres pour un total de 83 échantillons dans 10 campagnes
d’échantillonnage. Les sols prélevés les uns apres les autres ont été recueillis dans un
rayon de deux metres du point de prélevement de lI'année précédente, en mesurant avec
un ruban a mesurer a partir du bord du champ. Neuf réplicats d’échantillon ont été
récoltés dans le champ par campagne. Les échantillons ont été séparés en deux, avec
une partie conservee au congélateur a -20°C dans I’attente des analyses de glyphosate
et d’AMPA, et une autre partie mise a I’étuve a 60 % afin de déterminer la teneur en
eau. Le sol a été pesé avant puis apres le séchage total pour déterminer le pourcentage

en eau des échantillons.
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Tableau 1.3. Etapes de gestion des cultures et dates d'échantillonnage des sols

Année 2011

Semis du soya
Application du HBG #
Echantillonnage #1
Echantillonnage #2
Echantillonnage #3
Année 2012

Echantillonnage #4
Application de boues stabilisées
et fertilisation (33.5-0-16.3)
Semis du mais et fertilisation
(N:P:K 7.9-21.5-10)
Echantillonnage #5
Application du HBG °©
Echantillonnage #6

2" fertilisation (N:P:K 46-0-0)
Echantillonnage #7
Echantillonnage #8

Année 2013

Application de lisier de porc ®
Semis du mais et fertilisation
(N:P:K 23-14-0)
Echantillonnage #9
Application du HBG ©
Echantillonnage # 10

Taux d’application

0,72 kg ha'

15000 kg ha? et 210 kg ha'

respectivement
278 kg ha'?

0,89 kg hat

88 kg ha't

45 m3 hat
143 L ha't

0,81 kg hat

Date

4 Juin

4 Juillet
12 Juillet
26 Juillet
09 Aodt

11 Mai
14 Mai

17 Mai

28 Mai
11 Juin
13 Juin
20 Juin
26 Juin
19 Juillet

07 Mai
10 Mai

21 Mai
14 Juin
26 Juin

2 Gardien® (Classic®—chlorimuron-ethyl 36 g + Polaris® sel d’isopropylamine de glyphosate a 360 g

I'Y) 2,5L dilué et appliqué a 150 L ha);

b 8280-9140 mg P kgl dw, 12000-18000 mg Al kg’ dw;
¢ Galaxie Il ® (Polaris® sel d’isopropylamine de glyphosate a 360 g I'* + Ultime® 37,5% de
rimsulfuron et 37.5% de nicosulfuron (2,47 L dans 150 L ha%)),

4 >13 mg L?POsdw,

¢ Galaxie 1l® (Ultime® 37,5% de rimsulfuron and 37,5% de nicosulfuron + Polaris® sel
d’isopropylamine de glyphosate a 360 g I (2,25 L dans 150 L ha*))
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1.2.2 Extraction du glyphosate et de ’AMPA

Des fractions extractibles a I'eau de glyphosate et d'AMPA dans des échantillons de
sol ont été recueillies selon la procédure analytique de Bergstrom et al. (2011). Aprés
avoir prélevé les carottes de sol jusqu’a 20 cm de profondeur, tous les échantillons ont
été stockés dans un congelateur (-20 °C) jusqu'a l'analyse. Avant l'analyse, les
échantillons ont été tamisés a 2 mm et les fragments de plantes visibles ont été retirés.
Dix grammes de sol humide ont été agités dans des tubes Falcon de 50 ml avec 40 ml
d'eau Milli-Q pendant 30 minutes a 200 tours par minute, traités aux ultrasons pendant
dix minutes et centrifugés pendant 20 minutes a 3400 tours par minute. Ensuite, 40 pl
du surnageant limpide ont éte filtrés sur des filtres a disque NylafloTM® a membrane
de nylon de 0,22 um et transférés dans des flacons d'injection en verre de deux
millilitres, puis évaporés a sec sous un courant de N». La dérivatisation a été realisée
en ajoutant 500 pl d’acétate d'éthyle (TFE) (Sigma-Aldrich Canada, Oakville) (qualité
HPLC de Fisher Scientific, Etats-Unis d'’Amérique) et un millilitre d’acide d'éthyle
trifluoroacétique (TFAA) anhydre (Sigma-Aldrich Canada, Oakville), puis en
chauffant a 100 °C pendant une heure. Apres refroidissement a température ambiante,
les échantillons ont été évaporés a sec sous un courant d'azote et dissous dans 200 pl
de pyridine et 800 pl d'acétate d'éthyle Sigma-Aldrich Canada, Oakville, USA) avant
I'analyse. Un ul de 1-bromopentadécane (Sigma-Aldrich Canada, Oakville, USA)
pureté 97 %) a été ajouté avant I'injection afin d'évaluer la reproductibilité de I'injection.
Deux pl de I'échantillon extrait ont été injectés en mode split.

1.2.3 Dosage du glyphosate et de ’AMPA

Les analyses du glyphosate et de I'AMPA ont éte effectuées sur un chromatographe en
phase gazeuse Varian CP-3800 (instruments Varian Analytical, Walnut Creek,
Californie, Etats-Unis) équipé d'une cellule de détection & capture d'électrons avec
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modele a feuille 63Ni 02-001972-01 et d'un auto-échantillonneur CP-8400. Le systeme
a utilisé une colonne capillaire Restek RXI-5SIL MS (30 mx 0,25 mm ID, 0,25 pm).
Les parametres de fonctionnement fixés par la méthode correspondaient a : un débit
constant d'hydrogéne de haute pureté fixé a 1,4 ml min1, une durée d’analyse de 30,17
min, une température d’injection de 250 °C et une température du détecteur de 300 °C.
Le programme de température de four se basait sur une température initiale de 60 °C
pendant 0,50 min suivi d’une montée en température de 6 °C min jusqu’a atteindre la
température cible de 170 °C puis d’une montée de température de 60 °C min™ jusqu’a

atteindre 250 °C, cette température étant ensuite maintenue pendant dix minutes.

La quantification était basée sur la comparaison des pics de chaque composé avec un
étalon pur référentiel de glyphosate et dAMPA. Pour ce faire dix grammes de sol
humide ont été enrichis avec un millilitre d'une solution de N-(phosphonométhyl)
glycine, glyphosate (Sigma-Aldrich Canada, Oakville; pureté > 98 %) et d’acide
(aminométhyl)phosphonique, AMPA (Sigma-Aldrich Canada, Oakville, pureté >
99 %). La solution meére était de 50 et 100 ug ml™?, respectivement. Aprés avoir
maintenu le sol en contact avec la solution pendant 24 h, I'échantillon enrichi a été
extrait comme indiqué précédemment. Deux échantillons de références pour
I'identification et la quantification du glyphosate (0,025 et 0,05 pg ml™?) et de TAMPA
(0,05 et 0,1 ug ml) dans des échantillons de sol ont été utilisées pour chaque série de
sols. La solution standard a été préparée a partir de la poudre du composé pur et diluée
dans de I’eau nanopure pour obtenir une concentration de 0,25 pg ml? pour le
glyphosate et de 0,5 pug ml™ pour ’AMPA. Cette solution a été stockée a 4°C. Les
standards ont été évaporés sous un courant d'azote et dérivatisés comme décrit ci-
dessus dans les fioles a injection. Lors de la séquence d'analyse, les standards ont été

systématiquement injectés apres cing echantillons afin d'assurer la reproductibilité de
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I'analyse. Un blanc a été placé entre chaque échantillon pour Vvérifier qu'aucune
contamination ne s'était produite entre les échantillons. Toutes les aires ont été
corrigées a 1’aide du 1-bromopentadécane ajouté juste avant injection, pour chaque
séquence d’injection. Pour la quantification, les aires de réponse du glyphosate et
d’AMPA dans le chromatogramme ont été calculées par rapport a celles des standards
de référence. La teneur en eau de chaque échantillon a été considéré dans le calcul afin
d’obtenir les données en poids sec. Les aires obtenues pour le glyphosate et I’AMPA
dans les sols échantillonnés se situent dans la zone de linéarité (0 a 50 pg I) déterminée
a I’aide des droites d’étalonnage. Des échantillons d’un sol témoin, situé a proximité
du champ a I’étude et n’ayant jamais recu d’HBG, ont été fortifiés avec de la solution
standard de glyphosate et de I’AMPA pour servir de contrble qualité pour ces
séquences d’injection. Une analyse préalable de ces echantillons de sol a éte effectuée

pour Vérifier qu’ils ne contenaient pas de glyphosate et d’AMPA.

La limite de détection (LD) obtenue dans le sol était de 0,04 mg kg* dw (poids sec)
pour le glyphosate et de 0,03 mg kg™ dw pour 'AMPA. La limite de quantification
(LQ) dans cette matrice de sol avec la méthode d'extraction a I'eau était de 0,138 mg

kg™ dw pour le glyphosate et de 0,09 mg kg™ dw pour 'AMPA.

1.2.4 Traitement des données et analyses statistiques

Les données pluviométriques quotidiennes proviennent de la station météorologique
de I’Assomption, la plus proche du site a I'étude (13,8 km). Les données ont été
compilées a partir du site d’Environnement Canada pour toute la période d'étude. La
teneur théorique en glyphosate qui a atteint le sol aprés l'application de I’herbicide a
été calculée pour déterminer le pourcentage de glyphosate disponible aprés

I'application (% de glyphosate extractible). La formule suivante a été utilisée :
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(taux d’application *aire échantillonnée)/poids de sol échantillonné
en tenant compte du taux d’application de 0,72 kg ha™* de glyphosate effectué en 2011,
une densité séche du sol de 1,3 g m® (Dam et al., 2005; Grasser et al., 2012) et une
profondeur de pénétration des HBG de 20 cm. La méme méthode de calcul a été
appliquée en 2012 et 2013. Lorsque le glyphosate et I'AMPA n'ont pas été détectés
dans les échantillons, la valeur 0,01 mg kg™ a été utilisée dans tous les calculs et tests

statistiques.

Lorsque le glyphosate et I’AMPA extractibles a I'eau ne suivaient pas une distribution
normale, le test ANOVA non paramétrique a un facteur a été utilisé pour comparer
différentes campagnes entre elles pour la méme année. Les échantillons étant
indépendants avec plus de deux groupes, le test de Kruskal-Wallis base sur les rangs a
été utilisé pour determiner s'il existait une différence dans les teneurs concentration
entre les campagnes. Lorsque les groupes étaient différents, ils ont été comparés paire
par paire en utilisant la méthode non paramétrique de Wilcoxon pour identifier les
différences, avec un seuil significatif fixé a 0,05. Tous les tests ont été réalisés avec le
logiciel JMP Pro 14 de SAS Institute (Cary, NC, USA).

1.3 Résultats

1.3.1 Variabilité des pratiques et des précipitations

En 2011, la date de semis du soya a été effectuée début juin soit un mois plus tét que
pour le mais en 2012 et 2013. Les applications de HBG ont quant a elles été appliquées
pour les deux types de culture un mois apres le semis, soit début juillet pour le soya en
2011, et juin pour le mais en 2012 et 2013. Les pratiques de fertilisation ont elles aussi

différé entre les deux types de culture. Le sol agricole a été fertilise a plusieurs reprises
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au cours de la période culturale de 2012 et 2013, contrairement a celle de 2011 durant
laquelle seul de I’herbicide a base de glyphosate a été appliqué (Figure 1.1). En 2012,
au total deux fertilisations ont été effectuées. Des boues d’épuration stabilisées avec
une haute teneur en phosphore et aluminium (Tableau 1.3) ont été appliquées quatre
semaines avant I’herbicide a base de glyphosate, en combinaison avec une fertilisation
d’azote et de potassium a 1’aide d’un engrais de synthése. Une seconde fertilisation a
I’azote avec engrais de synthese a eu lieu une semaine apres 1’application de HBG. En
2013, du lisier de porc a été epandu cingq semaines avant I’application de HBG, suivi
d’une fertilisation d’azote et de phosphore a 1’aide d’engrais de synthese la méme
semaine au moment du semis. La composition du lisier de porc montre des teneurs en
phosphore moins élevées que les boues d’épuration, ce qui a nécessité un apport

complémentaire de phosphore afin d’atteindre les besoins du mais.

Aucun épisode pluvieux n’a été enregistré lors des applications de HBG ou des diverses
fertilisations. Les campagnes d’échantillonnage ont au contraire été choisies pour
coincider avec de forts épisodes pluvieux la journée méme et les jours précédents
(Figure 1.1). En 2011, une succession d'épisodes pluvieux a été enregistrée au cours
des cinqg semaines suivant l'application de [I'herbicide, en particulier les jours
d'échantillonnage avec 17 et 40 mm d'eau par jour, trois semaines puis cing semaines
apres l'application. En 2012, 37 mm d'eau sont tombés sept jours apres I'application des
boues. Cela a été suivi de plusieurs autres épisodes de fortes pluies avant la deuxieme
application de HBG. Les campagnes post application de 2012 ont également été
précédées d’important épisodes pluvieux allant de 10 a 30 mm les 3 ou 4 jours
précédents. Enfin en 2013, les précipitations ont été moins importantes que les autres

années entre la fertilisation et la derniere application de HBG, mais plus élevées apres
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Les déviations standard ne sont pas incluses dans cette figure pour la visibilité du graphique, mais sont
présentés dans le tableau 3.

représente les période de fertilisation (les détails pour les fertilisations donnés dans le tableau 2)

Figure 1.1. Précipitations journalieres moyennes exprimées en mm dans le bassin de
I'Assomption pendant toute la période d’échantillonnage.
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1.3.2 Occurrence du glyphosate et de I’AMPA dans les sols

Tableau 1.4. Fréquence de détection du glyphosate et de ’AMPA

Semaines
Année apres Echantillonnage n Glypogosate Al\él PA
S 0 %
application
2011
1 9 #1 9 44 67
2 6 #2 6 0 100
5 9 #3 9 0 100
2012
-4 9 #4 9 0 100
-1 8 #5 8 75 91
0 8 #6 8 75 75
2 9 #7 9 55 75
5 9 #8 9 0 55
2013
-3 9 #9 9 22 76
2 7 #10 7 57 86

2 e nombre de semaines aprés application de HBG a été déterminé, avec des valeurs négatives pour
les campagnes avant application et des valeurs positives aprés application.

En 2011, 44 % des échantillons contenaient du glyphosate extractible a I'eau la
premiere semaine apres I'application de HBG mais n'étaient plus détectables a partir de
la troisieme semaine (n = 6) (Tableau 1.4). En 2012, le glyphosate était toujours
détectable dans 75 % (n = 8) et 55 % (n = 9) des échantillons respectivement
immédiatement et deux semaines aprés l'application de HBG (Tableau 1.4). Ce
composé n'était plus détectable a partir de la cinquiéme semaine de culture (n =9). En
2013, deux semaines apres l'application du HBG, 57 % des échantillons de sol

contenaient du glyphosate (n = 7) (Tableau 1.4).

L'AMPA a été détecté plus frequemment que le glyphosate, dans 71 échantillons au
total (n = 86) (Tableau 1.4). Aprés l'application de HBG en 2011, 'AMPA a été détecté
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dans 67 % des échantillons de sol (n = 9) une semaine apreés l'application de HBG, et
dans tous les échantillons trois semaines apres I'application de HBG (n = 6) (Tableau
1.4), avec une augmentation significative de 3,5 fois entre ces deux périodes. En 2012,
I'’AMPA a été mesuré dans 75 % des échantillons la semaine suivant la deuxieme
application de HBG (n = 8), puis dans 78 % (n = 9) et 56 % (n = 9) deux et cing
semaines respectivement (Tableau 1.4). En 2013, deux semaines aprés I'application du
HBG, 86 % des échantillons contenaient de I'AMPA extractible a I'eau (n = 7).

1.3.3 Teneurs en glyphosate et AMPA

Tableau 1.5. Teneurs en glyphosate et AMPA extractibles a I’eau

Semaines camp
Année apres n Glyphosate AMPA
N agne
application
mg kg % Maxi ~ mgkg? Maxi
mum mum
2011
1 9 #1  0,03+0,03* 843 0,07 0,08£0.07 0,86
2 6 #2 Nd - 0,01 0,28+0,13 0,48
5 9 #3 Nd - 0,01 0,29+0,19 0,58
2012
-4 9 #4 Nd - 0,01 0,26+£0,11 0,41
-1 8 #5 0,07+0,09 19,68 0,29 0,55+0,59 2,03
0 8 #6 0,06+0,05 16,87 0,17 0,48+0,57 1,42
2 9 #7 0,05+0,04 14,05 0,1 0,34+0,46 1,28
5 9 #8 Nd - 0,01 0,07£0,10 0,31
2013
-3 9 #9  0,03+0,02* 843 005 0,12+0,09 0,23
2 7 #10 0,09+007 253 0,19 0,12+#0,06 0,19

2 Le nombre de semaines apres application a été déterminé selon 1’application annuelle de HBG, avec
des valeurs négatives pour les campagnes avant application et des valeurs positives aprés application
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Le glyphosate extractible a I'eau a été mesuré dans un intervalle de teneurs allant de
0,13 4 0,29 mg kg-1 dw dans 25 échantillons apres I'application de HBG pour les trois
années de I'étude (Tableau 1.5). Pour L'AMPA, I’intervalle mesuré était compris entre
0,09 et 2,03 mg kg-1 de poids sec (Tableau 1.5), soit a une teneur maximale sept fois

plus élevée que le glyphosate dans les sols.
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Figure 1.2  Teneurs en glyphosate extractible a I'eau dans le sol des grandes cultures
au cours de la période d'échantillonnage de trois ans (a. 2011, b. 2012 et c. 2013).
L’application annuelle de HBG est représentée par le chiffre "0" sur ’axe des temps
chaque année. La différence entre les campagnes a été déterminée a 1’aide des tests
statistiques de Kruskal-Wallis: une comparaison a été faite entre les campagnes pour
chaque année. Les campagnes significativement différentes ont été identifiées de la
maniere suivante : * quand significativement différent de la campagne 0 ou ** lorsque
significativement différent de la campagne 0 et des campagnes identifiées avec le
marqueur *.

Les résultats de cette étude ont révélé une augmentation significative de la proportion
de glyphosate extractible a I'eau présente dans les sols au cours de chague année juste
aprés I’application. En 2011, des teneurs moyennes proches de la limite de détection

ont été observées la semaine suivant I’application de HBG, puis en dessous de la limite
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de détection pour la troisieme semaine et la cinquiéme semaine (Figure 1.2.a). En ce
qui concerne ’AMPA, les teneurs mesurées la troisieme semaine et la cinquiéme
semaine sont significativement plus élevées que celles mesurées la premiére apres
application (Figure 1.3.a). En 2012, les teneurs maximales de 1’étude du glyphosate
(0,29 mg kg™?) et de ’AMPA (2,03 mg kgt) ont été mesurées dans les extraits a 1’eau
des sols lors de la méme campagne d’échantillonnage, soit une semaine avant
I’application de HBG (Figure 1.2.b et Figure 1.3.b). Cette campagne correspond aux
échantillons collectés deux semaines aprés 1’application des boues d’épuration et une
semaine apres le semis accompagné d’une seconde fertilisation au phosphore (Tableau
1.3). Dans les extraits de sol collectés avant I’application des boues, Soit quatre
semaines avant 1’application de HBG, le glyphosate n’était pas détectable et ’AMPA
était présent dans des concentrations semblables a celles de 1’année précédente. Par la
suite, les teneurs d’AMPA mesurées lors de 1’application de HBG, ainsi que les deux
semaines suivantes, sont significativement plus élevées que celles la cinquiéme
semaine apreés application, signe d’une réduction d’un facteur cinq de la quantité
d’AMPA disponible entre deux et cinq semaines aprés application de HBG (Figure
1.3.b).
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Figure 1.3. Les teneurs en AMPA extractible a I'eau dans le sol des grandes cultures
au cours de la période d'échantillonnage de trois ans (a. 2011, b. 2012 et c. 2013).
L’application annuelle HBG est représentée par le chiffre "0" sur ’axe des temps
chaque année. La différence entre les campagnes a été déterminée a 1’aide des tests
statistiques de Kruskal-Wallis: une comparaison a été faite entre les campagnes par
année. Les campagnes significativement différentes ont été identifiées de la maniére
suivante : * quand significativement différent de la campagne 0 ou ** lorsque
significativement différent de la campagne 0 et des campagnes identifiées avec le
marqueur *..

En 2013, les teneurs en glyphosate ont été détectées proche de la LD dans seulement
deux échantillons aprés I'application de lisier de porc, soit trois semaines avant la
troisieme application de HBG (n = 9) (Figure 1.2.c). Comme pour les deux années
précédentes, 1’application de HBG de 2013 a augmenté la proportion de glyphosate
extractible a I’eau, avec des teneurs significativement plus élevées deux semaines apres
application de HBG comparé aux teneurs mesurées trois semaines avant 1’application
(Figure 1.2.b). Pour I’AMPA aucune différence significative n'a été observée entre les

teneurs avant et aprés I'application de lisier de porc et la derniére application de HBG
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en 2013 (Figure 1.3.c), montrant qu’il n’y a pas eu d’apport d’AMPA par le fertilisant
organique. Aucune augmentation significative de la teneur moyenne en AMPA dans
les sols n’a pu étre mise en évidence au cours des trois années de I'é¢tude en comparant

la deuxiéme semaine apres l'application de HBG année par annee (Tableau 1.3).

Enfin lorsque ’on s’intéresse & la proportion de glyphosate retrouvé sous forme
extractible a I’eau aprés application, les résultats du calcul montre que 8,43% du
glyphosate appliqué était extractible a I'eau apres 1’application de la dose recommandée
de 0,72 kg ha-1 en 2011 (Tableau 1.4). Sur la base du méme calcul, mais avec la dose
correspondant a 1’application de 1’année, 19,68 % de glyphosate était extractible dans

I'eau en 2012 et 25,3 % en 2013 (Tableau 1.4).

1.4 Discussion

1.4.1 Rétention temporaire du glyphosate et dégradation ultérieure

Nos résultats montrent une rétention temporaire du glyphosate facilement
extractible a 1’eau dans les sols agricoles jusqu’a plusieurs Semaines apreés application
de HBG. Les teneurs mesurées pouvant aller jusqu’a 0,19 mg kg dans les campagnes
d’échantillonnage post application montrent qu’une part non négligeable de ce
composé qui se retrouve dans les sols (Tableau 1.4). En 2011, 44 % des échantillons
contenaient du glyphosate la semaine aprés 1’application de HBG, malgré que la
couverture du sol fournie par les mauvaises herbes et les plantes cultivées au stade de
trois feuilles, limitant les dépots directs de I’herbicide sur le sol. La partie absorbée par
les plantes rendent le composé herbicide peu disponible sur le long terme par
emprisonnement dans le matériel végétal (Maqueda et al., 2017 ; Okada et al., 2017).

Mais d’aprés Bariuan et al. (1999) seulement 3 a 38 % du glyphosate appliqué est
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déposé sur les plantes, le reste se retrouvant directement sur le sol. D’autres études ont
montré aussi qu’une grande partie de 1’herbicide pouvait se retrouver dans les sols de
surface (Haney et al., 2002; Syan et al., 2014; Okada et al., 2016). Une partie de ce qui
a été déposé sur les plantes a pu aussi pu rejoindre le sol par ruissellement lors de
1’épisodes pluvieux survenus entre 1’application et 1’échantillonnage, avec un total de
15 mm de pluie tombée la veille de 1’échantillonnage. Corréa et al., (2000) appuie ces
observations car il a mesuré un taux d’absorption de seulement 30 a 50 % de ce qui a
été appliqué par les plantes exposées. Ainsi cela met en avant I’exposition pour les
organismes non cible en surface est généralement sous-estimé du fait que I’on prend
les teneurs moyennes sur 1’ensemble de la couche de sol travaillée, alors que 1’herbicide
apparait plus concentré a certains endroits selon les caractéristiques du sol et le chemin
préférentiel de ruissellement et d’infiltration (Haney et al., 2002; Okada et al., 2016).
Ainsi les teneurs mesurées dans les sols représentent la quantité extractible a I’eau du
compose sur une profondeur de 20 cm, mais peut sous-estimer les quantités accumulées
en surface du sol. La proportion de glyphosate extractible a 1’eau retrouvée en 2012 et
2013 a été encore plus importante apres la seconde et la troisieme application,
probablement en lien direct avec I’augmentation des doses appliquées en 2011, sans
toutefois dépasser I’intervalle de 0,50 & 0,90 kg i.a ha! utilisé en Amérique du Nord
(Benbrook, 2012). Yang et al. (2015) ont démontré que le glyphosate mobile dans les
sols représentait 14 % du glyphosate initialement appliqué et le risque de transport du
glyphosate pouvait étre augmenté avec une importante érosion des sols, incluant aussi
la phase adsorbée sur des particules. Leur étude confirme nos résultats avec une
détection du glyphosate dans les eaux de ruissellement de la premiére campagne apres

application de GBH.
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La diminution des teneurs en glyphosate dés la troisiéme semaine apres
application, associée a la présence d’AMPA dans la majorité des échantillons de sol,
montre qu’une part du glyphosate a pu se dégrader rapidement dans les sols agricoles.
L’AMPA a été mesuré dans 67 % des échantillons dés la premiere semaine aprés
application, révélateur d’une dégradation rapide du glyphosate présent dans la phase
extractible a I’eau. L’AMPA est un bon indicateur de la dégradation du glyphosate
grace a sa persistance plus importante que I’autre composé de dégradation, la sarcosine,
qui tres rarement détecté dans les sols a cause de sa dégradation rapide (Hove-Jensen
et al., 2014). Ces observations sont appuyées 1’étude de Rajab et al. (2010) qui ont
mesuré une apparition rapide de I’AMPA suite a la dégradation du glyphosate. Ils ont
pu suivre 1’évolution en mesurant le **C-glyphosate et de I’AMPA apreés application.
Ainsi des le troisiéme jour apres application 12,7 % d’AMPA ont été mesuré par
rapport 4 la dose d’herbicide appliqué, puis 58,9 % a 22 jours et 91,1 % a 80 jours.
Cheah et al. (1998) ont mesuré 50 % d’AMPA aprés 45 jours. Dans notre étude, la
DT50 n’a pas pu étre calculée car I’expérience s’est déroulée en plein champ sans
traceur isotopique. De plus seule une extraction forte aurait pu servir a estimer la DT50,
en mesurant tous les résidus dans le sol, méme ceux fortement adsorbés. Malgré cela,
les résultats des autres études renforcent I’hypotheése qu’une part de I’AMPA
extractible a 1’eau a pu venir directement de la dégradation du glyphosate. Cette
observation est aussi en accord avec 1’é¢tude de Napoli et al. (2015), qui ont détecté
pour la premiere fois de ’AMPA 6,8 jours apres le premier traitement annuel de GBH

dans les lixiviats.

La présence de glyphosate extractible a 1’eau dans les échantillons de la
campagne pré-application de HBG en 2012 ont mis en lumiére une rétention du

glyphosate dans les sols sous une forme plus fortement adsorbée. En effet, le
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glyphosate n'étant plus détectable dans les sols dés trois semaines aprés application de
HBG en 2011, il a pu s’adsorber plus fortement dans les sols et constituer une réserve
non détectable avec une extraction a 1’eau. Avec un pH du sol inférieur a 8, le
glyphosate était présent sous forme adsorbable sur les oxydes metalliques et les argiles,
dd a la présence de charges variables en surface (Rampazzo et al, 2013; Borgaard et
Gimsing, 2008). Piccolo et al. (1996) ont montré que le glyphosate pouvait aussi
s’adsorber en formant des complexes avec la matiére organique via des cations présents
dans des échantillons d’humus ou en électrolytes dans le sol. L’adsorption du
glyphosate a aussi augmenté sa persistance, puisqu’encore présent une année plus tard
(Figure 1.3). Le climat nordique québécois avec une saison d’hiver froide non propice
a la dégradation du composé a pu favoriser cette persistance dans le sol. Cette
observation a été appuyée par Helander et al., (2012) et Simonsen et al., (2008). Ces
derniers ont mesuré des teneurs correspondant a 0,08 % et 0,48 % de I’herbicide
appliqué pour le glyphosate et I’AMPA respectivement, vingt-sept mois apres
I’application de HBG. Stenrod et al., (2005) ont observé une dégradation bien
inférieure dans les sols pour des températures a -5 °C comparé a +5 °C, lié a un
ralentissement tres élevé de ’activité microbiologique des sols, principale voie de
dégradation des composés. En ce qui concerne son composé de dégradation I’AMPA,
sa présence tout au long de 1’étude montre un aussi fort potentiel de persistance dans
les sols agricoles. Cela est appuyé par la littérature qui a montré que I’AMPA est 11 a
21 fois plus persistant que le glyphosate dans des conditions de températures élevées
(Mamy et Barriuso, 2005 ; Bento et al., 2016). Fomsgaard et al. (2003) ont retrouvé
des traces d’AMPA trois a cinq ans apres application de HBG mais pas de traces de
glyphosate. Ces études ont mesuré les résidus a I’aide d’une extraction basique capable
d’aller récupérer la majeure partie de I’AMPA adsorbé dans le sol, mais cela a permis

de montrer qu’il existe une réserve d’AMPA fortement adsorbée dans les sols. Ce stock

34



persistant et immobile d’AMPA pourrait avoir un effet toxique sur le long terme par
remobilisation de ces composes lors de changements dans le sol. Certains auteurs ont
montré que I’AMPA pouvait étre lessivé dans les sols et donc étre transportés vers les
cours d’eau ou nappes phréatiques (Landry et al., 2005 ; Imfeld et al., 2013). Dans
notre étude, le fait que I’on mesure I’AMPA extractible a I’eau a chaque campagne
pourrait signifier qu’une partie de ce qui a été accumulé dans les sols reste disponible

et lessivable.

Malgré leur forte capacité d’adsorption dans les sols, la rétention du glyphosate
et de ’AMPA semble temporaire, avec une remobilisation possible de ce stock en
phase plus mobile et extractible a I’cau. En effet les teneurs maximales de 1’étude ont
été mesurées 329 jours apres 1’application de HBG de 2011, avec teneurs allant jusqu’a
0,29 et 2,03 mg kg? pour le glyphosate et I’AMPA respectivement et ce dans la
majorité des echantillons de cette campagne d’échantillonnage (75 % pour le
glyphosate et 100% pour I’AMPA) (Tableau 1.4). Les quantités désorbées
correspondent a 19 % de la quantité de glyphosate appliquée en moyenne en 2012 et
22 % en 2013. Piccolo et al. (1994) appuient nos observations en révélant que 15 a 80 %
de la molécule de glyphosate fixée dans les sols a été désorbée par les pratiques
agricoles ou des épisodes pluvieux en fonction du type de sol ou du contexte climatique.
Ces pourcentages sont tout de méme a prendre avec précaution car seule une étude en
milieux fermé ou avec des traceurs isotopiques permettraient de retracer exactement
que ces résidus viennent en totalit¢ de I’application de HBG de 1’année précédente.
Cette rétention temporaire semble étre liée au type de sol sable loameux trés fin, avec
une proportion d’argile et de matiére organique assez faible (3% dans les deux cas)
(Tableau 1.1). D’un autre co6té, Sidoli et al. (2016) ont mis de 1’avant une corrélation

positive entre la capacité du sol a adsorber le glyphosate et la proportion en oxydes de

35



fer et d’aluminium, contrairement a 1’argile et le carbone organique. Ces auteurs ont
montré ainsi que la présence d’oxyde était I’un des facteurs les plus importants pour la
sorption du glyphosate dans le sol. Parmi les 17 sols étudiés de type loam ou loam
sableux, celui qui correspondait le plus a notre étude au niveau de la composition avait
un coefficient d’adsorption (Kf) de 43 pour le glyphosate, alors que la moyenne était
de 137 pour les 17 sols étudiés, correspondant a une capacité plutdt modéree
d’adsorption. Enfin dans 1’étude de Rabab et al. (2008) le pH était également un facteur
déterminant pour la sorption. Dans cette étude le loam sableux avait un Kf plus élevé
que le loam argileux du fait d’un pH plus acide. Ainsi méme avec une présence
importante d’oxydes et d’argile dans les sols, en pH plus basique le glyphosate pourrait
avoir une sorption limitée dans les sols. En ce qui concerne I’AMPA, Lupi et al. (2015)
ont mis de ’avant une contamination a I’AMPA de sols non exposés aux applications
de HBG, montrant la capacité de mobilité et de diffusion de I’AMPA dans
I’environnement. L’AMPA est plus dépendant de la biodisponibilité des sites
d’adsorption que le glyphosate. En effet, aucune concurrence pour les sites
d’adsorption ne semble se manifester entre les deux composés (Baez et al, 2015).
L’adsorption de I’AMPA était affectée par les équilibres de concentration et pourrait
1’étre encore plus par les changements physicochimiques du sol. Cela va dans le sens
de nos résultats qui ont mis de I’avant qu’il y a toujours une part d’AMPA disponible
qui peut étre lessivée en cas de fortes pluies. Cela montre que le phénomene
d’adsorption est loin d’étre irréversible et que I’AMPA et le glyphosate peuvent étre
désorbés a I’interface eau-sol avant de se retrouver dans les cours d’eau Cela a aussi
été observeé dans la littérature, au niveau des eaux de ruissellement récoltées (Candela
et al, 2010; Coupe et al., 2012; Donald et al., 2002; Passeport et al., 2014).

36



1.4.2 Impact des fertilisants sur la désorption du glyphosate et de 'AMPA

Les applications d’engrais organiques sont a 1’origine de la désorption du
glyphosate observée avant application de HBG en 2012 et 2013 dans les sols agricoles.
Le glyphosate a été détecté lors de la campagne d’échantillonnage aprés que le
producteur ait effectué un épandage de boues d’épuration stabilisées municipales
quatre semaines avant application de HBG, suivi d’une seconde fertilisation au
phosphore organique 11 jours avant que 1’on ne retrouve ces teneurs trés élevées
(Figure 1.2.b). En 2013, le lisier de porc a été épandu cinq semaines avant I’application
de HBG et a été suivi d’une fertilisation minérale quelques jours apres, lors du semis
de mais (Figure 1.2.c). Aprés épandage des engrais organiques, deux facteurs ont pu
étre a ’origine de la désorption du glyphosate : i) par des changements chimiques dans
les sols suite a I’application des fertilisants organiques fortement chargée en matiere
organique et minéraux et ii) par la libération de grandes quantités de phosphore soluble
biodisponible et réactif dans les sols. Les engrais organiques contiennent plus d’eau
que les engrais minéraux et favorisent la libération de grandes quantités de phosphore
soluble directement assimilable par les plantes (Beaudin et al., 2008). Ces grandes
quantités de phosphore soluble sont trés réactives avec les minéraux du sol et ont pu
libérer des quantités non négligeables de glyphosate par effet de compétition pour les
mémes sites d’adsorption. Cela a été appuyé par Sidoli et al. (2016) ont aussi observé
gue la quantité de phosphore disponible jouait un role dans la capacité d’adsorption des
sols, avec une corrélation négative entre le glyphosate ou I’AMPA et le phosphore,
confirmé par 1’étude de Paradelo et al., (2015). Ce phénomene était expliqué par une
compétition pour les mémes sites d’adsorption sur la surface des oxydes entrainant une
baisse de 1’adsorption du glyphosate dans les sols (Waiman et al., 2016). D’autres
études, comme celle de Laitinen et al. (2009) en Finlande ont mis en évidence un

37



phénomeéne de lessivage du glyphosate dans les eaux de ruissellement aprés application

d’engrais phosphatés.

Lorsqu’on compare les deux types d’épandages organiques, les boues
d’épuration stabilisées ont eu un effet de désorption plus important que le lisier de porc
pour le glyphosate. En effet, la moyenne des teneurs était plus de deux fois plus élevee
en 2012 que en 2013 lors de la campagne d’échantillonnage apres 1’épandage de
I’engrais organique, et la valeur maximale mesurée de glyphosate extractible a I’eau
était six fois plus élevée en 2012 qu’en 2013 (Tableau 1.4). Aussi le glyphosate a été
détecté dans 75 % des échantillons en 2012 et dans seulement 22 % en 2013 a la méme
campagne. Cette différence observée entre les deux types d’engrais a pu venir de leur
composition, avec des teneurs en phosphore, aluminium et métaux lourds plus élevé
dans les boues que dans le lisier. Les boues ont apporté 20 fois plus de phosphore dans
les sols que le lisier (Tableau 1.3). Cela a pu faire une grande différence au niveau de
la compétition pour les sites d’adsorption entre le glyphosate et le phosphore.
L’aluminium et les métaux lourds contenus dans les boues a pu aussi intervenir dans la
capacité de fixation du phosphore et du glyphosate dans les sols. Une augmentation
importante de la forme totale et disponible du phosphore dans les sols fertilisés avec
des boues d’épuration a augmenté jusqu’a 170 % le taux initial de phosphore
biodisponible et total dans un sol loameux dans 1’é¢tude de Suhadolc et al., (2010),
confirmant nos observations. L’étude de Reimer et al. (2005) confirme quant a elle le
faible impact du lisier de porc, puisqu’ils n’ont observé aucune différence sur la
minéralisation du glyphosate en conditions de champ suite a I’application de lisier par

rapport a des sols témoins.
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En ce qui concerne I’AMPA, seules les boues d’épuration ont augmenté les teneurs
dans les sols. Les teneurs maximales d’AMPA ont ét¢ mesurées lors de la campagne
d’échantillonnage aprés 1’application des boues d’épuration en 2012 (Tableau 1.4).
L’application de lisier n’a pas eu d’effet sur les teneurs en AMPA extractible a I’eau.
Comme pour le glyphosate, les quantités trés importantes de phosphore dissous
ajoutées au sol par les boues en 2012 a pu entrainer par désorption une partie de
I’AMPA par compétition avec les sites d’adsorption. L’étude de Sidoli et al., (2016)
appuie nos observations. Cette compétition a aussi été largement démontrée par
Simonsen et al. (2008) et Zhao et al., (2009). Un apport extérieur d’AMPA venant
directement des boues d’épuration pourrait expliquer les teneurs aussi élevées
d’AMPA allant jusqu’a 2,03 mg kg dans les sols en 2012. En effet, les boues
d’épuration sont fortement chargées en acides phosphoniques issues des détergents
industriels (Botta et al., 2009 ; Hanke et al., 2010 ; Struger et al., 2015). Ces acides
phosphoniques ont pu se dégrader rapidement en AMPA par photooxydation apres
application (Nowack, 2003). Un certain nombre d’études ont mesuré des
concentrations importantes d’AMPA dans les eaux d’épuration (Kolpin et al., 2006,
Botta et al., 2009).

1.4.3 Prédisposition du glyphosate et de I'AMPA au lessivage dans les sols

Les évenements pluvieux augmentent le risque de lessivage des sols, avec la
présence fréquente du glyphosate et de I’AMPA dans les sols sous forme extractibles
a I’eau le jour ou le lendemain d’un épisode pluvieux. En effet, les échantillonnages
ont été effectués en général aprés ou pendant un épisode pluvieux afin de vérifier si
c’est un facteur qui pouvait affecter la mobilité de ces composés dans le sol (Figure
1.3). Ainsi lorsque le sol était sature en eau, par de forts episodes pluvieux répétitifs ou

par la fonte des neiges caractéristique des climats nordiques, les deux composes ont un
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plus fort potentiel de mobilité dans les loams sableux. Ces résultats ont été confirmés
par 1’étude de Hénault-Ethier et al. (2017) effectuée sur le méme site d’étude a Saint-
Roch-de-1’Achigan, qui ont observé de plus fortes concentrations de glyphosate et
d'AMPA dans les caux d’infiltration et de ruissellement apres le premier événement
pluvieux d’importance suivant I’application de HBG, confirmé par I’é¢tude de Candela
et al., (2010) et Coupe et al. (2012). Cette étude a aussi mis en évidence la présence de
glyphosate et ’AMPA dans les eaux de ruissellement a la fonte des neiges, confirmé
par Laitinen et al. (2009). Ces derniers auteurs ont montré que 99 % des pertes de
lixiviation totales obtenues provenaient de la période de la fonte de la neige et de
décongélation du sol. Notre étude permet de mieux comprendre pourquoi les teneurs
en glyphosate et surtout en AMPA ont été lessivées dans ces études en montrant que
lorsque le sol est plus chargé en eau, la teneur en glyphosate et surtout en AMPA

extractibles a I’eau sont plus élevée, et donc plus a risque pour le lessivage.

Les applications répétées année aprés année de HBG pourraient augmenter le
risque de lessivage des deux composés, avec une plus grande quantité de résidus non
extractibles dans les sols qui pourraient se désorber. Dans notre étude, les teneurs de
glyphosate extractibles a 1’eau ont augmenté d’une année a I’autre aprés 1’application
avec un pourcentage du glyphosate appliqué retrouvé dans les sols sous forme mobile
plus éleve en 2012 puis en 2013. En effet, en 2013, entre I’application de HBG et
1’échantillonnage des sols, il est tombé 76,8 mm de pluies en seulement 12 jours. Et la
majeure partie de cette pluie s’est produite lors de deux événements pluvieux 3 et 2
jours avant I’échantillonnage, avec 27,2 et 30,8 mm d’eau respectivement. D’aprés
McGrath et al., (2010), le seuil minimum pour un seul épisode pluvieux est de 19 mm.
En dessous de ce seuil le risque de lessivage serait vraiment réduit. Donc les

évenements pluvieux survenus juste avant 1’échantillonnage dans notre étude ont pu
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vraiment augmenter la mobilité du glyphosate dans le sol. Ces auteurs ont aussi
souligné que cela dépend aussi beaucoup des conditions spécifiques d’un site. Dans
notre étude, la fonte de la neige au printemps et la fréquence assez élevée d’épisodes
pluvieux a favorisé une saturation des sols en eau, aggravée par la présence d’une
couche d’argile en profondeur. Cela a pu favoriser la lixiviation du glyphosate et de
I’AMPA au cours des fortes pluies. L hypothése de la remontée de la nappe perchée
est aussi probable, genérant un écoulement latéral qui peut augmenter la possibilité de
lessivage vers les fossés de drainage puis les cours d’eau, ainsi que vers les champs

Voisins.

Le sol de type sable loameux argileux de notre étude a favorisé la mobilité du
glyphosate et de I’AMPA dans les sols, d0 a la porosité totale de ce type de sol plus
élevée que pour les autres types de sol. Cela est appuyé par Dejonge et al., 2000 qui
ont mesuré des concentrations dans le lixiviat en glyphosate 50 a 150 fois plus élevées
dans le loam sableux que dans les autres types de sols en raison de la présence de
macropores. Aronsson et al., 2011 ont aussi conclu que la capacité de lixiviation du

glyphosate dépendait fortement du type de sol.

Enfin, les périodes d’application des HBG sont aussi un facteur important dans
la mobilit¢ du glyphosate et de ’AMPA. Car le printemps est une période avec
d’importants épisodes pluvieux au Québec, favorisant le lessivage de ces composés i
appliqué trop proche d’une pluie. Les applications de glyphosate ont besoin d’étre bien
contrdlées surtout dans les régions avec fortes précipitations (Majewski et al., 2014;
Ramwell, 2014), période pendant laquelle les plus fortes concentrations de glyphosate
et AMPA ont été observées dans les cours d’eau (Battaglin et al., 2014; Giroux et al.,

2015). D’autres études ont démontré I’'importance du moment de 1’application par
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rapport au prochain fort épisode pluvieux pour limiter la mobilité du glyphosate et de
I’AMPA (Candela et al., 2010; Kjaer et al, 2005; Jarvis et al, 2007).

Ainsi, notre étude a pu identifier deux facteurs augmentant le potentiel de
mobilit¢ du glyphosate et de ’AMPA dans les sols : un changement radical de la
physicochimie du sol par 1’application de fertilisants contentant des éléments solubles
en grande quantités et la saturation en eau des sols par les facteurs climatiques tels que
les épisodes pluvieux ou la fonte des neiges. Cela a pu affecter méme les résidus
fortement adsorbés non extractibles a I’eau par un processus de désorption dans les sols.
De par leurs caractéristiques, les loams sableux sont particulierement sensibles a ce
phénoméne et ce malgré les précautions que prennent les agriculteurs pendant ces
périodes pour appliquer les HBG entre les épisodes pluvieux. Les pratiques qui
augmentent les quantités labiles de glyphosate et d’AMPA sont donc a utiliser avec
prudence car elles peuvent constituer un risque de toxicité accru pour les organismes
non ciblés (Bott et al., 2011). Dans cette étude la fertilisation au phosphore a augmenté
les dommages significatifs faits aux plantes non résistantes par augmentation des

quantités de glyphosate et AMPA dans les sols.

1.5 Conclusion

Malgré une application d’HBG a une dose recommandée par les manufacturiers en
post-levée sur les cultures GR, le glyphosate est resté extractible a 1’eau pendant
plusieurs semaines apres application dans un sol loameux de pH neutre toutes les
années d’étude. A cause de sa grande solubilité, le risque est d’autant plus grand
lorsque le sol est saturé en eau au printemps avec de forts épisodes pluvieux. Certaines

pratiques de fertilisation peuvent augmenter les quantités de glyphosate et AMPA
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extractibles a I’eau surtout lorsqu’elles contiennent de grandes quantités de phosphore
et métaux solubles, par effet de compétition pour les mémes sites d’adsorption.
L’AMPA plus persistant que le glyphosate a été détecté a chaque campagne, indiquant
une partie lessivable en cas de fortes pluies tout au long de la période culturale. Ainsi
les pratiques agronomiques et les événements pluvieux peuvent augmenter la mobilité
potentielle du glyphosate et de I’AMPA en champ dans des sols ayant une capacité
moyenne d’adsorption, expliquant la détection tres fréquente de ces composés dans les
cours d’eau en début de période culturale. Les choix du type, de la dose et de la date
d’application des intrants fertilisants doivent étre planifiés avec attention en
considérant les risques de diffusion et d’impact sur les cultures que cela peut avoir

lorsqu’ils sont combinés avec des applications de HBG.
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L article sera soumis dans sa version en anglais pour publication dans la revue

Geoderma.
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Résumé

L’herbicide a base de glyphosate (HBG), classe d’herbicide la plus utilisée au monde,
peut diminuer la rétention des nutriments dans les sols a cause des propriétés
chélatantes de son ingrédient actif (a.i.) le glyphosate. Il pourrait affecter aussi la
microbiologie des sols, soit directement par son mode d’action herbicide impliqué dans
I’inhibition de la 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS), soit par les
changements physicochimiques suivant 1’application de HBG. Dans cette étude, le
potentiel de lixiviation des cations dans des sols agricoles et I'impact sur la
microbiologie des sols suite a I’application d’'un HBG, le Factor540®, ont été étudiés
dans des conditions de serre a deux doses d’application (0,90; 1,80 kg i.a ha) par
rapport a un témoin et a temps répété (1, 2, 4, 7, 14 et 28 jours). Cette expérience
réalisée sur des sols nus (sans plante y croissant) non stérilisés et sans antécédent
d’application de HBG. La diversité et la composition des bactéries, champignons et
protistes ont, quant a elles, été évaluées quatre jours apres application afin de mesurer
le potentiel toxique a court terme (toxicité aigiie) du HBG. La proportion de calcium,
magnésium, cuivre et phosphate échangeables a augmenté rapidement apres
application de I’herbicide, indiquant que le glyphosate peut changer le potentiel de
lixiviation des nutriments essentiels lors de 1’application par la formation de complexes
solubles entre le glyphosate et les cations ou par réactivité sur la surface des oxydes.
La diversité générale ou la structure des communautés d’aucun des trois groupes de
micro-organismes (bactéries, champignons et protistes) n’ont été significativement
affectées suivant les applications des diverses doses de HBG, montrant probablement
une certaine résilience des micro-organismes des sols face au glyphosate dans un sol
n’ayant pas d’historique d’application de HBG avant I’expérience.

Mots clés: herbicide, nutriments, fertilité, sol agricole, phosphore, bactéries,

champignons
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2.1 Introduction

Les herbicides a base de glyphosate (HBG) sont largement utilisés dans les
grandes cultures, tout particuliérement celles utilisant des semences génétiquement
modifiées pour résister a I’ingrédient actif (GR). Ils sont aussi utilisés en pré-semis
dans les cultures utilisant des semences conventionnelles. Comme observé dans le
chapitre 1 de cette these, le glyphosate et I’ AMPA subissent des processus d’adsorption
et de désorption qui impliquent les cations, éléments essentiels a la nutrition des plantes
et des organismes du sol (Bernard et al., 2005; Barrett et al., 2006; Huber et al., 2007,
Cackmak et al., 2009). Les nutriments présents dans la solution du sol, sous forme
dissoute ou intégrés dans le complexe argilo humique, représentent la part de
nutriments qui peut étre facilement utilisable par les plantes et les micro-organismes et
sont un indicateur important de fertilité des sols agricoles. La microbiologie des sols
joue, elle aussi, un grand role dans les processus de solubilisation des nutriments
essentiels pour les cultures (Avis ef al., 2008; Khan et al., 2009; Alori et al., 2017).
Alors qu’une fraction des nutriments est présente sous forme inorganique dissoute dans
la solution du sol et disponible immédiatement pour les plantes, une grande partie de
ces nutriments est fixée sur des particules inorganiques du sol (Mertens et al., 2018) ou
sur des particules organiques issue des débris végétaux et animaux (Bronick et Lal,
2005). Les micro-organismes du sol participent majoritairement a la minéralisation des
nutriments pour les rendre disponibles a travers, la production d’enzymes (tel que la
phosphatase) qui hydrolyse les composés organiques, ’acidification du sol pour rendre
les composés plus solubles et mobiles et la production d'exsudats acidifiants ou
chélatants (Khan et al., 2009; Scervino et al., 2010, Mertens et al., 2018), ou par
I’utilisation de composés organiques comme substrats entrainant leur dégradation. Ces

organismes sont essentiels aux procédés de minéralisation des nutriments et donc a la
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fertilit¢ des sols (Avis et al., 2008). Les périodes d’application des herbicides
correspondent le plus souvent a la reprise de I’activité microbienne aprés 1’hiver et sont
donc des périodes charniéres pour maintenir un bon taux de minéralisation des sols. De
par le mode d’action du glyphosate a travers la voie de I’acide shikimique (Funke et
al.,2006; Kriiger et al.,2013), un grand nombre de bactéries et champignons possédant
I’enzyme EPSPS peuvent étre affectés par les applications de HBG (Padgette et al.,
1995; Maeda et Dudareva, 2012; Lu et al., 2013). Les HBG peuvent diminuer le statut
nutritionnel des plantes, et impacter les micro-organismes bénéfiques du sol (Kremer,
2005; Johal et Huber, 2009; Zobiole et al., 2011) notamment ceux nécessaires a la
croissance des plantes (par exemple mycorhizes, bactéries fixatrices d’azote,
bétaprotéeobactéria) (Arango et al., 2014; Druille ef al., 2015; Schafer et al., 2014).
Cela peut de ce fait favoriser le développement d’organismes pathogenes
(Hammerschmidt, 2017), méme a de faibles concentrations d’herbicide (Mertens et al.,
2018). La mort de plantes traitées au HBG a d’ailleurs été fréquemment observée suite
a infection par des agents pathogenes du sol (Babiker et al., 2011; Rosenbaum et al.,
2014, Bruggen et al., 2018). Ces études ont utilisé des formulations commerciales de
HBG, ce qui ne permet pas de différencier spécifiquement les effets liés au glyphosate
par rapport a I’AMPA ou aux adjuvants.

En conditions de laboratoire, un certain nombre d’études ont mis de I’avant les
effets de I’application de HBG sur I’activité microbienne, avec une réduction de la
biomasse, de la respiration des micro-organismes du sol (Nguyen et al., 2016) mais
aussi de la viabilité et densité des spores de champignons mycorhizien (Druille et al.,
2016). Mais ces études ont souvent employé des concentrations largement supérieures
aux doses utilisées par les agriculteurs et observé uniquement des effets de réduction
de D’activité sur des bactéries cultivables en laboratoire. A ce jour, peu d’études en

champ ont pu démontrer un impact de I’application de HBG a des doses couramment
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utilisées par les producteurs sur la microbiologie des sols. En effet, la plupart des études
qui montrent un effet ont utilisé des doses largement supérieures a celle en champs,
jusqu’a 100 fois plus élevé en conditions de laboratoire (Busse ef al., 2001; Radcliff et
al., 2006; Weaver et al., 2007). L’approche métagénomique permet d’évaluer la
diversité des communautés microbiennes du sol, notamment des micro-organismes qui
n’étaient jusqu’alors pas cultivables sur géloses en laboratoire (Janssen, 2006; Roesch
et al., 2007; Mbanaso et al., 2014). Diftérentes classes de micro-organismes existent et
ne sont pas impliquées dans les mémes étapes de la dégradation de la matic¢re organique
et la minéralisation des nutriments : i) les protistes, eucaryotes impliqués dans la
dégradation primaire et la régulation des populations de bactéries (Gao et al., 2018), ii)
les champignons, eucaryotes jouant un grand role dans la solubilisation du phosphore
(Kucey, 1983) et iii) les bactéries, procaryotes, principaux responsables de la
minéralisation des nutriments pour les transformer en une forme assimilable pour les

plantes (Khan et al., 2019).

D’autre part, la complexation des nutriments dans les sols avec le glyphosate et
son principal produit de dégradation, I’acide aminométhylphosphonique (AMPA),
pourrait les rendre moins disponibles (Eker et al., 2006; Bott et al., 2008; Zobiole et
al., 2010); soit par formation de complexes insolubles qui s’adsorbent fortement aux
sols (Glass et al., 1984; Hensley et al., 1978; Eker et al., 2006), soit par formation de
complexes solubles tel que pour le cuivre (Morillo et al., 1997; Sundaram et Sundaram,
1997), contribuant au risque de lessivage de ces éléments dans les champs. Dans les
deux cas, I’interaction du glyphosate avec les cations peut diminuer la possibilité pour
les organismes du sol d’utiliser ces nutriments et provoquer des carences chez les
plantes (Kennedy et Smith, 1995; Yao et al., 2000; Schutter et al., 2001). Le phosphore,

un nutriment majeur essentiel dans les sols, est considéré comme 1’un des principaux
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facteurs limitant pour la croissance des plantes. Cet élément peu soluble partage une
partie des mémes sites d’adsorption que le glyphosate et I’AMPA dans les sols (Laitinen
et al., 2009). Les mécanismes d’adsorption du phosphate étant similaires a ceux du
glyphosate et de I’AMPA (De jonge et al., 2001, ces composés peuvent entrainer un
effet de compétition pour les sites d’adsorption qui impliquent des liaisons avec des
cations du sol, favorisant leur immobilisation dans le sol (Eriksson et al., 2016;
Biinemann et al., 2016). Il a ét¢ aussi montré que selon les types de sol, des applications
de glyphosate pouvaient avoir des effets différents sur la rétention du phosphore,
notamment selon le type d’argile et d’oxydes présents dans le sol (Gimsing et Borgaard,
2007; Caceres-Jensen et al., 2009). Mais ce mécanisme a été€ peu étudié jusqu’a présent
aussi bien au niveau ’ampleur possible de la désorption que sur les formes de
phosphore qui pourraient étre impactées. Or 1’acces au phosphore pour les plantes
dépend de sa forme et de sa capacité a étre retenu dans un sol agricole. Une mobilisation
des nutriments essentiels pourrait entrainer un risque accru de lessivage dans les sols

des champs agricoles traités au HBG et une perte pour les cultures.

Cette étude présente les effets a court terme d’une seule application de Factor
540®, a deux doses, dans la gamme de celles utilisées (0,90 et 1,80 kg i.a. ha'l)par les
producteurs sur le potentiel de solubilisation des cations essentiels et du phosphore
dans un sol agricole sans antécédent d’application de HBG afin de déterminer si
I’herbicide pouvait étre une cause de baisse de la rétention des nutriments, une mesure
essentielle pour une bonne gestion agronomique du sol sur le long terme. Une analyse
de la diversité et de la composition taxonomique a également été réalisée pour les trois
grandes classes de micro-organismes afin de voir si les doses de HBG pouvaient

impacter la microbiologie des sols.
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2.2 Matériel et méthodes

2.2.1 Conditions expérimentales en milieu controlé

L'expérience a été menée dans une serre experimentale en conditions contrélées
avec une température ambiante entre 20 et 25 °C et sur un sol agricole de la région de
la plaine du Saint-Laurent non stérilisé, et jamais directement exposé a des HBG
auparavant. Aprés homogeénéisation, le sol a directement été placé dans des pots de
7,57 |. L'humidité du sol a été ajustée par arrosage afin de maintenir le taux d’humidité
du sol constant. Le sol utilisé est issue de la série de sol Saint-Bernard, soit un loam
sableux fin & loameux (IRDA, 2009), récolté dans un champ sans exposition préalable
aux HBG (Boisbriand, Canada: latitude 45.626287° longitude -73,890291°). Il
correspond a I’horizon travaillé de sol de profondeur 20 cm. Ce sol minéral est un
brunisol mélanique orthique (AAC, 2002) dont les caractéristiques chimiques ont été

détaillées dans le Tableau 2.1.
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Tableau 2.1. Caractéristiques chimiques du sol

homogénéisé utilisé pour

I’expérience?

Proportion de sable (%)° 34
Proportion de limon (%) ° 48
Proportion d’argile (%)° 18
Matiere organique (%) 3
PHeau 7,59 £ 0,35
Pex (Mg kg)* 0,213+0,004
Peab (Mg kg™)? 1,74+0,09
Porg (Mg kg™)* 4,77+0,37
Papa (Mg kg™*)! 10,98+0,82
K Mehlich (mg kgt)? 97,0+0,9
Ca Mehlich (mg kgt) ¢ 6264 + 69
Mg Mehlich (mg kg™)¢ 1079+ 14
Mn Mehlich (mg kg™) ¢ 111,8 +0,7
Cu Mehlich (mg kg™) ¢ 1,83 + 0,06
Al Mehlich (mg kg™t) ¢ 81+8
Fe Mehlich (mg kgt) ¢ 1936 +1,5
Zn Mehlich (mg kg)¢ 1,96 + 0,06
MnCDB (mg kg?) ¢ 202,1+14,17
FeCDB (mg kg™) ¢ 4273+96
AICDB (mg kgt 15754122

Indice de saturation en P (%)? 7,6

2valeurs pour les différents paramétres chimiques correspondent a T0O, avant le début de 1’expérience.

b Ja répartition en % des sables, limons et argiles provient des études pédologique effectuées par I’'TRDA
dans (IRDA, 2002).

¢ ex : échangeable ;¢ cdb : fixé sur les oxydes ; ¢ org : organique ; fapa : apatite. Cela correspond a une
extraction séquentielle des différentes formes de phosphore réalisé selon la méthode Lucotte et
d’Anglejan (1985).

9 les cations ont été analysés a 1’aide d’une extraction Mehlich III,représentant la part disponible des
cations du sol, selon la méthode du CEAEQ, 2010). 11,119 de fluorure d’ammonium et 8,5 g de EDTA
sont ensuite mixés avec 20,01g de nitrate d’ammonium, 11,5g d’acide acétique glacial et 0,8ml d’acide
nitrique. Cette solution ajoutée au sol selon un ratio sol : solution de 1:3 est ensuite filtré aprés un temps
de contact de 5 min. L’extrait est ensuite dosé par spectrométrie d’absorption atomique.

" l'indice de saturation a été calculé par le ratio Puecnicon/AlMechlichl11*100. Le seuil de saturation en P
critique pour un sol agricole de type podzol est entre 10 et 20%. Le sol étudié est donc en dessous du
seuil critique.
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Les pots ont été placés dans la configuration déterminée par un modéle
expérimental aléatoire, une semaine avant le début de I'expérience pour permettre a la
microbiologie des sols de revenir a I'équilibre suivant le transfert dans chacun des pots.
Le plan factoriel reposait sur trois pots réplicas, eux méme sous-échantillonnés en trois
réplicas, et cela pour chaque traitement (témoin sans application, 0,90 kg i.a. ha™ et
1,80 kg i.a. hal). Les échantillons ont été prélevés six fois a 1, 2, 4, 7, 14 et 28 jours
apres l'application de HBG, représentant un nombre total de 162 échantillons. Les sols
de chacun des pots ont été traités avec une des deux doses de glyphosate de formulation
Factor 540® (Monsanto, St. Louis, Etats-Unis) contenant 540 g de glyphosate par litre
de produit. Dix millilitres de solution d’herbicide ont été appliqués directement sur le
sol a I’aide d’un micro-pulvérisateur manuel en prenant soin d'éviter la contamination
des pots a proximité. Les sols témoins ont été pulvérises de la méme maniere avec de
I'eau distillée. Aucun engrais n'a été appliqué pendant I'expérience afin de limiter les
biais liés a la stimulation de la microbiologie des sols. Apres échantillonnage, les
échantillons de sol réservés pour des mesures microbiologiques ont été figés dans de
I’azote liquide et stockés a -80 °C, tandis que les échantillons de sol destinés aux

analyses chimiques ont été congelés a -20 °C.

Cette expérience avec des sols sans plante a été complétée par une expérience

en serre en conditions contrélées avec des plants de soya (Smedbol et al, 2019).

2.2.2 Analyses chimiques

Les échantillons de sol ont été séchés a l'air dans une étuve a 55 °C et tamisés a deux
millimetres avant analyse. Le pH du sol a été mesuré dans une solution aqueuse a I’aide
d’un pH-métre a électrode a un ratio sol solution de 1:3. La maticre organique a été

déterminée par perte au feu a 375 °C (CEAEQ, 2003). La texture du sol (argile, limon,
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sable) a été calculée par hydrométrie. Les cations échangeables (potassium, fer,
manganese’ magnésium, calcium, cuivre et zinc) ont été extraits a l'aide de la méthode
de Mehlich III (CEAEQ, 2010), avec un rapport sol solution de 1:10. Les mesures des
teneurs en aluminium dans les sols apres application de HBG non pas été effectuées,
alors que cet élément n’est pas considéré comme un cation bénéfique et utilisable par
les plantes. Les cations ont été analysés par spectrophotométrie d'absorption atomique
(ARL906AA, GBC Scientific Equipment, Melbourne, Australie). La méthode Mehlich
III est bien adaptée aux sols du Québec et permet I’extraction de la phase disponible
des ¢éléments minéraux présents dans les sols (CEAEQ, 2010). Cette méthode est
utilisée pour faire un bilan de 1’état de fertilité des sols pour les producteurs du Québec.
En utilisant cette méthode, les nutriments majeurs K*, Ca?" et Mg?" sont extraits sous
I’action du nitrate d’ammonium et de 1’acide nitrique. Les teneurs obtenues avec cette
extraction sont similaires a celles par extraction avec 1’acétate d’ammonium (Hanlon
et Johnson, 1984; Michaelson et al., 1987). Une extraction séquentielle des différentes
formes de phosphore a été réalisée selon la méthode de Lucotte et al. (1985). En
premier lieu, le phosphore échangeable (Pcx) a été¢ déterminé apres dissolution de 0,125
g d'échantillon de sol sec dans 6,25 ml d'acétate d'ammonium 1M (pH 8,5) et agité
pendant deux heures avant d'étre centrifugé pendant 10 minutes a 3500 tr/min. Apres
récupération du surnageant, la phase solide a été¢ séchée a 65 °C (solide A).
L'orthophosphate fixé sur les oxydes (Pcab) et les oxydes de fer, de manganése et
d'aluminium associés (Fecdb, Mnedr €t Alcap) ont ét€ obtenus en ajoutant 12,5 ml de
citrate de bicarbonate au solide séché A et en chauffant a 85-90°C au bain-marie
pendant 15 minutes. Apres addition de 0,25 g de dithionite de sodium, le mélange a été
agité pendant 30 min au bain-marie puis centrifugé pendant dix minutes. Le liquide a
¢été transféré dans un flacon de 25 ml et stocké a 4 °C tandis que la phase solide a été

rincée avec 7,50 ml de NaCl 1M, agitée, centrifugée et transférée dans un flacon dans
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lequel le volume a été ajusté a 25 ml avec de I'eau nanopure. La phase solide a été
séchée a 65 °C (solide B). Une partie de la solution extraite a été diluée cinq fois avec
du HNO3 1 % pour déterminer la teneur en oxyde de métal par spectrométrie
d'adsorption atomique. Le phosphore sous forme apatite (Papa) a été déterminé apres
I'ajout de 12,5 ml de HCI IM au solide B et agité toute la nuit. Le mélange a été
centrifugé dix minutes avant la récupération du liquide dans un tube de 13 ml et stocké
a 4 °C. Apres avoir retiré le surnageant, le solide (solide C) a été séché a 65 °C et
transféré dans un creuset en porcelaine avant d'étre chauffé a 550 °C pendant 1 heure.
Les cendres ont été récupérées avec 12,5 ml de HCI 1M, agitées et centrifugées pendant
10 minutes. Le liquide a été transféré dans un tube de 13 ml, stocké a 4 °C et analysé
pour déterminer sa teneur en phosphore organique (Porg). Tous les extraits de phosphore

ont été analysés par spectrophotométrie UV-VIS.

La phosphatase acide a été¢ déterminée selon la méthode de Tabatabai et
Bremner (1969). Cette méthode est basée sur le dosage du p-nitrophénol phosphate
(PNP) par méthode colorimétrique en utilisant un spectromeétre Varian cary Bio UV-
Vis (USA). Une solution tamponnée a pH 6,5 combinée a 0,25 ml de tolueéne et un
millilitre de solution mere de PNP est ajouté a un gramme de sol. Apres agitation, le
mélange est placé a 37°C dans un incubateur pendant une heure. Par la suite, un
millilitre de chlorure de calcium 0,5M et quatre millilitres de NaOHO0,5M sont ajoutés
avant agitation quelques secondes. Le mélange jaune formé est ensuite filtré et passé
au spectrometre, a la longueur d’onde 400 mp. Une courbe de calibration est effectuée
en fonction de I’intervalle de valeurs trouvé pour le PNP. Des dilutions sont en général

nécessaires.
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Le glyphosate et 'AMPA extractibles a 1’eau ont été extraits selon la méthode
de Bergstrom et al. (2011) dans les sols de serre, avec une solution d’eau Milli-Q. Les
détails sur la procédure analytique permettant de déterminer les teneurs en glyphosate
et en AMPA dans les sols sont donnés au chapitre 1. Aprés les étapes d’extraction et
de dérivatisation, les échantillons ont été évaporés a sec sous un courant d'azote gazeux
et dissous pour injection dans 20 pl de 1,2,4-triclorobenzen a 10, 20 pl de 1-bromo-

pentadécane & 10 (standard de quantification) et 960 ul d’isopropyl acétate.

2.2.3 Extraction de I’ADN, préparation de la bibliothéque et séquencage

L'ADN présent dans les échantillons prélevés quatre jours apres application a
été extrait a 1'aide d'un kit commercial FastDNA ™ SPIN pour sol (MP Biomedicals,
Solon, OH) couplé a une étape d’homogénéisation FastPrep®-24 (MP Biomedicals,
Solon, OH), conformément aux recommandations du fabricant. La qualité et la quantité
des extraits d’ADN ont été évaluées par spectrophotométric a 1’aide d’un
biophotometre (Eppendorf, Mississauga, ON, Canada) avec une microcuvette G1.0
puCuvette® (Eppendorf, Mississauga, ON, Canada) avec des lectures a 260, 280, 230,
et 320 nm. La qualité de I'ADN génomique a également été vérifiée par électrophorese
sur un gel d'agarose a 1,6 % (p/p) et visualisée sous UV avec un instrument Gel Doc
XR + (Biorad, Hercules, CA., USA).

La diversité des bactéries, champignons et protistes a été déterminée comme
décrit par Brassard et al. (2018) et Leff et al. (2018), ciblant I'ADNr de la région 16S
pour les bacteries et de la région 18S pour les champignons et protistes. L’étape de
séquengage a éte réalisée sur un instrument MiSeq selon une stratégie de 2 x 300 pb
par la Plateforme d'analyses génomiques (IBIS, Université Laval, Québec, Canada). En

bref, la séquence spécifique du gene a été fusionnée aux amorces de séquengage
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Illumina TruSeq et la réaction en chaine de la polymérase (PCR) a été realisée dans un
volume total de 50 pl contenant le tampon 1X Q5 (NEB, Whitby, ON, Canada), 0,25
KM de chaque amorce, 200 uM de chaque dNTP, 1U d'ADN polymeérase haute fidélité
Q5 (NEB, Whitby, ON, Canada) et 1 pul d/ADNc matrice. La PCR a débuté par une
dénaturation initiale & 98 °C pendant 30 secondes suivie de 35 cycles de dénaturation
a 98 °C pendant dix secondes, un annelage a 55 °C pendant dix secondes et une
extension a 72 °C pendant 30 secondes avec une extension finale a 72 °C pendant deux
minutes. La réaction PCR a été purifiée a l'aide du kit de nettoyage Axygen PCR®
(Fisher Scientific, Nepean, ON, Canada). La qualité du produit de PCR purifié a été
contrdlée par électrophorese sur un gel d'agarose a 1 % (p/p). Des dilutions en série de
cinguante a cent fois de ce produit purifié ont été utilisées comme matrices pour une
deuxieme étape de PCR dans le but d’ajouter des codes-barres (a double index) et
d’effectuer les séquences manquantes requises pour le séquencage Illumina. Les
parametres de cycle pour la deuxieme PCR étaient identiques a ceux de la premiére,
mais seuls 12 cycles ont été complétés. Les produits de PCR ont été purifiés comme
ci-dessus, en controlant leur qualité sur une puce de bioanalyseur DNA7500 (Agilent,
Santa Clara, Californie, Etats-Unis), puis quantifiés par spectrophotométrie a l'aide
d’un Biophotométre avec une microcuvette pCuvette® G1.0. Les amplicons a code-
barres ont été regroupés dans une concentration équimolaire pour le séquencage sur la

plate-forme Illumina MiSeq en utilisant un kit de séquencage de 2 X 300 pb.

2.2.3 Analyse des données

Une analyse statistigue MANOVA des paramétres physicochimiques a été
réalisée avec le logiciel statistique JMP (SAS Institute, Cary, Caroline du Nord, Etats-
Unis) en utilisant une analyse a mesures répétées de la variance pour les facteurs

cations et phosphore séquentiel. La différence entre les concentrations, les durées et le
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temps par rapport a I'effet de concentration a été déterminée avec le test F et le test de
Greenhouse-Geisser suivi d'une analyse de contraste. Pour le premier temps, soit 24
heures aprés application de HBG, les différences significatives entre les traitements ont
été déterminées a l'aide du test de Student, apres vérification a 1’aide d’un test sur la
normalité de la distribution et de I’homoscédasticité de la variance. Si les conditions
n'étaient pas respectées, une randomisation des rangs était utilisée avant le test Tuckey-

Kramer.

Aprés vérification de la qualite de l'analyse sur l'instrument MiSeq, les
séquences microbiologiques obtenues ont été démultiplexées en fonction de I'étiquette
utilisée. Ensuite, le contréle de la qualité de la séquence et la construction de la table
des caractéristiques ont été réalisés a l'aide de QIIME 2 (Caporaso et al., 2010) et du
plugin dada2 (Callahan et al., 2016). La base de données de référence Greengenes 13.8
(DeSantis et al., 2006) et la base de données PR2 (Guillou et al., 2013) ont été utilisées
pour l'identification taxonomique des variants de sequence d'amplicon (ASV). Les
mesures de la diversité alpha (Shannon et Chaol) et la comparaison de la composition
microbienne ont été calculées et visualisées a I'aide de la version R 3.5.0 (R Core Team,
2018) et du logiciel Phyloseq (Mcmurdie, 2011). Les différences de composition entre
les échantillons ont été visualisées avec une analyse en coordonnées principales
(PCoA). Nous avons utilisé des comparaisons par paires, la méthode wilcox.test pour
I'analyse statistique de la diversité alpha et une analyse des similitudes avec le test
ANOSIM du progiciel Vegan (Oksanen et al., 2018) afin de tester la présence d'une
différence statistiquement significative entre les groupes.

La différence d'abondance moyenne des microbes a été détectée avec l'analyse

statistique de la composition des microcosmes (ANCOM). Finalement, nous avons
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effectué une analyse d'abondance différentielle, a l'aide du logiciel DESeg2 (Love et
al., 2014), sur des tables d’ASVs bactériennes, fongiques et protistes. L'analyse a été
effectuée avec le témoin et la plus forte dose (1,80 kg i.a. ha'). Le niveau de
signification a été fixe a 0,1 (plutot que 0,05) afin d’augmenter les chances de voir si

une espece a été impactée par 1’application de HBG.

En ce qui concerne I’indice de diversité globale du sol, il est minimal quand tous
les individus du microcosme appartiennent a une seule et méme espece dans chaque
classe de micro-organismes ou au contraire s’il y a beaucoup d’espéces mais toutes
représentées par un individu sauf une espéce majoritaire. A 1’opposé, ’indice de
diversité globale du sol est maximal quand tous les individus sont répartis d’une fagon

égale pour toutes les especes.

2.3 Résultats

2.3.1 Paramétres chimiques et teneurs en herbicide

Suite a I’application de HBG, le pH du sol n’a pas varié au cours des 28 jours
de I’expérience en serre (p = 0,7169), avec une valeur moyenne de 7,71+0,1 pour
I’ensemble des pots (n=81). Le pourcentage d’humidité des sols n’a pas non plus
présenté de changements dans le temps, avec une moyenne de 9,91+1,28 mg kg (n=81)
(p > 0.05 Student test), montrant un écart-type assez élevé. Les teneurs moyennes en
glyphosate extractible a 1’eau des sols, 24 heures apreés application, étaient de
0,29+0,010 mg kg dans les échantillons traités avec la dose la plus faible, soit 52,7 %
de la dose appliquée et de 0,48+0,007 mg kg™ pour la dose la plus élevée, soit 44 % de
la dose appliquée (Tableau 2.2). Pour le second temps, soit 48 heures aprés application

de I’herbicide, les teneurs extractibles a I’eau ont diminué avec une teneur moyenne de
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0,18+0,15 mg kg™ pour la dose de 0,90 kg i.a. hal, soit 32 % de la dose appliquée au
départ et 0,34+0,09 mg kg™ pour la dose de 1,80 kg i.a. ha*, correspondant & 31 % de
la dose appliquée au départ. Les teneurs en glyphosate étaient indétectables dans les

pots témoins, montrant qu’il n’y a pas eu de contamination des témoins.

Tableau 2.2. Teneurs en glyphosate et AMPA extractible a I’eau dans les sols apres
application de différentes doses de HBG (0, 0,90 et 1,80 kg i.a. ha™*) en mg kg

Dose Glyphosate mg kg* AMPA mg kg?
mg kg? 24 heures % appl® 48 heures % appl® 24 heures 48 heures
0 Nd 0 nd - 0 0,08+0,07

0,90 0,29+0,10 92,7 0,18+0,15 32 0,34+0,10 0,42+0,17
1,80 0,48+0,10 44 0,34+0,09 31 0,48+0,10 0,47+0,14

4 Pourcentage mesuré par rapport a ce qui a été appliqué a été calculé dans un premier temps par la
formule suivante ((taux d’application *aire)/poids de sol), avant de faire le ratio teneur mesurée/teneur
attendue

Au niveau de I’AMPA, les teneurs mesurées étaient similaires a 24 heures et 48
heures aprés ’application, ne montrant d’augmentation évidente entre ces deux

temps.

2.3.2 Evolution des teneurs en cations échangeables dans les sols

En ce qui concerne les teneurs en cations échangeables mesurées dans les sols,
aucune différence significative n’a été observée pour le potassium, manganese, zinc et
le fer, quel que soit le traitement (Tableau 2.3), contrairement aux autres cations pour
lesquels I’analyse a mesures répétées a permis d’identifier des différences entre le

témoin et les sols traités.

59



Tableau 2.3 Moyennes + déviation standard de la teneur en cations échangeables du
sol en mg kg™ pour les jours 1, 2 et 4 aprés I'application de HBG.

Elément Dose 1 jour 2 jours 4 jours? Moyenne

g ha—l mg kg-l b

Ca** 0 4979+172 5635270 5456+352 5357 B
0.90 5105+139 56524286 56224709 5460 A
1.80  5425+284 * 5537+383 5483+312 5482 A

Effet t vs. a B B

Mg* 0 89,83+4,40 104,65+8,33  85,59+7,54 93,35 A
0,90 96,96+591 * 102,65+5,30 78,57+10,89 92,72 B
1,80 97,37+£8,53*  99,68+7,13  71,80+6,09 89,62 B

Effet t vs. dose a A B

K* 0 75,10 £2,57  76,37+£3,74  74,59+5,54 75,35
0,90 74,15+£2,13  79,34+£2,22  76,06£8,56 76,51
1,80 74,82+3,34 77,5£6,04  75,82+5,57 76,05

Effet t vs. dose ns Ns Ns

Mn?* 0 40,34+1,73  44,50+4,15  42,28+4,41 42,37
0,90 41,90+3,04  43,80+1,70  42,16+3,38 42,62
1,80 41,09+4,28  43,39+4,53  42,26+3,64 42,25

Effet t vs. dose ns Ns Ns

7n* 0 1,378+0,235 1,650+0,232 1,321+0,154 1,450
0,90 1,491+0,313 1,896+0,192 1,139+0,144 1,509
1,80  1,298+0,400 1,578+0,533 1,247+0,248 1,374

Effet t vs. dose ns Ns Ns

Cu?* 0 1,637+0,081 1,913£0,192 1,512+0,144 1,687 B
0,90 1,749+0,167 1,980+0,180 1,734+0,302 1,821 A
1,80  1,759+0,159 1,580+0,162 1,976+0,118 1,771 A

Effet t vs. dose a B C

Fe 0 117,5+3,3 132,4+6,0  119,01+£7,9 123,0
0,90 117,7£2,7 135,744,3 126,76+13,8 126,7
1,80 122,7£8,6  128,0+£11,1  128,97+7,1 126,5

Effet t vs. dose A A A

ans : non significatif. Chaque moyenne présentée dans ce tableau correspond a 9 réplicas. Pour
chaque colonne, la différence statistique a ét¢ identifiée par différentes lettres quand p<0,05 selon la

nomenclature suivante : * pour I’effet dose au temps 1 (début de 1’analyse a temps répété); a, bouc

pour I’effet temps vs. dose (issue de I’analyse a temps répétée, test de G-G); A, B ou C pour I’effet
concentration indépendamment du temps pour I’ensemble de I’expérience (test G-G)
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bles cations ont été mesurés seulement pour les trois premiers temps a savoir 24, 48 et 96 heures afin
de voir D’effet immédiat de I’application d’HBG sur les cations, et de faire le lien avec la microbiologie
pour laquelle les impacts ont ét€ mesurés 96 heures apreés application.

¢I'effet temps vs dose vérifie s’il y a une différence significative combinée du temps et de la dose
appliqué, c’est a dire si il y a un effet entre chaque temps dépendamment de la dose appliquée. Lorsque
la différence est significative, cela est illustré par une lettre différente (a,b ou c).

Pour le Ca?" échangeable une différence significative a été observée pour la dose la
plus haute, dés 24 heures aprés application de HBG par rapport aux autres traitements
(p <0,0001 pour le témoin vs. 1,80 kg i.a. ha™ et p = 0,0033 pour 0,90 vs. 1,80 kg i.a.
ha!), avec une teneur disponible plus élevée dans les sols traités avec la plus forte
concentration d’ingrédient actif. L’analyse a mesures répétées sur 96 heures apres
application de HBG a révélé un effet temps vs. dose entre 24 et 48 heures apres
application pour la dose la plus élevée (p = 0,0477 pour le témoin vs. 1,80 kg i.a. ha™!
et p=0,0153 pour 0,90 vs. 1,80 kg i.a. ha'!). Une tendance similaire a été observée
pour le Mg?*, avec des teneurs supérieures, 24 heures aprés application, dans les sols
traités par rapport au témoin (p = 0,0290 pour le témoin vs. 0,90 kg i.a. ha! et p =
0,0216 pour le témoin vs. 1,80 kg i.a. ha™!) (Tableau 2.3). Par contre aucune différence
entre les sols traités et les t¢émoins n’a pas été observée pour 48 et 96 heures, méme a
la plus faible dose d’ingrédient actif. L’analyse a mesures répétées a identifié¢ un effet
temps vs. dose (p = 0,0049) mais avec une baisse marquée pour les sols traités entre 48
et 96 heures, conduisant a des teneurs plus faibles pour les deux doses comparées au
témoin a 96 heures (p = 0,0022 pour le témoin vs. 0,90 kg i.a. ha'! et p = 0,0011 pour
le témoin vs. 1,80 kg i.a. ha!) (Tableau 2.3).

Enfin pour le Cu®" échangeable, aucune différence entre les traitements n’a été
observée 24 heures aprés application, mais 1’analyse a mesures répétées a révélé un
effet temps vs. dose hautement significatif (p < 0,0001). Les teneurs mesurées ont été

supérieures pour la dose maximale par rapport au témoin et a la dose minimale 96
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heures aprés application (p = 0,0037 pour le témoin vs. 0,90 kg i.a. ha! et p = 0,0393
pour le témoin vs. 1,80 kg i.a. ha'), montrant une augmentation de Cu?** échangeable

dans le temps apres application de HBG.

2.3.3  Evolution des teneurs en oxy-hydroxydes métalliques dans les sols

Un effet des différents traitements dans le temps a été observé sur les teneurs
en oxydes d’aluminium (Alcgy) €t de manganese (Mnegy) dans les sols (Tableau 2.4).
Ces différences sont mesurables deés 24 heures apres application de HBG pour les
Mncab, les teneurs des sols traités étant significativement plus faibles que celles des sols
témoins. Pour Alca, la différence n’est mesurable qu’entre 48 et 96 heures aprés
application de HBG (Tableau 2.4). En effet, les teneurs augmentent significativement
pour les sols traités a I'opposé du témoin qui ne montre pas de changement. Les teneurs

en oxydes de fer (Fecqp) n’ont quant a elles pas varié entre les traitements.
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Tableau 2.4. Valeurs des analyses a mesures répétées pour les différents oxydes et
hydroxydes du sol pour 1, 2, 4, 7, 14 et 28 jours apres 1’application de HBG.

Effet  Dose® 24 heures® Temps!  Dose  Temps vs dose
DF? 2 2 2 4
Alcap° 0 1339+74
0,90 1319+64 0,0029*  0,6635 0,0013*
1,80 1252+115
Fecan 0 4289+123
0,90 4088+85 0,0004*  0,8859 0,1139

1,80 4132+94
Mnecdb 0 231,0+49,2

0,90  21L4£1845* (7117 0,5287 0,0011*
1.80  206,0£69.2 *

*D.F : degré de liberté *significativement différent car hypotheése HO est rejetée (p<0,05)
®Les doses 0; 0,90 et 1,80 sont exprimées en kg i.a. ha™!

Pour T1, les résultats correspondent a la valeur des oxydes en mg kg!, alors que pour les autres
parametres il s’agit de la p-value, obtenue suite au test Greenhouse-Geisser dans les analyses a temps
répété. Enfin °cdb: extraction au citrate-dithionite-bicarbonate

2.3.4 Evolution des différentes formes de phosphore dans les sols

Les différentes formes du phosphore ont été analysées sur 28 jours de
I’expérience (Figure 2.1). Les deux formes de phosphore qui ont montré des différences
suite a I’application de HBG sont le phosphore échangeable (Pex) le phosphore fixé sur
les oxydes (Pcav). Le phosphore incorporé dans [’apatite (Papa) et le phosphore
organique (Porg) n’ont pas présenté de différences significatives entre le témoin et les
sols traités tout au long de I’expérience (Tableau 2.5). Pour le Pex qui représentait la
fraction facilement lixiviable, il n’y avait pas de différence significative entre les
traitements au début de I’expérience a 24 heures apres application (Figure 2.1.a). Mais
dés 48 heures, les teneurs dans le témoin étaient inférieures a celles dans les sols traités,

63



avec un effet dose significatif pour I’ensemble de 1’expérience (p = 0,0089) et un effet
temps vs. dose jusqu’a 28 jours apres application (p = 0,0101), montrant une évolution
différente des teneurs de phosphore échangeable selon les traitements (Tableau 2.5).
Pour le Pcav, les teneurs des sols traités étaient significativement plus faibles que celles
des sols témoins dés 24 heures aprés application (p = 0,0054 pour le témoin vs. 0,80
kg i.a. ha' et p=0,0112 pour témoin vs. 1,80 kg i.a. ha'') (Figure 2.1.b). L’analyse a
mesures répétées a ensuite mis en évidence un effet temps vs. dose entre 48h et 28 jours

d’expérience (p = 0,0139) (Tableau 2.5).

Tableau 2.5. Valeurs des analyses a mesures répétées pour les différentes formes de
phosphore du sol pour 1, 2, 4, 7, 14 et 28 jours apres application de HBG.

Effets D.F? Pex Pcdv Papa Porg Phosphatase
Temps 5 <0,0001* <0,0001*  0,3977  <0,0001* 0,0192%*
Doses 2 0,0089*  0,1949 0,8045 0,1089 0,2852

Temps x Dose 10 0,0100*  0,0139*  0,3514 0,3661 0,0590

®D.F : degré de liberté *significativement différent car hypothése HO est rejetée (p<0,05)
Les résultats correspondent a la p value, obtenue suite au test Greenhouse-Geisser dans les analyses a
temps répété. Ex : échangeable ; cdb : fixé sur les oxydes ; apa : fixé sur apatite ; org : organique

L’activité phosphatase acide présente une différence entre les sols témoins et
les sols ayant regu la plus forte dose de HBG, 24 heures apres application (p = 0,0343).
La probabilité n’est pas hautement significative et de plus 1’analyse a mesures répétées
n’a pas mis en évidence d’effet de la dose appliquée de facon globale ou dans le temps
(Tableau 2.5). La grande variabilité dans les résultats de la phosphatase a pu masquer
certains effets et rendre difficile I’observation des effets des traitements sur cet

indicateur (Figure 2.1.e).
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Activité de la phosphatase acide (ug PnP g-1 soil h-1)
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Figure 2.1. Analyses a mesures répétées de I’évolution du phosphore pendant 28 jours,
en utilisant 'extraction séquentielle du phosphore a) P échangeable, b) P fixé sur les
oxydes métalliques, c) P incorporé dans ’apatite, d) P organique et e) la phosphatase
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2.3.5 Evolution de la communauté microbienne dans les sols

Aucune différence significative entre les traitements n'a été identifiée quatre
jours apres I’application des doses de HBG pour le nombre total d'OTU (operational
taxonomic units) par catégorie (Figure 2.2). L’indice de diversité globale du sol n’a pas
montré de différence entre les traitements pour aucune des trois grandes classes de
micro-organismes (bactéries, champignons, protistes) (Figure 2.2), signifiant que le
nombre d’individus au sein de chaque espéce est équivalent. L’indice de diversité
globale du sol est le plus haut pour les bactéries sans étre toutefois significativement

différent d’un traitement a I’autre (Figure 2.2).

Les analyses en coordonnées principales (PCoA) sont des analyses mutlivariées
qui utilisent des matrices d’associations pour montrer la dissimilitude de la composition
taxonomique des trois grandes classes de micro-organismes entre les trois doses
d’application de HBG. Les deux axes identifiés par 1’analyse permettent d’identifier
30,4 % des variations observées pour les bactéries (Figure 2.3.1), 46,1 % pour les
champignons (Figure 2.3.2) et 37,2 % pour les protistes (Figure 2.3.3). Les réplicas du
témoin apparaissent plus regroupés que ceux des sols traités avec des doses de HBG.
Cela suggere une plus grande variabilité des communautés dans les sols ayant subi une
application de HBG. Cependant, cette plus grande variabilité n’a pas permis de mettre
en évidence une différence significative au niveau de I’abondance des especes entre les
sols traités et le t¢émoin. La classe de micro-organismes qui semble présenter la plus

grande différence entre les trois traitements est celle des protistes (Figure 2.3.3).
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Figure 2.2. Diversité alpha microbienne 4 jours apres 'application de HBG suivant les
doses 0; 0,90 et 1,80 kg i.a. ha™! pour les différents groupes taxonomiques a) bactéries,
b) champignons et c) protistes a I'aide des indices globaux Chaol (1) et Shannon (2).
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Figure 2.3. Analyse PCoA basée sur les distances pondérées pour 1) bactéries, 2)
champignons et 3) protistes, en fonction des différentes traitements 0 ; 0,90 et 1,80 kg
i.a. hal.

L’analyse de composition du microbiome a permis de pousser plus loin la
sensibilité¢ de 1’analyse pour voir, de fagon exploratoire, si le HBG a eu des effets sur
les différentes variantes de séquences d’amplicon (ASV), qui prend en compte les
dépendances entre les Unités taxonomiques opérationnelles (OTU) (Figure 2.4). Du
fait de la présence en grande quantité de taxons ‘rares’ n’apparaissant pas dans tous les
échantillons et ne représentant qu’une toute petite partie des fonctionnalités du sol, ce
traitement de données n’a pas permis de mettre en évidence les especes impactées dans
les sols traités par rapport aux sols témoins. Le poids W (nombre de fois ou on observe
un rejet de ’hypothese d’une différence significative entre le témoin et les sols traités
pour chaque espece) est donc faible, aussi bien pour les bactéries, que les champignons

ou les protistes.

Les données ont aussi €été traitées avec la méthode DESeq2, en utilisant une

normalisation RLE (Relative Log Expression), basée sur I'hypothése que la plupart des
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genes ne sont pas exprimés de maniere différentielle. Ce facteur tient compte de la
médiane des ratios de ses comptages par rapport a sa moyenne géométrique entre les
différents échantillons. Les résultats ne montrent pas d’espéces significativement
impactées pour aucun des trois grands groupes par les applications de HBG aux doses
appliquées quatre jours aprés application, méme en ayant augmenté le seuil de
signification. Les résultats obtenus pour les bactéries montrent un petit nombre
d’especes proches du seuil significatif et une pour les champignons. Par contre pour les

protistes, les valeurs de probabilité ajustées sont tres éloignées du seuil significatif

(Figure 2.4).
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Figure 2.4. Effet de l'application de HBG sur 1) les bactéries, 2) les champignons et 3)
protistes en utilisant l'analyse de composition de microcosme (ANCOM), par
comparaison entre le témoin et la concentration maximale (p <0,1). Plus les points
représentant les différent phylums sont proches de 0, plus les changements dans la
composition de la communauté sont significatifs.
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2.4 Discussion

2.4.1 Risque de lixiviation des nutriments déclenché par 1’application de HBG :

Les résultats de cette étude montrent une disponibilité du glyphosate
immédiatement et pendant plusieurs jours apreés application de HBG. En effet, 52,7 %
et 44 % de I'ingrédient actif glyphosate s’est retrouvé sous forme extractible a I’eau
dans le sol pour les doses 0,90 et 1,80 kg i.a. ha* respectivement. Malgré que les teneurs
aient diminué d’un facteur 1,5 entre 24 heure et 48 heures aprées 1’application de HGB,
une part du glyphosate ne se fixe pas immédiatement dans les sols. C’est une
observation confirmée par d’autres études en laboratoire qui ont défini plusieurs étapes
dans la dynamique du composé juste apres application: une phase relativement courte
ou le glyphosate est dans la fraction labile et peut étre soit dégradé par les micro-
organismes, soit interagir avec les différents éléments du sol (Borggaard and Gimsing,
2008). Dans les sols de notre étude, une part du glyphosate a commencé a se dégrader
rapidement dans les sols, mis en lumiére par la présence d’AMPA déja 24 heures apres
I’application de HBG quelle que soit la dose appliquée. Cette dégradation rapide a été
due aux conditions optimales de 1’expérience, avec notamment une température
ambiante comprise entre 20 et 25 °C, sur sol nu et non stérile, avec un pH de 7,5 et une
humidité du sol constante permettant une bonne croissance et activité microbienne.
L’AMPA est détecté aussi a 48 heures aux mémes teneurs que 24 heures apres
I’application, montrant une teneur constante d’AMPA extractible a I’eau. Une partie
de ce composé a pu se dégrader ou se fixer plus fortement aux particules de sol, tout
en conservant des teneurs extractibles a I’eau constante tant qu’il y a des apports
renouvelés par la dégradation du glyphosate. Une autre partie de ce composé a pu rester
dans la fraction labile a plus long terme, tel qu’illustré dans le chapitre 1, ou les résultats
montraient des teneurs en AMPA extractibles a 1’eau dans la majorité des échantillons
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sur les trois années d’étude. Dans son étude menée en parallele de la présente étude en
serre, Smedbol et al., (2019) ont observé une augmentation des teneurs d’AMPA dans
les racines des plans de soya avec le temps dans les quelques jours ayant suivis
I’application de HBG. lls ont également mis en lumiere les effets phytotoxiques de
1I’AMPA sur les plans de soya résistants aux HBG et les risques que cela peut avoir sur
la productivité des cultures. La phase de disponibilité du glyphosate et de I’AMPA que
I’on étudie dans cette étude jusqu’a 96 heures apres 1’application de HBG est donc
primordiale pour comprendre la dynamique de ces composés dans le sol, car c’est a ce
moment-la que ces composés peuvent étre absorbés par les plantes ou organismes non

cibles ou impacter la disponibilité des nutriments du sol.

Le fer, le manganése, le zinc et le potassium n’ont pas été impactés par
I’application de HBG ni au moment de 1’application, ni dans les jours qui ont SUiVvis.
Cela peut s’expliquer par leur faible solubilité a pH neutre. Ces cations se retrouvent
souvent plus immobiles sur les surfaces d’adsorption telles que les oxydes et les argiles
et pourraient jouer un role plus important dans les mécanismes d’adsorption du
glyphosate et de ’AMPA dans les sols, en augmentant 1’adsorption de ces deux
composés par formation de complexes peu solubles (Hensley et al., 1978; Bailey et al.,
2002; Bernard et al, 2005). Il a été observé que la formation de ces complexes
glyphosate-cation est associée a une diminution de I'effet herbicide du glyphosate dans
les plantes (Bernard et al., 2005) qui, complexé avec ces éléments, devient moins
soluble et peut étre moins absorbé par les plantes (Eker et al., 2006; Oztuck et al., 2008;
Zobiole et al., 2010). Ces €léments pourraient jouer un rdle plus important dans la

fixation du glyphosate dans les sols.
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A T’opposé, les applications de HBG de notre étude ont augmenté la fraction
labile de certains cations essentiels. Les teneurs en magnésium et calcium ont
significativement augmenté suite a I’application (Tableau 2.3), laissant supposer que
I’application de HBG pourrait favoriser la formation de complexes solubles entre le
glyphosate et ces cations majeurs. Trois mécanismes seraient possibles: une
modification du pH, la formation de complexes et/ou des changements des conditions
d’oxydo-réduction du sol. Les cations adsorbés plus fortement dans les sols sont
disponibles a long terme pour les plantes et les micro-organismes grace a des
hydrolyses microbiennes ou des changements importants de la physico-chimie des sols.
Dans nos sols, le pH n’a pas montré de différences significatives entre les traitements,
démontrant que 1’augmentation des teneurs en cations dans la fraction labile du sol
traité¢ ne provenait pas d’une modification de pH. Par contre a pH 7,5 comme observé
dans les sols, le magnésium et le calcium sont généralement assez solubles, montrant
que la baisse de rétention des cations pourrait venir majoritairement des mécanismes
de complexation avec le glyphosate. Grace a son pouvoir chélatant, le glyphosate peut
former des complexes solubles avec le calcium et le magnésium dont le coefficient de
solubilité est supérieur a celui des autres cations, confirmé par 1’étude de Sundaram et
Sundaram (1997). Ces auteurs ont aussi mis en avant un potentiel de lixiviation
supérieur de ces complexes dans des sols de type loam sableux (comme dans la présente
étude) comparativement aux sols de type loam argileux. Comme on peut le voir dans
notre étude, les teneurs en calcium étaient élevées par rapport aux quantités de
glyphosate appliquées, ceci pourrait limiter les pertes en calcium, qui pourraient avoir
des impacts négatifs sur les cultures en cas de trop fort lessivage de calcium au cours
d’un épisode pluvieux. Le magnésium par contre semble étre I’é1ément le plus affecté
par le glyphosate, en cohérence avec certaines études montrant une carence en

magnésium dans les cultures suite a 1’application de HBG (Cakmack et al., 2009). Le
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réle primordial du magnésium dans les processus microbiens et aussi chez les plantes,
peut rendre préoccupant une carence en cet élément en cas de trop grande proportion
lessivée. De plus, le calcium et le magnésium jouent un role clé dans la neutralisation
de l’acidité, le maintien de ’activité biologique générale et la structure du sol. Cette
différence marquée entre les sols traités et le témoin n’a plus été observée 48 heures
apres application pour les deux cations, signe d’un effet immédiat et trés court du HBG
sur leur rétention. Le risque de lessivage de ces éléments est limité dans le temps et
dépendrait des conditions climatiques juste au moment de I’application. Pour le
magnésium, la tendance s’est méme inversée puisque les teneurs dans les sols traités
étaient plus basses que dans le témoin. Une adsorption du complexe dans les sols
pourrait le rendre difficilement extractible et expliquer la différence de comportement
avec le calcium. Cela met en lumiére un des mécanismes de sorption du glyphosate
dans les sols et le rdle que peuvent jouer les cations dans la rétention du glyphosate peu
de temps apres application de HBG.

Les HBG n’ont pas eu d’effet juste apres application sur la rétention du cuivre
dans le sol, comme pour le magnésium et le calcium. Par contre, les teneurs en Cu?*
échangeable ont augmenté significativement 96 heures aprés application, avec des
teneurs supérieures dans les sols traités méme a la plus faible dose par rapport au
témoin. Cela pourrait étre di a la formation d’un complexe Cu-glyphosate (Glass, 1987;
Motekaitis et Martell, 1985; McBride et Kung, 1989; McBride, 1991), assez soluble
pour provoquer une baisse de la rétention du Cu?* dans le sol et le rendant plus sensible
au lessivage. Le Cu?* pouvait étre lié a des surfaces minérales (McBride, 1991) et
organiques (Undabeytia et al., 1996). Morillo et al., (1997) ont observé une désorption
du glyphosate avec une augmentation des concentrations en Cu?" appliquées,

démontrant I’implication de ce cation dans le processus de sorption du glyphosate. Ces

74



auteurs confirment que la complexation et la rétention des cations dépendent du pH et
du type de sol principalement. Par contre, plusieurs auteurs ont observé une plus grande
fixation dans les sols du glyphosate et du Cu?* en conditions de laboratoire quand ces
deux composés sont présents dans la solution, lorsque le cation sert de pont entre les
surfaces du sol et le glyphosate (Hensley et al., 1978; Morillo et al., 2000). La
formation de ces complexes modifie les charges électriques du glyphosate, favorisant
la réaction avec les surfaces chargées négativement dans le sol (Morillo et al., 2000).
Le cuivre est également capable de réduire la réaction de dégradation du composé
(Nowack et Stone, 2003) par adsorption dans les sols et de fait les soustraire a I’action

des micro-organismes capables de le dégrader.

Ainsi la complexation des cations par le glyphosate grace a ses groupes
fonctionnels pourrait favoriser une plus grande quantité de cations dans la fraction
labile dans la couche superficielle du sol, plus susceptibles d’étre lessivés et donc
perdus pour les plantes cultivées. Les ions de fer, de manganése, de zinc et potassium
peu solubles présentent peu de risques d’étre lessivés dans un loam sableux comme
celui utilisé dans la présente étude. Pour les ions magnésium et calcium, méme
complexés, au vu de leur solubilité, le risque de lessivage existe mais pendant
seulement une tres courte période de temps apres ’application de HBG (moins de 48
heures). L’implication de ces deux cations dans les processus d’adsorption des
différents composés du sol (hotamment pour les composés avec des groupements
phosphates) dans le maintien du pH du sol, les rend trés dépendants des conditions
physicochimiques du sol. Le Cu?* est le cation qui présente le plus de risque d’étre
lessivé plusieurs jours aprées application. Cet élément-trace présent en faibles quantités

dans les sols, comparé aux autres cations, n’en reste pas moins un des facteurs
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déterminant dans la rétention du glyphosate dans les sols et peut participer au lessivage
du glyphosate dans les sols.

Les phosphates dans le sol ont un processus d’adsorption semblable a celui du
glyphosate, par la formation de complexes avec les cations favorisant la liaison avec
les surfaces du sol tel que la matiere organique (Levesque et Schnitzer, 1967) ou les
surfaces minérales (Waiman et al., 2016). Une compétition entre le glyphosate et le
phosphore pour les mémes sites d’adsorption pourrait favoriser le passage dans la
fraction labile d’un des deux composés. Il a souvent été rapporté dans la littérature que
I’adsorption du glyphosate dans les sols était réduite par 1’ajout de phosphate (Gimsing
et al., 2007; Caceres-Jensen et al., 2009). Mais a I’inverse la possibilité de désorption
du phosphate avec application de glyphosate a été peu étudiée. Ainsi dans notre étude,
les différentes formes de phosphore du sol ont été mesurées pendant 28 jours apres
application afin de voir si le HBG a eu un effet sur la rétention du phosphore dans le
sol. Une augmentation du phosphore échangeable combinée a une diminution du
phosphore incorporé dans les oxydes a été observée des 24 heures apres 1’application,
montrant une baisse de la rétention du phosphore. Le phosphore, pourtant tres peu
soluble, pourrait étre désorbé par compétition avec le glyphosate pour des sites
communs d’adsorption dans les loams sableux. Ces résultats sont confirmés par 1’étude
de Waiman et al., (2016) qui ont montré que 1’application de glyphosate a long terme

peut affecter la rétention du phosphore inorganique et sa disponibilité dans les sols.

Dans le sol de notre étude, le phosphore organique n’a pas €té affecté par les
applications de glyphosate. Cette forme de phosphore peut jouer un réle important dans
la fertilit¢ du sol lorsqu’elle devient assimilable apres minéralisation (Turner et

Engelbrecht, 2011). La transformation du phosphore d’une forme organique en une
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forme inorganique est catalysée par I’enzyme de la phosphatase (Zimmermann, 2003;
Reed et al., 2011). L’activité de la phosphatase dépend directement de la teneur en
orthophosphate dans le sol (Poirier et Bucher, 2002). Nos résultats sont en accord avec
le fait qu’il n’y avait pas de carence en orthophosphate dans le sol pour les micro-
organismes puisque l’activité de la phosphatase n’a pas augmenté au cours de
I’expérience. Le glyphosate peut aussi inhiber directement ’activité de la phosphatase
par blocage du site actif de I’enzyme en se substituant a la place du phosphore
(Gianfreda et Sannino, 2001). Platkowski et Telesinski (2016) ont aussi observé un
effet négatif de I’herbicide sur la phosphatase et de fagon plus large sur I’activité
enzymatique dans les sols loameux, mais a des doses largement supérieures (10 ou 100
fois plus) a celles utilisées dans notre étude, montrant une vulnérabilité des populations
suite a ’exposition aux HBG. Cela confirme qu’aux doses appliquées dans notre étude,

le HBG n’impacte pas 1’activité de la phosphatase.

Les conditions d'oxydo-réduction sont importantes pour la biodisponibilité et la
mobilité du glyphosate dans les sols (Kanissery et al., 2015). Le glyphosate s’adsorbe
fortement sur les argiles, les oxydes de fer et d'aluminium (Sheals et al., 2002). Les
surfaces a charges variables (dépendantes des conditions physico-chimiques du sol) tel
que les oxydes contribueraient majoritairement a l'adsorption du glyphosate
contrairement aux sites a charge permanentes (indépendantes des milieux) (Ololade et
al., 2014). Mais les argiles présentent aussi des surfaces a charge variables
(aluminosilicates) qui sont I'intermédiaire entre les oxydes et les silicates au niveau des
charges. Les oxydes présents dans le sol expliquent donc en grande partie la capacité
d'adsorption du glyphosate dans les sols, notamment les oxydes de fer et d'aluminium
(Nomura et Hilton, 1977; Piccolo et al., 1994; Day et al., 1997). Les substances

organiques peuvent réagir avec les oxydes, par exemple pour la réduction des ions
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ferriques Fe* immobiles en ions ferreux Fe?* mobiles, impactant de ce fait les surfaces
d'adsorption des oxydes. Des changements physicochimiques dans le sol suite a
I'application de HBG ont pu modifier les charges variables a la surface des oxydes a

cause de la baisse de rétention des cations dans le sol par exemple.

Ainsi, dans notre étude, ni le fer échangeable extrait avec la méthode Mehlich
I11, ni celui sous forme d’oxy-hydroxydes (Fecdn) ne semblent avoir été impactés par
les applications de HBG aux différentes doses. Cela est en concordance avec les
résultats pour le fer échangeable mesuré dans les sols, dont les teneurs étaient similaires
dans le témoin et les sols traités quel que soit le temps (Tableau 2.2). Par contre le HBG
a impacté la teneur totale en oxydes d’aluminium par une augmentation marquée des
teneurs en oxyde dans le sol témoin 96 heures apres application, méme a la
concentration la plus faible (0,80 mg i.a. kg). Cela pourrait étre di & une oxydation
des ions AI** de la solution du sol, a cause de changements sur les conditions redox du
sol par le HBG. A ’opposé, les teneurs en oxydes de manganése étaient supérieures
dans le sol témoin par rapport aux sols traités 24 heures apres application, illustrant une
possible réduction des oxydes de manganese au moment de I'application. L'impact du
HBG a €té tres court puisque dés 48 heures aprés application, le témoin et les sols
traités n’étaient plus significativement différents. Dans les sols, la plus grosse partie du
manganése est présente sous forme oxydée (trivalent ou tétravalent), majoritairement
en birnessite (Potter et Rossman, 1979) qui possede une grande surface d'adsorption et
une capacité d’échange cationique ¢levée. Ce minéral peut baisser la disponibilité des
cations par piégeage a I’intérieur de la structure du minéral (Manceau et Charlet, 1992).
Cette structure représente un site privilégié¢ d’adsorption dans le sol pour le glyphosate
(Ololade et al., 2014; Borgaard and Gimsing, 2008). Une réduction du manganése dans

les sols traités a pu entrainer des changements dans la rétention des cations, car cela
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diminue les surfaces d'adsorption pour les cations et le glyphosate. Quand le manganese
est réduit, il y a libération des ions manganése dans la solution des sols. Mais cela
n‘augmente pas forcément la quantité de cet élément dans a fraction labile car les ions
libérés sont en général réadsorbés par les argiles, comme le suggérent nos résultats qui
n’ont pas montré d’augmentation des teneurs de manganese échangeable dans les sols
traités. Les cations réduits peuvent aussi étre réoxydés rapidement par 1’air a la surface
des oxydes (Barrett and McBride, 2005). De plus, la littérature a montré le potentiel
d’oxydation chimique du glyphosate par la birnessite (Barrett et McBride, 2005). Cela
peut entrainer une dégradation abiotique du glyphosate. Le glyphosate favoriserait la
réduction du manganeése lors du processus de dégradation en sarcosine lorsqu’il est
adsorbé en surface. Ce type de réaction entraine une coupure de la liaison C-P de la
molécule de glyphosate, libérant des phosphates, comme observe dans la présente étude.
Ces changements, au niveau de la structure des oxydes dans les sols, survenus suite a
I'application de HBG (Tableau 2.3), ont pu affecter la rétention des cations et du
phosphore. Ces effets semblent avoir été temporaires et de trés courte durée, mais
mettent en évidence le risque potentiel lié a une seule application de HBG sur la
rétention et le risque de passage dans la fraction labile favorable au lessivage de ces
composés dans les sols et ce a des doses semblables a celles utilisées par les agriculteurs.

Nos résultats se différencient de la plupart des études qui sont effectuées en
laboratoire ou les conditions sont parfois éloignées de la réalité. Les autres études
portant sur 1’effet du glyphosate sur les nutriments se font a travers des analyses des
carences dans les plantes ce qui ne permet pas d’expliquer les mécanismes dans le sol.
Notre étude apporte des éléments clés pour mieux comprendre les effets du glyphosate
sur la rétention des cations dans les sols, avec des conditions réalistes qui se

rapprochent des conditions réelles. Ces changements chimiques importants apres
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application de HBG peuvent impacter la microbiologie des sols, positivement par la
présence de substrat rapidement utilisable (glyphosate) et par le passage dans la fraction
labile de certaines éléments nutritifs, mais aussi négativement avec des risques de
toxicité liée a une forte exposition au HBG et a la création d’AMPA ou a des carences
a certains nutriments présents sous forme complexée disponible mais pas forcément

assimilables par les micro-organismes.

2.4.2 Effets sur les communautés microbiennes des sols

Pour les bactéries, la diversité générale n'a pas été impactée par I'application
d’HBG aussi bien pour l'indice de Shannon que l'indice de Chaol aux doses
d’application de HBG de 0,90 et 1,80 kg i.a. ha® utilisées dans notre étude (Figure 2.2).
Ces résultats sont en accord avec les études qui ont utilisé des doses similaires aux
ndtres et n‘ont pas vu de différence sur la diversité des bactéries (Allegrini et al., 2015;
Mijangos et al., 2009). A lI'opposeé, Imparato et al., (2015) ont observé un impact sur la
diversité dans une étude avec des conditions tres similaires aux notres, soit des sols
dominés par un loam sablonneux de pH 7 avec des mesures effectuées 5 jours apres
application du HBG. Cependant le glyphosate a été appliqué a des concentrations
largement supérieures aux nétres, avec deux applications par jour pendant 3 jours sur
les plantes cultivées en serre. La différence des résultats peut s’expliquer par les teneurs
en glyphosate plus faibles retrouvées dans le sol de notre étude malgré une application
directe sur le sol. Cela montre que la dose et la fréquence d’application peuvent étre
des facteurs importants pour la diversité des bactéries dans le sol. La plupart des effets
ont été observés sur l'activité générale du sol tel que la respiration, l'activité
enzymatique et la diversité métabolique et ce a des doses bien plus élevées que celles
utilisées pour notre étude (Busse et al., 2001; Araujo et al., 2003; Mijangos et al.,
2009). D'autres études ont confirmé que les HBG n'avaient pas d'effets sur la biomasse
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et l'activité enzymatique (Savin et al., 2008; Lane et al., 2012; Nakatini et al., 2014).
Les paramétres utilisés dans notre étude ne nous permettent pas de déterminer si
I'activité des bactéries a changé au cours de I'expérience, puisque nous avons utilisé
uniquement des analyses génétiques. L’écosystéme est constitué d’une multitude de
taxons qui pourraient avoir les mémes fonctions, créant un effet de redondance pour
assurer la pérennité d’un écosystéme (Allison et Martigny, 2008), méme lorsqu'il y a
des perturbations transitoires. Cela peut expliquer pourquoi on voit souvent une
stimulation de I’activité microbienne lors de I'application de HBG (Haney et al., 2000;
Busse et al., 2001; Lane et al., 2012; Arango et al., 2014) mais cela ne signifie pas pour
autant que certaines especes sensibles n'ont pas été impactées. Ces changements
peuvent étre masqués dans les mesures de I’activité des bactéries, par la croissance
d'autres espeéces tolérantes plus abondantes qui compensent la baisse d’activité des
espéces sensibles. Certaines bactéries sensibles au glyphosate pourraient entrer en état
de repos et réduire leur activité apres I'application de HBG lorsque les conditions

environnementales ne sont pas favorables (Newman et al., 2016b).

On retrouve dans les sols deux types de communautés : les espéces abondantes
et les especes rares (Sogin, 2006). Dans notre étude, on observe un nombre élevé
d'especes rares qui jouent probablement un réle fondamental dans les fonctions du sol
mais qu'il n'est pas facile de mettre en avant par des analyses de diversité générales.
Quand on regarde la structure des communautés bactériennes, I'application de HBG n'a
pas changé leur composition, indiquant que I'herbicide ne semble pas avoir favorisé a
court terme certaines populations, tant les bénéfiques que les pathogeénes. A I'opposé
de notre étude, des changements adaptatifs de la composition des communautés
bactériennes vers des espéces plus tolérantes au glyphosate au fil du temps ont été

observés, montrant des réponses différentes des populations selon leur sensibilité
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(Imfeld et Villeumier, 2012; Jacobsen et Hjelmso, 2014). D'autres études ont mis en
évidence des effets sur les communautés bactériennes (Kuklinsky-Sobral et al., 2005;
Barriuso et al., 2011; Newnman et al., 2016). Ces études ont utilisé dans I’ensemble
des concentrations plus élevées menées soit sur plusieurs années, soit avec plusieurs
application répétées. Ces études ont permis de voir les effets que peuvent avoir les
HBG, qui sont difficilement observable en conditions de champ a des doses réalistes.
Ils ont aussi mis en avant le fait que certains phylums ont été plus affectés par les
applications. Dans les sols de notre étude, les phylums les plus abondants étaient les
actinobactéries (43,9 %), les protéobactéries (22,3 %), les acidobactéries (11,6 %) et
les chloroflexies (9,8 %) (Figure 2.5). Newman et al., (2016a) ont confirmé la
dominance de ces phylums dans la rhizosphére des cultures de mais et de soya. Ils sont
impliqués dans les processus biogéochimiques des sols et peuvent avoir des effets sur
la santé des plantes, notamment dans les interactions bénéfiques ou pathogenes
(Berendsen, 2012; Lee et al., 2008; Philippot et al., 2013). Les actinobactéries sont le
phylum qui semble le plus touchés par les applications de HBG dans I’étude de Barriusi
et al., (2010). Ces bactéries jouent un grand role dans la dégradation de la matiere
organique. Les protéobactéries sont un phylum tres large comprenant des especes
impliquées dans les réactions de nitrification et dénitrification, dans la réduction de
certains éléments, et dans la symbiose avec les plantes. Ils comprennent certains
pathogénes. Newman et al., (2016a) ont observé une augmentation des protéobactéries
apres application du glyphosate, montrant une capacité de certains taxons a utiliser
I’herbicide comme source de substrat. Les acidobactéries sont quant a elles trés
sensibles aux changements physico-chimiques comme le pH et les nutriments (Jones
et al., 2009; Kielak et al., 2016). Elles sont omniprésentes dans les sols mais restent
cependant tres peu connues du fait qu'elles soient récalcitrantes a la culture en

laboratoire (Kielak et al., 2009; George et al., 2011). Les acidobactéries ont un role
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dominant dans les processus biochimiques de la rhizosphére (Nye et al., 2014) et sont
impliquées dans les processus de dégradation de la cellulose (Eichorst et al., 2011; Lee
et al., 2008; Stursova et al., 2012). Une baisse de I’abondance de ce phylum aprés
application de HBG a été observée dans la rhizosphére (Newman et al., 2016a). A
I’opposé, une augmentation de 1'activité aprés trois jours d’application a été mise en
avant par Nye et al., (2014) mais pas a 7 et 30 jours, montrant un effet a tres court terme
et sans doute di a la présence d’espéces capables d’utiliser le glyphosate comme
substrat. Les effets sur la composition des communautés bactériennes semblent
dépendre des conditions initiales du sol et des espéces présentes avant ’application.
Dans la figure 2.4 de notre étude, on peut voir les différents genres bactériens pour
lesquels on a pu observer une différence entre la dose la plus élevée d’application de
HBG (1,90 mg i.a. hal) et le témoin. La majorité des différences a été observée pour
des genres non connus, ne donnant pas d’informations sur les fonctions du sol
potentiellement affectées. Les actinobactéries sont les plus nombreuses sur le
graphique, probablement parce que c'est le phylum le plus représenté dans nos sols.
Les analyses statistiques de I’ANCOM ont identifié plusieurs genres microbiens qui
pourraient avoir ¢été impactés par [’herbicide: le genre Microlunatus des
actinobactéries accumule les polyphosphates dans les sols (Nakamura et al., 1995). I
a été mesuré a une abondance relative de 1,6 %, signe d’une présence assez importante
dans notre sol ainsi que le genre Solirubrobacter aussi des actinobactéries avec une
abondance relative de 1,8 %. Les autres genres beaucoup moins représentés dans le sol
sont le Terracoccus (actinobactéries), le Kaistobacter (protéobactéries), Opitutus
(Verrucomicrobia) et enfin Pedomicrobium (protéobactéries) et cela pourrait expliquer
la difficulté de voir une différence de composition sur la population bien marquée. Le
genre Pedomicrobium est capable d'oxyder ou de réduire la Mn selon les especes et
jouent un réle important dans la mobilité et la disponibilité du Mn dans les sols. Mais
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ces observations restent exploratoires et nous n'avons pas pu réellement révéler a lI'aide
des tests statistiques, une différence significative suffisante pour affirmer d'un réel effet
des applications de HBG sur les genres bactériens cités précédemment. La complexité
du microcosme et la faible représentation de certaines espéces rares rendent difficile
I'identification des effets lorsqu'ils sont aussi faibles. C'est une des raisons pour
lesquelles les changements observés sur les compositions microbiennes ont été mis de
I"avant dans la littérature scientifique a des doses plus elevées ou dans des microcosmes

avec des historiques d'applications répétées, ou les effets sont plus marqués.

Pour ce qui est des protistes, aucun changement n'a été constaté dans les
communautés que ce soit au niveau de la diversité ou de la composition. Ces résultats
confirment les tendances observées pour les bactéries, puisque les protistes sont
principalement des prédateurs de bactéries (Thirup et al., 2000; Johansen et al., 2005,
Impataro et al., 2016). On s'attend a ce que les effets soient plus lents sur les
populations de protistes. lls sont un bon indicateur pour mettre en lumiére des impacts
dans la chaine trophique microbienne. De plus, ils ne semblent pas avoir été
directement affectés par le glyphosate, du fait qu'il y a probablement peu de protistes
qui possede la voie de I'acide shikimique. En opposition a ces résultats, Imparato et al.
(2016) ont rapporté une augmentation de 1’abondance totale des protistes, 5 jours apres
application foliaire de HBG, liée a 1’augmentation de 1’abondance accrue de proies
disponibles telles que les bactéries et montrant la relation positive entre les bactéries a
croissance rapide et les protistes (Thirup et al., 2000; Johansen et al., 2005). Mais
comme pour les bactéries, les doses utilisées dans ces études étaient plus élevées que
celles utilisées dans la présente étude et les auteurs avaient observé une stimulation de

la population bactérienne, montrant la relation entre ces deux domaines microbiens.
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Les champignons n’ont pas non plus subi de changements de composition
significatifs suite a 1’application. Ce groupe microbien poss¢de une forte résilience et
capacité de résistance au stress environnemental. 1ls dominent en nombre et en masse
dans la plupart des écosystéemes du sol. Ils prélevent le carbone nécessaire a leur
métabolisme par symbiose ou par absorption dans leur environnement. Cela confirme
les résultats de 1’étude de Hart et al. (2008). 1l est important de faire un suivi de ce
groupe de micro-organismes trés communs, car ils jouent un role essentiel dans
I’écosystéme du sol, dissolvant un grand nombre de minéraux (Alori et al., 2017). Les
champignons saprophytes sont des décomposeurs majoritaires de la matiere organique
du sol et des symbiotes associés aux plantes, assurant ainsi un réle important dans
I’accés aux nutriments par la plante (Gyaneshwar et al., 2002)._La catégorie des
organismes de style parasite donc ayant besoin d’un hote pour se développer doit aussi
étre surveillée, car de nombreuses maladies des plantes sont liées & des champignons,
tel que le genre Fusarium. D’ailleurs un certain nombre d’études a montré que le
glyphosate a tendance a favoriser le développement du Fusarium dans les sols,
augmentant le risque de nuire aux cultures (Lévesque et Rahe, 1992; Krzysko-Lupicka
et Sudol, 2008). Cela a pu étre d0 a une sélectivité sur le long terme des espéces plus

tolérantes a I’herbicide, dont certains pathogenes.

Les facteurs qui semblent avoir le plus d’impact sur la diversité et la composition
des communautés de micro-organismes sont : i) le moment de I'application (Babiker et
al., 2011; Zobiole et al., 2011). Ces derniers auteurs ont mesuré des effets négatifs
lorsque le HBG était appliqué plus tot en saison, associé a une diminution du Mn
disponible dans les sols pouvant entrainer une carence pour les micro-organismes et les
cultures. ii) les doses d'application (taux et fréquence). Dans notre étude, une seule

application aux doses recommandées n’a pas affecté la microbiologie des sols. En effet,
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pour le moment les études montrent des effets a des doses largement supérieures au
doses réelles, sauf dans les sols avec un historique de culture, avec des accumulations
potentielles de glyphosate et d’AMPA (Lane et al., 2002; Araujo et al., 2003; Zabaloy
et al., 2012); iii) La disponibilité du glyphosate dans les sols et la formation d AMPA
dés les premiers jours aprés application. Etant donné que I’ AMPA a été lui aussi mesuré
dés le premier temps de I’expérience et qu’il possede des propriétés similaires au
glyphosate, il n’a pas été possible de différencier leur effet dans cette étude ; iv) les
changements chimiques survenus apres l'application de HBG, directement lié au
comportement du glyphosate dans les sols ou par les pratiques associées telles que la
fertilisation. Dans la présente étude, aucune fertilisation n’a été réalisée, c'est donc
seulement le glyphosate et I’AMPA qui ont entrainé des changements dans la chimie
du sol. Newman et al., (2016a) ont observe des effets potentiels du glyphosate sur
I'absorption des nutriments du sol au sein de la communauté bactérienne de la
rhizosphere, par une baisse de I'expression des genes impliqués dans le métabolisme
des nutriments, notamment pour le fer. Cela suggere une baisse de I'abondance et de la
disponibilité du fer dans la rhizosphere. Dans la présente étude, il n'y a pas eu de
changements dans les teneurs en fer. Par contre une réduction du manganése
échangeable a été observée. Il n'est pas possible avec les résultats de cette étude de faire
un lien direct avec les observations sur les communautés bactériennes. Mais I'analyse
ANCOM (Figure 2.4) amis en avant le genre Pedomicrobium impliqué dans la mobilité
du Mn. Cela peut ouvrir des pistes de réflexions sur les effets du HBG sur le cycle du
manganese et de facon plus large sur le cycle des nutriments, et les retombées a long

terme sur la fertilité des sols.
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2.5 Conclusion

Cette étude est basée sur une approche encore peu étudiée dans la littérature
scientifigue, qui permet de faire des liens entre les facteurs chimiques et
microbiologiques des sols, dépendant les uns des autres. Des changements chimiques
ont été observés dans les sols sans plante jamais exposés a des HBG suite a une
application de ce type d’herbicide. La formation de complexes solubles entre le
glyphosate et les cations pourrait réduire la rétention des nutriments dans les sols et
augmenter le risque de perte par lessivage. Bien que I’analyse de la composition des
différents groupes microbiens n’ait pas détecté de changements, les résultats de cette
étude exploratoire offrent des pistes intéressantes pour mieux cibler les éléments du sol
susceptibles d’étre impactés par des applications de HBG. C’est un point de départ pour
mieux comprendre les effets du glyphosate sur le statut nutritif des sols et permettre de
mener par la suite des expériences dans des sols avec plantes qui donneront des
informations complémentaires sur les conséquences que cela pourrait avoir a long

terme sur leur fertilité et la productivité des cultures.

L’interaction entre le glyphosate et I’AMPA avec les nutriments du sol apres
application de HBG pourrait donc avoir un impact sur la persistance des HBG. Selon
les types de sol, les quantités de cations et de phosphore échangeable peuvent fortement
varier et pourrait ouvrir des pistes sur la grande gamme de temps de séjour du
glyphosate et de I’AMPA dans les sols, observés dans la littérature scientifique. Une
approche a grande échelle dans la plaine du Saint-Laurent a été utilisée dans le chapitre
3 de cette thése afin de s’intéresser a ’effet de la variabilité naturelle et agronomique

des champs sur la persistance des HBG dans les sols cultivés.
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L article sera soumis dans sa version en anglais dans la revue Pest Management

Science. Une version de l’article en anglais est accessible en annexe 2 de cette these.

CHAPITRE 111
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Résumé

L’utilisation des herbicides a base de glyphosate (HBG), moyen de lutte contre les
mauvaises herbes le plus utilisé dans les grandes cultures de par le monde, s’est
accompagné d’une présence de plus en plus importante des sols agricoles au glyphosate
et de son principal produit de dégradation, I’AMPA, suscitant des inquiétudes sur la
persistance et I’accumulation de ces composés dans les systemes de culture. Les teneurs
en glyphosate et en AMPA ont été mesurées dans 45 sols agricoles de la plaine agricole
du Saint-Laurent (Québec) récoltés en 2014 au printemps et a la récolte dans les
différents systémes de cultures de soya avec ou sans application d’HBG. En paralléle,
I’historique des cultures et les conditions pédologiques ont été compilées pour chaque
site. Ainsi 91 % des sites présentaient des teneurs détectables d’au moins un des deux
composés, avec des teneurs maximales de 0,47 et 1,16 mg kg*pour le glyphosate et
I’AMPA respectivement. Certains champs non traités aux HBG en 2014 présentaient
des teneurs détectables en AMPA, montrant le potentiel de persistance du produit de
dégradation de I’herbicide. Les deux composés ont également été détectés dans les sols
de champs de soya sous régie biologique, soulignant la problématique soit de
persistance, soit de dérive dans les zones agricoles. Les teneurs en glyphosate étaient
plus élevées dans les sols argileux riches en certains cations échangeables tels que le
K* et le Ca?*, favorisant la constitution de la réserve des sols en ce composé par la voie
de la complexation. L’AMPA ne semblait pas dépendre de la texture du sol, montrant
la possibilité que le glyphosate et I’AMPA aient majoritairement des sites d’adsorption
différents, ce qui limite la compétition entre les deux composés. Ces résultats
permettent de mieux cerner I’ampleur de la persistance du glyphosate et de I’ AMPA
dans les champs agricoles et aideront les acteurs du secteur agricole a comprendre la
dynamique des HBG dans les grandes cultures.

Mots clés: herbicide, teneurs, soya, sol, pratiques, mode d’application, contamination,

texture
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3.1 Introduction

Les herbicides a base de glyphosate (HBG) ont connu un taux d’adoption rapide
par les producteurs de grandes cultures depuis I’introduction du soya tolérant au
glyphosate (GR) en 1996 (Duke, 2015), du fait de leur faible codt de production et de
leur efficacité dans la lutte contre les mauvaises herbes (Duke et al., 2018). Selon le
marché ciblé pour la vente des grains de soya, certains exploitants agricoles peuvent
avoir les deux types de cultures GR et non GR sur une méme exploitation
(Hategekimara, 2002). Dans les cultures non GR, les HBG sont utilisés couramment
en pré-semis, pour palier a la croissance du nombre de plantes qui ont développé une
résistance au glyphosate (Heap et Duke, 2018). Cela a pour conséquence une
augmentation de la dose et du nombre d’applications des HBG dans les sols agricoles
(Brenboook et al., 2016). Bien que le glyphosate soit connu pour étre assez rapidement
dégradé dans les sols (Hove-Jensen et al., 2014) ou encore immobilisé par adsorption
(Borggaard et Gimsing, 2008; chapitre 1 de cette these), les HBG suscitent de
nombreuses interrogations quant a leur impact sur la santé et les fonctions des sols
agricoles traités a répétition (Simonsen et al., 2008; Siridov et al., 2015; Travaglia et
al., 2015). Dans la littérature, les temps de demi-vie rapportés pour le glyphosate sont
assez faibles pour I’ensemble des sols variant de quelques jours a quelques semaines
(Cheah et al., 1998; Mamy et al., 2005; Simonsen et al., 2008; Al-Rajab et al., 2010;
Yang et al., 2015), alors que son principal produit de dégradation, I’acide
aminométhylphosphonique (AMPA) était persistant jusqu’a six fois plus longtemps
(Simonsen et al., 2008; Shushkova et al., 2009; Bergstrém et al., 2011; Singh et Singh,
2016). D’autres études ont aussi détecté des teneurs en glyphosate et en AMPA dans
les sols plus d’une année apres la derniere application d’HBG (Eberbach, 1998;

Scribner et al., 2007; Laitinen et al., 2008; Bergstrom et al., 2011; chapitre 1 de cette
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these), mettant en lumiere la persistance de ces composés dans les sols agricoles
(Primost et al., 2017). Cette persistance du glyphosate et de I’AMPA dans les sols a été
observée au chapitre 1 méme si ces composeés peuvent étre remobilisés selon certaines
conditions, notamment lors d’apports importants de phosphore. Cela semble étre lié au
type de sol et a sa composition (Bergstrom et al., 2011), notamment en argile, oxydes
et matieres organiques favorisant I’immobilisation du glyphosate et de I’AMPA dans
les sols (Borggaard et Gimsing, 2008; Al-Rajab et al., 2008; Albers et al., 2009;
Gjettermann et al., 2011; Rampazzo et al., 2013). La présence de cations disponibles
semble aussi favoriser la persistance du glyphosate et de I’AMPA dans les sols par la
formation de complexes tel qu’observé au chapitre 2, et qui peuvent se fixer sur les

surfaces minérales (Glass et al., 1987; Eker et al., 2006).

La plupart des études montrant une persistance de glyphosate et d’AMPA dans
les sols agricoles suite aux applications d’HBG ont été menées en Amérique du sud
(Aparicio et al., 2013; Primost et al., 2017) et plus récemment en Europe (Silva et al.,
2018; Karanasios et al., 2018). En Amérique du Nord, les principales études sur le sujet
datent de quelques années et ont été réalisées dans des sols non agricoles (Roy et al.,
1989; Feng et al., 1990). Cependant la contamination des différentes matrices
environnementales et la dispersion du glyphosate et de I’AMPA dans les eaux de
surface sont bien réelles (Scribner et al., 2007; Glozier et al., 2012; Battaglin et al.,
2014; Giroux et al., 2015; Giroux et al., 2019), soulignant le besoin de mieux
comprendre les facteurs de persistance et de diffusion du glyphosate et de I’AMPA

apres application d’HBG dans les champs.

Cette étude a pour objectif d’établir un portrait de la distribution des teneurs en

glyphosate et en AMPA de sols de surface dans les différents systemes de cultures de
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soya utilisés au Québec (Canada) et sur I’évaluation des facteurs de persistance de ces
composés dans les sols. Les effets des pratiques agricoles, de la classe texturale et de
la composition des sols en cations échangeable sur la persistance du glyphosate et de

I’AMPA dans les sols ont également été déterminés.

3.2  Matériel et méthodes

3.2.1 Zone d’étude et échantillons de sol

Les échantillons de sol ont été prélevés en 2014 dans 45 sites cultivés sous
culture de soya dans la zone géographique de la plaine agricole du Saint-Laurent
(Québec, Canada), une premiere fois en mai et une seconde fois en octobre. Les sites

ont été sélectionnés selon les facteurs décrits ci-dessous.

Le premier facteur circonscrivait les sites a cing régions géographiques de la
plaine agricole: Montérégie (1), Lanaudiére (2), Mauricie (3), Centre-du-Québec (4),
et Estrie (5) (Figure 3.1). Le second facteur était basé sur les systémes de production,
selon les trois régies de culture retrouvées dans ces régions, a savoir i) les variétés
tolérantes au glyphosate (GR) avec une ou plusieurs applications de HBG (n = 21), ii)
les variétés a identité protégée (IP) non GR, avec ou sans application d’HBG (n = 16)

et iii) les variétés biologiques (BIO) sans application de HBG (n = 8).
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Figure 3.1. Emplacement des sites d’étude dans la plaine agricole du Saint-Laurent
lors de la campagne d’échantillonnage en 2014 avant le semis et en octobre 2014, au
moment de la récolte. Trois régies de culture ont été considérées : GR (Génétiquement
Résistantes aux HBG); IP (variété a identité protégée non résistantes aux HBG) et BIO

(biologiques sans application de HBG).

Les données sur les pratiques agricoles ont été récoltées aupres des agriculteurs

suite a I’administration d’un court questionnaire écrit (Annexe 1). Cela nous a permis

d’identifier les pratiques liées au travail du sol et le nombre d'applications de HBG pour

chaque site, regroupées dans le tableau 3.1. Dans la présente étude, les doses appliquées

n’ont pas été déterminées.
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Tableau 3.1. Pratiques de désherbage et de préparation du sol sur les sites échantillonnés au
cours du mois de mai 2014- Le nombre d'applications n'a pas pu étre déterminé dans 7 sites.

Nombre d'applications de HBG Travail du sol
Labour (L) Semis direct (SD)
0 11 1
1 8 11
2 1 6

Le troisieme et dernier facteur de sélection des sites se rapportait a la texture de
surface des sols agricoles, déterminée dans les études pédologiques détaillées du
Gouvernement du Canada et regroupée selon trois grandes classes dans la base de
données Info-sols.ca (©Gouvernement du Québec), selon le systeme de classification
des sols canadiens (SCWG, 1998), a savoir les sols argileux, sableux et limoneux
(Tableau 3.2).

Chagque site a été échantillonné deux fois, avec une premiére campagne en mai
2014 avant les semis de soya et une seconde en octobre 2014, juste avant la récolte des
grains. Sur chaque site, trois carottes de sols ont été préelevées a 100 métres de distance
les unes des autres afin de former un triangle, dont le centre correspondait au milieu du
champ. La superficie des champs échantillonnés différait pour chaque agriculteur. Les
coordonnées GPS ont été notées pour chaque point de prélevement lors de la premiere
campagne afin d’échantillonner au méme endroit lors la seconde campagne. Trois
réplicats différents de sol par champ ont été échantillonnés dans 1’horizon 0 - 20 cm de
profondeur. Une fois récoltés, chaque échantillon a été homogénéisé et conservés a -

20 °C jusqu’a leur analyse.
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Tableau 3.2. Nombre de sites par classe texturale des sols échantillonnés dans les cing
régions de I'étude
Type de sol* Texture % de poids sec*  Région d’étude®
Sable Limon Argile 1 2 3 4 5

Sols argileux

Argile (TA) 0-40 0-40 45-100 8 3 - - -
Argile limoneuse (TALI) 0-20 40-60 40-60 3 - - - -
Argile sableuse (TAS) 45-65 0-20 35-5s - 1 1 - -
Sols loameux

Loam argileux (TLA) 20-45 15-52 2740 2 1 - 1 -
Loam limono-argileux (TLLIA) 0-20 40-73 2740 1 1 - - -
Loam (TL) 23-42 28-50  7-27 6 4 2 1 2
Loam sableux tres fin (TLSTF) 0-20 88-100 0-12 r - - - -
Sols sableux

Loam sableux (TLS) 50-70 0-50 0-20 4 - - 2 -
Sable (TS) 86-100 0-14 0-10 1 - - 1 -

2 selon le systéme canadien de classification des sols (SCWG, 1998)
b selon Info-sol.ca (©Gouvernement du Québec)

3.2.2  Analyse des teneurs en glyphosate et en AMPA

Les échantillons de sol ont été lyophilisés, broyés et tamises a deux millimeétres
de diametre, aprés avoir enlevé les plus gros débris. Cing grammes de sol ont été pesés
directement dans les tubes Falcon de 50 ml. Le glyphosate et I’AMPA ont été extraits
selon la méthode Alferness et al. (1994) qui est une extraction basique forte permettant
de récupérer le glyphosate et AMPA total du sol. Ainsi contrairement a 1’extraction a
I’eau utilisée dans les chapitres 1 et 2 de cette these qui récupérait la fraction facilement
disponible, cette extraction récupére également les fractions du glyphosate et de
I’ AMPA qui sont fortement adsorbées dans les sols. La méthode utilise une solution de
34,5 mlI NH4OH 28-30 % et 13,6 g KH2PO4, complétée a un litre avec de 1’eau nanopure.
Certaines améliorations ont été apportées a la procédure. Ainsi, 20 ml de la solution

Alferness ont été€ ajoutés au sol avec 20 ml d’eau nanopure avant que celle-ci ne soit
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agitée au vortex pendant 30 secondes puis agitée 30 minutes & 200 rpm sur une roue
rotative. Les echantillons ont ensuite été centrifugés a 3500 rpm pendant 20 min. Cing
millilitres de la solution obtenue ont été filtrés a 0,2 um et conservés dans un tube de
deux millilitres. 40 pl de surnageant ont éte transférés dans une fiole a injection de 1,5
ml et évapores a sec sous un flux de N2. Par la suite, les échantillons ont été dérivatisés
avec 500 pl de trifluoroethanol (TFE) et un millilitre d’anhydride trifluoroacétique
(TFAA), vortexés puis chauffés a 100 °C pendant une heure. Apres refroidissement a
température ambiante, les échantillons ont été évaporés a sec sous un courant d'azote.
Juste avant I’injection, les échantillons et les standards ont été dissous dans un millilitre
d’acétate d’isopropyle. La méthode d’injection a été préalablement décrite au chapitre
1 de la thése.

La limite de détection (LD) obtenue pour les extractions avec la solution
Alferness était de 0,02 mg kg™ pour le glyphosate et de 0,03 mg kg™ pour ’AMPA. La
limite de quantification (LQ) était de 0,05 mg kg™ pour le glyphosate et de 0,09 mg kg
! pour ’AMPA.

3.2.3 Analyses chimiques du sol

Les échantillons de sol ont été séchés a I'air dans une étuve a 55 °C et tamisés a deux
millimétres de diameétre avant analyse. Les cations échangeables (potassium, fer,
manganeése, magnésium, calcium, cuivre et zinc), les ions aluminiums échangeables et
le phosphore échangeable ont été extraits a lI'aide de la méthode de Mehlich 111 (CEAEQ,
2010), avec un rapport sol : solution de 1:10. Les cations ont été analysés par
spectrophotométrie d'absorption atomique (ARL 906AA, GBC Scientific Equipment,
Melbourne, Australie). Le phosphore a été mesuré par spectrométrie UV-visible a la

longueur d’onde A 875 nm, selon la méthode d’Harwood et al., 1969 et adaptée par
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Lucotte et d’Anglejan, 1985. Pour cela, 10 ml de solution a doser ont été ajoutés avec
10 ml réactif d’Harwood, puis complété a 50 ml avec de 1’eau milli-Q. Le mélange a
été agité vigoureusement et laissé reposer 30 minutes, avant analyse dans les 90
minutes qui suivent. Le réactif d’Harwood a été préparé de la maniére suivante : dans
un ballon de 500 ml, 250 ml d’acide sulfurique 4N ont été ajouté avec 75 ml de
molybdate d’ammonium, 25 ml de tartrate de potassium antimoine et 100 ml d’acide

ascorbique 10 % (p/v), puis complété avec de I’eau milli-Q.

3.2.4 Traitement des données et analyses statistiques

Les teneurs en glyphosate et AMPA qui se situaient en dessous de la LD ont été
remplacées par la valeur de LD divisée par deux, soit 0,01 mg kg™ pour le glyphosate
et 0,02 mg kg pour I’AMPA. Les échantillons ont été comparés a 1’aide d’un test de
rang pour échantillons appariés de Wilcoxon, utilisé pour comparer les teneurs en
glyphosate et AMPA des échantillons de sol prélevés au moment du semis (mai 2014)
et ceux préleveés a la récolte (octobre 2014), avec un seuil de signification fixé a 0,05.
Pour les autres parametres étudiés, a savoir la régie de culture, le nombre d’applications
de HBG, le travail du sol et la texture du sol, une analyse de variance a un facteur non
paramétrique a été utilisée pour comparer les teneurs en glyphosate et AMPA, avec un
test des rangs de Kruskal-Wallis, avec un seuil de signification fixé a 0,05. La
distribution des teneurs a été représentée par des boites a moustaches et les fréquences
de mesure par des histogrammes. Pour la comparaison des différentes textures de sol,
seuls les sols de type TA, TL et TLS ont été analysés, car les autres classes ne
possédaient pas un nombre d’analyse (n) assez grand pour assurer une bonne

représentativité.

97



Les teneurs en glyphosate et AMPA et la présence de cations disponibles dans
les sols pour la campagne en octobre 2014 (récolte) ont été associés a 1’aide d’une
analyse multivariée, soit une analyse en composantes principales (ACP), apres avoir
centré et réduit les données. Cing axes ont été choisis, obtenant une inertie de 80,5 %.
Les données ont ét¢ interprétées avec I’utilisation de la texture des sols comme variable
supplémentaire dans 1’analyse et I’utilisation de la matrice de corrélation et du tableau
des cosinus carrés des variables. Tous les tests ont éte realises avec le logiciel JMP Pro
14 de SAS Institute (Cary, NC, USA).

3.3 Résultats

3.3.1 Répartition des teneurs en glyphosate et en AMPA

Le glyphosate et I’AMPA ont été mesurés dans les trois types de cultures (GR,
IP et BIO) avec des teneurs allant jusqu’a 0,47 mg kg™ pour le glyphosate et 1,16 mg
kg! pour ’AMPA (Tableau 3.3). 91 % des échantillons contenaient un des deux
composés et 39 % contenaient du glyphosate et de ’AMPA simultanément. L’AMPA
a été le plus fréquemment détecté dans les sols, soit dans 76 % des échantillons. Les
cultures BIO non traitées aux HBG ont présenté des teneurs détectables de glyphosate
et/ou d’AMPA dans la moitié des sites avec des valeurs maximales atteignant 0,15 mg
kg™ pour le glyphosate et 0,24 mg kg™ pour ’AMPA. Les teneurs mesurées pour les
cultures BIO y étaient tout de méme significativement moins élevées que dans les
cultures GR et IP (Tableau 3.3).
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Tableau 3.3. Teneurs totales en glyphosate et AMPA dans les sols agricoles de
I’ensemble de I’étude

Culture n  Glyphosate mg kg AMPA mg kg*
% de % de
Moyenne min max déte Moyenne Min max déte
ction ction
GR 42 0,07+0,10 0,01 0,47 45 0,30+0,23 0,02 1,09 82
IP 32 0,06+0,09 0,01 045 34 0,26+0,27 0,02 1,16 78

BIO 16 0,04+0,05 0,01 0,15 44 0,06+0,08 0,02 0,24 31

Dans les cultures GR, 90 % des sites contenaient soit du glyphosate, soit de
I’AMPA, soit les deux (n = 21). Pour les cultures IP, le glyphosate et I’AMPA ont été
détectés dans tous les sites exceptés deux, soit 88 % (n = 16). A 1’opposé, pour les
cultures BIO seul un site contenait les deux composés simultanément (n = 8). Aucune
différence significative n’a été observée entre le printemps avant les semis et cing mois
plus tard au moment de la récolte quel que soit la régie de culture du soya (p>0,05, test
de Wilcoxon sur échantillons appariés) (Figure 3.2 : L.avs 1.b et 2.1 vs 2.b).
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Figure 3.2. Distribution des concentrations de glyphosate 1) et d’AMPA 2) selon le
type de culture dans les sols agricoles sous culture de soya au printemps 2014 avant le
semis (a) et en octobre 2014, au moment de la récolte (b).

Pour GR, n=21 ; IP n=16 et BIO n=8. Les boftes a moustaches représentent la médiane, et les quantiles
25 et 75%.
° représentent les données potentiellement aberrantes. Les différences significatives ont été testées a
’aide du test non paramétrique de Kruskal-Wallis, avec un seuil significatif fixé & 0.05 et annotés sur le
graphique par des lettres A, B, C correspondant aux différents groupes significatifs. Lorsque qu’il n’y a
pas de lettre, cela signifie qu’aucune différence significative n’a été observée entre les trois groupes.
Par contre, au sein d’une méme campagne, des différences ont été¢ observées
entre les differentes régies de soya pour les teneurs totales en AMPA dans les sols
(Figure 3.2.2). Au printemps avant le semis, le BIO était significativement différent
(Figure 3.2.1.a), avec des teneurs bien inférieures aux deux autres types de culture IP
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et GR. Les cultures GR et IP ne présentaient pas de différences de teneurs. Par contre,
au moment de la récolte, toutes les cultures étaient différentes entre elles (Figure
3.2.1.b). Aucune différence n’a été observée pour le glyphosate aussi bien au printemps

qu’a I’automne entre les différents types de culture.

3.3.2 Effet du nombre d’applications et du travail du sol

Les teneurs en glyphosate n’ont pas différé significativement a 1’automne entre les sites
avec application et ceux sans application en 2014 (Figure 3.3.1). Cependant pour
I’AMPA, une différence significative a été observée pour les teneurs entre les sites
ayant recu une ou deux applications de HBG par rapport a ceux qui n'en n‘ont pas eu
(0 vs 1 application p=0,002 ; 0 vs 2 applications p=0,003 - test de Kruskal-Wallis). Le
nombre d'application (1 ou 2 applications) n'a pas impacteé significativement les teneurs
totales en AMPA dans les sols (p>0,05). Le glyphosate a été plus fréquemment détecté
dans les sols pour les sites ayant recu 2 applications par rapport a 0 ou 1 application
(Figure 3.3.2). Pour I'AMPA, la fréquence de détection du composé a augmenté avec

le nombre d'applications.

Les valeurs moyennes des teneurs en glyphosate ou en AMPA dans les sols
n’ont pas montré de différences significatives (p>0,05 avec le test de Wilcoxon) entre

les régies de culture en semis direct et avec labour.
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Figure 3.3. Histogrammes des teneurs en glyphosate et AMPA 1) et de leur
fréquence de détection dans les sols 2) au moment de la récolte, selon le nombre
d’applications. Les lettres A, B, C représentent les différents groupes significatifs.

Les différences significatives ont été annotées sur le graphique par des lettres A et B correspondant aux
différents groupes significatifs. Lorsque qu’il n’y a pas de lettre, cela signifie qu’aucune différence
significative n’a été observée entre les trois groupes.

3.3.3 Effet de la texture de surface du sol

Dans la Figure 3.4, les teneurs en glyphosate étaient significativement plus
élevées dans les sols a texture argileuse (TA) que dans les sols loameux (TL) et les
loam sableux (TLS), aussi bien au printemps 2014 avant semis (Figure 3.4.1.a. TA vs
TL p=0,0018; TA vs TLS p=0,0003 — test de Kruskal-Wallis) qu'a la récolte 2014
(Figure 3.3.1.b. TA vs TL p=0,0049 ; TA vs TLS p=0,0026 — test de Kruskal-Wallis).
Dans les sols TA, le glyphosate a été détecté dans 100 % des sites comparativement a
33 % pour les sols TL et 17 % pour les sols TLS (Figure 3.4.3). Pour 'AMPA, aucune
différence des teneurs liée a un de ces types de sol na été démontrée. (Figure 3.4.2).
Cependant le composé a été plus fréguemment détecté dans les sols argileux TA (91
%) par rapport aux sols loameux TL (67 %) et sableux TLS (50 %) (Figure 3.4.3).
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Figure 3.4. Distribution des teneurs de glyphosate 1) et d’AMPA 2) selon la texture du
sol argileuse (TA), limoneuse (TL) ou limono-sableuse (TLS) au printemps 2014 avant

le semis (a) et en octobre 2014, au moment de la récolte (b).

Les fréquences de détection des deux composés ont été représentées par des histogrammes en barre en
3) avant le semis (a) et au moment de la récolte (b). Les boite @ moustaches représentent la médiane, et
les quantiles 25 et 75%. Les différences significatives ont été testées a I’aide du test non paramétrique
de Kruskal-Wallis, avec un seuil significatif fixé & 0.05 et annotés sur le graphique par des lettres A, B,
C correspondant aux différents groupes significatifs. Lorsque qu’il n’y a pas de lettre, cela signifie

qu’aucune différence significative n’a été observée entre les trois groupes.
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L’ACP utilisée pour voir le lien entre la présence de glyphosate et d AMPA
dans les sols et leur teneur en éléments minéraux échangeables du sol, s’est basée sur
22 échantillons et 10 variables présentées dans le tableau 3.5. De plus, les types de sol
pour lesquels le nombre d’échantillons était insuffisant n’ont pas non plus été comptés

dans cette analyse afin de ne pas biaiser les résultats.

Tableau 3.4. Contribution partielle des variables en % représentant la composition des
sols issues de I’ACP.

Variables Axel Axe2 Axe 3 Axe 4 Axe 5
Contribution 23.8 18.7 15.28 12.3 10.31
Glyphosate 19,5*% 0,7 12.9 0,1 0,1
AMPA 7,9 13,9* 13.7 4.8 0,4
K" échangeable 183* 4.8 8.5 17,9 0,1
Cu?" échangeable 1,1 22,6* 11.1 8,0 10,5
Mn** échangeable 1,7 7,9 12.0 24,7 22,6
Fe?3* échangeable 15,2*% 0,8 20.6 0,4 5,4
Mg?*" échangeable 22,0% 8,4 0.08 0,01 0,9
Al** échangeable 0,02 20,1* 1.2 17,5 27,7
Ca?' échangeable 14,0 2.9 10.4 11,8 8,3

P échangeable 0,2 17,8* 9.5 14,9 23,9

* variables influentes dans 1’axe étudié a partir des résultats des cosinus carré des variables

Les facteurs expliquant le plus la composante 1 de I'ACP sont dans I'ordre le
magnésium, le glyphosate, le potassium, le fer et le calcium (Tableau 3.5). L'axe 1
explique en grande partie la teneur en ces éléments dans les sols argileux et sableux
(cosinus carré des variables de 0,83 pour les sols sableux et de 0,62 pour les sols
argileux) (Figure 3.5). La composante 2 est expliquée par le cuivre, I'aluminium, le
phosphore et dans une moindre mesure 'AMPA. Cet axe explique la teneur en ces

éléments pour les sols loameux (cosinus carré de 0,46) (Figure 3.5).
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Figure 3.5. Représentation graphique de I’ ACP basée selon les composantes 1 et 2, en

intégrant la variable supplémentaire des trois grandes classes texturales (argileuses,
loameuses et sableuses), et en fonction des trois régies de soya (BIO, IP et GR).
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3.4 Discussion

3.4.1 Persistance et accumulation du glyphosate et de I’AMPA

Les résultats de notre étude ont montré une quasi-omniprésence du glyphosate et de
I'’AMPA dans les sols de grandes cultures de la plaine du Saint-Laurent avec 91 % des
échantillons de sol qui contenaient au moins un des deux composés. L'AMPA a été la
forme la plus retrouvée, mesurable dans 76 % des échantillons de I'étude. L’occurrence
de ces composés est supérieure a la plupart des études effectuées avec des sols agricoles
mais pas uniquement dans les grandes cultures, avec 62.5 % observée par Aparicio et
al. (2013) en Argentine, entre 50 et 66 % par Scribner et al. (2007) en Amérique du
Nord et 45 % dans une grande variété de cultures en Europe de 1’Ouest par Silva et al.
(2018). La présence plus élevee du glyphosate et de I'AMPA dans notre étude montre
que les grandes cultures de soya en rotation avec le mais favorisent la persistance des
deux composés méme lorsqu'il n'y a pas eu d'application I'année de I'échantillonnage,
contrairement a d'autres types de culture. L’étude de Primost et al. (2017) a rapporté
au moins un des deux composés dans tous les échantillons de sols issus de champs
traités aux HBG de 17 fermes agricoles en Argentine. Ces auteurs justifient cette
occurrence €elevée par le fait que les échantillons ont été prélevés directement dans les
champs traités aux HBG, contrairement a la plupart des analyses qui ont été réalisées
dans différents compartiments a I'échelle des bassins versants et donc pas forcéement
dans des champs traités systématiquement aux HBG. En ce qui concerne les teneurs
mesurées dans les sols, les valeurs de notre étude se situaient dans le méme ordre de
grandeur que celles des autres régions du monde pour les grandes cultures pour le
glyphosate, mais étaient plus élevées pour I'AMPA (Battaglin et al., 2014; Gunarathna
etal., 2018; Silva et al., 2018), sauf en ce qui concerne les études menées en Argentine
ou les teneurs étaient largement supérieures pour les deux composés (Primost et al.,
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2017). Les conditions hivernales froides du Québec pourraient étre un des facteurs
expliquant ces différences, avec un taux de dégradation du glyphosate plus bas a basses
températures (Helander et al., 2012). Les deux composés ont déja été mesurés pendant
plusieurs années apres application dans des zones avec climats froids (Kjaer et al., 2005;
Simonsen et al., 2008; Bento et al., 2016), ou le temps de demi-vie du glyphosate
pouvait aller jusqu’a plus de 460 jours (Borggaard et Gimsing, 2008). Laitinen et al.
(2009) ont mesuré 19 % de glyphosate et 48 % d’AMPA de la quantité appliquée 20
mois apres application en Finlande. Le fait que les deux composes aient été mesurés
aussi bien dans les champs traités en 2014 que ceux non traités cette année quelle que
soit la région agricole de la plaine du Saint-Laurent montrent que cette persistance peut
conduire a une accumulation progressive du glyphosate et de 'AMPA dans les sols.
D’autres études ont démontré que le glyphosate pouvait s’accumuler dans les sols
(Simonsen et al., 2008; Banks et al., 2014; Sviridov et al., 2015; Travaglia et al., 2015;
Cassigneul et al., 2016; Okada et al., 2016; Sidoli et al., 2016). Cela confirmerait
également les observations de Primost et al. (2017) qui ont estimé une augmentation
d’un milligramme de glyphosate par kilogramme de sol au bout de cing applications,
avec un taux d’application plus ¢élevé que le taux de dissipation, favorisant une
accumulation non linéaire des composés issus des HBG dans les sols. En effet, Andrea
et al. (2003) ont suggéré que le taux de minéralisation dépendait de I'historique de
culture, diminuait avec le nombre d’applications. Les teneurs en glyphosate et AMPA
sont largement supérieures dans les sols de I'Argentine par rapport a celles de notre
étude au Queébec, soit deux fois plus élevées dans 1I’étude de Aparicio et al. (2013) et
jusqu’a cinq fois plus élevées pour le glyphosate dans 1’étude de Primost et al. (2017).
Cela souligne I'importance de I'historique des cultures mais aussi des conditions
climatiques dans la persistance et I'accumulation du glyphosate et de I’AMPA. En

Argentine, les sols recoivent en moyenne 3,3 applications par année sur des sols
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majoritairement limoneux et argileux (Primost et al., 2017) a des doses allant de 0,5 a
3,3 kg hatet ce malgré un climat plus chaud que celui du Québec qui devrait favoriser
la dégradation des composés. Dans notre étude les cultures tolérantes au glyphosate
sont traitées une a deux fois par année a des doses recommandées par les
manufacturiers, soit inférieures a 0,90 kg ha. Mais comme le soulignent ces auteurs,
I'accumulation ne semble pas linéaire a la fréquence d'application, confirmée par les
résultats de notre étude car i) aucune différence au niveau des teneurs ou de I'occurrence
globale n'a été observée entre I'échantillonnage de printemps et celui de lI'automne pour
les deux composés, ii) le nombre d'application sur le site ne semble pas avoir impacté
les teneurs ou la fréquence de détection du glyphosate dans les sols, et iii) I’intervalle
des teneurs était le méme dans les cultures tolérantes aux HBG et les non tolérantes IP
plantées en 2014. Ainsi, d'autres facteurs semblent avoir un effet sur la persistance des
deux composés dans les sols. Le fait que les teneurs et I'occurrence de I'AMPA soient
significativement différentes selon le nombre d'application en 2014, pourraient venir
du fait que sur les sites avec plus d'application en 2014 ont un historique d'application
d’HBG plus élevé que d'autres sites, résultant en une plus grande persistance de
I'’AMPA. Mais ayant eu une majorité de sites avec une seule application par année et
n‘ayant pas pu obtenir I'historique d'application pour tous les sites, cette hypothése n'a

pas pu étre confirmée dans notre étude.

Les différentes pratiques liées au travail du sol ne semblent pas non plus avoir constitué
un facteur majeur dans la persistance du glyphosate et de ' AMPA dans les sols de notre
étude car aucune différence n'a été observée entre les sites ayant été labourés et ceux
cultivés avec un travail minimal du sol en semis direct, confirmant les observations
d'un certain nombre d'études (Formsgaard et al., 2003; Rampazzo et al., 2013; Okada

et al., 2016). Soracco et al. (2018) ont aussi mis de 1’avant une accumulation du
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glyphosate et de I’AMPA dans les deux pratiques culturales avec et sans travail du sol.
Cependant ils ont observé plus de variation des teneurs en glyphosate et AMPA au
cours de la période culturale dans des sols travaillés. Peruzzo et al. (2008) ont observeé
quant a eux une augmentation des teneurs en glyphosate et en AMPA dans des sols non
travaillés apres application d’HBG, confirmé par Cassigneul et al. (2016), ce qu’ils ont
expliqué par le fait que le labour aurait pu augmenter le lessivage des deux composes
hors des sols (Gjettermann et al., 2000). La taille et la connectivité des pores du sol
pourraient étre affectés et augmenter le transport des solutés (Lipiec et al., 2006; Okada
et al., 2016). Mais les effets du travail du sol sont difficiles a évaluer en conditions
réelles car les pratiques culturales dépendent d'autres facteurs tels que le mode
d'application de I'herbicide, I'historique des cultures du site et le type de sol. Ainsi dans
la plaine agricole du Saint-Laurent, la majeure partie des cultures tolérantes aux HBG
étaient combinées a la pratique du semis direct dans une optique de conservation de la
qualité des sols sur le long terme. Lorsque le labour traditionnel était utilisé c'était

majoritairement lié a des contraintes de structure et texture du sol.

3.4.2 Latexture des sols comme facteur clé de la dynamique des HBG

Les résultats de notre étude ont mis de 'avant que I’AMPA a une persistance supérieure
au glyphosate dans les sols agricoles sous culture de soya et mais. La présence de
I’AMPA ne semblait pas dépendre du type de sol, et ce méme sur les sites n’ayant pas
recu d’application I’année de 1’échantillonnage. Du fait de sa configuration chimique
et de son fort pouvoir d’adsorption, ' AMPA semble étre moins sensible aux variables
pédologiques et culturales, ce qui limiterait sa dégradation dans les sols et pourrait
expliquer son occurrence et ses teneurs globalement supérieures au glyphosate. La voie
majoritaire d’adsorption de I’AMPA serait par échange de ligands sur les minéraux a

charge variable, ce qui entrainerait la formation de liens forts entre ’AMPA et les
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particules du sol, ce qui semble confirmé par un certain nombre d’études (Borggaard
et Gimsing, 2008; De Jonge et al., 2001; Dideriksen et Stipp, 2003; Mamy et Barriuso,
2005; Morillo et al, 1997). Cela a été observé dans notre étude par la détection quasi-
permanente d’AMPA dans les sols et ce méme au moment de la récolte, soit plusieurs
mois aprés la derniere application de HBG (Tableau 3.3). Ce mécanisme intervient au
niveau des protons des couches de silicates faiblement chargés ou sur les oxydes de fer
et d’aluminium, eux-mémes attachés aux feuillets d’argile. Etant donné le fort pouvoir
d’adsorption de 'AMPA sur les oxydes d’aluminium (Rampazzo et al., 2013 ; Sidoli
et al., 2016), cela expliquerait que la capacité du sol a retenir ’AMPA dépendrait
majoritairement des teneurs en oxydes et des charges variables du sol plutét que la

texture du sol.

La présence moins marquée de glyphosate dans certains types de sols, notamment les
sols de texture plus sableuse pourrait étre expliquée par leur capacité plus faible a
retenir le glyphosate, ce qui rend le composé plus disponible pour la dégradation, mais
aussi plus enclin au lessivage. Ainsi cela pourrait expliquer la présence de glyphosate
dans les sols jamais soumis a des applications de HBG, d’ou le glyphosate et I’AMPA
mesuré proviendrait de sites alentours qui eux ont des de traitements de HBG. L’AMPA
et le glyphosate posséderaient une majeure partie de sites de fixation différents, mis de
I’avant par Sidoli et al. (2016). Nos résultats peuvent laisser entrevoir que le glyphosate
pourrait avoir une autre voie importante d’adsorption dans les sols, ce qui limiterait de
ce fait la compétition entre les deux composés et aussi pourrait expliquer en partie cette
différence de rétention dans les sols. Le glyphosate avait une présence bien plus
marquée dans les sols a texture argileuse, observations appuyées par un grand nombre
d’études (Gimsing et Borggaard, 2002 ; Sheals et al., 2002 ; Barja et al., 2005; Baez et
al., 2015; Paradelo et al., 2015; Gros et al., 2017; Gunarathna et al., 2018). La présence
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d’argile dans les sols favoriserait la constitution d’un stock persistant de glyphosate et
ralentirait sa dégradation (Okada et al., 2016; Sidoli et al., 2016; Maqueda et al., 2017).
Ces observations vont dans le sens de celles de Bergstrom et al., (2011) qui ont mesuré
une persistance du glyphosate 6,5 fois supérieure pour les sols argileux par rapport aux
sols sableux. Okada et al. (2016) ont mis en évidence que la forte capacité d’adsorption
du glyphosate était influencée par la teneur en argile et la capacité d’échange cationique
du sol (CEC). La CEC représente le stock de cations échangeables du sol qui peuvent
se fixer sur la matiere organique et les argiles, favorisant la complexation des cations
et du glyphosate (Glass et al., 1987; Dollinger et al., 2015). Dans notre étude, I'analyse
multivariée a fait ressortir que les éléments qui semblent le plus expliquer la persistance
du glyphosate étaient la composition en magnésium, le potassium, le calcium et le fer
échangeables aussi bien dans les sols sableux que argileux. Cela peut étre expliqué par
le fait que des quantités importantes de calcium, magnésium et potassium se situent a
la surface des argiles et jouent un role au niveau des charges variables a 1’origine des
mécanismes d’adsorption du glyphosate et de I’AMPA dans les sols. Ces observations
sont appuyées par 1’étude de Dejonge et Dejonge (1999) et Okada et al. (2016).
Certaines études ont déterminé en laboratoire que le glyphosate et les cations formaient
des complexes non solubles sur le long terme (Glass et al., 1987 ; Eker et al., 2006;
Tsui et Chu, 2018; Caetano et al, 2012), soit directement a la surface des argiles, soit
au niveau de la matiére organique souvent elle-méme liée a des particules d’argile
(Borggaard et Gimsing, 2008; De Jonge et al., 2001; De jonge et De jonge., 1999;
Mamy et Barriuso et al., 2005; McConnell et Hossnier, 1985; VVereecken, 2005). Dans
le chapitre 2 de cette these, les résultats ont mis en évidence que la formation de
complexes entre le glyphosate et les cations favorisait la solubilisation de certains de
ces eléments et pourrait augmenter la disponibilité du glyphosate dans le sol. Cela met

en lumiere le r6le crucial que jouent certains cations dans la répartition entre les phases
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labile et non labile du glyphosate et de ’AMPA. D’autres études appuient ces
observations telles que Nguyen et al. (2018), pour qui la minéralisation variait de 7 a
71 % de la quantité appliquée initialement dans les 21 sols agricoles de textures
différentes. Le plus haut taux de minéralisation a été observé a quatre jours, les facteurs
clés de cette minéralisation étant le calcium et le magnésium échangeables. Cela peut
aussi avoir des répercussions sur la fertilité du sol, puisque des carences ont déja été
observées dans les plantes en Ca?* et Mg?" suite & 1’application de glyphosate
(Cakmack et al., 2009) et la création de complexes glyphosate-cations non assimilables
par les plantes. Ce mécanisme d’adsorption du glyphosate par complexation a été
beaucoup moins étudié que par ligand, ce qui rend les résultats de notre étude
intéressants comme premiére base afin d’expliquer les différences de rétention
observées entre les sols en milieu agricole. De plus ce mécanisme de sorption semble
bien plus important pour le glyphosate que pour I’AMPA, pour lequel ’analyse

multivariée n’a pas fait ressortir de liens avec les cations disponibles.

Les résultats de notre étude ont également mis en évidence une présence quasi-
généralisée de glyphosate et d’AMPA dans la zone agricole de la plaine du Saint-
Laurent, méme dans des sols en régie biologique qui ne sont pas traités aux HBG. Cela
confirme les observations de Aparicio et al. (2013) et de Lupi et al. (2015) qui ont
mesuré les deux composés dans des sols témoins jamais exposés aux HBG. Pour que
les cultures soient certifiées biologiques, au moins trois années sans application
d’herbicides sont requises. Cette présence de traces de glyphosate et d’AMPA dans des
sols de cultures certifiées biologiques peut soulever des inquiétudes. La présence de
glyphosate et d’AMPA dans ces sols pourrait étre expliquée par deux mécanismes : i)
la persistance du glyphosate et de I’AMPA a trés long terme dans les sols, avant que

les cultures ne soient en régie biologique. Mais cette hypothese reste peu probable étant
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donné que seul deux échantillons avaient des teneurs plus élevées avant la période
culturale qu’a la récolte. ii) la proximité de ces champs avec des superficies cultivées
sous régies GR et/ou IP et une diffusion du glyphosate par le vent (Bento et al., 2017;
Farenhorst et al., 2015) ou par les eaux de surface (Zheng et al., 2018). En effet, le
glyphosate et I’AMPA ont été détectés dans des échantillons d’air collectés dans des
zones agricoles aux Etats-Unis provenant de la pulvérisation des HBG ou de 1’érosion
de particules de sol contaminées (Chang et al., 2011). Les quantités de glyphosate
observées dans la dérive par pulvérisation (6,9% de la quantité appliqué) ou par
ruissellement (3,9 %) étaient similaires (Lupi et al., 2019). En effet, comme vu dans le
chapitre 1 de cette thése, une part importante du glyphosate et de I’AMPA reste sous
forme lixiviable au printemps pendant les premieres semaines aprés application,
rapporté aussi par Carles et al. 2018; Imfeld et al., 2013 et Landry et al., 2015. De plus
une fraction du glyphosate et de I’AMPA qui persiste dans les sols peut aussi étre
lessivée, comme abordé dans le chapitre 1 de cette these et confirmé par Simonsen et
al. (2008) qui ont montré que des résidus de glyphosate et d’AMPA pouvaient encore
étre désorbés 27 mois apres application. Un long historique de culture et des
applications répétées pourrait aussi augmenter le lessivage des composés dans le sol
avec le nombre d’années d’application de HBG (Norgaard et al., 2014).

3.5 Conclusion

Une fraction résiduelle du glyphosate des HBG ainsi que de son principal produit de
dégradation, I'AMPA persistent dans les sols, ce qui peut soulever des inquiétudes pour
la durabilité du systeme cultural. En outre, les deux composés ont aussi été détectés
dans des sols sous régie biologique sans application récente de pesticides, montrant une

diffusion de ces composés a grande échelle dans les zones agricoles. La persistance
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semble plus importante dans les sols argileux avec une teneur plus importante en
cations échangeables tels que le potassium et le calcium, qui jouent un grand role dans
la fertilité des sols agricoles. La compétition et I'interaction des cations avec les autres
molécules organiques, les anions et les exsudats et I'influence que cela peut avoir sur
la persistance et la mobilité du glyphosate rendent essentiel la poursuite des études en
champ en partenariat avec les agriculteurs. Ces résultats permettent de mettre en
évidence I’importance de la présence de glyphosate et d’AMPA dans les sols de la
plaine agricole du Saint-Laurent. Le suivi des cations disponibles et du glyphosate et
de ’AMPA dans des sols et cultures différentes est une nouvelle approche qui permet
de mieux comprendre les mécanismes de rétention de ces composés dans les sols et sert

de base a I’avancement des connaissances en conditions de champ.
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CONCLUSION GENERALE

Le sujet de recherche de cette these fait écho aux problemes de I'utilisation
largement répandue dans le monde des herbicides a base de glyphosate (HBG) en
grandes cultures, provoguant une inquiétude grandissante par rapport a leur toxicité
dans I’environnement pour les organismes non ciblés et pour la santé humaine.
Reconnus originalement comme présentant peu de risque pour les différentes matrices
environnementales du fait de leur dégradation rapide et sa désactivation par fixation
aux particules de sol, les HBG suscitent aujourd’hui des avis bien plus mitigés sur les
impacts & long terme que peut représenter leur utilisation. Les organismes de
surveillance des milieux aquatiques des régions agricoles en Amérique du Nord, mais
également a travers le monde, ont tiré la sonnette d’alarme quant a la présence
fréquente, voir quasi-systématique du glyphosate et de I’AMPA, dans les cours d’eau
et les sédiments, montrant une large contamination de I’environnement. Si les
propriétés et les impacts des HBG ont été souvent étudiés par la communauté
scientifique en conditions contrélées, les effets dans les champs en conditions réelles
sont encore loin d'étre compris, a cause de la complexité des milieux naturels. Le co(t
des analyses et la difficult¢ d’extraire le glyphosate et ’AMPA dans une grande

diversité de textures de sol ont aussi longtemps limité les études en champ.



C’est dans ce contexte qu’on s’est intéressé dans ce projet a 1’étude de la
dynamique des HBG dans les sols pour mieux comprendre ce qui se passe au moment
de I’application et quels sont les facteurs qui favorisent la mobilité et la persistance du

glyphosate et de I’AMPA dans les sols agricoles en grandes cultures.

Démarche scientifique

Persistance et mobilité sont deux facteurs essenticls dans 1’é¢tude de la
dynamique des pesticides dans les sols. Cette theése s’est concentrée sur ces deux
aspects en utilisant une approche exploratoire en conditions réelles, qui tient compte
de la complexité du milieu et de la présence de facteurs non contrélés, tels que la
variabilité naturelle des sols, du climat et des pratiques culturales. En ce qui concerne
le potentiel de mobilité des HBG, une extraction a 1’eau du glyphosate et de I’AMPA
a été utilisee pour illustrer le devenir de ces composeés dans le sol et faire le lien avec
les observations de plus en plus nombreuses de leur présence dans les différentes
matrices environnementales. Une extraction plus énergique a été utilisée pour évaluer
la persistance des HBG dans les sols. Le lien entre ces deux approches a permis
d’enrichir les connaissances sur la dynamique des HBG dans les sols et de mettre en
lumiére certains facteurs clés pour mieux prévenir la persistance et la mobilité du

glyphosate et de I’AMPA dans les sols agricoles apres application.

Cette these a distingué la fraction labile du glyphosate et de I’AMPA par une
extraction des sols a I’eau, de la fraction totale par une extraction basique. Ces
techniques d’extraction ont été développées dans le laboratoire de recherche sur des
sols agricoles fournis par les partenaires agricoles de la plaine du Saint-Laurent afin
d’étre capable de faire un suivi des teneurs en glyphosate et AMPA dans les sols

agricoles. En parallé¢le a la constitution d’un outil de suivi des HBG pour le milieu
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agricole, ce travail de recherche s’est aussi intéressé a I’interaction entre les HBG et
les nutriments du sol, tels que les cations et le phosphore, qui de par les propriétés du
glyphosate et de I’AMPA jouent un réle majeur dans la dynamique de I’herbicide dans
les sols. Cette approche a permis aussi de mieux comprendre la dynamique des HBG
dans les sols agricoles liée aux propriétés specifiques du glyphosate, a savoir sa
biodégradabilité par 1’activité microbienne, sa solubilité favorisant un transport dans
les eaux, sa capacité de fixation sur les oxydes et les argiles du sol et son pouvoir

chélateur avec les cations.

Le choix des sites et la récolte des données se sont faites en collaboration directe
avec les acteurs agricoles de la région et plus particulierement les producteurs, nous
permettant une bonne compréhension de leurs stratégies de gestion de culture et du
contexte local. Afin de faciliter la récolte de données et I’utilisation des résultats de ce
projet dans le secteur agricole, nous avons utilisé les mémes indicateurs physico-
chimiques que ceux utilisés par les agronomes pour aider a la gestion des cultures (tels
que les teneurs en cations et phosphore ainsi que la texture des sols). En effet, en milieu
agricole I’indice de texture des sols est largement utilisé contrairement a la mesure
détaillée de la composition en différentes argiles par exemple, plutdt utilisée dans les
analyses sur les HBG dans la littérature scientifique. Cette approche originale est plus
inclusive et comparable a ce qui est utilisé dans le milieu agricole, facilitant les suivis

en champ.

Dans la premiére partie de I’étude, nous nous sommes intéressés exclusivement
a la part de glyphosate et d’AMPA extractibles a I’eau dans les sols suite a I’application
de HBG pour une période de trois ans, afin d’évaluer le potentiel de mobilité¢ du

glyphosate et de ’AMPA dans les sols. Dans la littérature, les études se basent
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généralement sur le suivi des eaux de ruissellement ou d’infiltration qui représentent la
part déja lessivée et donc qui met de I’avant des quantités généralement faibles et
ponctuelles. Du fait de la faible quantité de glyphosate et AMPA détectés dans les eaux,
le potentiel de mobilité par les HBG a été longtemps peu considéré. Or grace a notre
approche, nous avons pu faire un suivi dans le temps des risques que ces deux composés
soient lessivés et se dispersent dans I’environnement, en particulier dans les systéemes
aquatiques environnants. Cela a mis en évidence des fractions du glyphosate et de
I’AMPA potenticllement lessivables largement supérieures aux observations
jusqu’alors. Cette étude a permis aussi de déterminer quelles étaient les pratiques de
fertilisation les plus a risque en termes de mobilité du glyphosate et de I’AMPA.
Différents types de fertilisations ont été testées, et notamment les organiques plus
chargées en phosphore soluble et métaux. Ces observations ont souleve la question de
I’impact que peut avoir la part de HBG extractible a 1’eau sur la dynamique des

nutriments dans les sols et donc a plus long terme sur la fertilité des sols agricoles.

Dans la seconde partie de la these, une étude en serre sur un sol agricole qui
n’avait pas recu d’application d’HBG auparavant a permis d’observer plus précisément
les changements qui surviennent dans les sols apres application, en ayant éliminé une
majeure partie de facteurs non contrélés. Cette étude exploratoire tire son originalité
du choix des indicateurs qui combine le suivi des cations et du phosphore de la phase
labile avec la caractérisation génétique de la population microbienne, permettant de
voir les effets potentiels au moment de 1’application des HBG sur la chimie des sols et
si cela affecte a treés court terme la structure des trois grands groupes microbiens,
bactéries, champignons et protistes. La diversité et la structure microbiennes ont été
mesurées a partir des ASV, approche précise et innovante, dont le seuil d’identité des

séquences est de 99% par rapport aux approches par OTU dont le seuil est de seulement
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97 %. Cela a permis d avoir un portrait complet et précis de la diversité génétique du
sol agricole et de mettre en avant les genres bactériens les plus sensibles. L’étude a
montré que les HBG n’avaient pas d’effets visibles sur la composition et la diversité
des communautés microbienne du sol a une dose recommandé dans un sol jamais
exposé aux HBG auparavant et dans des conditions optimales de croissance. Mais les
conditions peuvent vraiment varier d’un site a I’autre, surtout lorsque 1’on tient compte
de I’historique d’application des HBG. Ainsi des suivis dans les sols agricoles de
certains de ces genres pourraient aider a mieux voir les impacts sur le long terme que

peuvent entrainer les HBG dans les champs.

Dans la derniére partie de ce projet, 1’étude a porté sur un suivi a I’échelle de la
plaine agricole du Saint-Laurent des teneurs en glyphosate et AMPA dans les sols, et a
permis de faire un premier état des lieux des risques de persistance des deux composes
dans les sols de grandes cultures et de mieux comprendre la dynamique du glyphosate
et de ’AMPA aprés application d’HBG. Nous nous sommes plus particuliérement
intéresses a la texture du sol et a la présence de cations disponibles afin de faire le lien
avec les mécanismes d’interaction cation-glyphosate explorés lors de I’expérience en

serre, et comment cela peut influencer la persistance du glyphosate dans les sols.

Cette approche a d’ailleurs été peu abordée dans la littérature scientifique, qui
a privilégié jusqu’alors 1’étude des interactions cations-glyphosate soit directement en
laboratoire en conditions contrdlées, soit indirectement par I’intermédiaire des plantes
et des potentielles carences en cations induites par 1’application de HBG dans les sols.
Cette étude a grande échelle est une premiere au Quebec et était trés attendue dans le
monde agricole. Elle a permis de dresser un premier portrait de la situation dans les

différentes régies de culture de soya et de donner des pistes de solutions pour que les

119



acteurs du monde agricole intégrent le suivi du glyphosate et de I’AMPA dans leurs

champs.

Avancés scientifiques

Plusieurs contributions a 1’avancement des connaissances se dégagent de cette

thése :

1- Le potentiel de mobilité des HBG dans les sols aprées application

Cette thése a mis en évidence la présence du glyphosate et d’AMPA dans la fraction
labile des sols aprés application de HBG sur les cultures de soya et mais, aussi bien en
champs qu’en conditions contrblées. Les résultats des suivis des teneurs en glyphosate
extractibles a I’eau ont montré que 10 % ou plus de ce qui a été appliqué se retrouve
sous cette forme extractible a ’eau pendant quelques semaines apres application tout
au long des différentes études de cette thése. Cela implique un risque de mobilité des
deux composés aprés application qui peuvent se déplacer par ruissellement ou
infiltration en fonction de la nature des sols, des conditions climatiques et des pratiques
agricoles. Les résultats de notre étude concordent avec les observations de Battaglin et
al. (2014) et Giroux et al. (2015 ; 2019) qui ont observé les teneurs maximales de
concentrations en glyphosate et AMPA dans les cours d’eau au printemps, pendant les
quelques semaines d’application des herbicides en champs. Mais les résultats de cette
these apportent aussi de nouvelles informations sur la dynamique des HBG dans les
sols et notamment sur le fait que les quantités potentiellement mobiles de glyphosate
et d’AMPA sont largement supérieures a celles rapportées par la littérature dans les
eaux de lessivage ou de ruissellement, qui en général rapportaient des pourcentages de

détection largement inférieurs a 1% dans les eaux par rapport a ce qui a été appliqué
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(Rajabetal., 2010 ; Bergstrom et al., 2011; Norgaard et al., 2014). C’est donc une piste
intéressante qui montre qu’un suivi des teneurs en glyphosate et AMPA extractibles a
I’eau dans les sols agricole a grande échelle, apporterait plus d’information sur la
dynamique des deux composes dans les sols et les risques pour les milieux aquatiques

plutot que 1’analyse directement dans les cours d’eau.

2- Persistance et accumulation des HBG dans les sols

La présence de glyphosate plus fortement adsorbé dans le sol a été mise en évidence
dans la majorité des sites agricoles étudiés dans cette thése, aussi bien au moment de
I’application d’HBG qu’a la fin de la période culturale a ’automne ou un an plus tard
avant la nouvelle application. Une partie du glyphosate a aussi été dégradée en AMPA,
présent dans la quasi-totalité des échantillons analysés dans cette thése que ce soit sous
forme extractible a I’eau ou sous forme plus fortement adsorbée, et quelle que soit la
période ou I’année d’étude ou le type de sol. Cela montre une présence quasi-
permanente de ces composés dans les sols traités aux HBG avec de forts risques
d’accumulation année aprés année, qui reste encore sous-estimee dans la littérature

scientifique.

Le réservoir de glyphosate et d’AMPA dans les sols agricoles a été confirmé par
les résultats de 1’étude du chapitre 3 qui a mis en avant des quantités adsorbées notables
quel gue soit le type de sol ou de culture de soya dans les sols, aussi bien au printemps
qu’a la récolte du soya. En effet, 91 % des sites agricoles sous culture de mais et soya,
échantillonnés dans la plaine agricole du Saint-Laurent, contenaient du glyphosate et
de ’AMPA. L’AMPA ¢tait le composé le plus présent, quel que soit le type de sol ou
les pratiques associées. La persistance tout au long de la période culturale de ces deux

composés dans les sols agricoles confirme d’autres études récentes dans d’autres
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régions du monde (Silva et al., 2016 ; Primost et al., 2017). Les risques de mobilité du
glyphosate et de I’AMPA dans les sols mis en avant dans le chapitre 1 ont été aussi
confirmés par I’étude du chapitre 3 pour laquelle une contamination des champs
certifiés biologiques aux HBG a été observée. Ces cultures n’ont regu aucune
application d’HBG depuis plusieurs années, confirmant une mobilité potentielle des
deux composés entre les champs agricoles dans une méme plaine. Ainsi I’augmentation
des doses et des fréquences d’application des HBG pourraient ne pas seulement

impacter les sols traités mais aussi I’ensemble des sites avoisinants.

L’analyse des teneurs totales en glyphosate et AMPA dans la plaine du Saint-
Laurent effectuée dans cette thése n’avait jamais été fait auparavant et constitue une
premiére base de résultats qui vont permettre au secteur agricole de mieux comprendre
les impacts que peuvent avoir une utilisation trop importante et répétée des HBG pour
les sols agricoles. Ces résultats montrent la nécessité que le secteur agricole mette en
place des suivis des teneurs totales en glyphosate et AMPA dans les sols, constituant

un risque non négligeable pour I’exploitation durable des sols agricoles.

Dans cette étude a I’échelle de la plaine agricole du Saint-Laurent, il n’a pas été
possible d’avoir une bonne représentativité pour les pratiques associées telles que la
fertilisation, malgré que nous ayons eu accés a l’information a travers les
guestionnaires soumis aux agriculteurs. Nous nous sommes donc surtout focalisés sur
le type de culture et la texture du sol. Avec un plus grand nombre de sites, il pourrait
étre intéressant d’y introduire les pratiques de fertilisation qui, comme wvu
précédemment, impactent fortement la chimie du sol et donc la rétention et la
persistance des HBG. De plus, il n’a pas été possible dans notre étude d’évaluer si le

glyphosate était présent sous forme de complexe ou libre lors de I’analyse. Cela
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nécessiterait de développer la méthode analytique avec par exemple un passage sur
colonne sélective avant analyse, pour séparer les formes complexées et les formes

libres.

3- Adsorption réversible des HBG dans les sols

Le stock de glyphosate et d’AMPA dans les sols pourrait étre réversible puisque cette
these a pu mettre en évidence que certaines pratiques pouvaient rendre a nouveau
lessivables ces composés. On a pu voir notamment le role joué par I’épandage de boues
d’épuration avec des teneurs élevées en phosphore et en divers métaux. Des
changements chimiques liés a certaines pratiques agricoles pourraient jouer sur la
dynamique de I’herbicide, notamment quand elles sont fortement chargées en
phosphore soluble qui, comme observé dans la littérature peut rentrer en compétition
avec le glyphosate et I’AMPA. En effet, le glyphosate et I’AMPA ont été détectés dans
56 % des échantillons aprés une fertilisation des sols par 1’agriculteur avec des boues
d’épuration, un an apres 1’application de HBG. Certaines études dans la littérature
avaient mis en avant la possible mobilité du glyphosate aprés des applications de
phosphore soluble par effet de compétition (Piccolo et al., 1994 ; Simonsen et al., 2008 ;
Kjaer et al., 2011 ; Laitinen et al., 2009). Mais la particularité des résultats de cette
these est la comparaison entre différents types de fertilisants organiques couramment
utilisés par les agriculteurs. Et malgré que le lisier soit également fortement chargé en
phosphore soluble, il a eu des effets mineurs sur la remobilisation du glyphosate et de
I’AMPA, contrairement aux boues de station d’épuration. Cela constitue des résultats
précieux et concrets pour les acteurs agricoles qui pourraient des aider dans leur choix
de pratiques pour diminuer les risques de dégradation de leur sol. En plus de voir un

fort impact des ajouts de fertilisants sur la dynamique des HBG dans les sols, 1’étude
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en conditions contrélées dans le chapitre 2 a permis de voir que 1’ajout d’herbicides a
base de glyphosate a également un impact sur la dynamique du phosphore dans les sols,
alors qu’il est un élément essentiel pour la bonne croissance des plantes et le maintien
de la fertilité des sols. Une fois remobilisé, le phosphore peut étre rapidement lessivé
et ne plus étre disponible pour les plantes. Cet effet n’a été que trés peu étudié dans la
littérature et constitue une piste trés intéressante pour mieux comprendre 1’impact que

les HBG pourraient avoir sur la fertilité des sols sur le long terme.

Ces résultats mettent en lumicre une réserve de glyphosate et d’AMPA fixée
dans les sols de maniére réversible qui, si remobilisée par un changement de la physico-
chimie du sol, peut présenter un risque de contamination pour les milieux environnants.
Les périodes de fertilisation présentent d’autant plus un risque de lessivage car elles se

pratiquent au printemps, au moment du dégel des sols et des forts épisodes pluvieux.

4- RoOle des nutriments dans la dynamique des HBG dans les sols

L’expérience en serre a montré que les applications de glyphosate peuvent aussi
jouer un role sur la dynamique du phosphore dans les sols et le rendre plus soluble
apres application de HBG. C’est une approche assez nouvelle puisqu’en général dans
la littérature c’est plutot 1’effet des applications de phosphore sur la dynamique du
glyphosate qui sont étudiés. D’ailleurs les applications de HBG aux doses
recommandées par les manufacturiers et dans un sol jamais exposé auparavant ont aussi
eu un effet sur la dynamique de certains cations, tel que le magnésium, le calcium et le
cuivre par la formation de complexes issus de la propriété chélatante du glyphosate.
Des effets sur les oxydes métalliques ont aussi été observés, mettant en lumiere leur

implication dans le processus de sorption-désorption.
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Des changements courts et transitoires dans la chimie du sol ont été observés
directement suite a 1’application de la formulation commerciale d’HBG Factor 540®
aux doses recommandées par le fabricant, mis en lumiére par une augmentation des
teneurs en magnésium et calcium extraits dans la fraction échangeable et des
changements dans les oxydes métalliques. Fortement impliqués dans les processus de
rétention des sols et moteurs principaux de la CEC, les effets sur le magnésium et le
calcium donnent des pistes sur les modifications chimiques que peuvent engendrer des
apports répétés de HBG dans les sols agricoles sur le long terme. Le cuivre reconnu
pour son implication dans les processus de sorption du glyphosate, a vu ses teneurs
augmenter dans la phase échangeable quatre jours aprés application de 1’herbicide.
L’ensemble de ces résultats constitue les premicres bases pour montrer 1’implication
des mécanismes de rétention du glyphosate par complexation avec les cations et le réle
qu’ils peuvent jouer dans le passage du glyphosate de la phase labile a non labile, et
inversement. Ce travail compléte les études actuelles qui ont mis surtout de 1’avant la
réaction de complexation cation-glyphosate en laboratoire (Glass et al., 1984; Hensley
et al., 1978; Eker et al., 2006 ; Morillo et al., 1997; Sundaram et Sundaram, 1997), ou
mis en évidence des carences dans les plantes liées a la plus forte rétention des cations
dans les sols par le glyphosate (Eker et al., 2006; Bott et al., 2008; Cakmack et al.,
2009 ; Zobiole et al., 2010). La mesure directe des interactions cations et glyphosate
suite a ’application dans un sol vivant reste donc encore peu étudiée du fait de la
complexité de I’interprétation. Cette interaction entre cation et glyphosate a d’ailleurs
¢été confirmée dans le chapitre 3, ou on a pu voir qu’il existait une corrélation entre la
présence du glyphosate et certains cations dans les sols, différents selon les types de
sols. En effet, la persistance du glyphosate dans les sols, était corrélée a une présence
plus importante des cations majeurs (magnésium, potassium, calcium et fer) et a des

sols de texture argileuse. Ces sols avec une grande surface d’adsorption pour le
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glyphosate favorisent son immobilisation et sa persistance dans le sol, confirmant les
observations de Bergstrom et al. (2011); Okada et al. (2016); Sidoli et al. (2016) et
enfin Maqueda et al. (2017). Ainsi la composition cationique des sols, et notamment
liés aux argiles seraient un facteur crucial qui jouerait sur la persistance du glyphosate
dans les sols. Autre point intéressant, les résultats différaient pour I’AMPA, ce qui
semble présumer que les mecanismes de fixation du glyphosate et de I’AMPA

pourraient étre en partie différents et donc faire varier leur dynamique dans les sols.

5- Effet des HBG sur la communauté microbienne des sols

Des teneurs quantifiables de glyphosate et d’AMPA ont été observées dans les
champs non exposés aux HBG, c’est-a-dire les cultures biologiques, et montrent que
les deux composes peuvent en effet diffuser et persister méme a I’extérieur des zones
traitées. Les analyses des effets a court terme des HBG sur la diversité et la structure
des communautés microbiennes observées dans le chapitre 2 n’ont pas montré de réels
impacts significatifs. Mais cela a été fait avec une application aux doses recommandées
sur un sol agricole jamais exposé. Au vu de toutes les autres observations de cette these,
le glyphosate et ’AMPA peuvent se fixer et s’accumuler dans les sols et constituer un
réservoir dont les teneurs pourraient étre plus élevées apres applications répétées. Ce
réservoir pourrait étre remobilisé par changement physico-chimique du sol et constitue
donc une menace potentielle pour les micro-organismes du sol. 1l serait intéressant pour
la suite de refaire ces analyses a des teneurs représentatives de 1’accumulation des
composés dans le sol, et aux pratiques effectuées en parallele qui ont un effet sur la

dynamique de I’herbicide dans le sol.

Ces changements physico-chimiques n’ont pas eu d’effet dans les jours suivant

I’application d’HBG sur la composition des communautés microbiennes, méme pour
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les bactéries qui sont un groupe a croissance tres rapide. Dans la littérature, des effets
ont été vus a tres court terme mais souvent de maniere transitoire et ciblée sur les
activités générales telles que la respiration ou I’activité enzymatique (Busse et al., 2001;
Radcliff et al., 2006; Weaver et al., 2007). C’est d’ailleurs principalement suite a des
doses trés élevées ou des applications répétées que des impacts ont été observés sur les
communautés microbiennes des sols (Kuklinsky-Sobral et al., 2005; Barriuso et al.,
2011; Newnman et al., 2016).

Ainsi, cette these a mis en évidence que les HBG persistent dans les sols
agricoles apres application, une partie sous forme de glyphosate et une autre partie plus
importante sous forme d’AMPA, plus persistante. La composition en cations et
phosphore des sols semble fortement impacter la dynamique de rétention des HBG.
Contrairement a ce que la plupart des études suggerent, cette thése montre qu’il serait
plus pertinent de s’intéresser directement a la composition en cations et phosphore du
sol plutot qu’a la teneur en argile et oxydes, qui donnent finalement peu d’informations.
Cet indicateur est facilement utilisable par le milieu agricole car il est déja suivi lors
des analyses de sol routiniéres. L’autre aspect mis en avant est qu’il serait primordial
d’étudier la dynamique de ’AMPA de maniere plus indépendante de celle du
glyphosate. La composition du sol favorisant la persistance de 1’un ou 1’autre composé
ne semble pas étre exactement la méme. Par ailleurs, I’application de HBG peut
entrainer des changements chimiques dans les sols, qui peut impacter la rétention des
nutriments dans le sol. Ces éléments sont fortement impliqués dans le maintien des
fonctions du sol, que ce soit pour combler les besoins des cultures ou ceux des
organismes impliqués dans la dégradation de la matiére organique et de la structure du
sol. L’utilisation des HBG pourrait ainsi affecter le maintien des fonctions du sol a plus

long terme et représenter un risque pour la durabilité de la production agricole. Malgré
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que les sols de la plaine agricole du Saint-Laurent soient de maniere générale fertiles,
ces sols ont aussi une forte capacité d’accumulation du glyphosate et de I’AMPA et ce
depuis la premicre application de HBG. Les périodes ou ils subissent d’importantes
saturations en eau les rendent plus susceptibles de libérer de fortes quantités de
glyphosate et AMPA accumulés. Ce phénomeéne est amplifié par toute pratique
d’apports en phosphore ou cations solubles tels que les fertilisations. Ce risque de
mobilité des HBG est fortement appuyé par les rapports annuels de suivi des taux de
pesticides dans les eaux du Québec. La problématique est d’autant plus importante que
le glyphosate est un produit potentiellement cancérigéne, soulevant déja des

inquiétudes au niveau de la santé publique.

Une réduction drastique de I’utilisation de cette catégorie d’herbicide serait
donc a envisager rapidement dans le milieu agricole. Avec le panel de pratiques
agricoles utilisées en grandes cultures, il serait difficile de limiter le risque de lessivage
du glyphosate et de I’AMPA par des pratiques de fertilisations alternatives. Tant qu’il
y a des apports de phosphore soluble et de cations, cela pourrait représenter un risque

de mobilité des HBG stockés dans les sols.

Sachant que seule une faible partie des HBG qui sont appliqués pénétre dans
les plantes cibles, ces herbicides sont appliqués en exces année apres année. Les études
réalisées dans des pays comme 1’Argentine ou les cultures subissent plus d’une
application par année présentent d’ailleurs des teneurs en glyphosate et AMPA dans
les sols bien plus élevées malgré que le type de sol et la température favoriserait

davantage la dégradation des HBG qu’au Québec.

Pour diminuer les doses de HBG appliquées, favoriser les systéemes de jachéres

laisserait au sol le temps de dégrader les pesticides et éviter des remobilisations trop
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importantes de fractions résiduelles de glyphosate et d’AMPA. Dans le cas ou cette
technique n’est pas envisageable économiquement, des pratiques culturales alternatives
avec entre autres les couvre-sols ou les faux semis, pourraient aider a appliquer moins
de HBG. La technique du faux semis consiste a effectuer un travail du sol fin qui
entrainera la levée des mauvaises herbes. Une fois les mauvaises herbes sorties, un
second travail du sol est effectué avant de les detruire avant le semis de culture de
I’année. Il pourrait étre pertinent de continuer a compléter le référentiel sur les
communautés microbiennes des sols agricoles de la région afin de voir quelles sont les
conditions les plus favorables pour une bonne dégradation des fractions résiduelles de
HBG.

De plus, un suivi des teneurs en glyphosate et AMPA dans les sols agricoles
parait essentiel pour que les producteurs puissent ajuster leur stratégie de gestion des
cultures afin de diminuer les risques et de mettre en place des pratiques plus durables.
Ces suivis pourraient étre intégrés dans les analyses obligatoires des sols tous les cing
ans et permettraient de constater 1’évolution des teneurs en glyphosate et AMPA des
sols agricoles. Cela permettrait aux producteurs d’envisager de limiter par eux-mémes

I’utilisation des HBG dans leurs champs.

Du co6té de la recherche, le développement d’outils de suivi des pesticides et des
pratiques a risques pourrait aider les acteurs du domaine agricoles dans le processus de
décision en les incitants a agir concrétement pour limiter les effets de la forte utilisation
d’HBG. Ceci pourrait étre fait notamment en intégrant les analyses de routine des
pesticides en champs, et ayant une bonne connaissance des pratiques associees qui
peuvent agir sur la mobilité du glyphosate et de I’AMPA dans le sol. Un indice de

risque de mobilité et de persistance au glyphosate et AMPA adapté aux sols agricoles
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du Quebec pourrait aussi aider, avec les bonnes pratiques a adopter pour limiter les
risques de dispersion des composés dans I’environnement selon le type de sol cultivé.
Mais pour cela, il reste encore beaucoup de connaissances a acquérir, soulignant la
nécessité de continuer les études en conditions réelles dans les champs et en partenariat

avec les producteurs.

Développer D’aspect complexation avec les cations permettrait de mieux
comprendre quels sont les mécanismes exacts de rétention du glyphosate dans le sol,
alors que de nombreux chélatants naturels peuvent interférer dans ce mecanisme.
Développer des analyses sur colonne qui nous permettrait de déterminer la forme
(complexée ou libre) des cations nous permettrait de mieux comprendre leur interaction
avec le glyphosate et ’AMPA. De plus les changements chimiques, comme la
disponibilité des cations que peut engendrer les applications de HBG pour les cultures
est un volet essentiel pour maintenir une bonne productivité en champ, mais a été
seulement abordé dans la littérature scientifique sans pour autant pour le moment

pouvoir bien I’expliquer.

Un autre volet intéressant a développer serait d’étudier les possibilités
d’¢éliminer les fractions résiduelles de HBG dans les sols agricoles, afin de limiter les
risques sur le long terme surtout pour les sols avec un long historique d’exposition aux
HBG. Cela pourrait s’appuyer soit sur un volet physico-chimie du sol, en jouant sur la
rétention et les méthodes d’extraction du glyphosate grace a son pouvoir chélatant, ou
alors sur le volet microbiologie pour accélérer la dégradation de 1’herbicide dans le

champ directement, a I’aide d’espéces microbiennes indigenes par exemple.
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ANNEXES 1

Projet Glyphosate et Grandes Cultures

Enquéte sur les pratiques culturales dans la grande culture du
soya

Questionnaire

Numéro de questionnaire:

Numéro d’identification :
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Profil de producteur de soya

Cette premiere section du questionnaire vise a établir votre profil de
producteur de soya.

1. Veuillez indiquer la superficie totale de vos terres cultivables. Inscrire la

réponse.

2. Veuillez indiquer la superficie de vos cultures de soya pour l'année 2014.
Inscrire la réponse.

3. Quelle est la superficie de vos autres cultures pour I'année 2014? Inscrire pour

chaque culture la superficie.

Cultures

Superficie

4. Depuis combien d’années cultivez-vous du soya? Cochez la réponse.

C'estla Entre 2 et | Entre5et | Entre9 et | Entre 13 et | 18 ans
premiere année | 4 ans 8 ans 12 ans 17 ans et plus
O O O O O O
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5. Est-ce que le choix de planter du soya cette année a été fait en fonction des prix
sur le marché? Cochez la réponse. Si la réponse est NON veuillez préciser en
fonction de quoi avez-vous fait votre choix.

Oui Non

Précisez:

6. Veuillez cocher pour chacune des caractéristiques physiques suivantes celle

qui décrit le mieux votre sol depuis les 3 dernieres années.

Richesse du sol (richesse en matiére organique, en vie microbienne, etc.)

Excellente | Bonne | Moyenne | Certaines carences
O O O Précisez :

Drainage

Bon | Idéal | Insuffisant

O 0 | Précisez:
Texture

Sable | Limon | Argile | Loam

| | ] ]
Topographie

Pente prononcée | Pente douce | Plane

O | 0l
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Compacté

Oui 0 Non

Aéré

Oui Non

pH

pH bas (acide)

pH neutre

pH élevé (alcalin)

|

O

O
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7. Veuillez remplir le tableau suivant en indiquant pour chacune des variétés de
soya cultivées cette année le type de soya, le traitement des semences et le
procédé d’inoculation utilisé s’il y a lieu.

Type Traitement des semences Inoculation
z | 9 . g .
° g £ > o Ingrédients g & Oui Forme
2] o g e . actifs £ 2 Nom commercial
2 n 8 = Nom commercial . 2 5
® B Si connus =
= s S

EIEIR Y

adeqoauy
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8. Veuillez remplir le tableau suivant en indiquant pour chacune des variétés de
soya cultivées cette année, la superficie cultivée, le marché auquel est destiné le
soya, si vous étes engagé par contrat pour la vente, ainsi que l'utilisation
commerciale auquel est destiné le soya en cochant la case appropriée.

Marché Contrat Utilisations commerciales
2 -
< 5 S —
o | T -~ |BE £ Z = = 2 |z v o
= | O 183 |4 & 88 |E8 |2¢| & | B
- :H = = O ] a @ o 2 = 5 ) s w =}
= = = g = g |85 5 |a B o 8
(g o & |28 |8 a » = 5 g B |g® = =)
AN g |82 |®°¢ = =5 |88 |82 = 2
@ =188 - & El ® El 2 @ g
& ()
oo O O O O O O O O O O O
o ’E" 5
Q
55| &
(¢} [¢)
fe w

o ol o o o o g o oo
o ol o o o o g o oo
o ol o o o o g g oo
o ol o o o o g o oo
o ol o o o o g g g o
o ol o o o o g g g o
o ol o o o o g g oo
o ol o o o o g g g o
o ol o o o o g g oo
o ol o o o o g g oo
o ol o oo o oo o b
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Profil entrepreneurial

Dans cette section vous devrez répondre a des questions sur votre
entreprise agricole dans le but d’établir votre profil entrepreneurial.

9. Faites-vous partie des propriétaires de 1'entreprise agricole? Si la réponse est
oui, indiquez I'année d’acquisition. Sila réponse est non quel est votre réle au sein
de I'exploitation agricole.

Oui Non

Année : Roéle :

10. Combien de propriétaires compte votre entreprise agricole? Inscrire la
réponse.

11. Combien d’employés compte votre entreprise agricole ? Inscrire la réponse.

12. Est-ce que vous étes locataire des terres que vous cultivez en 2014? Cochez la
réponse. Si la réponse est Oui indiquez la superficie.

Non | Oui en totalité Oui en partie J'ai fait un échange

O O

Superficie : Superficie :

13. Est-ce que comme propriétaire vous avez loué vos terres a une autre personne
en 20147 Cochez la réponse. Si la réponse est oui indiquez la superficie.

Non | Oui en totalité | Oui en partie | Je suis sous contrat | J’ai fait un
avec un intégrateur | échange

Superficie : Superficie : O u
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14. Dans quelle tranche se situent les revenus annuels bruts totaux de votre
entreprise agricole? Cochez la réponse.

Moinsde |25000a | 500004 | 100000 | 250000 |500000 | 1000
24999% |49999% | 99999 $ | 4249 4499 2999 000 $ et
999 $ 999 $ 999 $ plus
O O O O O O O

15. Pour quelle fraction de votre revenu annuel brut a compté votre production
de soya en 2013. Si vous n’avez pas semé de soya en 2013, veuillez vous référer a
I'année de votre derniére récolte. Inscrire I'année de référence si autre que 2013
et cochez la réponse.

Année:
Entre 100% Entre 50% et | Entre 30% et | Entre 15% et | Moins de
et 75% de 74% de mes 499% de mes 29% de mes 149% de mes
mes revenus revenus revenus revenus revenus
O O O O O

16. Si le soya compte pour moins que 50% de vos revenus annuels bruts totaux,
quel est le premier secteur d’activité de votre entreprise agricole. Inscrire la

réponse.
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17. Quel a été votre rendement pour I'année 2013 pour votre production de soya?
Si vous n’avez pas semé de soya en 2013, veuillez vous référer a I'année de votre
derniere récolte. Inscrire le nom des variétés, le rendement, le prix obtenu, ainsi
que la prime obtenue s’il y a lieu, dans la case appropriée.

Champion

Prix obtenu a la vente Prime
Variétés de soya | Rendement | (incluant les primes) obtenue
(pour soya
IP)
Exemple :0AC 2,5 t/ha 445,50 $/t 80%/t
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18. Quels ont été environ vos colts annuels de production de soya en 2013 pour
les intrants suivants? Si vous n’avez pas semé de soya en 2013, veuillez vous
référer a 'année de votre derniere récolte. Cochez la réponse.

Semences de soya

0% |Entrelet |Entre50et |Entre100et |Entre150et | 200$/haet
/ha | 49% /ha 99$/ha 149%/ha 199%/ha plus
U O O O O O
Fertilisant
0$/ |Entrelet |Entre20 et |Entre40et |Entre60et |80$/haet
ha 19% /ha 39%$/ha 59$/ha 79%/ha plus
L L] L L] U U
Pesticides
0$/ | Entrelet | Entre45 et | Entre 90 et Entre 134 et | 180$/haet
ha | 44$ /ha 89%/ha 134$/ha 179%/ha plus
[ L] L] Il Il L]

19. Est-ce que vous avez contribué, cette année, a I'assurance stabilisation pour
votre production de soya? Si la réponse est Oui, indiquez depuis quand vous le

faite.

Oui

Année :

Non
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Pratiques agricoles

Dans cette section, des questions vous seront posées afin de connaitre
I’étendue de vos pratiques agricoles pour la culture du soya.

20. Veuillez indiquer quelles étaient les cultures que vous semiez sur les terres la
ou le soya est actuellement cultivé depuis les 10 dernieres années en commencant
par les plus récentes. Si vous ne vous en souvenez pas, indiquez-le.

Année | Especes semées

2013

2012

2011

2009

2008

2007

2006

2005

2004

2003
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Herbicides

21. Pour la culture du soya, quels herbicides chimiques ou biologiques utilisez-
vous? Remplir le tableau en fonction de chacun des herbicides utilisés. Si vous
n’utilisez pas d’herbicides, cochez la case Aucun.

Aucun
O
Pt ,ﬂ
= O a
2 a9 c S a a
s T = 3 % 5= :
8 3 & o = = S e = L g
3 e & = O = o
3 = s S QO c o 5 o 3.
o £ c S @ = S = = 5
I <Y} —_ c ] ® a S a A
Z oo S » 8 = p 23 L o
5 o 2 2 g s g 5
@ = 7 = B 5 =
® ¥ o @
wnn
o :
Exemple : Liquide | Glyphosate 2,33 2 Post-levée
Factor 540 litre/hect
are
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Autres pesticides

22. Pour la culture du soya quels pesticides chimiques, biologiques utilisez-vous
autres que des herbicides (ex. fongicides, insecticides)? Remplir le tableau en
fonction de chacun des produits utilisés. Si vous n’utilisez pas ce genre de
produits, cochez la case Aucun.

Aucun
d
wn
%)
g = S, Q = & & =
=Y =
= ) o »
S 3 3 ZRC o S 2|5 &
3 E 2 2 & TF 23 %3
=) — S & 5 & 55|52
8 = = e b 0 = Y
5 & = s 2 =, =® | =®
= = 7 o 5 5
2 & = = =
Exemple : Liquide Lambda- 104ml/hectare | 1 | Juillet
Matador®120 EC cyhalothrine
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Lutte biologique et désherbage mécanique

23. Pour la culture du soya utilisez-vous des moyens de lutte biologique? Remplir
le tableau en fonction des moyens utilisés. Si vous n’utilisez pas des moyens de
lutte biologique, cochez la case Aucun.

Aucun
O
Insectes Fournisseur Quantité de | Périodes Nombres de
lacher de lichers | lacher par
saison
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24. Pour la culture du soya, est-ce que vous faites du désherbage mécanique?
Veuillez indiquez la machinerie utilisée, le nombre de fois par année et la période
a laquelle vous le faites. Si vous ne faite pas de désherbage mécanique, cochez la
case Aucun.

Aucun 0

Machinerie | Nombre de désherbage par année | Période de désherbage
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Fertilisants

25. Pour la culture du soya, quels types de fertilisant (minéral et organique)
utilisez-vous? Remplir le tableau en fonction des types de fertilisant utilisés. Si
vous n'utilisez pas des fertilisants, cochez la case Aucun.

Aucun 0

apmbiy
no
apI[os
JUESI[II9]
uoneddde p
xnejp,
uoneddde p
dIquION
uoneddde ,p
apordd

J[en.Jouwuod
UONIB[NULIO]
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Source d’'information

Dans cette section du questionnaire, nous vous posons des questions sur les
différentes sources d’'information auxquelles vous avez recours dans votre
pratique agricole.

26. A quelle fréquence, durant la derniére année avez-vous rencontré des
représentants des organismes suivants ? Cochez la réponse et indiquez la ou les

raisons.
MAPAQ, raisons :
Jamais | Une fois | 2 a 3 fois | 4 a 5 fois | 6 a 7 fois | Plus de 8 fois
O O O O O ]
UPA, raisons:
Jamais | Une fois | 2 a 3 fois | 4 a 5 fois | 6 a 7 fois | Plus de 8 fois
O O O O O ]
Autre regroupement syndical, précisez :
Raisons :
Jamais | Une fois | 2 a 3 fois | 4 a 5 fois | 6 a 7 fois | Plus de 8 fois
O O O O O ]
Ministére de '’Environnement, raisons :
Jamais | Une fois | 2 a3 fois | 4 a5 fois | 6 a 7 fois | Plus de 8 fois
O O O O O O
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Groupes d’agronome-conseil non liés, raisons :

Jamais | Une fois | 2 a 3 fois | 4 a 5 fois | 6 a 7 fois | Plus de 8 fois
O O O O O O
Club agroenvironnemental, raisons :
Jamais | Une fois | 2 a 3 fois | 4 a 5 fois | 6 a 7 fois | Plus de 8 fois
O O O O O O
Fournisseurs de semences, raisons :
Jamais | Une fois, juste pour l'achat 2a3 4a5 6a7 Plus de 8
des semences fois fois fois fois
O O O O O O
Firmes de fertilisants, raisons:
Jamais | Une fois | 2 a 3 fois | 4 a 5 fois | 6 a 7 fois | Plus de 8 fois
O O O O O O
Firmes de pesticides, raisons:
Jamais | Une fois | 2 a 3 fois | 4 a 5 fois | 6 a 7 fois | Plus de 8 fois
O O O O O
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Acheteurs, raisons :

Jamais | Une fois | 2 a 3 fois | 4 a 5 fois | 6 a 7 fois | Plus de 8 fois

] O O O ] O

27. Etes-vous membre d’un Club-conseil? Si la réponse est OUI, indiquez depuis
quand.

Oui Non

Année: | O

28. De quelles manieres vous renseignez-vous sur les prévisions de prix du soya?
Cochez la ou les réponses.

Aucune source d’information

Prévisions de la Fédération des producteurs de cultures commerciales du
Québec (FPCCQ)
Prévisions de la Financiére agricole (ou de son bulletin, L’Agroindicateur)

Prix des contrats a terme en bourse, précisez la source (ex. Bourse de
Chicago, Grainwiz, MAPAQ, etc.) :

Autres producteurs de soya

Famille, amis

oioo] oo o .

Autre, précisez :
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Profil sociodémographique

Cette derniere section du questionnaire vise a établir votre profil
sociodémographique.

29. Quel est votre sexe? Cochez la réponse.

‘ Masculin ‘ d ‘ Féminin ‘ O ‘

30. A quel groupe d’age appartenez-vous? Cochez la réponse.

24 ans ou
moins

25234
ans

35a44
ans

45a 54
ans

55264
ans

65 ans ou
plus

|

O

O

O

O

31. Quel est votre état matrimonial? Cochez la réponse.

Célibataire

Marié

Divorcé

Séparé

Veuf

O

O O

O

O

32. Quel est votre plus haut niveau de scolarisation complété? Cochez la réponse.

‘ Primaire | O ‘ Secondaire ‘ O ‘ Collégiale ‘ O ‘ Universitaire ‘ O ‘

Si vous avez coché Collégial ou Universitaire, veuillez cocher dans quel domaine
vous étes diplomé.

Agronomie, agroalimentaire

Entrepreneuriat/Gestion des entreprises

Sciences sociales/humaines

oo (g | Od

Autre, précisez:
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33. Dans quelle tranche se situe votre revenu familial? Cochez la réponse.

Moinsde |25000a |50000a | 100000 | 250000 |500000 | 1000
24999% |49999% | 99999 $ | 4249 3499 2999 000 $ et
999 $ 999 $ 999 $ plus
O O O O O O O

Nous vous remercions de bien avoir voulu répondre aux
questions.
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Abstract

The use of glyphosate-based herbicides (GBH) in industrial agriculture has intensified
in the past decades causing a growing concern about the occurrence and spatial
distribution in the environment of glyphosate and its principal degradation product
aminomethylphosphonic acid (AMPA). In 2014, glyphosate and AMPA contents were
measured in 46 field crop soils from the St. Lawrence Lowlands (Quebec, Canada) in
the early spring and at harvest time in soybean fields cultivated along with various
weed management practices with or without GBH applications. At the same time,
recent history of agricultural practices and soil conditions were compiled for the
sampled sites. The results of the study show that 91% of the samples contained
detectable amount of either glyphosate or AMPA with maximum values of 0.47 mg.kg
1 and 1.16 mg.kg? for glyphosate and AMPA respectively. Surprisingly, detectable
amounts of AMPA were measured in fields not treated with GBH in 2014, whereas
traces of both glyphosate and AMPA were detected in organic field crops highlighting
the potential spreading and/or persistence of both compounds the in agricultural
environment. Glyphosate contents were significantly higher in clay soils rich in
exchangeable cations such as Mg?*, K* and Ca?*, which contribute to retain glyphosate

in soil via complexation processes.
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Keywords: herbicide survey, glyphosate, AMPA, persistence, agricultural soil, soya

field crops, St. Lawrence agricultural plain

Introduction

The use of herbicides and in particular glyphosate-based ones (GBH) in agricultural weed
management practices has intensified over the past decades. GBH were rapidly adopted in field
crops agricultural practices since the emergence of Roundup Ready (RR) soybean cultivar in
1996 (Duke, 2015) based on their affordability and their efficiency to control weeds (Duke et
al., 2018).

Most agricultural farms use RR and non-RR crops rotation to maintain high yields and stay
competitive on the grain market in comparison with a solely non-RR field crops system
(Hategekimana and Trant, 2002). In order to control the rise of glyphosate-resistant weeds
worldwide (Heap and Duke, 2018), both the number of GBH applications and the doses of
active ingredients increased over the last decades (Benbrook, 2016). While glyphosate is either
relatively quickly degraded (Hove-Jensen et al., 2014) or adsorbed in soils (Borggaard and
Gimsing, 2008), not much is known about the impact of repeated GBH applications regarding
agricultural soil health and functions (Simonsen et al., 2008; Sviridov et al., 2015a; Travaglia
et al., 2015). Glyphosate half-life in soils is generally short, ranging from a few days to a few
weeks (Al-Rajab and Schiavon, 2010; Cheah et al., 1998; Mamy et al., 2005; Simonsen et al.,

2008; Yang et al, 2015) whereas the half-life of its main degradation product,
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aminomethylphosphonic acid (AMPA), is estimated up to six times longer (Bergstrom et al.,
2011; Shushkova et al., 2010; Simonsen et al., 2008; Singh and Singh, 2014; Yang et al., 2015).
However, numerous studies report much longer residence time for glyphosate and AMPA in
soils, with amounts of both compounds measured more than a year after the last GBH
application (Bergstrom et al., 2011; Eberbach, 1998; Laitinen et al., 2009; Scribner et al., 2007),
highlighting the pluriannual persistence of glyphosate and AMPA in agricultural soils (Primost
et al., 2017). Longer residence time seems to be linked to the type of soil and its composition
(Bergstrom et al., 2011). Indeed, clay, oxides and organic matter seem to promote glyphosate
and AMPA retention in soil (Al-Rajab et al., 2008; Albers et al., 2009; Borggaard and Gimsing,
2008; Gjettermann et al., 2011; Rampazzo et al., 2013). The presence of exchangeable cations
also seems to affect the dymamics of glyphosate and AMPA in soil by the formation of
complexes, which are able to be adsorb onto minerals surfaces (Eker et al., 2006; Glass, 1987).
Most studies reporting a persistence of glyphosate and AMPA in agricultural soils following
GBH applications have been conducted in South America (Aparicio et al., 2013; Primost et al.,
2017) and more recently in Europe (Karanasios et al., 2018; Silva et al., 2017). In North
America, studies are scarce, somewhat outdated and have been performed in non-agricultural
soils (Feng et al., 1990; Roy et al., 1989). However, recent glyphosate surveys in water bodies
report the dispersion of both glyphosate and AMPA in the environment (Battaglin et al., 2014;
Glozier et al., 2012; Scribner et al., 2007; Giroux et al, 2015) emphasizing the need for a better
knowledge of the variables influencing the persistence and the dispersion of these compounds
in the environment following GBH applications. In this study, we aim to determine the levels

of glyphosate and AMPA in the surface horizon of field crops soils cultivated with soybean at
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the year of sampling under three distinct cropping systems: RR, Identity Preserved (IP) and
organic farming (OF) in the St. Lawrence Lowlands (Quebec, Canada). The study also aims at
evaluating the variables influencing the persistence of glyphosate and AMPA in agricultural
soils. The ultimate goal is to determine the effects of agricultural practices using GBH and the
role of soil texture and exchangeable cations on glyphosate and AMPA persistence in soils. In
the soil conservation context, this study provides much needed data, which should help to better
understand glyphosate and AMPA dynamics in agricultural ecosystems, to identify risk areas

and to optimize agricultural practices.
Material and methods

Study sites and soil sampling

Soil samples were collected in 45 field crops soils cultivated with soybean at the year of
sampling in the St. Lawrence Lowlands (Quebec, Canada) (Figure 1). Sites were subdivided
regarding the type of cropping systems: i) RR with one or more GBH application (n=21), ii) IP
which are not genetically modified to resist glyphosate but where GBH applications can be

used pre-sowing (n=16) and OF where GBH applications are prohibited (n=8).
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Flgure 3 1. Location of the study sites in the agrlcultural plaln of the St. Lawrence
during the sampling campaign in 2014 before sowing and in October 2014, at the
harvest time. For GR (Genetically Resistant to HBG) n=21 ; IP (variety with protected
identity not resistant to HBG) n=16 et BIO (organic without the application of HBG)
n=8.

Farmer’s self-administered questionnaires were used to collect data about the agricultural
practices specific to each site (i.e. soil tillage, number of GBH applications) (Table 1). It is
important to note that only GBH usage was reported by each farmer but not the exact doses
that were applied at the year of sampling.

Environmental variables (soil texture, principal soil limitations, total precipitations, field area)

for each sampled field were gathered using the Info-Sols database (www.info-sols.ca), a

geographic information system for agricultural landscape in Quebec (Canada) and data from

Environment and climate change Canada (www.canada.ca/en/environment-climate-change).

Based on these data, each sampling site was assigned to a specific texture class (Table 2).
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Each site was sampled twice. The first sampling mission took place in May 2014 before
soybean seeding, whereas the second one was performed in October 2014 before harvest. On
each site, three soil cores (0-20 cm) spaced 100 meters apart were collected and georeferenced
in order to accurately sample the same spots during the second campaign. Soil samples were
frozen and stored at -20°C upon analyses.

Exchangeable cations and phosphorus analyses

Soil samples were dried in an oven at 55°C and sieved using a two millimeters sieve prior
analysis. The Mehlich III method with a soil/solution ratio of 1:10 was used to extract the
exchangeable phosphorus, exchangeable aluminium and the following exchangeable cations:
K*, Fe?"**, Mn?" Mg*", Ca?', Cu*', Zn*", AI** (CEAEQ, 2010). Exchangeable cations were
measured by atomic absorption spectrometry (ARL 906AA, GBC Scientific Equipment,
Melbourne, Australia). Phosphorus was analyzed by UV-visible spectrometry at the 875 nm
wavelength, according to the method of Harwood et al., 1969 and adapted by Lucotte and
Anglejan, 1985. 10 ml of solution to assay were added with 10 ml of Harwood’s reagent, then
completed with 50 ml of miliQ water. The mixture was stirred vigorously and allowed for 30
minutes, before analyzing within the remaining 90 minutes. Harwood’s reagent was prepared
as follows: in a 500 ml flask, 250 ml of 4N sulfuric acid was added with 75 ml of ammonium
molybdate, 25 ml of antimony potassium tartrate and 100 ml of 10% (w/w) ascorbic acid, then
topped up with milli-Q water.

Glyphosate and AMPA content measurements

Soil samples were freeze-dried, crushed, sieved using a two millimeters sieve and 5 g of soil

were directly weighted into a 50 mL falcon. Then, glyphosate and AMPA were extracted using
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a slightly modified version of the method described by Alferness and Iwata (1994). Briefly, an
extraction solution was prepared by mixing 34.5 ml of NH4OH (28-30%) with 13.6 g of
KH,PO4 and adjusting the final volume to 1 liter. The extraction solution was diluted 1:2 and
a volume of 40 ml was transferred to the falcon containing the soil sample. The falcon was
mixed using a vortex mixer for 30 sec before being placed on a rotating wheel at 200 rpm for
30 mn. Afterwards, samples were centrifuged at 3500 rpm for 20 mn before being filtered at
0.2 um (InnoSep™ SF25 nylon filter). 40 pl of the extract were transferred in an injection vial
and evaporated to dryness under stream of nitrogen. Then, the extract was derivatized following
the protocol described by Deyrup et al. (1985) by adding 500 pl of trifluoroethanol (TFE) and
1000 pl of trifluoroacetic anhydride (TFAA) and heated at 100 °C for one hour. After cooling
down to room temperature, the extract was once again evaporated to dryness under stream of
nitrogen. Prior to GC-ECD injection, samples were dissolved in 1000 pL of isopropyl acetate
whereas a 1 pL of 1-bromopentadecane was finally added in order to monitor injection
reproducibility. A Varian GC 3800 gas chromatograph equipped with a Restek RXI-5SIL MS
capillary column (30 m x 0.25 mm ID, 0.25 pum) was used to analyze samples. The
chromatographic conditions used for glyphosate detection were as follows: injector
temperature, 250°C; detector temperature, 300°C; oven temperature program, 60°C, hold for
0.50 min, 6°C.min’! to 170, 60°C.mn"! to 250°C, hold 10.0 min, for a total run of 30.17 min.
High purity hydrogen was used as carrier gas (at a flow of 1.4 mL.min""), and the injection
volume was 1 pL.

To minimize uncertainty of chromatographic measurements, GC-ECD performance parameters

were checked on a daily basis to verify their suitability for the purpose of glyphosate/ AMPA
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analysis. LOD and LOQ were determined based on the method described in Mocak et al.
(1997). The calculated LOD and LOQ were 0.02 mg.kg"! and 0.05 mg.kg™! and 0.03 mg.kg™
and 0.09 mg.kg! for glyphosate and AMPA, respectively. Calibration curves of six points
showed good linearity for both analytes (1> = 0.96; p < 0.0001 and r* = 0.99; p < 0.0001 for
glyphosate and AMPA, respectively) in the domain of expected samples concentration.
Regarding samples quantification, each samples batch included a standard curve made of five
standards (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 mg.kg™! for AMPA and 0,0.1,0.2, 0.3, 0.4 mg.kg"! for glyphosate)
run in the same matrix as the unknown sample.

Statistical analyses

In order to use samples with glyphosate or AMPA contents below the LOD or between the
LOD and the LOQ in the statistical analyses, we arbitrary assigned values. Specifically,
contents below the LOD were assigned with a value of LOD/2 (i.e 0.01 mg.kg"' and 0.02 mg
kg! for glyphosate and AMPA, respectively) whereas samples with content comprised between
LOD and LOQ were given a value of LOQ/2 (i.e. 0.03 mg.kg™' and 0.05 mg kg' for glyphosate

and AMPA, respectively). Only one core per field was used for glyphosate and AMPA analysis.

Samples were compared using a Wilcoxon matched samples rank test was used to measure the
significant difference between samples taken at planting (May 2014) and those collected at
harvest (October 2014) for glyphosate and AMPA, with a significance level set at 0.05. For the
other parameters studied, an analysis of variance with a nonparametric factor was used to
compare the levels of glyphosate and AMPA, with a test of the ranks of Kruskal-Wallis, with a

significance level fixed at 0.05. The content distribution was represented by box plots and the
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measurement frequencies by histograms. For the comparison of the different soil textures, only
TA, TL and TLS type soils were analyzed, because the other classes did not have a number of
analyzes (n) large enough to ensure good representativeness.

The levels of glyphosate and AMPA and the presence of available cations in the soils for the
campaign of October 2014 (harvest) were associated using a multivariate analysis, namely a
principal component analysis (PCA), after having centred and reduces the data. Five axes were
chosen, obtaining the inertia of 80.5%. The data was interpreted using the texture of soils as an
additional variable in the analysis and use of the correlation matrix and the table of the square
cosines of the variables. All tests were performed with JMP Pro 14 software from SAS Institute
(Cary, NC, USA).

Results

Glyphosate and AMPA contents in surface soils

In the soils of the present study, glyphosate contents ranged from below the LOD to 0.47 mg.kg
"and AMPA contents from below the LOD to 1.16 mg.kg™' (Table 3). At least one of the two
compounds was detected in 91 % of the samples whereas both glyphosate and AMPA were
measured in 39 % of the samples. However, AMPA was more widespread with 76 % of the
samples containing AMPA in comparison to 41 % for the glyphosate. Surprisingly, both
glyphosate and AMPA were detected in some OF soil samples with maximum values of 0.15
mg.kg! and 0.24 mgkg!, respectively. However, the amounts measured were significantly
lower in comparison with RR and IP soil samples (p < 0.05). In RR systems, 90 % of the sites

presented detectable amounts of glyphosate or AMPA or both (n=21) whereas, in IP systems,
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glyphosate and AMPA were measured at every sample site to the exception of two (88 %, n =
17). On the other hand, only one OF site showed measurable amounts of AMPA and glyphosate
simultaneously (n = 8).

No significant difference was observed between glyphosate or AMPA contents measured
during spring or at harvest time (p > 0.05) considering either the whole data set or subdividing
the data set by agrosystem type (Figure 2). However, within a single sample campaign,
significant differences were observed for AMPA contents in soil (Figure 2). Indeed, in spring
before seeding, AMPA contents in OF systems were inferior to the ones measured in RR and
IP systems. RR and IP systems displayed similar AMPA contents at the same period (Figure
21a). On the other hand, at harvest time, AMPA contents were significantly different between
agrosystems with higher contents measured in RR samples and lower ones in OF samples
(Figure 2). Regarding glyphosate, no difference was observed at either spring or harvest
between the three agrosystems (Figure 2.1b).

Impact of the number of GBH applications

Glyphosate contents were not significantly different between sample sites without or with one
or with two GBH application (Figure 3.1). However, glyphosate detection frequency was
higher in soil samples that received two GBH applications in comparison with the ones with
one or no GBH application (Figure 3.2).

AMPA contents were significantly different between sites without and with two GBH
applications (p = 0.003) as well as between sites without or with one GBH application (p =

0.002) (Figure 3.1). In the present study, the number of GBH applications (one or two) did not
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seem to affect the total AMPA content measured in soil samples (p > 0.05) but AMPA detection
frequency in soil samples was higher along with the number of GBH applications (Figure 3.2).

Impact of tillage

Regarding tillage, a comparison between glyphosate and AMPA contents measured in soils
with direct seeding and soils with tillage did not show significant difference (p > 0.05).

Impact of soil texture and composition

Glyphosate contents were significantly higher in clay soils (CS) in comparison with loam (LS)
and sandy loam (SLS) soils, either during spring (CS vs. LS p=0.0018; CS vs. SLS p=0.0003;
Figure 4.1.a) or at harvest time (CS vs. LS p = 0.0049; CS vs. SLS p = 0.0026; Figure 4.1.b).
Glyphosate was detected in all clay soil samples of the present study whereas it was present in
13 % and 17 % of loam soils and sandy loams soils, respectively (Figure 4.3). Regarding AMPA
contents, no significant difference was observed depending on soil texture but the compound
was more often detected in clay soils (91 %) in comparison with loams soils (67 %) and sandy
loams soils (50 %) (Figure 4.3).

A principal component analysis based on 22 samples and 10 variables was run in order to
evaluate a potential link between glyphosate and AMPA contents and the exchangeable cations
contents in soils (Figure 5, Table 4). The PC1 was best explained with the following gradient:
Mg?* content > glyphosate content > K* content > Fe>** content > Ca*" content (Table 4). The
multivariate analysis also highlighted a positive correlation between glyphosate contents and
Ca*" contents (12 = 0.59). The first axis largely explained the content of these elements in sandy
loams soils and clay soils (cos? = 0.83 and 0.62, respectively) (Figure 5). The PC2 was best

explained by with the following gradient: Cu®* content > Al** content > phosphorus content >
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AMPA content (Table 4). The PC2 explained the content of these elements in loam soils (cos?
=0.46) (Figure 4).
Discussion

Persistence and accumulation of glyphosate and AMPA in soil

The results of the present study highlight the ubiquity of glyphosate and AMPA in field crops
soils cultivated with soybean at the year of sampling under three distinct cropping systems (i.e.
RR, IP and OF) with 91 % of the samples containing detectable amounts of at least one of these
compounds. AMPA is present more often than glyphosate with 76 % of the samples displaying
detectable amounts. In the literature, lower percentage of detection are generally reported with
values ranging from 45 to 66 % in studies performed in Argentina (62.5 %) (Aparicio et al.,
2013), U.S.A. (50-66 %) (Scribner et al., 2007) and Europe (45-66 %) (Ibafiez et al., 2005;
Silva et al., 2017). However, these studies were not exclusively related to field crops soils. A
higher frequency of glyphosate and AMPA detection in the studied soils seems to indicate that
field crops systems with soybean and maize rotation could potentially promote the persistence
of these compounds in agricultural soil. Primost et al. (2017) report the presence of at least one
these two compounds in all the soil samples from 17 fields in Argentina where farmers were
applying GBH. Authors explain the ubiquity of glyphosate and AMPA in their study by the fact
that they sampled soils directly in fields treated with GBH applications in opposition to others
studies in which analyses have been made in various compartments at the watershed scale and

thus not necessarily fields systematically exposed to GBH applications.
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The glyphosate contents measured in soils of the present study are in agreement with the ones
reported in the literature worldwide for field crops whereas the AMPA contents are higher
(Battaglin et al., 2014; Gunarathna et al., 2018; Silva et al., 2017). However, Primost et al.
(2017) report much more higher glyphosate and AMPA contents than the ones measured in this
study. Considering that glyphosate degradation rate is slower at lower temperatures (Helander
et al., 2012), the cold winter experienced in the Quebec region could in part explain these
differences. Indeed, in cold climate, both compounds were detected several years after the last
GBH applications (Bento et al., 2016; Kjer et al., 2005; Simonsen et al., 2008) and glyphosate
half-life can be as long as 460 days (Borggaard and Gimsing, 2008). Laitinen (2009) et al.
measured that 19 % and 48 % of the initially applied quantities of glyphosate and AMPA
remained 20 months after application in climate similar to what is encountered in the Quebec
region. The fact that, in the present study, glyphosate and AMPA are detectable in fields crops
soils treated with GBH as well as fields crops soils which did not receive any GBH application
in 2014 seems to indicate that these compounds can be persistent more than one year in soils
and have the potential to accumulate through time. This observation is in agreement with others
studies reporting an accumulation of glyphosate in soils through time (Banks et al., 2014;
Cassigneul et al., 2016; Okada et al., 2016; Sidoli et al., 2016; Simonsen et al., 2008; Sviridov
et al., 2015b; Travaglia et al., 2015). Andrea et al. (2003) suggested that glyphosate
mineralization depended of the crop history and decrease with repeated applications. A more
recent stud seems to validate this hypothesis since Primost et al. (2017) estimated an increase
of 1 mg of glyphosate per kg of soil after five GBH applications with an application rate

superior to the dissipation one contributing to a non linear accumulation of glyphosate and
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AMPA in soils. Glyphosate and AMPA contents in Argentina soils being 2 to 5 times higher
than those measured in Quebec soils (Aparicio et al., 2013; Primost et al., 2017) highlight the
impact of crop history in glyphosate and AMPA persistence and accumulation in soils. In
Argentina, soils receive an average of 3.3 GBH applications per year (Primost et al., 2017)
whereas in Quebec glyphosate-resistant fields crops generally do not receive more than two
GBH applications. However, as previously mentioned, the relation between glyphosate
accumulation in soil and the number of GBH applications does not seem linear. This is in
agreement with our results since: i) regarding glyphosate and AMPA content in soil, no
difference is observed between spring and harvest for both compounds, ii) the number of GBH
applications (0, 1 or 2) does not seem to impact glyphosate content in soils and/or its detection
frequency and iii) the ranges of glyphosate and AMPA contents in soils are the same for RR
and IP agrosystems. Thus, other factors seem to be involved in the persistence of glyphosate
and AMPA in Quebec soils. The increase in AMPA contents and detection frequency with the
number of GBH applications in 2014 could be due to the history of each site regarding the
number of GBH applications they received the previous years.

Soil tillage does not seem to be a major factor influencing glyphosate and AMPA persistence
in Quebec soils since no difference is observed between sites with soil tillage vs. direct seeding
crop systems sites This observation is in agreement with previous studies (Fomsgaard et al.,
2003; Okada et al., 2016; Rampazzo et al., 2013). Soracco et al. (2018) also reported an
accumulation of glyphosate and AMPA in soils under conventional and no-till systems during
a soybean growing season. However, they observed higher variation in glyphosate and AMPA

contents in soils under tillage. Other studies noticed an increase of glyphosate and AMPA
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contents in no-till soils after GBH applications (Cassigneul et al., 2016; Peruzzo et al., 2008).
It seems that tillage could potentially increase glyphosate and AMPA leaching (Gjettermann et
al., 2010) since both pores size and connectivity could be affected and increase solute transport
(Lipiec et al., 2006; Okada et al., 2016). Nevertheless, the effects of soil tillage are difficult to
evaluate in field conditions because agricultural practices depend on other factors such as GBH
application method, crop history or soil type. Hence, in the St. Lawrence Lowlands, most of
the glyphosate-resistant crops are combined with direct seeding systems for a better soil
conservation on the long term.

Impact of soil texture on glyphosate and AMPA dynamics

Based on our results, glyphosate seems to be more persistent in clay soils than in loams and
sandy loams soils (Figure 4) but AMPA contents in soils are similar whatever soil type (Figure
4). AMPA is known to have a superior retention capacity in comparison with glyphosate likely
due to a different type of fixation sites (Sidoli et al., 2016). Indeed, due to its chemical
configuration, soils have a higher adsorption capacity for AMPA than for glyphosate
(Borggaard and Gimsing, 2008), which could explain AMPA lesser sensitivity to crops and soil
variable and thus its ubiquity and generally higher contents in soils. Since aluminum oxides
have a strong adsorption capacity for AMPA (Rampazzo et al., 2013; Sidoli et al., 2016), the
principal way for AMPA adsorption could be via ligand exchange and thus would be dependent
on oxides contents rather than soil texture.

Numerous studies highlighted glyphosate adsorption on clay silicates and oxides (Barja and
Dos Santos Afonso, 2005; Gimsing and Borggaard, 2002; Sheals et al., 2002). Clay soils seems

to promote glyphosate accumulation by delaying its degradation. Indeed, Bergstrom et al.
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(2011) showed a 6.5 higher glyphosate persistence in clay soils than in sandy soils whereas the
fact that glyphosate is more persistent in soils with a higher clay content seems to be a
consensus (Maqueda et al., 2017; Okada et al., 2016; Sidoli et al., 2016). It seems to be due to
a stronger glyphosate adsorption on clay (Baez et al., 2015; Gros et al., 2017; Gunarathna et
al., 2018; Paradelo et al., 2015). Contrary to AMPA, glyphosate adsorption could be achieved
via complexation mechanisms thus explaining the link between glyphosate contents and soil
texture in the present study (Figure 5). Glyphosate adsorption in soils is influenced by clay
contents and the soil cations exchange capacity (CEC) (Okada et al., 2016). CEC is the amount
of exchangeable cations in soil that can attach itself to the soil organic matter and clays,
promoting cations-glyphosate complexation (Dollinger et al., 2015; Glass, 1987). A decrease
in glyphosate availability can be observed following the formation of these chemical
complexes (Tsui and Chu, 2008) and thus potentially affect glyphosate degradation in soils. In
a study by Nguyen et al. (2018) , glyphosate mineralization ranged from 7 to 71 % of the
initially applied amount in 21 agricultural soils with various textures. In this case, calcium and
potassium exchangeable cations seemed to largely influence glyphosate mineralization (i.e.
positive correlation). However, the formation of calcium-glyphosate complexes have been also
linked to a decrease in glyphosate bioavailability for degradation (Caetano et al., 2012). In the
clay soils of our study, the multivariate analysis seems to indicate that the exchangeable cations
promoting most glyphosate persistence in soils are Mg?*, K*, Ca** and Fe*"**. Major cations
such as Mg?*, K*, Ca?" are known to increase glyphosate sorption coefficient in sandy loam
soils (Jonge and de Jonge, 1999). Moreover, soils with higher clay, calcium and magnesium

contents and a stronger CEC were also linked to a greater glyphosate adsorption (Okada et al.,
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2016). These cations can form insoluble complexes with glyphosate over a long period of time
(Eker et al., 2006; Glass, 1987) thus stabilizing glyphosate in agricultural soils.

Glyphosate and AMPA diffusion potential in the environment

Our results highlight the ubiquity of both glyphosate and AMPA in agricultural soils of the St.
Lawrence Lowlands. It is of concern to detect these compounds in sites where GBH
applications are not performed (i.e. organic farming systems) but not surprising since studies
reported the presence of both glyphosate and AMPA in soils never exposed to GBH (Aparicio
etal., 2013; Lupi et al., 2015). In Quebec, certified organic field crops famers are required not
to apply herbicides for at least three years in a row.

The presence of glyphosate and AMPA in these soils could be explained by two mechanisms:
1) the long-term persistence in soils of glyphosate and AMPA originated from GBH applications
before the process of application for the organic certification. It is unlikely since only two
samples have contents superior in spring in comparison with harvest; ii) the proximity of the
OF sites with fields crops using GBH applications and the diffusion of glyphosate with the
wind (Bento et al., 2017; Chang et al., 2011; Farenhorst et al., 2015; Lamprea and Ruban,
2011), with surface waters (Zheng et al., 2018). Indeed, glyphosate and AMPA originated from
GBH applications or from wind eroded sediment were detected in air samples from agricultural
areas in the United States (Chang et al., 2011). The amount of glyphosate measured during
diffusion by pulverization and by run-off can be similar with 6.9 % and 3.9 % of the applied
quantity, respectively (Lupi et al., 2019). An important part of glyphosate is leachable for a few
weeks after GBH. Glyphosate is generally detected more often in spring during GBH

applications period (Carles et al., 2019) and up to 47 % of the applied glyphosate can be washed
215



away with run-off (Rampazzo Todorovic et al., 2014; Yang et al., 2015) whereas AMPA is also
leachable (Imfeld et al., 2013; Landry et al., 2005). Moreover, a fraction of both glyphosate
and AMPA adsorbed in soil can also be leached long after the last GBH application (Simonsen
et al., 2008). A history of repeated GBH applications over years could also increase glyphosate
and AMPA leaching from agricultural soils with a positive correlation between the number of
years a site has been exposed to GBH and the degree of leaching (Norgaard et al., 2014). This
information highlights the issue of GBH extensive use and how glyphosate and AMPA have
the potential to impact agricultural soils for years due to their persistence. Glyphosate and
AMPA are not to be only considered as a problem in glyphosate-resistant crops since their
diffusion in the environment can be non-negligible (Battaglin et al., 2014; Glozier et al., 2012;
Scribner et al., 2007). This persistence and diffusion of both compounds also raise concerns on

soil health and sustainability on the long term and on impact of non glyphosate-resistant crops.
Conclusion

A residual fraction of HBG's glyphosate as well as its main degradation product AMPA
persist in soils, which may raise concerns for the sustainability of the cultural system. In
addition, the two compounds were also detected in soils under biological control without
application of pesticides, show a diffusion of these compounds on a large scale in agricultural
areas. The persistence appears to be greater in clay soils with a higher content of
exchangeable cations such as potassium and calcium, which play a large role in the fertility of
agricultural soils. The competition and interaction of cations with other organic molecules,

anions and exudates and the influence this can have on the persistence and mobility of
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glyphosate are essential for the pursuit of field studies in partnership with farmers. These
results allow us to highlight the state of contamination of Quebec soils. Monitoring of
available cations and of glyphosate and AMPA in different soils and crops is a new approach
that provides a better understanding of the mechanism of retention of these compounds in

soils and serves as a basis for advancing knowledge in conditions. of field.
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Figure 2. Distribution of glyphosate 1) and AMPA 2) content according to the type of
crop in agricultural soils under soybean cultivation in spring 2014 before sowing (a)
and in October 2014, at harvest time (b).

For GR, n =21; IP n = 16 and BIO n = 8. Boxplots represent the median, and the 25
and 75% quantiles.

° represent potentially outliers. Significant differences were tested using the non-
parametric Kruskal-Wallis test, with a significant threshold set at 0.05 and annotated
on the graph by letters A, B, C corresponding to the different significant groups.
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Figure 3. Histograms of glyphosate and AMPA levels 1) and their frequency
of detection in soils 2) at harvest time, according to the number of applications. The
letters A, B, C represent the different significant groups.
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Figure 3. Distribution of glyphosate 1) and AMPA 2) content according to the texture
of the clay soil (TA), loamy (TL) or silty-sandy (TLS) in spring 2014 before sowing

(a) and in October 2014, at the time of the harvest (b).
The detection frequencies of the two compounds were represented by bar histograms in 3) before sowing
(a) and at harvest time (b).
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Figure 4. Graphical representation of PCA based on components 1 and 2, incorporating
the additional variable of the three main textural classes (clay, loamy and sandy), and
according to the three soybean crop management (BIO, IP and GR).
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