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RESUME

Depuis une vingtaine d'années, la sociéeteé est entrée dans la transition écologique. Cette
transition écologique concerne tout particulierement le monde agricole qui doit revoir ses
modes de production et ses pratiques pour réduire au Maximum son empreinte
environnementale. Les pesticides et herbicides sont les premiers d avoir eété remis en
cause donnant ainsi une impulsion pour lessor de nouveaux modes de production:
agriculture biologique, biodynamie, label HVE, agriculture raisonnée. Ceux-ci reposent
sur des approches agronomiqgues ou l'utilisation de produits de synthese est reduite voire
prohibeée, le cuivre et le soufre restant les seuls moyens de lutte contre les menaces
d'agents phytopathogenes.

En viticulture, le mildiou représente une menace avérée pour les vignes et les fongicides
cuprigues sont le traitement le plus efficace connu a ce jour pour lutter contre la maladie.
Utilisés au XIX et XXeme siécle & des doses allant jusqu'a 50 kgCu/ha, le Cuivre sest
accumulé dans les sols viticoles au cours du temps, constituant ainsi un danger potentiel
pour les organismes, et principalement ceux vivants dans les sols. Aujourd’hui et depuis
le debut des anneées 2000, les doses appliquées en viticulture sont généralement
inférieures & 4 kgCu/ha/an, dose réglementaire établie par la Commission européenne
en 2019. Depuis 2002, la législation européenne tend d renforcer les restrictions
concernant l'utilisation du cuivre en agriculture et linquietude d'une interdiction lors de
la prochaine révision de cette reglementation (en 2025) se fait sentir chez les viticulteurs.
Dans ce contexte, il est indispensable pour eux de connaitre limpact de leur pratique
d'utilisation de fongicides cupriques sur la qualité biologique des sols mais egalement
d'identifier les raisons objectives de la limitation imposeée.

Le projet Impacts et Accumulation du Cuivre dans les Sols Agri-viticoles est & linitiative
d'un collectif de vignerons francais soucieux de limpact environnemental de leurs
pratiques. Il a pour objectif de répondre a la question de limpact écotoxicologique du
cuivre sur la qualité biologique des sols viticoles selon une démarche scientifique
rigoureuse. Dans une 1°¢ phase, une revue de la littérature académique scientifique sur
cette question est mise en ceuvre avec le concours de chercheurs de l'institut INRAE. Cette
approche permet de faire le bilan des connaissances actuelles de la recherche
scientifigue sur le sujet, d'apporter une réponse dans un délai court et & moindre coUt et
d'identifier les éventuelles lacunes scientifiques. De plus, cette approche est également
celle employée par les autorités sanitaires européennes (EFSA) pour emettre l'avis sur
lequel se base la décision de la Commission européenne. Les données issues de la
littérature grise ont éte écartées de cette revue car rien ne garantit leur robustesse et leur
objectiviteé scientifique.

L Analyse bibliomeétrigue
La combinaison de mots-clés « Cuivre + Sol + Biodiversité + Viticulture » a été utilisée sur
le moteur de recherche académique Web of Science. La recherche n'a pas éte limitée en
termes de date ou dorigine geographique. Elle a abouti a 234 articles réepondant G
lassociation des 4 themes. Parmi eux, seulement 48 traitent des questions
d'écotoxicologie sur les organismes du sol. Les premiers articles datent de la fin des
années 90' mais la majorité (70%) sont parus au cours des 10 dernieres années. 60% de
ces drticles ont été produits par des équipes de recherche frangaises, espagnoles,
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italiennes et chinoises. L'historique viticole tres ancien des 3 pays européens explique
gu'ils soient fortement concernés par laccumulation de cuivre dans les sols. Cette
thématigue de recherche constitue donc un enjeu plus important pour eux.

11 Analyse des strategies experimentales des etudes
Cette analyse rend compte de la diversité des approches meéthodologiques employées
et identifie les etudes repondant de facon pertinente & la question poseée. Elle montre que :
1-Seulement 25 études référenceées traitent des systemes viticoles.

2 — La plupart des études sont des expérimentations en microcosmes testant l'effet de
doses de cuivre apportées. Quelques études, menées in situ, évaluent leffet du cuivre
accumulé dans les sols.

3 — Les expérimentations en microcosmes sont peu génériques car elles portent sur 1
ou 2 types de sol uniqguement. Les etudes in situ font preuve d'une plus grande généricité
car elles reposent sur plusieurs parcelles.

4 — Lorsque le cuivre du solest mesure, peu d'informations sur Uhistorique de la parcelle
sont données. Inversement, le cuivre est rarement mesurée quand l'étude s'intéresse a
l'effet de l'historique de la parcelle.

5 - La biodiversité est etudiée dans la couche arable du sol (0-20 cm).

6 - La biodiversite est essentiellement étudiée sous le prisme des microorganismes. La
biomasse microbienne renseigne sur le patrimoine biologique du sol et les mesures de
respiration et d'activités microbiennes évaluent son fonctionnemebt. Aucune information
sur limpact du cuivre sur le niveau de diversité microbienne n'est disponible a ce jour. De
méme, aucune donnée n'existe concernant limpact du cuivre sur les nématodes, les
collemboles et les acariens, les vers de terre, et les arthropodes dans les sols viticoles.

7 — €t enfin, la littérature scientifique Nn'apporte, dans l'état actuel des connaissances,
aucune information pertinente sur l'effet écotoxicologique du cuivre dans les conditions
actuelles d'utilisation en vignes (doses et fréquences d'application irréalistes, Figure 1).

Conditions actuelles Conditions expérimentales Conditions expérimentales
en viticulture Microcosmes — Effet dose In situ — Effet teneur dans le sol
Doses apportées : Doses apportées :
<4 kg/ha/an 4= <1 mg/kg 400-8120 kg/ha/an «=100-2029 mg/kg

\

T,
4312 ﬁ J"‘

passages

1 passage ‘

: ® 8§ @ :
Teneur dans les sols : Teneur dans les sols :
80-120 kg/ha sol non-contaminé 80-200 kg/ha sol non-contaminé
Jusqu’a 4000 kg/ha sol contaminé Jusqu’a 4480 kg/ha sol contaminé

Figure 1: Schema récapitulatif des conditions actuelles d'utilisation du cuivre en viticulture et des conditions
expéerimentales étudiées en microcosmes ou in situ, dans la littérature scientifique.
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IIT.  Analyse bibliographique

Cette troisieme et derniere étape correspond a la synthese des résultats decrits dans les
articles retenus. Bien que les conditions expérimentales des articles ne permettent pas de
réepondre a la question de limpact écotoxicologique du cuivre sur la qualité biologique
des sols viticoles dans les conditions actuelles d'utilisation, il parait toutefois essentiel de
faire la synthese de ces données pour déterminer les doses critiques, les parametres
bioclogiques sensibles et l'intensite des effets induits par le cuivre. Cette synthese concerne
finalement 4 articles scientifiques qui repondent de facon pertinente a la question de
limpact écotoxicologique du cuivre sur la biodiversité des sols en contexte viticoles. Pour
compléeter les informations apportées par ces 4 articles, une recherche bibliographique
elargie 4 tous les usages agricoles a été menee. €lle a permis d'enrichir l'étude
bibliographique avec 16 articles en contexte de grandes cultures, de prairies ou de vergers.
Le bilan des recherches et de lanalyse repose donc sur 19 articles tout contexte agricole
confondu : 14 répondent a la question de leffet dose sur la biodiversité des sols, 4
repondent d la question de l'effet teneur en cuivre accumulé dans le sol sur la biodiversite,
1 traite les deux questions. L'effet dose est quasi-systéematiquement investigué en
apportant la dose totale de cuivre en une seule fois. La réeponse mesurée correspond donc
a celle d'une exposition aigue. L'effet teneur en cuivre accumulé se rapproche plus d'une
réponse 4 une exposition chronique. &€n reéalité, l'utilisation des fongicides cupriques en
agriculture et en viticulture s'effectue généralement par de petites doses apportees
plusieurs reprises sur la saison, ce qui correspond a une exposition chronique. Il faut noter
gu'une contamination aigue induit une réponse plus intense qgu'une exposition
chronique, et reduit les possibilitées d'adaptation progressive et de résilience des
communauteés d'organismes.

La synthese des 19 articles montre que les doses étudiées se repartissent le long d'un
gradient allant de 2.8 & 20 000 kg/ha/an (Figure 2). La plupart des études reposent sur
des gradients commencant & 200 kg/ha/an, soit 50 fois la dose autorisée en viticulture
bioclogique depuis les années 2000, et rares sont les études testant des doses inférieures
& 20 kg/ha/an. Dans ces conditions expérimentales, la qualité biologique des sols n'est
affectée qu'a partir de 200 kg/ha/an de cuivre apporté. Alors que les nématodes semblent
ne pas étre impactés par une exposition au cuivre méme a des doses tres élevées, les vers
de terre sont les plus sensibles. L'accumulation de cuivre dans le sol a un effet a partir de
200 kg/ha/an (soit 50 mg/kg) mais peu de groupes biologiques sont renseignés. Alors que
les microorganismes sont affectés a ces teneurs, les collemboles ne sont pas impactés
par le cuivre.

Novasol Experts 7



INEES TN N -
o ¥ © v © 0 0o ODRESESFLSES Parametr(_ele Intensité de
© v a VL PEIITIEFTEFIISHFEYY LG plus sensible leffet
EFFET DOSE (kgCu/ha/an)
4
. . 15 400 Activités
Microorganismes 28 Respiration
Nématodes
Collemboles 40 { Reproduction
Enchytrées 128 [ Reproduction
¢ 200
Vers de terre 128 ° - Biomasse
EFFET ACCUMULATION (kgCu/ha)
200
Microorganismes 80 [ ® Respiration
Nématodes
Collemboles o0
Enchytrées
Vers de terre

Légendes : E-] Doses testées / Teneurs dans le sol dans les études
®  Seuil d’écotoxicité du cuivre
| Dose actuellement autorisée par la Commission Européenne

Figure 2 : Synthese des doses et des teneurs en cuivre testées dans la litterature scientifique académique et
des doses minimales pour lesquelles des effets déléteres ont été observés sur le parametre biologique le plus
sensible pour chaque groupe biologique du sol.

IV. Sur guelle base la Commission européenne a-t-elle donc statuée sur une dose
limite de 4 kg/ha/an ?

Cette décision a eté rendue suite au rapport de lEFSA, autorité sanitaire europeenne en
charge de mener les études d'impacts environnementales des contaminants. Le dernier
rapport de UEFSA en date de 2019 repose sur la littérature academique scientifique
publiee entre 2005 et 2014, ainsi que sur des experimentations commandeées par l'autorite
sanitaire au debut des années 2000 a des chercheurs internationaux. La grande majorite
de ces expérimentations, bien que menées dans un cadre acadéemigue rigoureux et
souvent validées par des experts indépendants, n'ont toutefois pas fait lobjet de
publications dans des revues scientifiqgues academiques. De fait, la diffusion limitée et
non-académique de ces resultats n'a pas permis de les intégrer a cette synthese.
Le seuil de 4 kg/ha/an a été fixé sur la base d'une étude allemande menée par Olaf Klein
de 2003 & 2013, a la demande de 'EFSA. Dans cette étude, les vers de terre ont été suivis
dans 2 prairies différentes, traitées avec 3 doses différentes (4, 8 et 40 kg/ha/an) pendant
10 ans a raison de 3 applications par an. Les conditions expérimentales de cette étude
sont assez proches des conditions réelles d'application par les viticulteurs, a l'exception
du fait gu'il s'agit de sols prairiaux N‘ayant jamais recu de cuivre precedemment. Les
auteurs de l'étude, ainsi gue les 3 experts indépendants ayant evalueé ces travaux, ont
conclu gque lesdoses de 4 et 8 kg/ha/an n'induisaient aucun effet observable pour des sols
de prairiesde ce type et que des effets durables etaient survenus sur les vers de terre apres
3 ans de traitement & 40 kgCu/ha/an (120 kg/ha au total). Malgré ces résultats
scientifiques, l'etat rapporteur de la Commission européenne a considéré que les effets
observés ponctuellement pour 4 et 8 kg/ha/an, estimés comme non pertinents par les
experts, devaient étre pris en compte dans l'évaluation. La dose maximum n’induisant
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pas d'effet néfaste a ainsi été estimée & 4 kg/ha/an de substance active pour tenir compte
des effets « transitoires » sur labondance et la biomasse des vers de terre.

L'étude bibliographique présentée ici est en concordance avec la majeure partie des
résultats présentés par lEFSA, a l'exception des expérimentations d son initiative qui n'ont
donc pu étre inclues dans l'analyse. La principale conclusion est qu'il y a un mangue
crucial de données concernant les organismes du sol (arthropodes et nématodes
principalement) pour des gammes de doses inférieures & 50 kgCu/ha/an appliquées dans
des conditions expérimentales similaires aux conditions d'application par la profession
agri/viticole. Associé & ce manqgue de données, les observations effectuées sur les vers de
terre dans des sols spécifiqgues ont été extrapolées pour statuer sur un haut niveau de
risque environnemental.

Cette synthése met en évidence que, sur la base de la littérature scientifique académique
actuellement disponible, il est impossible de conclure objectivement & un quelconque
impact écotoxicologique des fongicides cupriques appliqués & une dose de 4 kg/ha/an
sur la qualité biologique des sols viticoles.

V. Quelles pistes pour les recherches futures ?
Chaqgue étape de ce travail de synthese a également mis en évidence des lacunes
techniques et scientifiques significatives pour pouvoir légiférer objectivement sur la
limitation des doses de cuivre utilisables en viticulture et en agriculture (bioclogique). Ces
lacunes concernent les choix méethodologigques des tests ecotoxicologiques (Tableau 1):

Tableau 1: Comparaison des conditions expérimentales menées dans les études scientifiques a ce jour et
des conditions expérimentales a appliquer pour répondre a la question posée.

. Conditions expérimentales choisies Conditions expérimentales & appliquer
Criteres S Ay -y i dans le contexte actuel pour répondre
Jusq ] & la question posée
Entre 2 et 32 kg/ha soit 0.5 & 8 mg/kg en
Dose Généralement =200 kg/ha Loborqtplre (calculé pour un sol de
densité 1.3 sur une profondeur de
labour de 30 cm)
Type d'exposition Aigle : directe, en 1 fois Chr,o”,‘que:‘*mzfo‘s sur 3 mots,
répétée sur plusieurs années
Echelle Court, moyen et long termes : quelques
temporelle de Court-terme : <100 jours »moyen 9 quelq
e ) jours a plusieurs années
évaluation
L Sols sans historique de contamination
1ou 2 types de sol, généralement sans . S
Type de sol - ; ) : au cuivre + Sols avec contamination
historique de contamination ; .
plus ou moins marquée

Une autre lacune concerne la représentativité des groupes biologiques etudies dans la
littérature. Les microorganismes sont les plus etudies alors qu'ils semblent étre les moins
vulnérables. €n revanche, la faune du sol est peu renseignée, voire pas du tout pour
certains groupes. &nfin, il est indispensable de multiplier les études d travers les différents
territoires viticoles du monde pour établir des conclusions génériques, c'est-a-dire
indépendantes d'un contexte pedo-climatique et expérimental donneé.
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1. Introduction générale

Depuis une vingtaine d'années, la sociéteé est entrée dans la transition écologique, c'est-
a-dire une évolution vers un nouveau modele économique et social qui adapte les modes
de consommation, de production et de travail pour répondre aux grands enjeux
environnementaux: le changement climatique, la rareté des ressources, la perte de
biodiversite et la multiplication des risques sanitaires environnementaux. Cette transition
écologique concerne tout particuliecrement le monde agricole (transition agro-
eécologique) qui doit revoir ses modes de production et ses pratiques pour réeduire au
maximum son empreinte environnementale. Bien que lensemble des pratiques
agricoles soit susceptible d'altérer la biodiversité, lutilisation des pesticides et des
herbicides est aujourd’hui la principale cible sur le banc des accuseés.

Ainsi depuis le debut des années 2000 de nombreux traitements phytosanitaires de
synthese ont fait lobjet de limitations, voire d'interdiction, car ils induisent des
répercussions en termes de biodiversité et d'intégrité des eécosystemes. En parallele, le
mode de production biologique s'est fait une place dans le paysage agricole avec une
croissance continue des conversions pour atteindre 85% des surfaces agricoles en 2019.
Le label « Agriculture Biologique » impligue, entre autres, que les protections
phytosanitaires reposent principalement sur les prédateurs naturels, le choix des especes
et desvarietés, la rotation des cultures, les techniques culturales, les procédés thermiques
et en cas de menace avérée, des produits phytopharmaceutiques « naturels » tels que le
cuivre et le soufre (AB réglementation francaise CE 889/2008).

Pour les cultures pérennes, principalement en vignes, le cuivre est la seule alternative
connue a ce jour pour lutter contre le mildiou en viticulture biologique, de facon
suffisamment efficace. Alors que le cahier des charges de l'agriculture biologique limite
la dose annuelle & 6 kg/ha depuis 2002, la Commission européenne a réglementé son
utilisation & 4 kg/ha/an en 2019. Néanmoins, le rapport de U'EFSA, sur lequel se base la
Commission européenne, souligne un mangue de données scientifiques pour évaluer
préecisement limpact écotoxicologique du cuivre et les principales références citées
datent du début des années 2000. De plus, ces etudes considerent des doses d'apports
bien supérieures a celles appliquées aujourd’hui en viticulture biologique.

La nécessite de mener cette etude a ete identifiee par des viticulteurs francais pratiquant
lagriculture biologique ou biodynamigue dans ce contexte de limitation croissante des
doses de cuivre applicablesen agriculture par les autorités sanitaires. Ces viticulteurs sont
soucieux de connaitre limpact environnemental du cuivre mais également de mieux
comprendre les fondements de cette réeglementation sur les fongicides cupriques. Ils
souhaitent ancrer cette démarche dans la recherche académique afin de répondre de
facon objective a la problématique suivante : « Quels sont les impacts écotoxicologiques
du cuivre sur la biodiversité des sols en systeme viticole, aux doses utilisees actuellement
en viticulture biologique ? ».
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Il est possible de réepondre & cette question par plusieurs approches methodologiques :

La synthese des connaissances scientifiqgues deja disponibles
La méta-analyse de données existantes non valorisées
La mise en place d'expérimentations

Dans un premier temps, il nous a paru plus pertinent de s'orienter vers une synthese des
connaissances scientifiques déja disponibles pour 5 raisons complémentaires :

Ce

16

Cette approche fournit des premieres réponses rapidement (quelques semaines),
Elle est la moins colteuse,

Ce type de synthese est independant et objectif,

L'avis des experts des autorités sanitaires repose en grande partie sur cette
approche de synthese bibliographique,

Cette approche est nécessaire pour identifier les expérimentations pertinentes a
mettre en ceuvre afin de combler des lacunes de connaissances plutét que de
réitérer des expériences deja menées.

rapport est constitue de 7 parties::

1.

Le contexte présente les pré-requis a la problématique posée : qu'est-ce que le
cuivre ? pourguoi et comment est-il utilisé en agriculture et en viticulture ? que sait-
on de son accumulation dans le sol ? quel est son impact écologique ?

La methodologie de la recherche bibliographigue et du travail de synthese est
succinctement expliquée.

L'analyse bibliomeétrigue fait le bilan numérique des articles scientifiqgues associes
a la recherche, de leur évolution dans le temps ainsi que de leur origine
geéographigue.

L'analyse des stratégies experimentales des etudes rend compte de la diversite des
approches methodologiques employees et permet d'identifier la littérature
scientifiqgue academique repondant de facon pertinente a la question.

L'analyse bibliographique au sens strict restitue les résultats pertinents identifiés
dans la littérature. Cette partie préesente lensemble des impacts écotoxicologiques
du cuivre répertoriés sur la biodiversité des sols viticoles. D'abord orientée sur les
sols viticoles, cette partie fournit également des informations sur limpact
eécotoxicologique du cuivre dans des contextes agricoles non-viticoles, afin de
compléter les connaissances sur la question.

La synthese des résultats donne une vision globale des connaissances actuelles.
Ces connaissances sont mises en regard du dernier rapport des autorités
europeennes afin d'établir si les donneées disponibles sont suffisantes pour legiféerer
sur l'utilisation du cuivre en agriculture et viticulture.

Enfin des pistes de recherche sont proposees afin de combler les lacunes
expérimentales et scientifigues mises en évidence par cette synthese
bibliographique.
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2. Contexte

21 Le Cuivre (Cu)
211 Indispensable mais toxique

Un oligo-éléement indispensable aux plantes

Le cuivre est un oligo-élement essentiel pour les plantes et les animaux et en situation de
carence les risques sont éleves pour les organismes. Il est nécessaire a leur metabolisme
mais seulement & faible dose. Le cuivre est impliqué dans difféerents systemes
enzymatiques chez les plantes a l'origine de la photosynthese, de la respiration, de la
croissance, de la production de graines et de la détoxification (Loue, 1993 ; Marschner et
al, 1995; Clemens, 2001 ; Kabata-Pendias, 2010). Les plantes ont donc développe des
mecanismes d'absorption et de transfert du cuivre vers les organes. Une carence ou un
exces de cuivre aura des consequences prejudiciables pour leur croissance. La
concentration optimale dans les parties aériennes est comprise entre 2 et 30 mgCu/kg de
maltiere seche et dépend de l'espece (Reuter et Robinson, 1997). £En cas de carence (<2 4
5 mg/kgMms), les symptdémes sont une altération du développement du pollen, des
troubles de l'épiaison sur céreales, une décoloration des jeunes feuilles, un déefaut de
turgescence des feuilles si les vaisseaux du xyleme sont insuffisamment lignifiés, la mort
des jeunes pousses et le rabougrissement des arbres (Loug, 1993 ; Kabata-Pendias, 2010).
En France, il est rare que la vigne montre des symptdémes de carence en cuivre.

Toxicite et phytotoxicité

Le cuivre est non toxigue pour les mammiferes et les animaux domestiques (lapins,
poneys et cochons) tolerent parfaitement de hautes teneurs en cuivre dans leur
alimentation (300 & 800 mg/kg d'aliments secs) (Flemming et Trevors, 1989). Comparé
aux mammiferes, les organismes aguatiques sont excessivement plus vulnérables au
cuivre. Les limites de tolérance toxique chez les mammiferes sont 10 a 100 fois plus elevées
gue celles des poissons et des crustaces et 1000 fois plus élevees que celles des algues.
Les poissons et crustacés avec les rapports surface/volume et les fréquences respiratoires
les plus importants absorlbent plus facilement le cuivre et accentuent leur sensibilité
toxique.

Chez les microorganismes, les effets toxiques du cuivre sont tres variables selon le milieu
(eaux, sediments, sols), les caracteristiques physico-chimiques et les parametres mesures.
De hautes concentrations en cuivre peuvent induire la sélection de populations
microbiennes naturellement résistantes (Lejon et al, 2010), voire qui sont capables
d'accumuler le meéetal. Les microorganismes sont d la base de la chaine trophigue, ainsi
lentrée du cuivre dans la chaine trophigue et son transfert dans les niveaux trophigques
supeérieurs (consommateurs et prédateurs) sont facilités.

Chez les plantes, un excés de cuivre (> 15 & 30 mg/kgMms) provogque en premier lieu une
rhizotoxicité dont les symptdmes sont un brunissement des racines, une réduction de la
formation des poils absorbants et une diminution de l'élongation racinaire (Kopittke et
Menzies, 20006), un épaississement des racines (Panou-Filotheou et Bosabalidis, 2004) et

Novasol Experts 17



une perte de biomasse racinaire (Marschner, 1995). Les parties aériennes sont affectées
dans un second temps et les symptdmes sont alors une atteinte du feuillage
(deformations et décolorations internervaires caracteéristiques des chloroses ferriques
induites par l'exces de cuivre, Davis et Beckett, 1978), des nécroses, une dégradation du
développement de la vigne (Coic et Coppenet, 1989), allant jusqu'au nanisme (Marcellin,
1974) ou 4 la mort des souches. La phytotoxicité au cuivre touche principalement les
vignes jeunes car les vignes dgees presentent un systeme racinaire plus developpé,
descendant dans des horizons plus profonds et non contaminés du sol. Elles sont Moins
sensibles que les jeunes vignes qui ont des organes plus vulnérables. Cette toxicité
dépend egalement de la biodisponibilité du cuivre dans le sol, elle-méme dépendante du
statut chimique du sol (CEC, pH).

2.1.2 Utilisation du cuivre en viticulture

Apparition des solutions a base de cuivre

En France, lutilisation du cuivre en tant que fongicide contre le mildiou remonte ¢
linvention de la bouillie bordelaise en 1882 par Millardet. En Meédoc, un usage ancien
consistait a couvrir le feuillage des souches de lextremité des rangs de vigne par un
melange de sulfate de cuivre et de chaux pour ¢loigner les maraudeurs. Millardet
observa gue les feuilles enduites étaient moins touchées par le mildiou que les autres
souches (Branas, 1984). Il proposa donc la pulvérisation de sulfate de cuivre pour lutter
contre la maladie a partir de 1883 et la pratique devint systematique en vigne des 1885.
Elle s'est par la suite étendue a l'arboriculture, au maraichage mais également pour la
culture du coton, du houblon, de la chicorée et pour les rosiers.

Gréce ¢ son action non-sélective et polyvalente, le cuivre est utilise comme produit de
contact sur les parties aériennes pour lutter contre les maladies cryptogamiques de la
vigne notamment. Ainsi, il permet de combattre plusieurs maladies causees par des
agents phytopathogenes différents mais est principalement considéeré comme un
fongicide. Son efficaciteé est variable selon la maladie (Branas, 1984 ; Figure 1).

Efficacité modérée Trés efficace
Oidium Mildiou
(empéche la Rougeot parasitaire Anthracnose maculée
formation de Pourriture grise Black-rot
cléistothéces) Nécrose bactérienne

Figure 1: Efficacité du cuivre dans la lutte contre les agents phytopathogenes selon la maladie (Branas,
1984).

L'effet du cuivre est dU aux propriétés antifongiques et bactéricides de l'ion cuivrique Cu?".
Ilintervient a plusieurs niveaux (Rousseau, 1995 ; Michaud et al., 2007) :

- Blocage des processus respiratoires,

- Frein d la biosynthese des protéines,

- Diminution de l'activité membranaire et du transfert des éléments,

- Catalyse de la production de radicaux libres qui sont de puissants oxydants.
Son efficacite a reguler le développement de populations microbiennes
phytopathogenes est avéré uniguement a4 titre préventif, etant sans effet si lagent
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pathogene est déja présent dans les tissus vegetaux. Il a également été observe que le
cuivre empéche la germination des conidies et la pénétration des filaments dans les
feuilles, provoquant la mort des zoospores de Plasmopora viticola (Branas, 1984).

Historique d’utilisation du cuivre en viticulture

Dans la premiere moitié du 20°™e siecle, la dose de cuivre apportée en vigne était de
lordre de 15 &1 50 kg/ha/an (Gelin et Stengel, 1998). La seconde guerre mondiale a entrainé
une penurie de cuivre tout en accelerant le développement des produits de synthese. Des
progres dans les formulations ont rendu le cuivre efficace a plus petites doses, gréce G
l'ajout d'adjuvants de plus en plus performants. En parallele, le pulvérisateur fait son
appadrition et se perfectionne au cours des années permettant un meilleur contréle de
lapplication des doses et donc leur diminution. Ainsi au début du 21°™e siecle, les doses de
cuivre appliquées en viticulture ont ete divisées par 5 a 10.

Cette derniere décennie, la prise de conscience des enjeux environnementaux en lien
avec lusage des pesticides, a contraint les institutions européennes et francaises &
reglementer lutilisation du cuivre comme produit phytosanitaire (directive européenne
(CE N°1107/2009) au méme titre que les produits de synthése. Ainsi entre 2002 et 2005, la
dose maximale autorisée est de 8 kg/ha/an puis de 6 kg/ha/an & partir du 1°" janvier 2006
avec un lissage sur 5 ans (Figure 2). €n 2013, la commission européenne a reconduit sa
décision de limiter la dose annuelle de cuivre & 6kg/ha avec un lissage sur 5 ans. La
révision de cette autorisation en 2019 limite désormais cette dose a 4kg/ha/an avec la
possibilité d'un lissage sur 7 ans avec probablement comme objectif & U'horizon 2025 d'en
interdire totalement l'utilisation.

Independamment des directives europeennes et francaises, en Agriculture biologique,
Uutilisation du cuivre est limitée & des doses de 6 kg/ha/an depuis 2002 (Cahier des
charges AB, 2014). La reglementation Demeter fixe quant & elle la dose maximale a 3
kg/ha/an depuis les années 90, avec des apports maximums de 0.5 kg/ha.

: Interdiction
totale ?

8 kg/hal/an
|...Skg/halan |
L..._6kglhalan |

4 kg/ha/an

Absence de réglementation —— |

o BRSNS

Figure 2 : Historique des réeglementations européennes et francaises sur l'utilisation du cuivre en agriculture.

Sur le terrain, les doses appliquées se situent en dessous des recommandations des 2002.
En 2007, 'ADEME publie un rapport montrant que l'utilisation du cuivre a fortement
diminué au debut des années 2000 (Figure 3 et Figure 4Figure 8), avec des doses
moyennes de 1a 2 kg/ha/an (3 kg/ha/an au maximum). Il faut relativiser ces chiffres selon
le contexte de l'époque. Le monde viticole amorce une évolution vers lagriculture
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raisonneée, encourageée par la réduction des doses homologuées pour limiter limpact du
cuivre sur lenvironnement. Néanmoins, a 'époque seul 1% des surfaces eétait en viticulture
bioclogique et lapparition de nouveaux produits concurrents sur le marché a contribué a
une baisse drastique de l'utilisation de cuivre (ADEME, 2007).

6000

5000

4000

3000

Cuivre commercialisé
pour un usage fongicide (Tonnes)

2000

1000

2000 2001 2002 2003 2004 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Figure 3 : Evolution du tonnage annuel de cuivre commercialisé en France pour les usages
phytopharmaceutiques professionnels et amateurs entre 2000 et 2016. Les données sont manquantes entre
2005 et 2008 (source : UIPP, ANSES — Banque nationale des ventes de produits phytopharmaceutiques
réalisees par les distributeurs agrees (BNDV)).

En 2006, la viticulture biologique reste encore peu développee avec seulement 2% des
surfaces en vignes. L'application de cuivre dans les vignes francaises s'éleve alors 2.2
kg/ha/an en moyenne tout mode de production confondu (Agreste, 2012 ; Figure 4). €n
2010, la viticulture biologique représente 6% des surfaces viticoles et consomme en
moyenne 3.5 kg/ha/an de cuivre comparé a la viticulture conventionnelle qui est & 1.8
kg/ha/an (Agreste, 2012). €En 2013, 8% des surfaces viticoles sont en mode biologique et
lapplication de cuivre se fait usuellement a doses réduites. Les doses moyennes de
traitement contre le mildiou ne se situent qu'a 37% de la dose homologuée contre 83%
pour les surfaces traitées en conventionnel. Le sous-dosage est une pratique maitrisée qui
tend également 4 se répandre en viticulture conventionnelle. Alors qu'elle ne concerne
qgue 37% des traitements en 2006 et 2010, elle s'applique a 45% d'entre eux en 2013 avec
desdoses représentant en moyenne 58% des doses homologuées (Agreste, 2016). £n 2018,
la dose moyenne lissée est de 298 kg/ha/an en viticulture biologique.

Développement des
fongicides de synthese
Dose 15 a 50

kg/ha/an

Interdiction
totale ?

12a2kg/hajan
__.2.2kglhalan |
AB: 3.5 kg/ha/an
_AB: 3 kg/halan

o 10'“%0'3%"\0 10'\%056

Figure 4 : Historique d'utilisation reelle du cuivre comme fongicide dans les régions viticoles en France.
AB renvoie aux doses de cuivre appliquées plus specifiquement en viticulture biologique.
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Formulations

De nombreuses formulations & base de cuivre existent: sulfate de cuivre (CuSO.),
hydroxyde de cuivre (Cu(OH),), oxyde cuivreux (Cu.0), oxychlorure de cuivre (CuCls-
3Cu(OH),), chlorure du cuivre (CuCly), nitrate de cuivre (Cu(NOs)2). La plus couramment
utilisée, la bouillie bordelaise (sulfate de cuivre tribasique) résulte de la neutralisation
d'une solution aqueuse de sulfate de cuivre (CuSO,, 5H,O) par du lait de chaux (Ca(OH),).
Quelle que soit la forme de cuivre apportée, une neutralisation du pH est nécessaire afin
de ne pas brdler les feuilles par l'acidite du produit et de ne pas désequilibrer le pH du sol.
La composition de la bouillie bordelaise varie selon les sels de sulfates de cuivre et les
apports calcigues (gypse ou pldatre) utilisés. €n France, les bouillies bordelaises
commerciales sont constituées de 17 a 50% de cuivre. Parmi les autres formes de cuivre,
'hydroxyde de cuivre et l'oxychlorure de cuivre provoguent moins d'effets secondaires
pour les plantes (brlGlures) (Pietrzak et McPhail, 2004). Seuls le sulfate, 'hydroxyde et
loxychlorure de cuivre sont autorisés en viticulture biologique.

Application

L'application s'effectue par pulvérisation sur les parties aériennes. Le cuivre a un mode
d'action par contact. Son application doit donc étre renouvelée en fonction du cycle de
développement du pathogene, des conditions climatiques mais aussi de la croissance du
vegetal et de la sensibilité du cépage a la maladie.

A lissue de cette application, le cuivre peut finir sa course dans le sol par voie directe ou
indirecte (Pietrzak et McPhail, 2004) : i- la pulvérisation aérienne impreécise provogque des
dépotsdirectementsur le sol ; ii- le lessivage des produits lors d'épisodes pluvieux, la chute
des feuilles traitées ou la restitution des sarments au sol constituent une entrée indirecte
du cuivre dans le sol. Lors de pluies supérieures d 2 mm, jusqu’'a 40% du produit cuprigue
est lessive vers le sol (Molot, 2003). Les anneées humides imposent donc plus de
traitements, aboutissant in fine a un transfert plus important de cuivre dans le sol.

2.2 Le cuivre dans les sols
2.2.1 Sources de cuivre dans les sols

Les concentrations de cuivre dans les sols sont le resultat de laccumulation de difféerentes
sources:

1- Le cuivre est naturellement présent dans la roche-mere sur laguelle repose le sol
et quiest a lorigine de la pédogenese. Les sols developpés sur des roches d'origine
sedimentaire contiennent plus de cuivre que les sols déeveloppés sur des roches de
type schistes ou granites (Fernandez-Calvino et al. 2008), et les roches volcaniques
sont les plusconcentrées en cuivre (Kabata-Pendias, 2010). Les minéraux cupriques
viennent de la degradation de ces roches parentales. A cela s'ajoutent les
minéraux formés au cours des processus geochimiques soit par substitution
d'autres cations meétalliques, soit par co-précipitation avec des carbonates
magneésiens, des carbonates calciques, ou des oxydes de fer, de manganese et
d'aluminium (McBride, 1981). Ce fond pédogéochimique varie donc selon l'origine
et la composition de la roche-mere et selon les processus pedogeochimiques, Il
correspond & une teneur moyenne en cuivre de 3.2 mg/kg dans les sols sableux, 6.3

Novasol Experts 21



mg/kg dans les sols limoneux, 11.6 mg/kg dans les sols équilibrés, 13.3 mg/kg dans
les sols argileux et 16.7 mg/kg dans les sols trés argileux (Baize, 1994).

Les retombées atmosphériques qui se déposent sur les sols sont soit d'origine
naturelle (érosion éolienne, éruption volcanique, sels marins, feux de foréts) soit
d'origine anthropique (activités industrielles, minieres, agricoles, incinération de
déchets) (Tiller et Merry, 1981 ; Baker et Senft, 1995 : Bourrelier et Berthelin, 1998). Les
retombées atmosphériques en France sont en moyenne de 9 g/ha/an, soit 5% des
apports annuels au sol (ADEME, 2007).

L'utilisation agricole du cuivre (fertilisation, épandages de déjections animales, de
boues ou de composts, chaulage, traitements phytosanitaires) constitue
également une source importante pour le sol (Figure 5). Le cuivre est utilise en
elevage pour accroitre la performance mais étant peu assimilé par les animaux, il
est elimineé dans les déjections. Lors de 'épandage des effluents d'élevage le cuivre
est transféeré au sol. €n France, les deéjections animales représentent 53% des
apports annuels de cuivre au sol. Comme décrit préecédemment, le cuivre est
également utilise comme fongicide. Efficace contre de nombreuses maladies des
plantes, son usage est généralise en production biclogique et fréequent en
conventionnel. Les traitements phytosanitaires représentent donc 34% des sources
d'apport de cuivre dans le sol (ADEME). L'apport de cuivre au sol par 'épandage
des boues est réglementé depuis 1998 et se limite & 15 kgCu/ha sur 10 ans. Dans les
régions viticoles (Sud-Ouest, Vallée de la Loire, Bourgogne-Beaujolais, Languedoc-
Roussillon, Provence), jusqu'a 90% du cuivre trouve dans le sol est attribuable a
lusage de pesticides (Figure 6).

Part des différentes sources d'apports
de cuivre aux sols agricoles en France
= Déjections animales
Engrais minéraux
= Retombées atmosphériques
= Boues et composts
Amendements calciques et magénisens
= Traitements phytosanitaires

2%

Figure 5: Part des différentes sources d'apports de cuivre aux sols agricoles en France (ADEME, 2007)
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222 Teneur en cuivre dans les sols a l'échelle nationale

Le Réseau de Mesure de la Qualité des Sols, qui correspond au référentiel national sur les
sols, indigque une teneur moyenne en cuivre total de 20 mg/kg de sol sec. Cette teneur
varie entre 5 et 36 mg/kg pour 90% des sols francais, tout type d'usage confondu (source
GISSOL, Figure 7a). Dans certains cas, elle peut dépasser 500 mg/kg. 53% des fortes
teneurs (plus de 100 mg/kg) se trouvent dans des zones occupées A plus de 20% par des
vignes et des vergers (Figure 7b).

Teneur en cuivre
total entre 0 et 30 cm
de profondeur (mg/kg)

[ 94
47
— 0
[7] Pas de données

z) -

Teneur en cuivre (mg/kg)
® Plus de 100
® Entre 50 et 100
® [Entre 30 et 50
* Entre 20 et 30
+ Entre 10 et 20
Moins de 10

Part de vignes et vergers (%)
M Plus de 45
M Entre 20 et 45
M Entre 5 et 20
Entre 1et 5
Moins de 1
Pas de donnée

S0 100 km

Sources : Gis Sol, RMQS, 2009; UE-SOeS, CORINE Land Cover, 2006

Figure 7:a- Distribution du cuivre dans les sols de France. b- Teneurs en cuivre dans les régions & forte activité
viticole
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A l'echelle du territoire, les sols viticoles présentent des teneurs moyennes en cuivre de 64
mg/kg, soit des teneurs 4 fois plus élevées que dans les autres sols agricoles (14 mg/kg en
moyenne) (Joimel et al, 2016). Le niveau de contamination dans les sols viticoles est
comparable a celui des sites miniers et industriels (Joimel et al, 2016) et atteint
fréquemment des valeurs largement supérieures & 100 mg/kg (ADEME, 2020). La Figure
7b met en évidence que les sols viticoles les plus contaminés se situent dans la région de
Bordeaux et 'Occitanie. En géneéral, la teneur en cuivre des sols augmente avec le
caractere humide du climat et surtout par cumul des quantités de cuivre apportées aux
vignes. Celle-ci est d'autant plus importante que la vigne est implantée depuis
longtemps.

Les teneurs en cuivre observees dans les sols viticoles francais sont similaires a celles des
autres régions historiguement viticoles dans le monde, comme ['Allemagne (Cetois et al,
2003), lespagne (Arias et al,, 2005), le Portugal (Pessanha et al, 2010), la Croatie (Romic
et al, 2004) ou encore la Suisse (Celardin et al, 2004). En revanche, les nouveaux pays
producteurs, comme U'Afrigue du Sud (Eijsackers et al, 2005), le Canada (Franck et al,
1976), la Chine (Lai et al, 2010), U'Australie (Wightwick et al, 2008 et 2010) ou les USA
(Taschenberg et al, 1961) semblent moins touchés par cette accumulation dans les sols
viticoles, probablement du fait d'un historique d'application plus récent et bénéficiant de
l'expérience des précedents.

La Base de Données d'Analyses des Terres (BDAT), qui réeunit les résultats pour plus de 2
millions d’échantillons de sols agricoles en France, rend compte de ['évolution des teneurs
en cuivre extractible a 'EDTA (Ethyle Diamine Tetra-Acetique) dans les sols depuis 1990
(Figure 8). L'évolution des teneurs en Cuivre indigue que cette contamination reste stable
depuis les années 90, voire méme diminue dans le Bordelais. Cette observation est
cohérente avec la réeduction des doses appliqueées en viticulture depuis le début des
années 2000.
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Figure 8 : Evolution des teneurs en cuivre extractible dans les sols agricoles francais. Les valeurs
correspondent a la médiane calculée pour les petites réegions agricoles (PRA) pour lesquelles au moins 10
mesures eétaient disponibles.
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2.2.3 Comportement du cuivre dans le sol

Le cuivre dans les difféerents compartiments du sol

L'accumulation et la distribution du cuivre dépend de la composition minérale et
organique des sols et de leurs caracteéristiques pedoclimatiques (température, humidite,
pH, etc., Figure 9).

Le cuivre se retrouve majoritairement dans la phase solide puisqu'il se complexe tres
rapidement & de nombreux eléments, limitant ainsi sa mobilité et sa biodisponibilite. Seul
14 2% du cuivre total se trouve en solution (Sauve et al, 1998). Dans la phase solide, il peut
se complexer a la matiere organique, aux oxydes et hydroxydes de fer, de manganese
ou d'aluminium. Il peut également étre adsorbé sur les charges négatives des argiles,
precipité avec des carbonates ou inclus dans des minéraux. Une fois adsorbé, le cuivre
peut passer en solution sous certaines conditions physico-chimigues. La rétention du
cuivre dans la phase solide du sol est essentiellement due a ces interactions avec la
maltiere organique et les hydroxydes, et est fortement liee au pH (Celardin et al, 2003 ;
Lair et al, 2007 ; Bravin, 2008). Le cuivre se fixe par licison électrostatique a tous les
constituants portant des charges neégatives. Il est alors en compeétition avec les autres
cations présents en solution, notamment le proton H* et la calcium Ca?". Ceci explique sa
forte interaction avec le pH d'une part et la capacité d'échange cationique (CEC) d'autre
part.

Enrésumeé:

i- Plus le taux de matiere organique est élevé, plus le cuivre va se fixer.

- Plus un sol est acide, plus le cuivre est mobile.

- Plus la CEC est importante, plus les cations cuivreux sont fixés par la matiere.

Cependant, le cuivre présente un comportement complexe en réaction au pH. D'un cote,
c'est un méetal plus soluble en milieu acide qu’'en milieu basique Mmais il est complexe par
des matieres organiques solubles & des pH supérieurs a 6.5. Ainsi dans certains cas, l'effet
direct du pH peut étre masqué par l'influence de la matiere organique du sol (Michaud
et al, 2007).
Dans la solution du sol, le cuivre est sous forme complexée a de la matiere organigue
dissoute, adsorbée sur des colloides, lice a des ligands inorganiques ou sous forme
ionique libre. Cette spéciation est dominée par la complexation avec la matiere
organique dissoute car la forte affinité entre les ligands organiques et le cuivre rend
linteraction plus stable. La spéciation du cuivre en ions Cu? est minoritaire et dépend
fortement du pH de la solution du sol.

Distribution du cuivre selon la profondeur

Dans le sol, le cuivre est un élément avec une faible mobilité. Lorsgqu’il y a contamination,
la concentration est plus forte en surface car le cuivre se fixe sur les matieres organigques
qui s'y accumulent et limmobilisent (Brunetto et al, 2018). A linverse, les anomalies
geéochimigues naturelles sont souvent atténuées en surface et sont essentiellement
identifiables en profondeur. Selon 'horizon considéré les teneurs en cuivre peuvent donc
énormement varier au sein d'un méme profilde sol avec, le plus souvent, un effondrement
des teneurs lorsque la profondeur de travail du sol est atteinte (20-30 cm, voir Figure 10)
(Romic et al,, 2014 ; Brunetto et al, 2018).
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Figure 9 : Facteurs influencant le comportement du cuivre dans le sol en termes de mobilité, de spéciation
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Figure 10 : Distribution du cuivre total dans le sol selon la profondeur. a- Exemple pour 1 sol de prairies et 2
sols viticoles en Croatie (traduit d'apres Romic et al. 2014). b- Exemple pour 1sol de forét et de 2 sols viticoles
au Brésil (traduit d'apres Brunetto et al. 2018).
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2.3 Impact écologique du cuivre

2.3.1 Disponibilité et biodisponibilité du cuivre dans le sol

Définition

La disponibilite est la capacitée d'un composé chimique ¢ passer d'un compartiment a
lautre du sol en fonction de processus physico-chimiques de désorption (Harmsen et al,
2005; Bravin, 2008). La disponibilite d'un élément déterminera en partie sa
biodisponibilite. La biodisponibiliteé se définit comme le «degré avec lequel les
contaminants chimigues preésents dans un sol peuvent étre absorbés ou méetabolisés par
un humain ou un récepteur ecologique ou sont disponibles pour une interaction avec des
systemes biologiques » (ISO DIS 11074). Ces processus varient selon l'organisme etudié et
le milieu. Ainsi, les quantités de cuivre preleveées par les plantes résultent du transfert de
l'eléement de la phase solide a la solution du sol (disponibilité) puis aux tissus de la plante
(biodisponibilite).

Facteurs de variabilité

Les facteurs lies au sol qui controlent le transfert du cuivre vers la plante sont les mémes
gue ceux qui influencent sa mobilité, sa concentration et sa spéciation dans la solution
du sol: le pH, la capacité d'échange cationique (en lien avec la matiere organique et
largile) et le potentiel d'oxydo-réeduction (Trémel-Schaub et Feix, 2005). Cela se traduit
par une augmentation des concentrations en cuivre dans les racines des végetaux (Brun
et al, 2001, Michaud et al, 2007). Pour des sols comparables et des concentrations en
cuivre total et biodisponible équivalentes, tous les organismes ne prélevent et
n‘accumulent pas les mémes quantités. Certaines cultures comme la vigne accumulent
peu le cuivre comparativement a d'autres plantes (ble, mais, betterave par exemple)
(Chopin et al, 2008). A cela s'ajoute un tres faible coefficient de transfert entre les racines
fines qui prelevent 'élement depuis U'horizon supérieur du sol vers les organes aériens.

Meéme en forte quantite, un contaminant peut ne pas affecter les organismes vivants s'il
est fixé a la matrice, peu disponible, ou sous une forme non-assimilable. Les effets
écologiques du cuivre déependent donc de la quantité de cuivre présent, de son état en
lien avec les caractéristiques du sol et surtout de la capacité de lorganisme considéré a
tolérer le cuivre.

2.3.2 Avis des politiques européennes et francaises

En Europe, les reglementations sur l'utilisation du cuivre en agriculture reposent sur les
rapports d'expertise rendus par 'Autorité Européenne de Sécurite des Aliments (EFSA en
anglais pour European Food Safety Authority) tous les 4 a 7 ans, le dernier datant de
2018. A l'echelle de la France, 'Agence Nationale de Securité sanitaire de l'alimentation,
de lenvironnement et du travail (ANSES) conduit également une veille de
phytopharmacovigiliance et a produit une synthese des données de surveillance
nationale concernant le cuivre en 2018. Selon ces 2 autorités sanitaires, les composeés
cuivres utilisés comme fongicides et bactéricides sont approuveés au titre du reglement n®
1107/2009, depuis le 01/12/2009 et jusqu'au 31/12/2025. Les composés cuivrés ne sont pas
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classés (reglement n°1272/2008). Ils sont candidats & la substitution du fait de leurs
propriétés de persistance et de toxicité pour les organismes aquatiques.

Cette décision repose sur des mesures de teneurs en cuivre dans les sols, les eaux de
surfaces, les eaux souterraines et les produits végetaux et animaux de consommation.
Elle repose egalement sur des données d'impact écotoxicologique issues de la recherche
et de la littérature scientifiques publiques. Sur cette base, 'EFSA et ANSES ont toutes
deux conclu d un manque important de données pour évaluer le risque lié a 'utilisation
du cuivre comme produit phytopharmaceutique sur les oiseaux, les mammiferes, les
organismes aguatiques, les abeilles, les arthropodes terrestres, les vers de terres et les
autres organismes du sol. En dépit de ce mangue de connaissances scientifiques, il a
néanmoins été statué que toutes les utilisations significatives du cuivre, c’est-a-dire en
viticulture, arboriculture et maraichage, représentent un haut risque pour les oiseaux, les
mammiferes, les organismes aquatiques et les organismes du sol, ces derniers
représentant un domaine critique de préoccupation.

2.3.3 Pourquoi éevaluer limpact ecotoxicologique du cuivre sur les organismes
du sol?

La premiere destination du cuivre apres son application sur les plantes est le sol. Dans le
sol, il se concentre dans la couche superficielle (5 premiers centimetres) jusqu’'a un labour
quiva le répartir sur toute la profondeur de la couche travaillée (30 cm environ). Le cuivre
etant fortement lié a la matiere organique, il est tres faiblement mobile et les quantités
disponibles dans la solution du sol sont faibles. De fortes teneurs en cuivre peuvent
néanmoins avoir des conséguences sur le compartiment biologique du sol. L'altération
de la qualité biologique du sol se traduit par la remise en cause des services rendus par
les sols et donc des productions agricoles et viticoles qui en dépendent.

La contamination des eaux de surface par les eaux de ruissellement et de drainage n'est
pas considérée comme une voie de contamination importante. Cependant un transfert
de cuivre associé a un mouvement de matériaux solides, a l'érosion et au transport
particulaire par ruissellement peut étre une voie d'entrée importante du cuivre vers les
eaux de surface. €n effet, bien que ne se degradant pas, le cuivre complexé a de
nombreuses particules minérales et organigues ou sous forme de sels solubles peut se
retrouver dans les systemes aquatiques de surface. Il n'est pas possible de quantifier
précisement ces transferts. Une transformation photochimique dans l'air ou un transfert
du cuivre vers l'air depuis la surface des plantes ou du sol sont tres peu probables (source
ANSES, Autorisation de mise sur le marché 2007).

Ainsi, la faible mobilité du cuivre limite fortement son transfert dans d'autres milieux que
le sol, faisant des organismes du sol les principales cibles concernées par une
contamination, et des organismes aguatiques et aériens des cibles secondaires.

2.3.4La qualité biologique des sols

La biodiversité des sols

Les sols représentent un des plus gros réservoirs de biodiversité en abritant plus de 25%
des especes animales et végetales connues mais egalement une diversité microbienne 4
fois plus elevee que dans les autres milieux (Thompson et al,, 2017). La diversité biologique
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des sols englobe la macro-faune telle que les larves dinsectes, les araignees, les
myriapodes et les vers de terre; la meso-faune qui comprend les collemboles et les
acariens; la micro-faune principalement représentée par les nématodes; et les
microorganismes avec les bactéries, les archées et les champignons (Figure 11). Les
microorganismes sont les plus nombreux avec une abondance de 10 000 milliards
d'individus/m? de sol pour seulement un millier d'organismes visibles & l'ceil nu.

SOLS GROUILLANTS DE VIE
Proportion d’organismes vivants dans 1m? de terre
arable sous les climats tempérés, échelle logarithmique

100000 000 000 000 |Bactéries |
10000 000 000 000 -
1000 000 000 000 - Moisissurag]
100 000 000 000 - |
10 000 000 000 - Eei s annélides
1000000000 | S Algues E;nllemboles
100000000 - 'ﬁ [Mille-pattes, scolopendres |
10000000 | = [Nématodc | \Vefs de terfe| 2
1?88 g rlen' Larves de mouches |' ralg nées
10000 | Larves des colédpteéres ||
ol o Pow
100 - \
10 1
0
|__Macro-faune : Arthropodes + Vers de terre |

Figure 11 : Abondance des organismes vivants dans le sol (source : modifié & partir de Atlas du sol 2016).

Toute cette biodiversité contribue a la qualité du sol en participant aux fonctions
eécologiques comme la dégradation de la matiere organique, la structuration physigue
du sol, la réegulation des ressources, la dégradation des contaminants et la barriere aux
pathogenes et aux populations invasives. Les difféerents groupes biologigques sont
categorisés selon leur réle écologique :

- Les ingénieurs physiques, comme les vers de terre et certains insectes, sont les
architectes de la structure du sol et régulent la répartition spatiale des ressources
(matieres organiques, eau) le long du profil de sol ;

- Les regulateurs comme les nématodes, les collemboles et les acariens sont au
cceur du reseau trophigue du sol et controlent la dynamique des populations
microbiennes;

- Enfin, lesdéecomposeursou ingénieurs chimiques, c'est-a-dire les microorganismes,
transforment la matiere organique en éléements nutritifs facilement assimilables par les
plantes.

Relation entre patrimoine biologique et questionnements agricoles

Cet exceptionnel patrimoine biologique est essentiel au bon fonctionnement du sol qui
sera ainsi capable de rendre des services profitables aux productions agricoles et viticoles
(Figure 12). Les services et fonctions d'importance dans les systemes viticoles sont :

- Lafertilite physique, chimique, biologigue : un solstructure, équilibré en nutriments
et avec un niveau optimal de diversité biologique aura une meilleure portance pour la
culture et fournira les réserves et les conditions favorables a une production végétale
guantitative et qualitative.
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- La protection des cultures: la diversité microbiologique d'un sol constitue une
barriere contre les pathogenes et la faune du sol est une source de candidats pour une
lutte bioclogique contre les bioagresseurs.

- La regulation du cycle de leau et de l'érosion : les macro-agrégats (sous l'action
des vers de terre) et les micro-agréegats (modelés par les microorganismes) créent un
réseau de circulation des flux hydriques et atmosphériques, stabilisent la structure du sol
et reduisent ainsi les risques d'érosion.

- La décontamination : les microorganismes du sol ont la capacité de dégrader un
grand nombre de polluants metalliqgues, organiques et inorganiques (par ex. les
pesticides), et ainsi d mitiger la contamination des sols et des eaux.

- Le patrimoine génctique : la diversite genetique est lassurance d'un large panel
de fonctions potentielles des sols. €lle lui confere une résistance et une capacité de
résilience face aux perturbations. Elle est éegalement une source d'innovation
technologigque potentielle.
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Figure 12 : Relation entre le patrimoine biologique du sol, ses fonctions biologiques et agronomiques et les
questionnements agricoles (Ranjard, 2015).

Deéfinition de la qualité biologique d'un sol

La qualité biologique d'un sol se définit donc par sa capacité a héeberger une grande
guantité (abondance) et diversité d'organismes vivants. Cette vision opérationnelle de la
biodiversite d'un sol est reliee au fait que plus il y a de biodiversité dans un sol plus il est
capable de remplir des grandes fonctions bioclogiques qui peuvent étre traduites en
fonctions agronomiqgues qui elles-mémes sont a la base des grandes probléematiques
agricoles (Karimi et al,, 2020).

Porter atteinte 4 cette qualité biologique signifie altérer le bon fonctionnement de
lagroécosysteme. Il est donc crucial d'établir clairement limpact du cuivre sur la qualite
bioclogique des sols viticoles afin d'orienter les futures pratiques phytosanitaires le plus
pertinemment possible dans une déemarche de durabilité environnementale et des
productions viticoles.
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Quelles mesures pour évaluer la qualité biologique des sols

Les difféerents groupes biologiques constituant la biodiversité du sol peuvent étre
caracterisés par des parametres variées, renseignant soit le patrimoine biologique, soit le
fonctionnement du sol, soit son état sanitaire (Figure 13).

PATRIMOINE BIOLOGIQUE
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Figure 13 : Ensemble des parametres biologiques permettant d'évaluer l'impact eécotoxicologique du cuivre
sur la qualité biologique des sols viticoles

Des mesures d'abondance, de biomasse, de diversité (en termes de nombre d'especes
présentes, aussi appelé richesse taxonomigue) et de composition des communautés
(quelles sont les especes présentes et leur abondance relative) rendent compte de l'état
du patrimoine biologique. Le fonctionnement biologigque du sol est estimé grdce a des
mesures de dynamiqgue des populations telles que la mortalité, la fertilité et le taux de
croissance d'une part, par des mesures directes d'activités (respiration, metabolisme
enzymatique, comportement) ou par labondance de certains groupes écologiques (les
mycorhizes chez les champignons par exemple, les anéciques /endogés / épigés chez les
vers de terre, les bactérivores / fongivores / herbivores / omnivores / prédateurs chez les
nématodes, etc.). Enfin, la présence et 'abondance des especes nuisibles a la culture dans
le sol traduit l'état sanitaire du sol. Par exemple, le mildiou de la vigne est une maladie
causee par Plasmopora viticola, un oomycete (faux champignon) pathogene qui se
maintient en hiver sous une forme de résistance, les oospores, d la surface des feuilles
malades tombeées au sol. Le black-rot est une maladie causée par Guignardia biduwellii,
un champignon qui se conserve sous forme de péritheces sur les baies malades tombées
au sol. &Enfin la verticilliose est une maladie cryptogamigque de la vigne dont le
champignon pathogene responsable, Verticillium dahliae, vit dans le sol sous la forme
de mycelium compact appelé microsclérote et contamine la plante en pénétrant par les
racines lorsque les conditions climatiques sont favorables.
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3. Eléments de méthodologie

31 La littérature scientifigue acadéemique

Des informations sur les impacts ecotoxicologiques du cuivre sur la biodiversité des sols
viticoles sont susceptibles d'étre diffusées dans une large gamme de documents, que l'on
peut classer en 2 categories (Figure 14) :

- La littérature grise qui consiste en tout support de présentation des résultats
produits par diverses instances (institut technigue, chambre, revue technique, etc..)
et n‘ayant pas necessairement fait l'objet d'une validation scientifique par des
pairs. Elle englobe les rapports de stage, les compte-rendus d'essai, les
conférences, les plaguettes d'information, les revues technigues, etc.

- La littérature scientifigue académique internationale, c'est-a-dire les articles
scientifiqgues publiés apres un processus de validation par un comité de lecture
internationale et disponibles sur le web via des moteurs de recherche dediés.

Dans le présent rapport, Nnous Nous concentrerons sur les informations provenant de la
littérature scientifigue académique internationale car contrairement a la littérature grise,
elle respecte les conditions sine qua none pour un bilan scientifique, rigoureux et objectif:

- Les stratégies, dispositifs expérimentaux et methodologies employés dans les
eétudes ont éte verifiés par des chercheurs indépendants experts dans le domaine,

- Larobustesse des résultats exposes repose sur un nomibre de repétitions nécessaire
et suffisant et des tests statistiques adapteés,

- Lasur-interprétation et le parti-pris sont controlés et prohibés lors de la publication
dans les revues scientifiques dédiees.

La recherche a été effectuée sur Web Of Science, un des moteurs de recherche
scientifigue les plus exhaustifs a disposition avec 1,7 milliard de références issues de plus
de 34000 revues. L'acces aux revues est soumis a un abonnement payant. Dans ce
rapport, les réféerences completes des articles identifies comme source d'information sont
fournies.

3.2 Methodologie de recherche et d'analyse
3.2.1 Les mots-clés

Etant donné la probléematique poseée, la combinaison de mots clés ayant servi a la
recherche est:

Soil ET copper
ET (*bio* OU *diversity OU *organism?)

ET (vineyard* OU viticulturOU vine* OU grapevine®)

ou « ET » indigue que les mots doivent apparaditre simultanément dans les résultats de la
recherche, « OU » indigue que l'un des termes au moins doit apparaitre dans les résultats,
et * indigue que la recherche concerne tous les mots contenant la suite de lettre donnée
associée & un préfixe si * est situé avant et/ou associée a un suffixe si * est situé aprés (ex. :
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*pio*incluera biodiversity, biology et microbiology, mais également antibiotic ou biochar

ou biofilm).

Ainsi pour qu'un article apparaisse dans les réesultats de notre recherche, la combinaison
de mots-clés que nous avons choisie doit étre présente dans les mots-clés de larticle
proposés par les auteurs lors de la publication ou dans les mots-clés Plus qui
correspondent aux mots frequemment employés dans Uarticle. Il a été décidé de ne pas
limiter la recherche en termes de date de publication, d'origine géographique, de
groupes biologiques (la seule condition est qu'ils soient inféodés au sol), ni de
methodologie des dispositifs expérimentaux ou de mesures afin d'assurer 'exhaustivité

de notre travail de synthese.

Synthese
bibliographique

Littérature grise

©-

Problématique

—

Expérimentation

Méta-analyse

Littérature
scientifique

O

Détermination
mots-clés

\/

Choix période de
publication

Recherche Web
of Science

l

> Filtres pertinence des

Sur titre
et mots-clés

Base de métadonnées

Base de données contextuelles

Table des effets mesurés

Analyse
bibliométrique

O -

- .l

- Evolution temporelle
- Distribution spatiale

- Grandes thématiques
des articles

-

articles
Sur contenu

Sur résumé —>

Corpus d’articles
final

Analyse des Analyse
stratégies bibliographique
expérimentales
56, 0 &
O% It , D
- Type d'expérimentation R
- Mode d'usage du sol - Parametres et groupes
- Groupes biologiques biologiques affectés
. - Effets positifs/négatifs
- Forme du cuivre "
, - Intensité des effets
- Nombre d’apports ;
i - Doses seuils
- Doses testées

Figure 14 : Diagramme du processus de mise en ceuvre de ['étude bibliographique.
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3.2.2 Les etapes de filtre

L'identification des articles scientifigues apportant une réponse pertinente a la
problématique a nécessité plusieurs etapes de filtre. Alors que les premieres étapes
demandent peu de temps et permettent un nettoyage rapide du corpus d'articles, les
dernieres consomment beaucoup de temps. C'est pour cela que l'épuration du corpus
nécessite plusieurs étapes (Figure 14) :

- Analyse des mots-clés et du titre

- Analyse du réesume de larticle

- Lecontenu de larticle présente-t-il des données originales ?

- Cesdonnées sont-elles en adéequation avec la probléematique ?
Les articles conservés dans le corpus final sont enregistrés dans une base de
metadonneées referencant la provenance de larticle, les auteurs, la date de publication
et lesinformations sur la revue scientifique source. Lors de la lecture des articles, une base
de donneées est créée avec les informations contextuelles de chaque article : localisation,
type de sol, type de stratégies experimentales, dates de mise en place du dispositif et de
mesures, nombre de sites et de répétitions, pratiques de routine, modalités testees,
groupes biologiques et parametres mesures. Associée d cette base, une table des effets
est créee afin d'enregistrer les réesultats extraits de chaque article. Cette table conserve les
informations sur les groupes biologigques et les parametres mesurés, la forme de cuivre
utilisée, les doses de cuivre, la durée de l'expérience, mais surtout les effets mesurés par
rapport au témoin (Figure 14).

3.2.3 Les étapes d'analyse

Le corpus d'articles est analysé selon 3 points de vue (Figure 14) :

- L'analyse bibliométrique : Elle pose un cadre spatio-temporel d l'étude et donne
un apercu de lévolution de la problématique dans la recherche scientifique
internationale.

- L'analyse des stratégies expérimentales: Elle se concentre sur les aspects
methodologiques des articles et fait le bilan des contextes dans lesquels les
données ont éte réecoltees.

- L'analyse bibliographique: €lle consiste & faire la synthese des effets observes
dans la littérature d'un point de vue qualitatif (effets positifs ou negatifs, type de
parametres biologiques affectés, groupes biologiques sensibles) et quantitatif
(intensite des effets, doses a partir desqguelles limpact est statistiquement
significatif).

Ces difféerentes analyses permettent egalement d'identifier les thématiques les plus
abordées et celles orphelines qui souffrent d'un manque d'intérét de la part de la
communauté scientifique. Il est possible d'évaluer la généricité des résultats issus de la
littérature selon le nombre d'articles qui traitent de la theématigue mais également selon
le nombre de sites d'étude (ou parcelles) sur lequel reposent les articles (Karimi et al,
2020).
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4. Reésultats: Analyse bibliomeétrique

En date du mois de juin 2020, une recherche systématique globale sur Web of Science
rapporte un total de 8282 articles contenant les mots-clés {cuivre ET sol ET (*bio* OU
*diversite OU “*organisme*)}. Parmi eux, 908 contiennent les mots-clés rattachés au
contexte agricole (agric* OU ferme OU arable OU verger* OU vignoble* OU vitic* OU
vigne*) en contexte agricole et seulement 234 sont rattachés au contexte viticole. Dans la
suite de l'analyse, nous nous focaliserons sur ces 234 articles.

La Figure 15 montre que ces combinaisons de mots clés apparaissent dans la littérature
scientifigue académique a partir des années 90. Les premieres publications rattacheées a
un contexte agricole datent des années 2000. Méme si le nombre de publications est en
augmentation constante depuis 2015, il reste relativement faible (moins d’'une centaine
d'articles par an), particulierement en contexte viticole. Cela suggere que malgré un
intérét croissant de la communaute scientifiqgue pour cette probléematique, il n'y a pas
pour 'heure une production intensive de donneées et de connaissances sur limpact
eécotoxicologique du cuivre sur les sols.

Les 234 articles rattachés au contexte viticole sont originaires de 26 pays difféerents,
distribués sur les 6 continents (Europe, Asie, AMérique du Nord, Ameérique du Sud, Afrique,
Océanie). Cependant 2/3 des articles sont produits par des chercheurs de 5 pays
uniguement : Bresil, France, Espagne, Italie et Chine.

800
Cu / Soil / Biodiversity (N=8282)
Cu / Soil / Biodiversity / All agricultural systems (N=908)

700 Cu / Soil / Biodiversity / Vineyards (N=234)

600
500
400
300
200
100

0

1984 1988 1992 1996 2000 2004 2008 2012 2016 2020

Figure 15 : Evolution du nombre de publications en lien avec le cuivre, le sol et la biodiversité depuis les années
80' (source : UJeb of Science 2020)
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Le bilan des grandes thématiques abordées porte uniguement sur 152 des 234 articles car
82 n'abordent pas directement la question du cuivre mais les polluants ou les elements
traces metalliques de facon genérale. Sur les 152 articles conserves, 5 grandes
thematigues sont traitées:
- L'écotoxicologie du cuivre (72 articles) : dose, effet historigue d'usage du sol, forme,
interaction avec d'autres pratiques
- La biogéochimie du cuivre (40 articles) : distribution, accumulation,
fractionnement, spéciation
- La disponibilite  du cuivre (47 articles): disponibilite, biodisponibilite,
bioaccumulation, transfert
- La remédiation du cuivre (26 articles) : immobilisation, phyto-extraction, phyto-
stabilisation, bioréduction, biosorption
- Lesalternatives au cuivre (3 articles)
Les 72 articles traitant de l'écotoxicologie du cuivre s'intéressent a l'impact sur difféerents
organismes:
-  Lesorganismes du sol (48 articles)
- Les plantes (23 articles) : vignes jeunes ou Ggées, autres cultures, herbacées
- Autres organismes : gastéropodes, arthropodes aériens.
Finalement seuls 48 articles concernent l'écotoxicologie des organismes du sol, soit 20%
des 234 articles issus de la recherche systématique. La majorité de ces articles a été
publiee apres 2005 (Figure 16), a raison de 3 articles par an en moyenne (minimum de 1
article, maximum de 7 articles). Il faut noter que 70% des articles sont parus au cours de
ces 10 dernieres annees, or le dernier avis de ['EFSA repose sur la littérature et les
donnéesde confirmation (expérimentations menées a la demande du comite
d'évaluation) disponibles en 2014 (EFSA, 2013, 2018).

20 o - 20
—— Nombre de publications par an
18 Nombre de publications cumulées sur 5 ans g 18
16 - 16
14 - 14
12 - 12
10 - 10
8 - 8
6 -6
4 -4
2 -2
L] L) =0
0 0

1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020

Figure 16 : Evolution du nombre d'articles traitant de l'écotoxicologie du cuivre sur les organismes du sol
chaque année (courbe rouge, nombre total d'articles = 48). Les barres grises représentent le nombre
d'articles cumulé par période de cing ans.
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Environ 60% de ces articles ont eté produits par des equipes de recherche francaises,
espagnoles, italiennes et chinoises (Figure 17). Cela concorde avec U'historique viticole tres
ancien de [Ttalie, de la France et de ['Espagne et leur position en téte du classement des
pays producteurs de vin au monde (O1IV, 2019). En effet, l'utilisation du cuivre depuis la fin
du XIXeme siecle a pour conséquence une accumulation du métal dans les sols, ce qui
constitue une situation critique pour le patrimoine biologique des sols. La question de

'écotoxicologie du cuivre est donc plus prégnante au sein des laboratoires de recherche
dans ces pays.

Nombre d'
"“Articles

. = 8
|-6

R 4

2

Figure 17 : Origine géographique des 48 articles renseignant l'effet écotoxicologique du cuivre sur la
biodiversité du sol en contexte agro-viticole (2000-2020).

Globalement, sur les 48 articles reunis, la plupart date des 10 dernieres années et vient
d'un des 3 pays historiguement viticoles : ['Ttalie, la France et 'Espagne. Ces pays sont les
principaux producteurs de vin mais sont également fortement concernés par
laccumulation de cuivre dans leurs sols. La question de lutilisation du cuivre en
viticulture représente donc un enjeu Majeur pour eux.
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5. Reésultats: Analyse des stratégies
experimentales des etudes

La lecture de la section « Meéthodologie » des 48 articles a permis de faire un bilan des
stratégies expérimentales employeées par les chercheurs pour étudier limpact
eécotoxicologique du cuivre sur les organismes du sol. Douze des 48 articles ont da étre
écartés pour les raisons suivantes::

- Pasde donnéesen lien avec la biodiversité du sol

- Pasde donnéesen lien avec le cuivre

-  Pas de données, article d'idées

- Donneées trop elaboreées, pas de données brutes

- Peudinformation sur le design expérimental

- Reésultats déja présentés dans un autre article

Sur les 36 articles restant, 25 traitent réellement de sols viticoles (Figure 18). Bien qu'ils ne
traitent pas de sols viticoles, les 11 autres articles sont apparus dans les résultats de la
recherche bibliographique car les auteurs font référence a l'utilisation du cuivre pour le
traitement des vignes dans les sections Introduction et/ou Discussions de l'article. Dans 9
de ces articles, les chercheurs travaillent sur des sols de grandes cultures, de vergers, de
prairies (pdturées ou non) ou de jacheres. Dans 3 d'entre eux, des sols « naturels»
correspondant généralement a des sols forestiers sont étudiés ou utilises comme
situation « témoin sans contamination ». Dans une des études, un sol est artificiellement
reconstitué afin de s'assurer de sa non-contamination. Enfin une derniere etude présente
des résultats d'expérimentations menées sans aucune matrice sol.

= Vignes
= Vignes + autre usage
Grandes cultures
= Vergers
Milieux naturels (foréts, landes)
» Prairies
= Jachéres
= Sites miniers

m Substrat artificiel

= Absence de sol

Figure 18 : Mode d'usage des sols étudiés dans les articles. La valeur indigue la proportion (en %) d'articles
utilisant des sols de chague mode d'usage.
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5.1

Types d'approches expérimentales en systeme viticole

Parmi les 25 etudes en contexte viticole, 18 sont des expérimentations de terrain, appelées
«In situ », et 7 des experimentations de laboratoire, appelées « en microcosmes » (Figure
19). Chaque approche présente des avantages et des inconvénients :

In situ, les résultats représentent mieux l'hétérogéenceité pedoclimatique et
integrent les conditions agronomiqgues et climatiques historiqgues et au moment de
lexpérience. Parmi les expérimentations in situ, une seule a consisté a appliquer
un traitement choisi sur des parcelles d'essai. Les autres ont eu pour objectif de
mesurer limpact du cuivre historiguement accumulé dans les sols sur la
biodiversite. Cette approche terrain est adéquate pour mesurer des effets sur
labondance, la diversite, la composition et l'activité des communautés néanmaoins,
elle rend plus complexe des mesures de mortalité, de reproduction ou de taux de
croissance des populations.

En microcosmes, il est plus facile d'évaluer leffet dose car lensemble des
conditions expérimentales sont contrélées (un type de sol, pas de variations des
autres pratigues viticoles, température et humidité régulées). En contrepartie, les
résultats sont peu extrapolables a d'autres conditions que celles de l'expérience et
ne disent rien de la sensibilité des organismes au terrain. Cette approche « labo »
permet d'évaluer la réponse des organismes en termes de mortalite, de
reproduction, d'activités et de taux de croissance. €n revanche, la mesure des
parametres d'abondance, de diversité et de composition des communautés n'est
possible que pour les microorganismes. Pour les macroorganismes (vers de terre,
collemboles), lexperience repose generalement sur le choix d'une espece modele,
inoculée dans le sol a raison de quelques individus par unité experimentale.

Approche In situ Approche en microcosme

Figure 19 : Illustrations des deux types d'approches expérimentales utilisees pour étudier limpact
ecotoxicologique du cuivre sur la biodiversité du sol : a gauche, l'approche terrain dite in situ, a droite,
l'approche en laboratoire dite en microcosmes.

40

Novasol Experts



52 Nombre de parcelles etudieées et généricité des résultats

Concernant le nombre de parcelles etudiées, trois types de stratégies ont €té recenses :

- Pour les expérimentations en microcosmes, genéralement le sol d'un ou deux sites
est preleve pour y appliquer le traitement en conditions controlées.

- Dans le cas d'essais contrblés in situ, un nombre restreint de sites est choisi et le
traitement est testé sur chaqgue site. Ce type d'essai est une solution appropriée
pour valider et généraliser des résultats mais demande une mise en ceuvre lourde,
limitant rapidement le nombre de sites (souvent 1seul).

- Les expérimentations in situ reposent parfois sur des reseaux de parcelles. Ce sont
les dispositifs qui regroupent le plus grand nombre de sites (quelques dizaines). Les
traitements ne sont pas contrélés et dépendent entierement des choix des
viticulteurs exploitants. Les sites sont statistiguement agreéges selon les pratiques
en vigueur, la teneur en cuivre dans le sol, ou la localisation. Méme si ces réseaux
fournissent les resultats les plus généralisables, peu d'articles reposent sur ce type
de stratégie.

Il est possible d'identifier un gradient croissant de robustesse allant des parcelles en
réseaux aux essais in situ, associe a un gradient de geénéricité inverse. Sur les 25 articles
etudiés, plus de la moitié a été obtenue sur 1 ou 2 sites (Figure 20). 70% des articles
reposent sur des dispositifs expérimentaux avec moins de 10 sites, impliquant que les
résultats quien sont issus dépendent du contexte d'étude. Huit articles, soit 30%, reposent
sur des réseaux de 20 a 150 parcelles conférant aux résultats une bonne geneéricite.

>100
50-100

40-50
0-40

Figure 20 : Nombre de parcelles étudiées dans les 25 articles du corpus.

€tant donné la diversité des stratégies expérimentales présentées ci-dessus, une régle de
décision a éteé instauree pour eévaluer le potentiel de généricité des résultats. Pour chagque
combinaison traitement x parametre biologique, le nombre d'articles présentant des
résultats et le nombre total de parcelles sur lesquelles les expérimentations ont éte
menées ont eté comptabilisés. La multiplication des 2 valeurs est utilisee comme une
notation de la genéricite. Trois classes de valeurs ont éte fixées d'apres une analyse fine
des dispositifs présentes dans les articles :
- Une valeur inférieure ou eégale a 10 indique des résultats non géenériques. Cette
valeur correspond a des résultats provenant d'un faible nombre d'articles qui sont
eux-mémes basés sur peu de parcelles experimentales. Parexemple :1seule etude
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avec 10 parcelles, 3 études avec 2, 3 et 5 parcelles ou encore ¢ 10 études avec 1seule
parcelle chacune.

- Une valeur comprise entre 11 et 50 indique une geénéricite faible. Il s‘agit souvent
d'un seul article avec un petit réseau de parcelles echantillonnées.

- Une valeur supérieure a 50 correspond a une génériciteé forte. Ici, soit le résultat
provient d'un seul article basé sur un réseau de parcelle important, soit le résultat
repose sur plusieurs articles dont au moins un base sur un réseau de parcelles.

53 Profondeur d'échantillonnage

Aucune des etudes passées en revue dans notre recherche et s'intéressant a la biologie
du sol ne descend en dessous de 30 cm de profondeur. Cette couche est considéree
comme la plus active biologiquement parlant et accueillant la plus grande partie de la
biodiversite du sol. Sur les 25 articles, 40% s'intéressent a 'horizon 0-20 cm (Figure 21).
Cette profondeur correspond a la profondeur de travail du sol pour une vigne en place.
Cette profondeur d'investigation est pertinente car le cuivre, naturellement peu mobile
dans le sol et s‘accumulant dans les 5 a 10 premiers centimetres, est redistribuée et dilué
sur lensemble de la couche labourée. L'ensemble des organismes vivants sur cette
profondeur de sol sont donc susceptibles d'étre affectés par le cuivre. 20% des articles se
concentrent sur les 5 ou 10 centimetres les plus superficiels, horizon d'accumulation du
cuivre en l'absence de labour. Dans le cas d'expérience en microcosmes, sans traitement
autre que l'application de cuivre, cette profondeur d'investigation est pertinente pour les
microorganismes Mais pas pour certains macroorganismes (vers de terre par exemple)
gui sont mobiles dans toute la couche arable du sol. Dans ¥ des articles, la profondeur
d'éechantillonnage n'est pas précisee, induisant une incertitude dans linterprétation des
resultats.

8%
[0-5 cm]
24%

[Information non 12%

communiquée] [0-10 cm]

4% [0-25 ¢

Figure 21: Profondeur de sol échantillonnée et étudieée dans les articles mesurant l'impact écotoxicologique
du cuivre sur la biodiversité du sol a. Fosse pédologique présentant le profil de sol Aucune étude ne descend
en dessous de 30 cm. b. Prélevement d’'un échantillon de sol a la tariere sur une profondeur de 20 cm. La
plupart des études se situe sur cette profondeur de sol c. Le nombre d'études concernées par chaque
profondeur est donné en proportion (%). L'information n‘a pas été communiquée dans 6 des 25 articles.

4D Novasol Experts



5.4 Historique des parcelles

L'historique des parcelles concerne d'une part leur usage viticole et d'autre part leur
conversion en production biologique. L'historique d'usage est renseigné dans 10 articles
et les parcelles sont dgeées de 1 a 77 ans. Cette thematigue est plus particulierement
étudieée dans 1 article qui compare une parcelle de 2 ans d une de 25 ans (Viti et al,, 2008).
L'historique de conversion est renseigneé dans 8 articles et varie entre 2 et 35 ans. L'effet de
'age de conversion en agriculture biologique est investigué dans 4 articles :

- 2 articles comparent des parcelles en AB depuis 7, 11 et 17 ans.

- Tarticle compare des parcelles en AB depuis 3,10 et 35 ans.

- Tarticle compare 16 parcelles en AB depuis 2 a 18 ans.

Globalement, peu d'informations sur l'historique des parcelles sont communiquées dans
les articles, et 70% d'entre eux ne donnent aucun éléement sur lhistoire de la parcelle.
€tant donné le comportement d'accumulation du cuivre dans le sol, connaitre U'histoire
de la parcelle en termes d'usage viticole et de pratiques d'application de cuivre peut
ameliorer la compréhension de la réeponse écotoxicologique olbservée des organismes
(developpement de tolérance au contaminant, seélection d'organismes résistants,
changement des communautés, etc). Dans cette ¢étude bibliographique, cette
interpreétation fine des resultats est donc fortement limitée.

5.5 Groupes biologiques et parametres mesureés

En vignes, limpact écotoxicologique du cuivre a été majoritairement etudie sur les
microorganismes, soit dans leur ensemble (communauté microbienne totale), soit en
ciblant les bactéries et/ou les champignons de facon distincte. Ainsi plus de 80% des
résultats concernent les communautés microbiennes (Figure 22). Concernant la faune,
les vers de terre (aussi appelés lombrics dans la suite de ce rapport) sont les organismes
les plus investigués. Ces organismes sont connus pour étre sensibles & de nombreux
contaminants et a des perturbations environnementales variées et plusieurs especes
modeles de vers de terre sont utilisés en écotoxicologie (Eisenia fetida, Eisenia andrei,
Apporectodea caliginosa, Allolobophora chlorotica). L'idée que les vers de terre sont
particulierement sensibles au cuivre est assez répandue Mmais encore insuffisamment
eétayee par des resultats scientifiques. Il est donc primordial de valider ou d'infirmer cette
idée. Les nématodes ne sont étudiés que dans 2 études et les enchytrées sont représenteés
de facon marginale. Une grande partie de la biodiversite faunistique n'est pas
représentée dans les travaux existants. Ainsi, limpact écotoxicologique du cuivre sur les
arthropodes et les microarthropodes (collemboles et acariens) des sols est une
thematigue totalement orpheline en contexte viticole malgré le réle de ces organismes
dans le fonctionnement bioclogique du sol.

Pour chague groupe biologique, des parametres standards ou des parametres
spécifigues sont mesureés. Les parametres standards sont par exemple l'abondance et la
biomasse, car ils sont mesurés pour la plupart des groupes biologiques. Les activités
enzymatiques ou les groupes ecologigues sont des parametres spécifigues a un groupe
d'organismes. Dans le Tableau 1, les parametres standards sont présentés dans la
premiere partie, puis les parametres mesures specifigues a chaque groupe sont listés. Les
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parametres standards les plus renseignés sont la biomasse, labondance et la
composition des communautés. La richesse taxonomique, le taux de croissance, la
reproduction et la mortalité sont tres ponctuellement mesurés pour un groupe
biologique. Concernant les microorganismes, la respiration est la mesure de
fonctionnement du sol la plus freguente. De nombreuses activités enzymatiques en lien
avec les cycles du carbone, de lazote, du phosphore ou du soufre sont egalement
mesurées en parallele de mesures d'activite meéetabolique globale (Activite
déshydrogeénase, Activité protease). Pour les nematodes et les vers de terre, les
parametres spécifigues concernent les groupes écologiques propres a chaque
organisme. Lesindices néematodes, au nombre de 7, sont des parametres rendant compte
du fonctionnement du sol.

va

~N
) A 3%
6% Microorganismes totaux
36% Bactéries

Champignons

£ 19% Nématodes
Enchytraeides
Vers de terre

28%

Figure 22 : Groupes biologiques pour lesquels limpact écotoxicologique du cuivre a été etudié. Le nombre
d'articles est exprimeé en proportion (%) des 25 articles du corpus.
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des nuisibles

Figure 23 : Ensemble des parametres biologiques permettant d'évaluer l'impact écotoxicologique du cuivre
sur la qualité biologique des sols viticoles
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Ce bilan des parametres étudiés dans la littérature scientifique permet d'ores-et-déja
d'identifier certaines lacunes dans les données disponibles. La Figure 23 reprend la Figure
13 présentée en introduction de ce rapport et indique en couleur les parametres
effectivement étudiés et en gris ceux pour lesquels les données sont manguantes. Ainsi,
nous pouvons déja conclure que la littérature scientifigue disponible ne permet pas de
conclure quant a leffet du cuivre sur le niveau de diversité biologique dans les
communautés, sur la mortalité et la fertilité des différentes populations, ni sur l'état

sanitaire des sols viticoles.

Tableau 1 : Liste des parametres biologiques mesurées pour chaque groupe d'organismes. Les valeurs
correspondent au nombre d'articles renseignant le parametre.

Parameétres biologiques

Microorganismes

M| Nématodes
Enchytréides

Abondance

Biomasse

Richesse taxonomique
Diversité de Shannon
Composition de communauté
Taux de croissance
Reproduction 1
Mortalité 1
Respiration

Consommation d’'O,

Activité Deshydrogenase

Activité Beta Glucosidase (cycle C)
Activité Invertase (cycle C)

Activité Xylanase (cycle C)

Activité Urease (cycle N)
Abondance bactéries nitrifiantes (cycle N) 1
Taux de nitrification potentiel (cycle N)

Activité Phosphomonoesterase acide (cycle P)
Activité Phosphomonoesterase alcaline (cycle P)
Activité Phosphatase (cycle P)

Activité Arylsulfatase (cycle S)

Activité Catechol-oxidase

Activité Protease

Activité métabolique globale

Diversité Fonctionnelle

Abondance des bactérivores

Abondance des fongivores

Abondance des herbivores

Abondance des omnivores et prédateurs

Indice de chaine trophique

Ratio de chaine trophique

Indice d’enrichissement

Indice de maturité

Indice Plante-Parasite

Indice de structure

Abondance des anéciques

Biomasse des anéciques

Abondance des endogés

Biomasse des endogés

Abondance des épigées

Biomasse des épigées

Activité d’enfouissement
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56 Formesde cuivre appliquées

Les traitements phytopharmaceutiques a base de cuivre sont formulés a partir de
difféerentes formes de cuivre ionique. Dans la plupart des études, le sulfate de cuivre est
utilisé soit dans la bouillie bordelaise, soit dans une autre formulation (Figure 24). Le
dichlorure et loxychlorure sont utilises dans 3 études chacun et 'hydroxyde ou loxyde
sont minoritaires. Seuls le sulfate de cuivre, l'oxyde cuivreux, 'hydroxyde de cuivre et
loxychloride de cuivre sont autorisés en viticulture biologique car ils ont peu, voire pas,
d'effets secondaires sur la plante.

AE Sulfate
CuSO,

Hydroxyde
(Cu(CH),)

Figure 24 : Formes de cuivre utilisées dans les etudes scientifiques. Le logo AB indique les formes autorisées
en viticulture biologique.

Il est fort probable que la forme de cuivre appliquée joue un réle dans lintensité de son
effet sur les organismes du sol puisque selon sa forme, sa mobilité et sa biodisponibilité
dans le sol peuvent varier. Une seule étude, tres récente, s'intéresse a limpact
eécotoxicologique du cuivre selon sa forme (Vazquez-Blanco et al, 2020) et compare
l'utilisation du cuivre en sels (sulfate ou nitrate) et en formulation & base de sulfate,
d'hydroxyde ou de dichlorure. Alors que les sels ont des effets 2 fois plus importants sur
les communautés microbiennes que les fongicides commerciaux, la difféerence d'effet
entre les 4 fongicides est tres peu marqguee sur les bactéries comme sur les champignons.
L'effet des sels est attribuable a la forte acidification du sol en labsence de solution
tampon.

57 Fréquence d'application du cuivre

Aujourd'nhui les viticulteurs privilegient un traitement antifongique en plusieurs passages
au cours de la saison en appliquant de tres petites doses a chaqgue fois. Cette méthode
permet de lutter plus efficacement contre la maladie. En effet, le pathogene est
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susceptible de recoloniser la plante héte a chaque pluie, ce qui signifie que la vigne a
besoin d'une protection durable dans le temps et non ponctuelle. Le nombre
d'applications au cours de l'année varie donc selon le climat, selon la pression parasitaire
et egalement selon les fongicides utilisés par le viticulteur. Il varie en général de 4 a 12
passages, avec des doses pouvant se limiter & 100 g/ha par apport.

Dans la littérature, les expérimentations sont conduites avec un unigque apport, en début
d'expérience, avec la dose totale de cuivre testée directement appliqguée au sol. Cette
difference implique que 'on mesure une réponse a une perturbation aigue alors que la
perturbation est chronique dans la realité viticole. €n écotoxicologie, il est largement
reconnu gque ces deux types de perturbations peuvent avoir des effets difféerents (Figure
25). Une exposition chronique, plus modéréee mais répétee dans le temps, peut étre un
moteur d'adaptation et d'évolution des communauteés biologiques et son impact est
geénéralement tangible d moyen et long terme (Ranjard et al,, 2006 ; Bressan et al,, 2008 ;
Karimi et al, 2016). L'exposition aigle au contaminant, tres intense et ponctuelle, a
souvent un impact direct sans aucun temps de latence et laisse peu de place &
ladaptation. Les études basées sur un apport de cuivre mesurent l'effet d'une exposition
aigue alors que les etudes in situ évaluant limpact du cuivre accumulé historiquement
dans le sol mesurent l'effet d'une exposition chronique.

PA

Perturbation chronique (PC) :
répétée et modérée
Perturbation aigue (PA) :
ponctuelle et intense

Amplitude de I'effet de la perturbation

Temps

Figure 25 : Représentation de l'impact theorigue d'une perturbation chronique et d'une perturbation aigte
sur les organismes vivants.

Il faut noter que, hors contexte viticole, de rares eétudes s'attachent & ce critere. Une étude
in situ a veillé a étre en adéquation avec les pratiques réelles en apportant la dose totale
testée en 8 fois sur une période de 2 mois (Ranjard et al, 2006). Une autre étude a
compare l'effet d'une exposition aigue (1 seul apport) a celui d'une exposition chronigque
(6 apports au coursde lannée) en laboratoire. Les auteurs ont confirmé qu'une exposition
chronique impacte moins l'activité microbienne, avec 35 a 40% d'activité supplémentaire
par rapport  une exposition aigue apres un an (Liu et al, 2017).
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5.8 Doses de cuivre testées

Rappelons que depuis 2006, les traitements phytopharmaceutiques d base de cuivre
sont autorisés avec une dose annuelle limitée & 6 kg/ha. Les doses appliquées
historiguement depuis son apparition a la fin du XIXeme siecle n'ont jamais dépasse les
50 kg/ha/an d'aprés ce qui est rapporté. Ainsi il serait cohérent de trouver des études
testant des doses inférieures ou égales & 50 kg/ha/an. La dose autorisée depuis 2019 étant
de 4 kg/ha/an et les doses actuelles appliquées par les viticulteurs descendant en
moyenne a 3 kg/ha/an, nous nous attendons méme & trouver des études incluant ces
doses, permettant ainsi de justifier les conclusions de la derniere évaluation des autorités
sanitaires et la réeglementation mise en ceuvre.

La revue de la littérature en contexte viticole fait état de doses testées en microcosmes
s'étalant de 60 & 2029 mgCu/kg de sol sec, soit des doses de 240 & 8120 kg/ha/an pour un
sol d'une densité de 1.3 et d'une profondeur de 30 cm. Il faut également tenir compte du
fait gqu'en conditions réelles, la solution de cuivre est pulvérisée sur la vigne et ensuite
lessivée au sol, impliquant que la quantité de cuivre entrant dans le sol ne correspond
pas a la dose totale appliquée. En situation expérimentale en microcosmes, la dose totale
est directement appliquée au sol.

La seule étude testant lapport de cuivre au terrain utilise des doses de 14, 25, 47 et 84
kgCu/ha/an (Rodriguez-Salgado et al, 2017), néanmoins le cuivre étant apporté sous la
forme de déchets issus du processus de vinification (perlite issue de la filtration ou
bentonite issue de la clarification), les effets observes sur la biodiversité du sol ne peuvent
pas étre clairement imputés au cuivre. Cette étude est donc exclue de lanalyse.

Aucune des études publiées et analysées ici ne prend en compte les doses correspondant
a la législation niméme a la réalité d'utilisation dans le monde agricole et viticole, posant
alors la question de la justification scientifique et objective des seuils imposés.

5.9 Adeéquation entre les études scientifiques et la question posée

Ce travail de synthese vise a etablir limpact eécotoxicologique du cuivre, ce qui revient a
eétudier leffet de la dose de cuivre sur les organismes vivant dans le sol. Cette question
peut étre résolue soit en mesurant l'effet induit par lapport de cuivre en doses variables
sur les parametres bioclogiques, soit en établissant la relation entre la teneur en cuivre des
sols et les parametres biologiques. Dans les deux cas, les etudes doivent faire la preuve
directe de leffet, sans facteur confondant, sur-interprétation, ni extrapolation, afin de
déeterminer clairement la dose seuil G partir de laguelle un effet deléetere est
statistiguement significatif. Pour celag, la question de leffet de la dose ou de la teneur en
cuivre doit étre la gquestion centrale de l'étude. Dans le corpus d'articles analyse, un
certain nombre d’'études s'intéresse a une problématique intimement liée a celle qui est
posée ici, mais n'apporte pas de preuve directe.

Concernant leffet dose apporteée, 2 etudes sont des sources exploitables de données
(Ruyters et al, 2013; Vazquez-Blanco et al, 2020). Six autres articles etudient des
guestions annexes :
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Effet du sol/du mode d'usage (Eijisackers et al, 2005) : limpact d'un sol de vignes et
d'un sol de prairie est mesure sur une espece de vers de terre inoculée.

Effet du type d'amendement organique (Lejon et al, 2008 et 2010) : limpact de
plusieurs types d'amendement apportés en méme temps que 250 mgCu/kg est
mesure sur les communautés microbiennes du sol.

Caractérisation de souches bactériennes resistantes (Andreazza et al, 2012a) : &
partir de sol rhizosphérique, 4 souches bactériennes tolérantes sont extraites et leur
résistance est évaluée en milieu liquide.

Facilitation de la biolixiviation (Andreazza et al, 2012b): la stimulation de la
lixiviation d'origine biologique est testée par ajout de FeSO, ou HySO.. Elle est
attribuée d un changement de composition de la communauté microbienne.
Impact des produits de préservation du bois de construction (Lasota et al,, 2019) :
un traitement biocide & base de cuivre, triazole et composés ammoniacaux
guaternaires, est appligué sur du bois et les changements dans les communautes
bactérienne et fongique a linterface bois-sol sont évalués.

Ajoutes a celq, 2 articles reposant sur le méme dispositif expérimental et etudiant l'effet
dose sur la composition des communautés microbiennes du sol ont dU étre exclus du fait
d'incohérence dans les descriptions des protocoles et des doses testées (Fernandez-
Calvino et al. 2011, 2012).

Concernant leffet teneur dans le sol, 2 études apportent des réponses directes
(Fernandez-Calvino et al,, 2010a ; Soler-Rovira et al,, 2013). En parallele 4 études posent la
guestion de l'effet historique des parcelles :

Historigue de conversion en Agriculture Biologique (Collet al, 2011 et 2012 ; Likar et
al, 2017) : ces trois etudes ne mesurent pas la teneur en cuivre des sols et ne
permettent pas d'établir le lien direct entre le cuivre et l'état biologique du sol.
Historigue de plantation de la parcelle en vignes (Viti et al, 2008) : la teneur en
cuivre des sols est mesurée mais l'étude ne compare que 2 sols viticoles (Ggeés de 2
et 25 ans) et inclut un sol forestier et un sol de verger.

D'autres etudes abordent de facon encore plus indirecte la question du cuivre dans les

sols:

Effet mode d'usage/type de culture (Paolettiet al, 1998 : Ruyters et al, 2013 ; Cavani
et al, 2016) : la situation en vignes est comparée d'autres usages (vergers, vignes
abandonnées).

Effet mode de production (Beni et Rossi, 2009 ; Van Geel et al,, 2017) : des parcelles
en gestion conventionnelle ou biologique sont comparées. Une des études
s'intéresse eégalement a l'dge de conversion en agriculture biclogique. Les deux
études etablissent la relation entre état biologique du sol et mode de production
et/ou dge des parcelles. Le lien direct avec le cuivre n'est pas montré.

Effet pratiques (Zehetner et al, 2015) : 3 parcelles gérées differemment en termes
de fertilisation, couverture du sol et traitements phytosanitaires sont comparees.
Les difféerences ne sont pas directement imputables & l'utilisation du cuivre ou au
cuivre accumuleé dans les sols.

Effet terroir (Fernandez-Calvino et al, 2010b): 6 régions viticoles espagnoles et
portugaises sont comparees. Les teneurs en cuivre des sols sont tres variables au
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sein de chaque région. Un effet terroir (type de sol, climat, géographie) est observe
mais le lien direct entre cuivre du sol et etat biologique n'est pas déemontré.

- Variabilité intra-parcellaire (DellAmico et al, 2008 ;: Mackie et al, 2013) : Alors que
lune compare 2 zones d'une méme parcelle 20 ans apres la cessation d'activite,
une autre établit une cartographie complete de la parcelle apres 17 ans de
traitement au cuivre & raison de 3 kg/ha/an. Méme si cette derniére étude est
intéressante etant donné la dose apportee, elle n'inclut pas de témoin sans apport
ou avec une dose plus élevee. Les résultats ne peuvent donc pas étre relativisés.

Bilan de l'analyse des stratégies experimentales
Cette analyse a mis en évidence que :

1- Peu d'études existent en systeme viticole.

2 - Elles consistent soient en des expérimentations en microcosmes pour tester 'effet
de doses de cuivre, soit en des mesures in situ pour évaluer l'effet des teneurs en cuivre
des sols.

3 — Les expérimentations en microcosmes sont peu géenériques car elles portent sur 1
ou 2 types de sol uniguement alors que les études in situ font preuve d'une bonne
géneériciteé car elles reposent sur des reseaux de parcelles.

4- Lorsque le cuivre du sol est mesure, peu d'informations sur 'historique de la
parcelle sont données. D'autre part, le cuivre est rarement mesure quand létude
s'intéresse a l'effet de U'historique de la parcelle.

5 - Généralement, la biodiversite est etudiee sur les 20 premiers centimetres, ce qui
correspond a la couche arable.

6 - La biodiversité est majoritairement etudiée sous le prisme des microorganismes. La
biomasse microbienne renseigne sur le patrimoine biologique du sol et les mesures de
respiration et d'activites microbiennes évaluent létat fonctionnel du sol. Aucune
information sur limpact du cuivre sur le niveau de diversité microbienne n'est disponible
a ce jour. De méme, aucune donneée n'existe concernant limpact du cuivre sur les
nématodes, les collemboles et les acariens, les vers de terre, et les arthropodes dans les
sols viticoles.

7 — Et enfin, la littérature academique n'apporte aucune information pertinente sur
l'effet ecotoxicologique du cuivre dans les conditions actuelles d'utilisation en vignes
(doses et frequences d'application irrealistes, Figure 26).

A ce stade de lanalyse, il apparait que tres peu de travaux publies dans la littérature
internationale permettent d'apporter des éléments robustes pour réepondre a la question
posée et de constituer un socle de connaissances scientifiques indispensables a la
justification des injonctions fixant la limitation voire la suppression de l'utilisation du
cuivre. Il nous parait toutefois essentiel de faire la synthese de ces données de la
littérature pour determiner les doses a partir desquelles des effets ont été observes, les
parametres biologiques sensibles et lintensite des effets induits par le cuivre. Cette
synthese concerne finalement 4 articles scientifiques qui repondent de facon pertinente
a la gquestion de limpact écotoxicologique du cuivre sur la biodiversité des sols viticoles
comme cela est présenté sur la Figure 27. Pour compléter les informations apportées par
ces 4 articles, une recherche bibliographique élargie a tous les usages agricoles et ciblant
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la faune du sol (hématodes, collemboles, vers de terre et arthropodes) a été menée. Nous
avons également balayé la littérature pour tenter d'acquérir des données sur des doses
inférieures & 400 kg/ha.

Conditions actuelles Conditions expérimentales Conditions expérimentales
en viticulture Microcosmes — Effet dose In situ — Effet teneur dans le sol
Doses apportées : Doses apportées :
<4 kg/ha/an 4= <1 mg/kg 400-8120 kg/ha/an 4= 100-2029 mg/kg

o &) 66 é
P & O ¢
4a12
passages
‘ 1 passage L

Teneur dans les sols : Teneur dans les sols :
80-120 kg/ha sol non-contaminé 80-200 kg/ha sol non-contaminé
Jusqu’a 4000 kg/ha sol contaminé Jusqu’a 4480 kg/ha sol contaminé

Figure 26 : Schema récapitulatif des conditions actuelles d'utilisation du cuivre en viticulture et des
conditions expérimentales étudiées dans la littérature scientifique.

Articles répondant aux mots-clés Cuivre — Sol — Biodiversité

Liés au contexte agricole

Liés au contexte viticole

Traitant effectivement du cuivre

Avec une thématique d'écotoxicologie

Appliquée aux organismes du sol

Effectivement en vignes
Répondant a la question de I'effet dose/teneur

Figure 27 : Nombre d'articles conservés dans le corpus d'articles apres chaque etape de filtre.
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6. Impacts écotoxicologigues du cuivre
sur les organismes du sol

6.1 Synthese des connaissances en contexte viticole
6.1.1 Effet de la dose de cuivre apportée

Deux articles apportent des réponses sur limpact écotoxicologique du cuivre. Les
gammes de doses testees sont :
- 100 -200 - 400 - 800 - 1600 mgCu/kg soit 400 — 800 - 1600 - 3200 — 6400 kgCu/ha
(Ruyters et al,, 2013)
- 2-4-8-16-32mmolCu/kg équivalent & 127 — 254 — 507 — 1014 — 2028 mgCu/kg soit
508 - 1016 — 2028 - 4056 — 8112 kgCu/ha (Vasquez-Blanco et al, 2020).
Dans le 1°" cas, le dispositif experimental repose sur 6 sols préleves en Europe (France,
Italie, Allemagne) et mesure la sensibilité des communautés microbiennes en termes de
taux de nitrification potentiel (selon le test ISO14238-1,1997) et la sensibilité des enchytrées
en termes de reproduction (selon le mode opératoire 220 de OCDE, 2004). Ici, la réponse
des organismes est évaluée par IECS50, la dose efficace mediane, c'est-a-dire la dose qui
induit 50% de leffet maximal observable (par ex. 50% de mortalité ou perte de 50% des
especes).
Dans le second cas, le dispositif etudie leffet de 4 fongicides cuprigues commerciaux
differents (1 sulfate, 1 hydroxyde, 2 oxychlorures) sur les communautés microbiennes d'un
seul sol, en termes de respiration et de taux de croissance bactérien et fongique.

Les effets observés sont les suivants (Figure 28) :

- La reproduction des enchytrees diminue de 50% pour des doses allant de 1896 &
2468 kgCu/ha en fonction des sols.

- Letauxde nitrification potentiel baisse de 50% & partir de 1096 kgCu/ha. Cependant
dans certains types de sol, cette diminution n'est observée que pour 4156 kgCu/ha.

- La respiration microbienne baisse de 30% pour des doses de 508 & 8112 kgCu/ha.
L'augmentation de la dose n'induit pas une augmentation de la réponse.

- Le taux de croissance des bactéries baisse de 50% pour la dose minimale testée de
508 kgCu/ha et décroit pour atteindre -86% pour la dose maximale de 8112
kgCu/ha.

- Letauxdecroissance des champignons n'est pas affecté pour les plus petites doses
testées (508 et 1016 kgCu/ha). Une réduction de 20% est observée pour une dose de
2028 kgCu/ha et elle s‘accentue jusqu'a -45% pour la dose maximale de 8112
kgCu/ha.
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Globalement, les effets surviennent & des doses extrémement élevées, de 0.5 & 8 TCu/ha
apportées en une seule fois, doses qui ne sont et n'‘ont jamais eté appliguées en
agriculture. Alors que la reproduction des enchytrees peut étre diminuée de moitié pour
ces fortes doses, leur mortalité n'a pas significativement augmentée. Concernant les
microorganismes, seule leur activité a éte étudiee, sous plusieurs aspects. L'évolution des
taux de croissance indigue que lactivité bacterienne est plus sensible que lactivité
fongigue. A léchelle de la communauté microbienne globale, la respiration est moins
affectee que la nitrification potentielle : lactivité liee au cycle du carbone est seulement
ralentie de 30% et ce quelle que soit la dose de cuivre & partir de 508 kg/ha ; lactivité liée
au cycle de l'azote diminue avec une augmentation de la dose de cuivre de 400 et 6400
kg/ha et peut atteindre - 90%. D'un point de vue écologique, ce résultat est cohérent avec
la redondance fonctionnelle associée G chaque activite: presque tous les
microorganismes ont une activité respiratoire en lien avec la déegradation de la matiere
organiqgue alors que seules certaines populations sont fonctionnellement impliquées
dans le cycle de l'azote.

Dose (en kgCu/ha)

S S S SSSSSSSSSSSSsES
SR © N ~ v v v o» ) W N Y O & © © o A AN o) Re) o)

2028 4056

508 8112

508 8112
-50 1096 1896 2468 4156

Effet (%)

1016 4056

-90 8112

-100

Gammes - XS

Légende : Ruyters et al. 2013 Vasquez-Blanco et al. 2020
Taux de nitrification potentiel (7j) Respiration microbienne (3m)
Reproduction des enchytrées (6s) Taux de croissance bactérienne (3m)
Gamme de doses testées Taux de croissance fongique (3m)
++ Gamme de doses testées
Figure 28 : Schema récapitulatif des impacts écotoxicologiques dus a un apport de cuivre, observes dans la
litterature scientifique. Les effets sont donnés en % du témoin sans apport de cuivre. Les doses de cuivre,

apportées en une seule fois, sont en kg/ha. Dans la légende, les valeurs entre parenthéses indiquent la durée
de l'expérience, entre 'application de la dose et la mesure de son effet; m = mois, s=semaines, j=jours.
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6.1.2 Effet de la teneur en cuivre dans le sol

Deux articles etudient l'effet de la teneur en cuivre du sol sur la biodiversité (Fernandez-
Calvino et al, 2010a ; Soler-Rovira et al, 2013). Ils reposent sur le méme réseau de parcelles
viticoles distribuées dans 7 regions viticoles espagnoles et portugaises. Dans son
integralite, le réseau compte 170 parcelles : 36 d Monterrei, 24 a Rias Baixas, 18 a Ribeira
Sacra, 25 a Ribeiro, 24 a Valdeorras, 25 a O Bierzo et 18 a Vinhos Verdez (Fernandez-
Calvinoetal,2009). En 2010, 'etude a porte sur 145 parcelles, localisées dans 6 des régions,
et pour lesquelles les activitées enzymatiques intervenant dans les cycles du carbone, de
lazote et du phosphore ont été mesurées. £n 2013, seules 95 parcelles ont été analysées
en termes de respiration, de taux de croissance et d'activite meétabolique microbienne
globale. Ces 2 eétudes donnent un bon apercu de limpact du cuivre accumulé dans les
sols viticoles meéditerranéens sur l'état fonctionnel microbiologique du sol. Les sols
analyseés, variés en termes de caracteéristiques physico-chimigues, sont caractéerises par
des teneurs en cuivre allant de 15 & 666 mgCu/kg soit 60 & 2664 kgCu/ha, correspondant
également a la teneur en cuivre dans la grande majorité des sols viticoles de France. Les
sols contenant moins de 200 kgCu/ha (soit 50 g/kg) sont considérés comme étant non-
contamineés et sont utiliseés comme situation de reférence pour évaluer l'effet des teneurs
supeérieures. Six niveaux de contamination ont été etablis afin de déterminer les seuils de
contamination critigues concernant la qualite biologique des sols. Ces 6 niveaux
correspondent aux catégories suivantes : 200-400 kgCu/ha < 400-600 kgCu/ha < 600-800
kgCu/ha < 800-1000 kgCu/ha < 1000-1200 kgCu/ha <1200 kgCu/ha.

Les effets observés sont les suivants (Figure 29) :

- Le taux de croissance microbien n'est pas affecté par le cuivre contenu dans le sol.

- La respiration microbienne décroit de 40% dans les sols contenant 200 a 400
kgCu/ha. Cette diminution est relativement stable quand la teneur en cuivre
augmente et atteint au maximum 58% pour des teneurs supérieures & 1200 kg/ha.

- L'activite métaboligue de la communauté microbienne, évaluée par la meéthode
appelée «Respiration induite par substrat» (SIR pour Substrate-Induced
Respiration en anglais), n'est pas sensible d des teneurs inférieures & 600 kgCu/ha.
Au-dela, lactivité microbienne est réduite de 65 a 75%. Ceci est confirmeé par
lactivité deshydrogénase, une autre mesure de l'activité globale.

- L'activité beta-glucosidase, une enzyme impliquée dans la dégradation de la
maltiere organique et le cycle du carbone, n'est pas sensible d la teneur en cuivre
des sols, méme pour les teneurs les plus éleveées.

- L'activité urease, enzyme impliqguee dans le cycle de lazote, répond de facon
versatile a la teneur en cuivre du sol. Cette activité est reduite de 45 a 55% dans des
sols contenant 200 & 400 kgCu/ha et 600 & 800 kgCu/ha. En revanche, dans les
sols a plus fortes teneurs, l'activité uréase ne differe pas de celle mesurée dans les
sols de reference.

- L'activite phosphatase, enzyme impliquée dans le cycle du phosphore, est
uniguement sensible aux teneurs supérieures a 600 kgCu/ha. L'activité
phosphatase est reduite de 48% au maximum dans les sols les plus contaminés.
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Activité déshydrogénase (activité globale) ™ Respiration microbienne
Activité beta-glucosidase (cycle C) Activité métabolique globale
Activité uréase (cycle N) Taux de croissance microbienne

Activité phosphatase (cycle P)

Figure 29 : Schema récapitulatif des impacts écotoxicologiques dus a une accumulation de cuivre dans le
sol, observés dans la littérature scientifique. Les effets sont donnés en % du témoin a faible teneur en cuivre.
Les teneurs en cuivre dans le sol sont exprimées en kg/ha

Globalement, le fonctionnement microbien du sol commence a étre altéré pour des sols
ayant accumulés plus de 200 kgCu/ha (équivalent & 50 mg/kg de sol sec). Le premier
parametre affecte est la respiration microbienne et peut étre reduit de moitie. De facon
surprenante, le taux de croissance des microorganismes n'est pas affecté. L'article
suggere que ce parametre microbien est plus sensible d la teneur en matiere organique
et aux types de matieres organigues disponibles dans le sol gqu'a la contamination en
cuivre. L'activité microbienne décroit pour des teneurs supérieures a 800 kgCu/ha, hormis
pour les activités beta-glucosidase et uréase qui sont peu ou pas dffectées. En Espagne,
la teneur moyenne en cuivre dans les sols est de 628 kg/ha, avec 70% des sols contenant
200 & 800 kg/ha de cuivre (Fernandez-Calvino et al,, 2009). Les teneurs en cuivre dans les
sols viticoles francais sont similaires a celles des sols viticoles ibériques avec une moyenne
de 620 kgCu/ha et 70% des sols présentant des teneurs inférieures & 800 kg/ha (données
non publiées, L. Ranjard - INRAE).
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6.2 Compléementd’informations en contexte agricole non viticole

Considérant le faible nombre d'articles scientifiqgues répondant a la question posée en
contexte viticole, il a paru important d'apporter un complément d'informations acquises
dans des contextes agricoles non viticoles.

6.2.1 Origine des informations

Comme précedemment, la recherche d'informations en contexte agricole est restée dans
le cadre de la littérature scientifique académique, pour conserver la rigueur et l'objectivite
des conclusions de notre étude. A la difféerence de la précédente recherche
bibliographique, lexhaustivité des résultats disponibles n'est pas recherchée, excepte
pour les groupes biologigues non-renseignés en contexte viticole (nématodes,
microarthropodes, arthropodes, vers de terre). Les mots-clés utilisés pour les recherches
ont donc inclus le nom de chaque groupe d'organismes afin d'étre sGr d'identifier tous les
articles sur la thematique.

6.2.2 Qualité des informations

Quinze articles repondant pertinemment a la question ont été recueillis :

- Ils traitent de sols soumis a divers usages agricoles: 10 cultures annuelles, 3
prairies, 2 cultures pérennes, 1 jachere, 1 substrat constitué de fumier de bovin sec
(sans urine).

- Lescétudesonteté menees dans 11 pays différents, essentiellement en Europe Mmais
également en Chine et aux USA.

- Pour 87% d'entre elles, il s'agit d'expérimentations en microcosmes testant l'effet
de difféerentes doses de cuivre apportées. Seulement 4 études ont été menées in
situ, parmi lesquels 2 s'intéressent ¢ limpact du cuivre accumulé dans le sol et 2
testent l'effet de difféerentes doses de cuivre apportées au terrain. Un des articles
combine expérimentations in situ et en microcosmes (Ranjard et al,, 2006).

- Les profondeurs échantillonnées sont les mémes qu'en contexte viticole, soit entre
0 et 30 cm au maximum, mais avec la plupart des prelevements effectués sur une
profondeur de 20 cm.

- Lorsque le cuivre est apporté experimentalement, il l'est sous forme de sulfate dans
50% des cas, et lapport s'effectue quasi systematiqguement en 1seule fois. L'apport
est fractionné dans une seule étude, avec 8 passages en 8 semaines (Ranjard et
al, 2006).

- Les doses apportées s'échelonnent entre 2.8 et 20000 kg/ha (soit 0.7 et 5000
mgCu/kg) et sont synthétisées sur la Figure 30. Dans la plupart des études, les
doses testées se situent au-deld de 40 kg/ha et dépassent rarement 4000 kg/ha.
Comme en contexte viticole, les doses testées ici n'ont rien de commun avec les
doses actuelles apportées par les agriculteurs engagés en agriculture biologique.
Elles sont généralement 10 a 1000 fois supérieures, et parfois elles correspondent &
plus de 5000 fois la dose apportée par les agriculteurs.
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Doses testées (kg/ha)

Doses de référence
Ekelund et al., 2003
Amorim et al., 2005
Helling et al., 2000

Bart et al., 2017

Ranjard et al., 2006
Mincarelli et al., 2019
Salamun et al., 2015
Keiblinger et al., 2018
Bogomolov et al., 1996
Korthals et al., 1996
Wang et al., 2018
Wyszkowska et al., 2010
Scott-Fordsmand et al., 2000
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Figure 30 : Synthese des doses de cuivre testées sur des sols agricoles dans la littérature academique. Les
croix indiquent les doses experimentales, la zone grisée représente 'lamplitude du test écotoxicologique. La
premiere croix fait référence a la dose de référence, utilisée comme témoin non-contaminé. Les 4 traits
verticaux représentent les seuils de 4, 40, 400 et 4000 kgCu/ha.

Encore une fois, les résultats issus de la littérature scientifique académigque ne
permettront pas d'évaluer limpact ecotoxicologique du cuivre tel gu'il est actuellement
utilisé par les viticulteurs. Cependant faire le bilan des effets de ces fortes doses donnera
un apercu de la sensibilité des organismes du sol au cuivre et identifiera ceux qui sont les
plus sujets a consequence lors d'une utilisation trop intensive du cuivre comme produit
phytopharmaceutique. £En contexte non-viticole, ce bilan est d'autant plus important gu'il
apporte des informations sur des groupes biologiques pour lesquels aucune étude
Nn'existe en contexte viticole. C'est par exemple le cas des nématodes, des collemboles et
des vers de terre. De nouveaux résultats sur les microorganismes et les enchytrées
viennent également compléter les effets déja observes en vignes. En revanche, au sein de
la macrofaune du sol, le groupe des arthropodes reste orphelin de toute étude
scientifigue.

6.2.3 Effet de la dose de cuivre apportée

Impact sur les microorganismes

Comme en contexte viticole, les microorganismes sont le groupe biologique le plus étudié
en contexte non-viticole avec 5 articles qui s'y intéressent. Chacun d'eux porte sur un ou 2
sols différents, avec un historique de prairies ou de grandes cultures. Sur lensemble des
eétudes,on compte au total 8 sols difféerents venant d'€urope (Autriche, Danemark, France,
Pologne) et des USA. Les gammes de doses testées sont tres variables et s'échelonnent
entre 2.8 et 20000 kgCu/ha. Les microorganismes sont les seuls organismes sur lesquels
des doses agronomiqgues ont été testés. La biomasse microbienne est un parametre
bioclogique quasi-systematiguement mesurée (dans 4 études sur 5 ; Bogomolovet al, 1996 ;
Ekelund et al, 2003 ; Ranjard et al, 2006 ; Keiblinger et al, 2018). Les autres parametres
évalues correspondent principalement a la respiration (Bogomolov et al, 1996 ; Ekelund
et al, 2003 ; Keiblinger et al, 2018) ou & des activites metaboliques en lien avec les
difféerents cycles des nutriments (betaglucosidase et péroxydase pour le cycle du
carbone ; urease pour le cycle de l'azote ; phosphatase acide ou alcaline pour le cycle du
phosphate ; arylsulfatase pour le cycle du soufre ; Bogomolov et al, 1996 ; UJyszkouwska
et al, 2010 ; Keiblinger et al,, 2018). Une des etudes mesure également l'abondance totale
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des microorganismes (Ekelund et al, 2003). La biomasse et la respiration microbienne
sont les 2 seuls parametres pour lesquels les résultats de difféerentes études peuvent étre
confrontés pour en tirer une tendance générale.

Les résultats mettent en évidence une variabilité en fonction du sol :

58

La biomasse microbienne répond négativement a la dose de cuivre a partir de 800,
2000 ou 4000 kg/ha selon le sol (Keiblinger et al,, 2018 ; Ekelund et al,, 2003), méme
si cela n'est pas systematique (Bogomolov et al, 1996, pas d'effet pour des doses
allant jusqu'a 3200 kgCu/ha). Des doses entre 2.8 et 800 kgCu/ha n'ont aucun effet
sur la biomasse microbienne (Ranjard et al, 2006 ; Ekelund et al, 2003). Quand elle
a lieu, la perte de biomasse est de l'ordre de 40 & 60% aux doses les plus elevees.
Comme pour la biomasse, la dose de cuivre la plus faible induisant une baisse
significative de la respiration microbienne est difféerente selon le sol : 400, 640, 1600
ou 2000 kg/ha. Dans certains sols, une augmentation de la respiration est méme
observée pour certaines des doses testées (& 200, 2000 et 6000 kgCu/ha dans
Keiblinger et al, 2018; & 400 kgCu/ha dans Bogomolov et al, 1996). Aux doses
« efficaces » comprises entre 400 et 3200 kgCu/ha, la respiration diminue de 20 &
50%. La dose maximale testée de 20 000 kgCu/ha induit une réduction de 62% de
la respiration (Keiblinger et al,, 2018).

Alors que lactivitée peroxydase est stimulée pour des doses de 2000 a 20000
kgCu/ha 28 jours apres lapport, elle est réduite de 30 & 90% & long terme (106 jours
apres lapport) pour des doses supérieures & 400 kgCu/ha (Keiblinger et al,, 2018).
L'activité béta-glucosidase, elle aussi impliguée dans le cycle du carbone, est un
peu Mmoins affectée avec une diminution de 16 et 20% pour des doses de 600 et 1800
kgCu/ha respectivement (Wyszkouwska et al, 2010). Alors que la béta-glucosidase
est nécessaire d la degradation des composes cellulosiques, la peroxydase est
impliquée dans la digestion de la lignine. La réduction de ces activités
enzymatiques suggere un ralentissement de la capacité des communautes
microbiennes & dégrader la matiere organique et principalement la matiere
récalcitrante formeée de ces 2 molécules complexes (lignine et cellulose).

L'activité uréase est réduite de 50% pour une dose de 3200 kgCu/ha. Elle n'est pas
affectée aux doses inférieures (Bogomolov et al, 1996).

Les activités phosphatases acides et alcalines subissent une réduction de 20 a 30%
pour une dose de 600 kgCu/ha, et de 45 & 55% pour une dose de 1800 kgCu/ha
(UWyszkowska et al,, 2010).

L'activité arylsulfatase subit la plus forte diminution avec -35% & 600 kgCu/ha et -
60% & 1800 kgCu/ha (UJyszkowska et al, 2010).

L'abondance des microorganismes n'est pas significativement affectée par des
doses allant de 2.8 & 4000 kgCu/ha (Ekelund et al.,, 2003).
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Globalement ces résultats mettent en évidence que les communautés microbiennes
tolerent parfaitement le cuivre jusqu'd des doses de 400 kgCu/ha. La plupart des
parametres biologiques sont reduits de 30 a 60% pour une gamme de dose de 1600 G
3200 kgCu/ha (Figure 31), soit des doses 400 & 800 fois plus élevées que les doses
apportées par les viticulteurs sur une anneée. Les activités enzymatiques sont les
parametres microbiens les plus sensibles : les enzymes en lien avec les cycles du carbone
et du soufre semblent plus touchées que celles en lien avec les cycles de l'azote et du
phosphore. Ceci peut se traduire par une altération de la capacité du sol a stocker le
carbone ou 4 recycler les elements nutritifs. La biomasse et la respiration sont Mmoins
sensibles que les activites enzymatiques, et labondance microbienne ne repond pas a la
dose de cuivre apportée. Bien qu'il soit important d'évaluer la réponse des
microorganismes pris dans leur intégralité, connaitre limpact écotoxicologique du cuivre
nécessite de mesurer cette réponse en termes de diversité et de composition des
communauteés bactériennes et fongiques.

Dose (en kgCu/ha) — Echelle logarithmique

20000

Effet (%)

A. peroxydase

6000

-100

. * 20000
Gammes D * 3200

Légende : Keiblinger et al. 2018
— Biomasse (106j)
Respiration (106j)
— Activité (106j)
++ Gamme de doses testées
Ekelund et al. 2003
—--- Biomasse (70j)
Respiration (70j)
Abondance (70j)
++ Gamme de doses testées

Bogomolov et al. 1996

-- Biomasse (40j)
Respiration (40j)

== Activité (40j)

+-+ Gamme de doses testées

Ranjard et al. 2006

--:- Biomasse (52j)

+-+ Gamme de doses testées

Wyszkowska et al. 2010

—- Activité (50j)
++ Gamme de doses testées

Figure 31 : Schema recapitulatif des impacts eécotoxicologiques sur les microorganismes totaux dus a un
apport de cuivre, observes dans la litterature scientifique. Les effets sont donnés en % du témoin sans apport
de cuivre. Les doses de cuivre, apportées en une seule fois, sont en kg/ha. Dans la légende, les valeurs entre
parentheses indiquent la durée de l'expérience, entre l'application de la dose et la mesure de son effet;
j=jours.
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Impact sur les communautés bactériennes et fongiques

Les communautés bactériennes et/ou fongiques sont plus précisément investiguées dans
2 articles (Ranjard et al, 2006 ; Keiblinger et al, 2018). Ces eétudes sont toutes les deux
meneées sur 2 types de sols agricoles différents, en France et en Autriche respectivement.
La ¢ étude renseigne les changements dans la composition des communautés de
bactéries et de champignons lors d'un apport in situ et en microcosmes.
L'expérimentation in situ consiste en lapplication de doses de 16 et 48 kg/ha en 8 fois
(nombre d'applications similaire aux pratiques des viticulteurs), l'effet étant mesuré a
moyen terme (1an apres lapport). En microcosmes, l'effet de ces doses est mesuré a court
terme, 52 jours aprés lapport. La 2" étude mesure labondance, la diversité et la
composition des communautés de champignons 106 jours apres lapport en
microcosmes.

Ces études montrent que :

- &n microcosmes, la composition de la communauté bactérienne change par
rapport a son etat d'origine quels que soient la dose et le sol. Chaque dose induit a
moyen termes un profilde communauté spécifique le long d'un gradient de la plus
faible a la plus elevee. Dans lexpérimentation in situ, les communautés sont d
nouveau similaires des 4 mois apres la contamination, indiquant un processus de
résilience chez les bactéries (Ranjard et al. 2006).

- &n microcosmes, la composition de la communauté de champignons est moins
réactive que celle des bactéries mais a moyen terme le méme gradient de
changement de la communaute se dessine entre le sol non contaminé et le sol le
plus contaminé (240 kgCu/ha). Cependant, selon le type de sol, certaines doses de
cuivre n'induisent pas systematiguement de modifications de la communaute,
que ce soient les doses les plus faibles testées (80 kgCu/ha dans Ranjard et al,
2006 ; <2000 kgCu/ha dans Keiblinger et al. 2018) ou les plus élevées (>6000
kgCu/ha dans Keiblinger et al, 2018). In situ, comme pour les bactéries, les
communauteés fongigues sont d nouveau similaires des 4 mois (Ranjard et al,
2000).

- L'abondance des champignons dans le sol montre une réponse inverse a celle de
la composition. Alors qu'd court terme, labondance des champignons est réduite
pour les doses les plus faibles testées (200 kgCu/ha), & moyen terme aucune
difféerence d'abondance n'est notable quelle que soit la dose entre 200 et 20 000
kgCu/ha (Keiblinger et al,, 2018).

- Ladiversité des champignons du sol est estimée en termes de richesse. La richesse
correspond au nombre de taxons, chagque taxon regroupant des organismes dont
le génome est similaire a plus de 97%. Le cuivre n'a aucun impact sur le niveau de
diversité en champignons quel que soit le sol et quelle que soit la dose entre 200 et
20 000 kgCu/ha (Keiblinger et al,, 2018).
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La synthese des données existantes montre que labondance et la richesse en
champignons du sol ne semble pas affectée par le cuivre méme a des doses tres eleveées.
La composition de la communauté des champignons est susceptible d'évoluer selon la
dose mais ce résultat reste dépendant du type de sol. Dans certains cas, une dose de 20
000 kgCu/ha n'impacte pas la communauté. €n revanche la composition des
communauteés bactériennes semble étre plus sensible au cuivre, méme a des doses
relativement moins élevees. Globalement, peu de résultats sont disponibles sur la
reponse des communautes bactériennes et fongiques et ceux présentés ici ne permettent
pas de conclure de facon robuste concernant limpact du cuivre sur la diversité et la
composition des communautés microbiennes.

Impact sur les néematodes

Trois articles renseignent l'impact de la dose de cuivre apportée sur les nématodes. Deux
d'entre eux sont basés sur des expérimentations en microcosmes (Bogomolov et al, 1996 ;
Salamun et al, 2015) et un sur une expérimentation in situ (Korthals et al, 1996). Dans
lexpeérimentation in situ, la réponse de la communaute est mesurée a long-terme, 10 ans
apres avoir appliqué le traitement alors gu'en microcosmes, les réponses sont mesurees
a court terme (30-40 jours). Dans tous les cas, les nematodes sont analyseés a l'échelle de
la communauté totale. Le parametre biologique systématiquement mesuré est
labondance totale des nématodes. Selon les études, la diversité (en termes de richesse
geéneérique), labondance des difféerents groupes ecologiques (herbivores, bactérivores,
fongivores, omnivores/prédateurs) ou les indices écologiques (structure, enrichissement,
maturite, phytoparasitismes, voies de déecomposition) sont egalement évalués.

La sensibilité des nématodes au cuivre varie selon que lexpérimentation a lieu en
microcosmes ou in situ (Figure 32) :

- &n microcosmes, labondance des nématodes n'est pas affectée par l'ajout de
cuivre (sol & pH compris entre 53 et 6.5), méme & des doses de 3000 ou 3200 kg/ha.
Insitu, apres10 ans, leur abondance n'est pas affectée par des doses de 250 ou 500
kgCu/ha. A une dose de 750 kgCu/ha, elle est divisée par 3 dans des sols trés acides
(pH<5) mais ne change pas dans des sols a pH acido-neutre (pH entre 5 et 7).

- L'abondance des difféerents groupes ecologiques de néematodes n'a éte eévaluée
gue dans l'étude in situ (Korthals et al, 1996). Chague groupe se caractérise par un
regime trophique different. Les herbivores, c'est-a-dire les nématodes se
nourrissant d'organes vegetaux, et les fongivores (se nourrissant du mycélium de
champignons) ne sont pas sensibles a l'apport de cuivre, quelle que soit la dose et
le pH du sol. Les bactérivores sont significativement reduits de 66% dans les sols
tres acides (pH=4) dix ans aprés lapport de 750 kgCu/ha mais ils ne sont pas
affectés dans les autres sols. Les nématodes omnivores, d régime alimentaire
géneéraliste et incluant egalement des prédateurs d'organismes plus gros (larves
d'insectes par exemple), sont les plus touchés avec une perte de 90% des individus
pour la méme dose, mais dans des sols d pH neutre (pH=6.1). Cette plus faible
abondance des bactérivores et des omnivores suggere que les deux extremités de
la chaine trophigue peuvent étre perturbées & de tres fortes doses de cuivre dans
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des conditions physico-chimiques spécifiques, et que cet effet perdure a long
terme.

Les indices écologigues sont évalués dans une étude en microcosme uniqguement
(Salamun et al, 2015). Ces indices sont calculés a partir de la composition de la
communauté et de labondance des groupes écologiques expliquee
precedemment. Ici, trois indices ont été calculés. L'indice de maturité, qui mesure
la réponse G une perturbation ou une contamination de 'environnement, n'est pas
négativement affecté par le cuivre, méme & une dose de 3000 kgCu/ha. €n
revanche, ilaugmente de 17% pour 160 kgCu/ha. De méme, l'indice de structure qui
évalue la stabilité de la communauté et la complexité trophique de 'écosysteme
Nn'est pas sensible au cuivre, mise & part une augmentation de stabilité de 26% pour
une dose de 160 kgCu/ha apportée. Ces résultats suggérent qu'a une telle dose, le
cuivre est favorable a la nématofaune en améliorant sa stabilité et la complexité
de la communaute.

La richesse en genres de nématodes n'est pas sensible a des doses jusqu’a 1200
kgCu/ha, mais elle baisse de 30% pour une dose de 3000 kgCu/ha (Salamun et al.,
2015).

Globalement, les nématodes sont tres peu affectés par lapport de cuivre, méme a des
doses de 3000 kgCu/ha, en microcosmes. Des doses inférieures & 200 kg/ha peuvent
méme stimuler les communautés. Néanmoins dans des sols tres acides (pH<5), leur
abondance et la structure de la communauté peuvent étre fortement perturbées,
probablement en raison d'une augmentation de la solubilité du cuivre a ces pH. Il faut
rappeler que le pH des sols agricoles est généralement situe entre 6.5 et 7.5, valeurs pour
lesquelles la fertilite du sol et la croissance vegetale sont optimum. Lorsque les sols sont
naturellement plus acides ou acidifies par les pratiques agricoles, un chaulage permet
de reequilibrer le pH. L'utilisation du cuivre dans des conditions de sols tres acides est
donc peu probable de la part des professionnels de lagriculture.
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Figure 32 : Schema récapitulatif des impacts écotoxicologiques sur les néematodes dus & un apport de cuivre,
observeés dans la littérature scientifique. Les effets sont donnés en % du témoin sans apport de cuivre. Les
doses de cuivre, apportées en une seule fois, sont en kg/ha. Dans la [égende, les valeurs entre parenthéses
indiquent la durée de l'expérience, entre lapplication de la dose et la mesure de son effet ; j=jours, a= ans.

Impact sur les collemboles

Deux articles renseignent l'impact de la dose de cuivre apportée sur les collemboles. L'un
d'entre eux se base sur 9 sols dont 7 sols agricoles allemands ou portugais, un sol naturel
allemand et un sol standard de OCDE (Organisation pour la coopération et le
développement économique) utilisé pour les tests écotoxicologiques homologués par
lorganisation (Amorim et al, 2005). La seconde étude a été menée sur un sol de jachere
au Danemark (Scott-Fordsmand et al, 2000). Dans les 2 études, la survie et la
reproduction d'especes modeles de collemboles (Folsomia candida ou Folsomia
fimetaria selon l'étude) a éteé suivie. Une des deux etudes mesure egalement labondance
de collemboles. Ces tests ecotoxicologigues ont consisté a déterminer les doses effectives,
c'est-a-dire les doses pour lesquels le parametre biologique mesureé subit une diminution
de 10 et/ou 50%.
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L'impact du cuivre sur les collemboles dépend du type de sol et de l'espece (Figure 33) :
La survie des collemboles est réeduite de 50% pour des doses allant de 3476 a 8000

kgCu/ha selon le sol.

La reproduction des collemboles est reduite de 50% pour des doses allant de 408
& plus de 4000 kgCu/ha selon le sol et lespece. A 8000 kgCu/ha, la reproduction
est arrétée (Scott-Fordsman et al, 2000).
Leur abondance n'est pas affectée par des doses allant de 800 & 12000 kgCu/ha

dans le sol testé.
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Figure 33: Schéema récapitulatif des impacts écotoxicologiques sur les collemboles dus a un apport de
cuivre, observés dans la littérature scientifique. Les effets sont donnés en % du témoin sans apport de
cuivre. Les doses de cuivre, apportées en une seule fois, sont en kg/ha. Dans la légende, les valeurs entre
parentheses indiquent la durée de l'expérience, entre l'application de la dose et la mesure de son effet;

Jj=jours.

o4

Novasol Experts



Les collemboles peuvent étre tres impactes par lapport de cuivre au sol, mais seulement
& partir de 400 kgCu/ha. L'intensité de la réponse dépend du type de sol puisgu'un méme
effet (-50% de reproduction par exemple) est observée a des doses allant du simple au
décuple (400 a 4000 kg/ha). Ilest important de noter ici que la dose seuil de 400 kgCu/ha
est 50 a 100 fois supérieure a la dose maximale administrée par les viticulteurs au cours
des anneées les plus critiqgues en termes de propagation du mildiou. Les 2 études
présentées ici portent sur 2 especes modeles difféerentes. Les résultats sur la survie et la
reproduction sont du méme ordre de grandeur quelle que soit 'espece, méme s'ils sont
léegerement variables. Alors que ces parametres biologiques renseignent sur 'impact du
cuivre sur les populations de collemboles, limpact du cuivre sur la diversité, labondance
des groupes ecologiques et la composition des commmunautes de collemboles n'est pas
connu. Ce sont pourtant ces derniers parametres qui sont intimement lies a la qualite
bioclogique et au fonctionnement du sol.

Impact sur les enchytrées

Les enchytrées, aussi appelés enchytracides, sont etudies dans 2 articles (AmMorim et al,
2005 ; Bart et al,, 2017). L'une des eétudes repose sur un sol de jachere alors que l'autre se
base sur 9 sols difféerents dont 7 agricoles (méme etude que pour les collemboles, AmMorim
et al, 2005). Les 2 etudes utilisent des especes modeles d'enchytrées (Enchytraeus
albidus et/ou Enchytraeus luxuriosus) inoculées dans des sols contaminés en laboratoire.
La survie de la population est le seul parametre biologique mesurée dans les 2 cas, d quoi
s'ajoutent la mesure de la biomasse, de l'activité, et de la reproduction dans une des
etudes.

Ces 2 etudes montrent que (Figure 34) :

- Lasurvie desenchytrées n'est pas altéréee par lapport de cuivre sur un gradient de
12.8 & 20 000 kg/ha.

- La reproduction des enchytrées n'est pas affectée par des doses de cuivre jusqu'd
1280 kg/ha (AmMorim et al,, 2005).

- Leur biomasse n'est significativement affectée que pour la plus forte dose de cuivre
testée (20 000 kg/ha). Une tendance & la diminution est également observée deés
2000 kgCu/ha mais elle n'est pas statistiquement validée (Bart et al,, 2017).

- L'activité des enchytrées, évaluée ici par des comportements d'évitement de la
source de cuivre, est significativement stoppée pour une dose de 20 000 kgCu/ha.
Meéme si les différences ne sont pas statistiguement validées aux doses inférieures
testées (200 et 2000 kgCu/ha), la diminution de lactivité évolue progressivement
et de facon lineaire avec les doses de cuivre (Bart et al, 2017).
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Figure 34 : Schema récapitulatif des impacts eécotoxicologiques sur les enchytrées dus & un apport de cuivre,
observeés dans la littérature scientifique. Les effets sont donnés en % du témoin sans apport de cuivre. Les
doses de cuivre, apportées en une seule fois, sont en kg/ha. Dans la [égende, les valeurs entre parenthéses
indiquent la durée de l'expérience, entre 'application de la dose et la mesure de son effet; j=jours.

Les enchytrées ne sont pas, ou tres peu, sensibles a lapport de cuivre dans le sol. D'un
point de vue statistique, les seuls impacts sont observeés a la dose de cuivre la plus élevee
testée (20 000 kg/ha), qui correspond & 5000 fois la dose maximale autorisée en
agriculture biologique. A cette dose, la survie des organismes n'est pas mise en jeu, leur
biomasse est reduite de moitié et les individus évitent strictement la contamination. Ainsi
a l'échelle de la population, les risques encourus par les enchytréees sont negligeables.
Aucune information n'est disponible concernant limpact du cuivre sur la diversite et la
composition des communautes.

Impactsur les vers de terre

Cing articles renseignent 'impact de la dose de cuivre apportée sur les vers de terre. Trois
d'entre-eux portent sur l'écotoxicité (Bogomolov et al, 1996 ; Helling et al, 2000 ; Bart et
al, 2017) et deux sur la genotoxicitée (Wang et al, 2018 ; Mincarelli et al, 2019). Deux des
études écotoxicologiques utilisent des especes modeles (Aporrectodea caliginosa et
Eisenia fetida) inoculées dans le sol, alors que la troisieme s'intéresse a la communauteé
de lombrics indigene du sol etudie. Les parametres biologiques mesurés dans ces etudes
sont la survie/mortalité, la biomasse, lactivité/quiescence, la reproduction.

Les deux etudes de génotoxicité reposent egalement sur des especes modeles (Eisenia
andrei et Eisenia fetida). La genotoxicité correspond a la réponse biologique a l'échelle
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infracellulaire, c'est-a-dire, a la modification du fonctionnement métabolique a
lintérieure des cellules de lorganisme. Les parametres biologigues mesurés sont
lintensité des dommages de 'ADN, le déclenchement de la réeponse immunitaire, le
stress oxydatif, la reponse antimicrobienne, etc.. Ces parametres renseignent sur l'état
physiologique de lindividu. Or la relation entre réeponse a l'échelle individuelle et G
l'échelle de la population ou de la communauteé n'est pas etablie. Des effets génotoxiques
n'apportent donc aucune information sur le patrimoine biologique du sol ou le
fonctionnement de la communaute. Néanmoins la synthese des connaissances sur la
geénotoxicité du cuivre sur les vers de terre est présentée pour information dans la note de
lecture.

La sensibilité des vers de terre au cuivre varie selon les etudes (Figure 35) :

Leur survie est mise en cause & partir de 1320 kgCu/ha dans certains cas (Helling
et al, 2000), alors que dans d'autres, elle n'est pas impactée par des doses
atteignant 20 000 kgCu/ha (Bart et al,, 2017). Ainsi le taux de mortalité est de 20%
& 1280 kgCu/ha et atteint T00% & 3200 kgCu/ha selon les études (Helling et al,
2000 ; Bogomolov et al, 1996).

Une perte de biomasse de lordre de 15% est observée des 12.8 kgCu/ha dans le pire
des cas (Helling et al, 2000). Dans les deux autres études, une diminution
équivalente survient pour des doses de 800 kg/ha et de 2000 kg/ha (Bogomolov et
al, 1996 ; Bart et al, 2017). Selon l'étude, la biomasse est diminuée d'environ 30%
pour une dose de 40,1600 ou 20 000 kgCu/ha. Enfin, limpact le plus important sur
la biomasse a été rapporté par l'éetude d'Helling et al. avec une perte de 95% pour
une dose de 1320 kgCu/ha.

L'activité des vers de terre est affectée pour des doses de 2000 & 20 000 kgCu/ha,
avec une augmentation des phases de repos (quiescence) allant jusqu'a 86% (Bart
et al, 2017).

Leur reproduction, évaluée par le denombrement du nombre de cocons produits,
est réduite de 35% dés 12.8 kgCu/ha. Cette diminution plafonne & -65% pour des
doses entre 40 & 400 kgCu/ha (Helling et al,, 2000).
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La variabilité observée dans les résultats est attribuable aux difféerents contextes
expérimentaux des études, c'est-a-dire aux caracteristiques physico-chimiques des sols
utilisés et aux populations suivies. En effet, 'etude de Bart et al. (2017) repose sur un sol
francais (Luvisol) de jacheres, celle de Bogomolov et al. (1996) sur un sol de grandes
cultures de 'Ohio (USA) et celle de Helling et al. (2000) utilise du fumier de bovins comme
substrat pour l'expérimentation. D'autre part, chaque espece de lombrics se caractérise
par une sensibilité difféerente au cuivre. Les effets observés pour lune sont donc
difficilement extrapolables d une autre. A. caliginosa et £. fetida sont tres communs dans
les sols tempéres, mais il est préferable d'étudier des communautés (composees de
plusieurs especes) plutdt que des populations de vers de terre (une seule espece) si on
souhaite mesurer une réponse globale de lécosysteme. Cependant, les tests
ecotoxicologiques reposant sur des especes modeles bien identifiees sont ceux preconises
par EFSA. Le principe de précaution suggere de tenir compte des doses les plus faibles
pour lesquelles des effets ont éteé observes, quel que soit le type de sol et l'espece étudiés.
Dans le cas présent, un effet délétére a été observé dés 12.8 kgCu/ha sur fumier de bovins,
et & partir de 200 kgCu/ha sur un vrai sol, soit 50 fois la dose maximale aujourd’hui
apportée en viticulture biologique.
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Figure 35:Schema récapitulatif des impacts écotoxicologiques sur les vers de terre dus cun apport de cuivre,
observeés dans la littérature scientifique. Les effets sont donnés en % du témoin sans apport de cuivre. Les
doses de cuivre, apportées en une seule fois, sont en kg/ha. Dans la [égende, les valeurs entre parenthéses
indiquent la durée de l'expérience, entre 'application de la dose et la mesure de son effet; j=jours.
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Note de lecture:

La génotoxicité du cuivre a été testée pour des doses allant de 120 kg/ha & 800 kg/ha.
L'ADN d'Eisenia andrei est endommagé a 20% apres 6 jours de contact avec un sol traite
& 240 kgCu/ha. Pour une dose de 480 kg/ha, UADN est touché & 45% au maximum & 6
jours mais semble se réeparer des 9 jours (32% de dommage) (Mincarelli et al, 2019). La
méme etude montre que la plupart des autres parametres concernant le stress oxydatif,
la réeponse immunitaire, lactivité cytolytique et la production de peptides antimicrobiens
ne sont pas affectés jusqu'a 6 jours apres la contamination. £€n revanche la réponse
immunitaire est trés fortement stimulée (+880%) apres 9 jours & 480 kgCu/ha. Une autre
étude a mis en évidence une stimulation des voies du stress oxydatif dées 400 kgCu/ha, 28
jours apres l'exposition au contaminant (UJang et al, 2018). Le stress oxydatif est alors 2 ¢
4 fois plus important selon la forme de cuivre utilisee (sulfate ou oxychlorure
respectivement) & une dose de 400 kg/ha. A une dose de 800kg/ha, le stress oxydatif est
3 a1 fois plus eleve.

Globalement, ces résultats indiquent une réponse genotoxique variable dans le temyps et
entre especes. A ce stade de nos connaissances, ils sont peu geéneralisables et
interpretables.

6.2.4Effet de la teneur en cuivre dans le sol

Impact sur les microorganismes

Deux articles s'intéressent a l'impact de la teneur en cuivre du sol sur les communautés
microbiennes (Wang et al, 2009 ; Nunes et al, 2016). Le dispositif experimental de l'un
d'eux est constitue de sols chinois occupés par des vergers d'édges variables : 5 ans, 15 ans,
20 ans, 30 ans ou plus de 45 ans. Mis a part les vergers de 5 et 15 ans dont les sols
présentent des teneurs similaires en cuivre (<100 kg/ha), les autres classes d'dges sont
corrélées positivement & un gradient de cuivre (jusqu'a 560 kg/ha en moyenne) (WJang
etal,2009). Le second dispositif correspond a une parcelle de prairie danoise caractérisée
par un fort gradient de teneur en cuivre dans le sol, de 60 kg/ha dans la zone non
contaminée & 18 000 kg/ha pour la zone la plus contaminée. La contamination n'est pas
d'origine agricole et provient de lutilisation de sulfate de cuivre dans une usine
d'impregnation de bois en activité entre 1911 et 1924. Le sol a par la suite éte cultive
jusgu’en 1993 et les mesures ont éte effectuées en 2013 (Nunes et al, 2016). Dans les 2
études, la biomasse, la respiration et lactivite microbienne ont été mesurées. Des
informations sur les biomasses bactérienne et fongique, la diversité et la composition des
communautés bactériennes sont apportées par l'une des 2 études (Nunes et al,, 2016).

Les gradients de cuivre investigués dans les 2 études sont difféerents de 2 ordres de
grandeurs (deux puissances de 10) et mettent en évidence des effets tres contrastés
(Figure 30) :

- Comparé a un sol agricole non contaminé (60 & 80 kg/ha), la biomasse
microbienne n'est pas affectée pour des teneurs allant jusqu'a 560 kgCu/ha (Wang
et al, 2009). En revanche elle chute de 33% pour une teneur de 1800 kgCu/ha et de
45% pour une teneur de 18 000 kgCu/ha dans le sol (Nunes et al, 2016).
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De méme la respiration microbienne n'est pas modifiée par des teneurs en cuivre
jusqu'a 400 kg/ha et elle augmente de 88% & 560 kg/ha (UJang et al, 2009). Pour
des teneurs de 1800 & 18 000 kgCu/ha, elle est réduite de 22 & 32% (Nunes et al,
20106).

Les activités microbiennes ne sont pas évaluees de la méme facon dans les 2
études: lune mesure les activités enzymatiques invertase, uréase et phosphatase
alors que lautre mesure l'activité catabolique, c'est-a-dire la minéralisation de
substrats organiques carbonés plus ou Moins complexes. A des teneurs en cuivre
inférieures & 560 kg/ha, les activités enzymatiques ne sont pas affectées (Wang et
al, 2009). €n revanche, l'activité catabolique ciblant la dégradation de molécules
organiques simples (glucose, galactose, acide malique, etc.) est reduite de 26 a 42%
pour une teneur de 1800 kgCu/ha et de 26 & 85% pour une teneur de 18 000
kgCu/ha. L'activité liée a la dégradation de molécules complexes n'est pas altérée
(Nunes et al. 2016).

La diversité des bactéries du sol est estimée en termes de richesse. La richesse
correspond au nombre de taxons, chagque taxon regroupant des organismes dont
le génome est similaire a plus de 97%. La richesse bactérienne diminue de 10% pour
une teneur en cuivre du sol de 1800 kgCu/ha et de 33% pour une teneur 10 fois
supérieure (Nunes et al, 2016).
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Figure 36 : Schéma récapitulatif des impacts écotoxicologiques sur les microorganismes dus a une
accumulation de cuivre dans le sol, observés dans la littérature scientifique. Les effets sont donnés en % du
témoin & faible teneur en cuivre. Les teneurs en cuivre dans le sol sont exprimées en kg/ha.
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Les 2 études mettent en évidence que les microorganismes sont essentiellement
sensibles & de trés fortes teneurs en cuivre dans les sols, au-deld de 600 kg/ha. En France,
les sols viticoles contiennent en moyenne 256 kgCu/ha, et méme si certains sont
contaminés & des valeurs comprises entre 2000 et 4000 kg/ha, ils représentent une
minorite. Le risque pour les communautés microbiennes dans les sols viticoles de France
est donc relativement faible.

Impact sur les collemboles

Une seule etude renseigne leffet de la teneur en cuivre du sol sur les parametres
biclogiques d'une population de collemboles de lespece Folsomia fimetaria (Scott-
Fordsmand et al, 2000). L'expérience est menée sur un sol danois avec un historique de
contamination industrielle pendant 13 ans suivi de 73 ans d'utilisation agricole et d'une
mise en jachere. La parcelle se caractérise par un gradient de teneur en cuivre de 60 a 11
648 kg/ha. La réponse des collemboles a été mesurée en termes de survie, de
reproduction, d'abondance et de taille des individus adultes et juvéniles. Malgré les
teneurs élevees, aucun changement significatif n'a eté observé sur les collemboles, quel
gue soit le parametre mesure et la dose appliquée.
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7. Synthese et discussion

7.1 Synthése des connaissances en vignes/hors vignes

Afin de repondre de facon objective & la question de limpact ecotoxicologique de l'apport
de cuivre sur la biodiversité des sols viticoles, il a éteé effectue une recherche systematique
de la littérature scientifigue acadéemique disponible. Les etudes répondant a la question
en contexte viticole étant peu nombreuses, le champ des investigations a eté ouvert aux
autres contextes agricoles. Cette seconde recherche n'a pas éte faite selon une méthode
systématique et n'est donc pas totalement exhaustive (principalement concernant les
microorganismes), puisqu'elle a pour objectif principal d'apporter un complément
d'information sur l'impact écotoxicologique du cuivre dans des contextes proches de celui
initialement recherché. Le bilan de nos recherches et de lanalyse de lensemble des
articles scientifiques reunis repose sur 19 articles : 14 repondent d la question de l'effet dose
sur la biodiversité du sol, 4 répondent a la question de l'effet teneur en cuivre accumulé
dans le sol sur la biodiversite et 1 répond aux 2 questions. L'effet dose est quasi-
systématiguement investigue en apportant la dose totale de cuivre en une seule fois,
donc la réeponse mesurée correspond d celle d'une exposition aigue. L'effet teneur en
cuivre accumule se rapproche plus d'une réeponse a une exposition chronique. €n realite,
l'utilisation des fongicides cupriques en agriculture et en viticulture biologique s'effectue
géneéralement par de petites doses apportées a plusieurs reprises sur la saison, ce qui
correspond a une exposition chronique. Comme précédemment detaillé (Figure 25), une
contamination aigle induit une réponse plus intense qu'une exposition chronique, et
reduit les possibilites d'adaptation progressive et de résilience des communautés
d'organismes.

Les articles qui testent leffet de la dose de cuivre apportent des informations sur le
patrimoine et le fonctionnement biologique des sols mais aucun ne renseigne sur leur
état sanitaire (présence de pathogénes/parasites) (Tableau 2a). La réponse biologique est
mesuree d l'échelle de la communauteé pour les microorganismes et les nématodes et G
l'échelle de la population pour les collemboles, les enchytrées et les vers de terre. Le
patrimoine biologique est genéralement renseigné en termes de biomasse, et rarement
en termes d'abondance et de diversite. Le fonctionnement biologique est genéralement
évalue par des mesures de reproduction ou d'activité et dans certains cas par des
abondances relatives de groupes écologiques et des indices du fonctionnement des
communautés. Les articles qui étudient l'effet de la teneur en cuivre accumulé dans le sol
apportent principalement des informations sur le fonctionnement des communautés
microbiennes avec des mesures d'activités (Tableau 2b).

La synthese des 19 articles montre que les doses étudiées se repartissent le long d'un
gradient allant de 2.8 kg/ha/an & 20 000 kg/ha/an. La plupart des études reposent sur
des gradients commencant & 200 kg/ha, soit 30 & 50 fois la dose autorisée en viticulture
bioclogique depuis les années 2000 (Figure 4) et rares sont les études testant des doses
inférieures & 20 kg/ha/an. Dans ces conditions expérimentales, la qualité biologique des
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sols n'est affectée qu'a partir de 200 kg/ha/an de cuivre apporté (Figure 37). Alors que les
nématodes semblent ne pas étre impacteés par une exposition au cuivre méme a des
doses tres élevees, les vers de terre sont les plus sensibles. L'accumulation de cuivre dans
le sol a un effet & partir de 200 kg/ha/an (soit 50 mg/kg) mais peu de groupes biologiques
sont renseignés. Alors que les microorganismes sont affectés a ces teneurs, les
collemboles ne sont pas impactés par le cuivre.

Tableau 2 : Bilan du nombre d'articles renseignant limpact écotoxicologique du cuivre sur la qualité
biologique du sol selon le contexte, le groupe biologique et le type d'information (Patrimoine,
Fonctionnement, Etat de santé): a- dans le cas d'une dose apportée correspondant a une exposition aigue,
b- dans le cas d’'une accumulation dans le sol correspondant & une exposition chronique.

a.

Patrimoine Fonctionnement o
biolodi bioloai Etat de sanitaire
Groupes Echelle des lologique lologique
biologiques observations | contexte | Contexte | Contexte | Contexte | Contexte | Contexte
viticole agricole viticole agricole viticole agricole
Microorganismes | Communauté 6 2 4
Nématodes Communauté 3 2
Collemboles Population 1 2
Enchytrées Population 1 1 2
Vers de terre Population 3 3
b.
Patrimoine Fonctionnement .
biolodi biologi Etat sanitaire
Groupes Echelle des lologique lologique
biologiques observations | contexte | Contexte | Contexte | Contexte | Contexte | Contexte
viticole agricole viticole agricole viticole agricole
Microorganismes | Communauté 2 2 2
Nématodes Communauté
Collemboles Population 1
Enchytrées Population
Vers de terre Population

Novasol Experts

73



QL KL . -
o ¥ © v © 0 0o ODRESESFLSES Parametr(_ele Intensité de
A VO OO IIVITFTSIFIISTHFTIFTFI IS plus sensible Ieffet
EFFET DOSE (kgCu/ha/an)
4
i i { o ] Activités
Microorganismes 28 Respiration
Nématodes
Collemboles 40 { Reproduction
Enchytrées 128 [ 4 Reproduction
¢ 200
Vers de terre 128 ° - Biomasse
EFFET ACCUMULATION (kgCu/ha)
200 )
Microorganismes 80 [ ® 3 Respiration
Nématodes
Collemboles o0
Enchytrées
Vers de terre

Légendes : E-] Doses testées / Teneurs dans le sol dans les études
®  Seuil d’écotoxicité du cuivre
| Dose actuellement autorisée par la Commission Européenne

Figure 37 : Synthese des doses et des teneurs en cuivre testées dans la littérature scientifique acadéemique
et des doses minimales pour lesquelles des effets déléteres ont éte observés sur le parametre biologique le
plus sensible pour chaque groupe biologique du sol.

7.2 Comment lEFSA a-t-elle pu statuer sur une dose limite de 4 kg/ha/an ?

Le dernier rapport de 'EFSA en 2018 repose sur la synthese de la littérature datant de
2008 a 2014, la synthese présentée dans lannexe du rapport de 2013 et sur des
expérimentations initiees au début des années 2000 par la TaskForce Cuivre de 'Europe
(EUCUTF). Ilsemblerait que depuis 2014, aucune nouvelle donnée ne soit venue étayer les
conclusions. Les annexes completes du rapport rendent compte des doses pour
lesquelles des effets ont eté observes ou non sur les oiseaux, les vertébreés terrestres, les
organismes aqguatiques, les abeilles, les arthropodes terrestres, les vers de terre et les
autres organismes vivants dans le sol. Les données issues de la littérature proviennent de
125 articles datant de 2005 a 2014 et portant sur lensemble des organismes cités
precedemment. Ces articles ne se situent pas uniqguement dans un contexte agricole et
rapportent également des résultats en milieu industriel, en milieu aguatique, ou encore
d'experimentations en laboratoire decouplées de tout contexte. Il parait cohérent que
dans la présente synthese, moins d'une vingtaine d'articles aient été identifies etant
donné qu'elle se focalise sur les organismes du sol en contexte viticole et agricole. De leur
cote, les résultats d'experimentations menees par la TaskForce n'ont pas fait l'objet de
publications dans des revues scientifiques academiques. Cela limite leur acces, leur
diffusion et leur exploitation, ce qui explique qu'ils Nn'aient pas éte intégreés a la présente
synthese. Neanmoins, ces résultats ont dans certains cas fait l'objet d'une évaluation par
des experts independants, validant leur robustesse et leur objectivité scientifique. Ils sont
donc susceptibles d'apporter des éclaircissements supplémentaires sur les législations en
place.
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L'EFSA stipule qu' « une question est considérée comme un sujet de préoccupation
critique lorsque les informations disponibles sont suffisantes pour procéder a une
evaluation des utilisations representatives conformément & l'annexe VI de la directive
91/414/CEE, et lorsque cette évaluation ne permet pas de conclure que, pour au mMoins
une des utilisations représentatives, on peut sattendre a ce qu'un produit
phytopharmaceutique contenant la substance active n'ait aucun effet nocif sur la santé
humaine ou animale ou sur les eaux souterraines, ni aucune influence inacceptable sur
l'environnement». A ce titre, lautorité sanitaire estime que lutilisation de fongicides
cuprigues constitue un risque eleve a long terme pour les oiseaux, les mammiferes, et les
vers de terre et un risque elevé pour les organismes aquatiques et les abeilles. Le seuil de
4 kg/ha/an a été fixé sur la base d'une étude allemande menée par Olaf Klein. Dans cette
étude, les vers de terre ont éteé suivis dans de 2 prairies difféerentes, traitées avec 3 doses
différentes (4, 8 et 40 kg/ha/an) pendant 10 ans & raison de 3 applications par an (Tableau
3). Les conditions expérimentales de cette étude sont assez proches des conditions réelles
d'application par les viticulteurs, a lexception du fait gu'il s'agit de sols prairiaux Nn'ayant
jamais recu de cuivre precedemment. Les resultats montrent qu'd une dose de 4 et de 8
kgCu/ha/an, une réduction de labondance et de la biomasse totale des vers de terre est
observée certaines années seulement. Cet effet ne perdure pas dans le temps, laissant
penser a un effet ponctuel en lien avec le climat ou les conditions d'échantillonnage. €n
revanche, a 40 kgCu/ha/an, Uexposition chronique induit une perte significative de
biomasse et d'abondance des vers de terre au bout de 3 ans et cible majoritairement les
vers de terre endogés. Cet impact écotoxicologique se maintient & long terme pour les 2
sites etudieés, méme si apres 8 ans, il semblerait que les communautés lombriciennes
commencent a étre résiliente, principalement en termes de biomasse. Les auteurs de
l'etude, ainsi que les 3 experts indépendants ayant évalue ces travaux, en ont donc conclu
que la dose de 8 kg/ha/an n'induisait aucun effet observable pour des sols de prairies de
ce type.

L'Etat membre rapporteur (la France) a considére que les effets observes ponctuellement
a certaines dates, estimés comme non pertinents par les experts, doivent étre pris en
compte dans l'évaluation. La dose maximum n'induisant pas d'effet nefaste (NOEC pour
No Observed Effect Concentration) a ainsi été estimée a 4 kg/ha de substance active pour
tenir compte des effets « transitoires » sur labondance et la biomasse des vers de terre
(Tableau 3). Malgre les résultats scientifiques, 'EFSA a conclu a un risque faible pour
Uutilisation sur la vigne uniguement jusgqu'a une dose d'application de 3.75 kg/ha/an
seulement, pour tous les composés du cuivre (EFSA 2018). Alors que lensemble du
processus d'évaluation mis en place par 'Europe est empreinte d'objectivite et de rigueur
scientifique, il semblerait que ces principes pourtant essentiels n'aient pas été appliqués
pour forger la décision finale.

Pour les autres organismes du sol, et en particulier les microorganismes, aucun effet n'a
pu étre démontré a des doses similaires, que ce soit dans la littérature scientifique ou
dans lensemble des expérimentations mises en place par la TaskForce (Draft Reneweal
Assessment Report prepared according to the Commission Regulation (EU) N°1107/2009,
Copper Compounds Volume 3 - B.9 (AS), page 508-535). La vulnérabilité des organismes
du solet donc le risque associe a l'application de fongicides cuprigues ne sont aujourd’hui
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valides que dans des conditions expéerimentales peu réalistes : des doses beaucoup plus
importantes que celles appliquees par les viticulteurs depuis le début des années 2000,
avec une seule application, dans des sols sans historiques de cuivre et des évaluations a
court-terme.

La synthese présentée ici est en concordance avec la majeure partie des réesultats
présentés par EFSA, a lexception des expérimentations a son initiative qui n'ont pu étre
inclues dans l'analyse. La principale conclusion est que la plupart des études concernant
les organismes du sol portent sur des gammes de doses supérieures & 50 kgCu/ha/an
appliguées dans des conditions expérimentales orthogonales aux conditions
d'application par la profession agri/viticole. Etant donné ces lacunes dans les données
disponibles, les observations effectuées sur les vers de terre dans des sols spécifigues ont
éteé extrapolées pour statuer sur un haut niveau de risque environnemental.

Tableau 3 : Reductions significatives de l'abondance totale des vers de terre aux deux sites etudies par Klein
et al, 2015. Source: Draft Reneweal Assessment Report prepared according to the Commission Regulation
(EU) N°T107/2009, Copper Compounds Volume 3—B.9 (AS) page 419 Tableau 8.4.7/02-2.

Reductions® in total earthworm abundance in %
4 kg 8 kg 40 kg Copper/ha/year
Copper/ha/year Copper/hal/year
Year Sampling | Niefern | Heiligen- | Niefern | Heiligen- | Niefern Heiligen-
zimmern zimmern zimmern

2003 1 - - - - - -

2 - - - - - -
2004 3 - - - - - -

4 - - - - - -

5 - - - - - -
2005 6 - - - - - -

7 - - - - 34.5% 27.8°

8 - 0.0° - 13.4° - 45.9%

9 - - - - - 24.8°
2006 10 - - - - 57.6% TP 43.3%°

11 - - - - 64.9* TP 50.4*°

12 - 19.1° - 22.8*" | 64.1*TF 482 °
2007 13 - - - - 69.6% ' ° 83.7*F

14 - - - 26.0%" | 63.2%TF 85.1* "

15 - - - - 76.4% TP 65.1*°
2008 16 - - - - 713* T 62.0%*

17 - - - - 743% TP 65.6%°

18 - - - - 65.1"7 62.9%°
2009 19 25.1*° - - - 82.8% TP 81.4%°

20 - - - - 76.8% T 78.0% T
2010 21 5 5 ; 5 49.8% 7 2797

22 - - - - 53.9%F 65.1*%F
2011 23 - - - - 52.0%° 56.9% "

24 - - - - 39.5%° 63.0%°
2012 25 5 5 : 5 40.9%7
2013 26 - - - - 41.0%° 51.8%"

¥ significant reduction observed on earthworm abundance. ~ with ANOVA and Dunnett’s T-test (based on pre-treatment repl.
unadjusted/adjusted values; p < 0.05). T with LMM procedure and Tukey test (based on pre-treatment repl.
unadjusted/adjusted values; p < 0.05), significant reductions observed with LMM procedure and LSD test were not
considered here due to the high probability of type 1 errors. © with PRC analysis. - no significant reduction observed
with neither procedure or test.
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7.3 Peut-on réellement conclure sur limpact écotoxicologique du cuivre sur la
qualité biologique des sols agricoles et viticoles ?

Si dans la plupart des cas, les doses étudiées sont tres élevées, c'est parce que ce sont
celles qui permettent de mettre en évidence un risque écotoxicologique sur les
organismes. Les rares etudes en laboratoire incluant des doses assez faibles pour étre
réealistes (i.e. dans la gamme utilisée aujourd’hui en viticulture biologique) ne mettent pas
en évidence d'effets toxiques observables. Dans la littérature academique, les
expérimentations in situ sont encore plus rares, alors qu'elles sont indispensables pour
mesurer le risque reel. En effet, lesinteractions entre le cuivre, le sol, le climat, les pratiques
viticoles et la biodiversité du sol sont complexes et leur simplification extréme lors des
expéerimentations en laboratoire ne permet pas d'évaluer de facon adequate limpact
eécotoxicologique du cuivre. A ce titre, l'etude menee par O. Klein (2003-2013) est la plus
pertinente mais elle nécessite d'étre reproduite sur d'autres types de sol et en contexte
viticole. Les données disponibles suggerent un risque pour la biodiversité du sol a partir
de 40 kgCu/ha aprés 3 ans d'application (soient aprés 120 kg/ha) mais cela reste &
confirmer pour des sols viticoles.

Le présent travail de synthése met en évidence que, sur la base de la littérature
scientifique académique actuellement disponible, il est impossible de conclure
objectivement a un impact écotoxicologique des fongicides cupriques appliqués a une
dose de 4 kg/ha/an sur la qualité biologique des sols viticoles.
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8. Quelles pistes pour les recherches
futures ?

81 Leslacunes d combler

Chaque étape de ce travail de synthese a mis en évidence des lacunes significatives pour
repondre a la problématique poseée. Ces lacunes sont telles gu'elles amenent a la
conclusion gu'aucune etude existante n'y repond de facon totalement pertinente.

La premiere grosse lacune scientifique concerne les doses investiguées. Alors que 'heure
est a la limitation des doses autorisées en usage agricole et viticole, les plus recentes
études travaillent encore avec des gammes de doses dépassant 400 kgCu/ha (Vazquez-
Blanco et al,, 2020) et atteignant 20 000 kg/ha (Bart et al,, 2017). L'enjeu du cuivre dépasse
les frontieres de la recherche, et méme si le choix d'étudier de telles doses assurent de voir
des effets, il est indispensable de repenser les stratégies experimentales pour réepondre
aux besoins des politiques environnementales.

La seconde lacune scientifigue remarquable est le décalage entre les pratiques
d'application de cuivre au terrain par les viticulteurs (dose apportée en plusieurs fois
correspondant a une exposition chronique), et celle mise en ceuvre dans les éetudes
(expéerimentations en laboratoire, dose appliquée en une seule fois correspondant  une
exposition aigue). Ici encore, lobjectif est de répondre a la question du risque écologique
réeellement encouru si lutilisation du cuivre comme fongicide en vignes n'est pas
reglementée. Or les conditions expérimentales ne permettent que trés rarement
d'extrapoler les résultats obtenus & une situation réelle. Le nombre de passages, le
couvert végetal du sol, l'historique d'utilisation du sol, les pratiques viticoles autres que le
traitement au cuivre et le climat sont autant de parametres susceptibles de moduler ou
d'accentuer leffet d'une exposition au cuivre. Par exemple, Ranjard et al. (2006) mettent
en évidence qgu'un apport de cuivre de 48 kg/ha a un impact relativement moins
important sur les microorganismes gu'une période de sécheresse comme celles qui se
répetent depuis plusieurs années maintenant.

La troisieme lacune scientifique concerne la représentativité des groupes biologiques
etudiésdans la littérature. Les microorganismes sont les plus etudiés alors qu'ils semblent
étre les moins vulnérables. £n revanche, la faune du sol est peu renseignée, voire pas du
tout pour certains groupes. Aucune etude n'existe sur les macroarthropodes (araignées,
carabes, etc), et trop peu sur les microarthropodes (collemboles, acariens) et sur la
nematofaune pour conclure de facon robuste quant a leur vulnérabilité au cuivre. Quel
gue soit le groupe biologique, la biomasse est le principal parametre mesure. Bien que
cela permette de comparer la sensibilité des difféerents organismes, il N'est pas suffisant
pour évaluer la réponse écotoxicologigue globale du sol. Il est également nécessaire de
renseigner la réeponse des communautés biologiques en termes de diversité (nombre
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d'especes) et de fonctionnement pour relier limpact du cuivre a une perte de
fonctionnement biologique du sol.

La quatrieme lacune scientifigue porte sur la dimension temporelle des études. Les
parametres biologiques sont le plus souvent mesurés a court terme (100 jours au
maximum) et rarement d long terme. Or, la capacité d'adaptation et de résilience des
organismes est un facteur a ne pas negliger dans le cas d'une contamination chronigue.
Une résilience a d'ores-et-deéja éte observee chez difféerents organismes et peut s'exprimer
apres plusieurs mois seulement (Ranjard et al,, 2006 ; Vazquez-Blanco et al, 2020).

Enfin,ilestindispensable de multiplier les études a travers les différents territoires viticoles
du monde pour établir des conclusions générigues, c'est-a-dire indépendantes d'un
contexte pedo-climatigue et expérimental donné. D'un point de vue scientifique, une
seule etude constitue un soupcon mMais la Mméeta-analyse d'une multitude d'études
constitue un argument peu refutable.

8.2 Quelles solutions pour combler ces lacunes ?

Produire des connaissances exploitables demande d'identifier clairement la
problématique et les lacunes a combler. Il s'agit d'un des résultats majeurs de cette
synthese : lensemble des articles analyses sont scientifiguement robustes mais peu
d'entre eux réepondent d la question posée par la profession viticole et agricole plus
largement. Dans les faits, tres peu de chercheurs se sont posés la question de l'effet dose
du cuivre, prenant comme fait etabli que cet élement minéral a un impact négatif. Or en
labsence de demonstration, cette assomption reste une hypothese. La démonstration
scientifiqgue peut s'effectuer selon 3 approches complémentaires (Figure 38), detaillées ci-
apres.

Gradient de
généricite

Test en microcosmes
(laboratoire)

IS Expériences conditions

contrélées in situ

10 - 150 sites
Réseaux de parcelles

Proportions actuelles Proportions idéales

Figure 38: Schema présentant 3 approches expérimentales complémentaires permettant d'évaluer l'impact
ecotoxicologique du cuivre
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8.2.1 Des approches en microcosmes plus realistes

La recherche en écotoxicologie est un domaine tres cadré. Les expérimentations ont lieu
en laboratoire, dans des microcosmes en conditions controlées et elles reposent
geéneéralement sur des normes tres precises encadrées par IOCDE, que cela soit pour les
prelevements, l'élevage ou la culture des organismes et les tests écotoxicologiques eux-
mémes. Méme si ce type d'approche s'éloigne de la réalité de lagroécosysteme, il
renseigne sur le risque potentiel en cas d'exposition. De plus, il facilite la mesure de
certains parametres biologigues qui sont difficilement accessibles par des approches de
terrain (par exemple la reproduction des organismes). L'objectif étant de mettre en
évidence un risque, les conditions expérimentales sont choisies dans ce sens. Dans le
contexte de la reglementation du cuivre, ces approches écotoxicologiques doivent étre
plus proches de l'utilisation reelle des fongicides cupriques par les viticulteurs pour étre
pertinentes et reellement informatives. Les quatre aspects détaillés dans le Tableau 4
doivent principalement étre pris en compte.

Tableau 4 : Conditions expérimentales appliqueées & ce jour avec celles qui devraient étre appliquées pour
statuer sur limpact écotoxicologique du cuivre dans les conditions actuelles d'utilisation par les viticulteurs

Criteres Conditions expérimentales choisies | QAT 2TE S TeUEn 0 S e
o . .
dans les études jusqu'a ce jour & la question posé
Entre 2 et 32 kg/ha soit 0.5 & 8 mg/kg en
Dose Généralement >200 kg/ha loborqtplre (calculé pour un sol de
densité 1.3 sur une profondeur de
labour de 30 cm)
Type d’'exposition Aigle : directe, en 1 fois Chr,onrlq,ue 40 12.&)'5 sur 3 mois,
répétée sur plusieurs années
Echelle Court, moyen et long termes : quelques
temporelle de Court-terme : <100 jours »moyen 9 ;quelq
4 ) jours & plusieurs années
U'évaluation
L Sols sans historique de contamination
1ou 2 types de sol, généralement sans . . .
Type de sol . ; : . au cuivre + Sols avec contamination
historique de contamination ; .
plus ou moins marquée

Actuellement, la littérature scientifigue académigque ne présente aucune
expérimentation dans ces conditions et de tels résultats représenteraient une avancee
majeure sur la question de l'impact ecotoxicologique du cuivre.

8.2.2Vers des sites dédiés a des approches a long terme

La plupart des résultats obtenus dans la littérature académique est basée sur des
expérimentations en microcosme, loin de la réalité du terrain. Deux types d'approche
expéerimentale en lien avec le terrain peuvent étre mises en place.

Tout d'abord des approches factorielles peuvent étre menées sur des sites experimentaux.
L'intérét de ce type d'approche est gu'il donne une réponse claire et sans equivoque sur
limpact du cuivre, lensemble des autres parametres environnementaux et des pratiques
viticoles etant les mémes. Ce genre de dispositif demande une mise en ceuvre technique
et financiere lourde et constitue une source de contraintes pour le viticulteur. De plus il
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apporte des conclusions propres au site d'étude considéeré. Pour que cette approche
produise des resultats génériques, elle doit étre répliquée sur un nombre conseéquent de
sites ciblant des pédo-climats variés.

Lors de ce travail de synthese, il a été montré que de nombreux articles abordent la
guestion du cuivre en milieu viticole ou la thematigue de la qualité biologique des sols
tres indirectement. Pour pallier a ces lacunes, il est nécessaire de deévelopper des
dispositifs expérimentaux de terrain spécifiqguement dediés a la biologie des sols, et ceci
dans différents territoires viticoles afin de capter 'hétérogéneité environnementale et
agronomigue de chaque région de production. Ces sites doivent étre mis en place sur du
moyen ou long terme car la dynamique des populations d'organismes, méme si elle peut
étre rapide et réactive a des changements de pratiques & court terme, se structure et se
stabilise souvent a des échelles de temps plus longues. Une telle approche permettrait
aussi de relativiser l'impact du cuivre au regard des aléas climatiques annuels. Enfin, le
long terme peut aussi permettre d'intégrer les historiques des modes de production et les
changements climatiques dans l'évaluation de limpact écotoxicologique du cuivre sur la
qualité biologigue des sols viticoles.

8.2.3Au plus pres des viticulteurs

Depuis une dizaine d'années de nouvelles approches plus « participatives » et integrant
plus directement les viticulteurs et leurs parcelles se sont développées et notamment
pour aborder la biologie des sols et limpact des pratiques agricoles. Le projet AgrInnov
(CASDAR 2010-2015) et plus recemment EcoVitiSol (AFB 2019-2022) sont basés sur ces
approches et ont mis en place des réseaux de viticulteurs et donc de parcelles & une
échelle nationale (300 en tout & ce jour). Ces réseaux de parcelles présentent lavantage
d'étre au plus pres des pratiques des viticulteurs mais aussi de capter toute
'hétérogenceité environnementale et agronomique d'un systeme de production. Plus
gu'un effet dose, un tel réseau peut permettre d'évaluer l'effet du nombre de passage, du
type de molécules utilisé, de U'historique d'utilisation des fongicides cupriques. Lorsque
des tendances sur limpact du cuivre seront identifiees, le résultat sera genérigue et
robuste. Au-deld d'une expérimentation scientifiqgue, ces approches participatives
contribuent également 4 sensibiliser plus directement les viticulteurs aux
problématiques environnementales et méme a les former pour les rendre a minima
autonome sur le sujet. €n retour, la recherche accede & des informations jusque-la
inaccessibles, ceci sans investissement financier lourd en comparaison de la mise en
place de sites expérimentaux. Toutefois, ce type d'approche nécessite quelques prérequis
comme la mise en place et lanimation de réseaux de viticulteurs préts a s'investir, la
construction d'un module de communication/formation des viticulteurs & la thématique
abordeée, l'élaboration d'enquétes, de leur diffusion et de leur référencement pour avoir
acces aux pratiques et a leur historique. Il faut donc combiner des outils de sociologie G
ceux nécessaires A la thématique abordée. De plus, ces réseaux doivent compter un
nombre suffisant de parcelles, dont lampleur dépend de 'hétérogeénceité a capter, afin
d'avoir des résultats robustes et genériques sur limpact des pratiques. Le maintien dans
le temps de ces réseaux et donc de lintérét des viticulteurs est aussi un challenge de ce
genre d'approche pour que linvestissement initial ne soit pas trop éphémere.
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8.2.4Des outils de recherche aux bioindicateurs opérationnels

Depuis une vingtaine d'années, la recherche a fortement investi dans le déeveloppement
d'outils capables de caractériser tous les organismes vivants dans le sol. Désormais il est
possible d'aborder toute la biodiversité d'un sol et la production de connaissances sur ce
sujet est en croissance exponentielle depuis une dizaine d'années. Toutefois, il est
nécessaire aujourd’hui, que les outils développés par la recherche soient exploitables
comme des indicateurs opérationnels au service de probléematiques comme celle du
cuivre. Pour cela ils doivent repondre aux différents criteres d'un indicateur :

- Etre mesurés par une technigue standardisée et utilisable en routine,

- Disposer d'un référentiel d'interprétation pour ne pas étre opérateur/expert

dépendant,

- Etre sensibles aux pratiques,

- Etre facilement interprétables notamment par des profanes.
Ces 4 conditions sont sine qua none pour gu’un indicateur puisse alimenter un diagnostic
eécologique robuste et sensible.

A cejour, un certain nombre de parametres et d'organismes biologiques sont déja validés
comme des indicateurs potentiels de la qualitée des sols et sont utilisés dans ce
contexte (ADEME 2017) :
-  Abondance et indices nématodes in situ, NF €N ISO 23611-4.
-  Abondance totale, biomasse et abondances des groupes écologiques de vers de
terre in situ, Norme ISO 23566-1. Référentiel en cours de constitution (RMBS).
- Activites enzymatiques microbiennes, Normes ISO 16072 : 2002 et DIN 19 737(N.
Cheviron, INRAE). Réferentiel en cours de constitution (RMBS).
- Biomasse microbienne par meéthode moléculaire, Normes ISO-TC-90-SC4-
WG4NTo.
- Richesse bactérienne, richesse fongique, ratio champignon/bactérie. Référentiels
richesse fongique et ratio champignon/bactérie en cours de finalisation.
Bien que labondance et la richesse des micro-arthropodes (acariens et collemboles)
soient considerées comme des indicateurs de la qualité biologique des sols, les mesures
ne sont pas standardiseées et restent dépendantes d'un expert puisque linterprétation ne
dispose pas de reféerentiel.
Indépendamment de 'ADEME, le ministere de l'écologie via 'Observatoire National de
la Biodiversite a référencé aussi differents indicateurs de la qualité bioclogique des sols G
l'échelle nationale. Il s'agit de labondance et de la diversité des vers terre, de la biomasse
moléculaire microbienne et de la diversité microbienne (http//indicateurs-
biodiversite.naturefrance.fr/fr/indicateurs/tous).

Certains de ces indicateurs ont déjd eté mis au service des sols viticoles (projet Agrinnoy,
CASDAR 2010-2015) et ont fait la preuve de leur pertinence pour la recherche acadéemique
et pour les viticulteurs, qui se sont trouvés pour la 1°© fois en mesure d'apprécier la qualité
biclogique de leurs sols et limpact de leurs pratiques. Ces indicateurs sont donc
appropriés pour déeterminer clairement la vulnérabilité des communauteés biologiques
des sols viticoles a lutilisation de fongicides cupriques dans le cadre d'approche de
terrain.
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