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La seule différence que je connaisse entre la mort et la vie, ¢’est qu’a présent vous vivez
en masse, et que dissous, épars en molécules, dans vingt ans d’ici vous vivrez en détail.

Denis Diderot
Extrait d’une Lettre & Sophie Volland - 15 Octobre 1759






Dear common flower, that grow’st beside the way,
Fringing the dusty road with harmless gold,

First pledge of blithesome May,

Which children pluck, and, full of pride uphold,
High-hearted buccaneers, o’erjoyed that they

An Eldorado in the grass have found,

Which not the rich earth’s ample round

May match in wealth, thou art more dear to me
Than all the prouder summer-blooms may be.

James Russell Lowell
"To the Dandelion" (1845 - extrait)
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Avant-propos

Au cours de I'Holocéne, 'emprise des activités humaines sur 'environnement naturel
n’a cessé de croitre, & tel point qu’elles ne peuvent plus étre considérées comme négli-
geables pour l'évolution des systémes naturels (IPCC, 2007; chapitre 1). Ecosystémes,
sociétés humaines et climat étant intimement liés & travers un schéma complexe d’interac-
tions (Dearing, 2006), il est fondamental d’évaluer les implications a long terme de cette
anthropisation massive de la planéte. Afin d’anticiper les changements & venir, il apparait
pertinent d’employer une approche rétrospective, permettant d’aborder et de mieux com-
prendre les interactions entre climats, sociétés humaines et écosystémes dans le passé, ainsi
que d’anticiper leurs réponses face a divers bouleversements. Parmi ces derniers figurent les
changements d’occupation des sols, dont les impacts & long terme sur leurs propriétés chi-
miques globales, leur structure, leur disponibilité en nutriments ou encore la composition
des communautés végétales sus-jacente sont aujourd’hui couramment admis (e.g. Dupouey
et al., 2002 ; Hurtt et al., 2006 ; Fraterrigo et al., 2009). Alors que les documents historiques
se réveélent riches d’informations sur les périodes les plus récentes, seules les archives na-
turelles peuvent fournir des renseignements sur les époques plus anciennes sur lesquelles il
n’existe que peu, voire pas de documentation - particuliérement précise et fiable. Parmi les
archives naturelles, sols et sédiments sont particuliérement adaptés aux études visant des
reconstitutions paléoenvironnementales, du fait de leur sensibilité aux conditions environ-
nementales (sous controle naturel et /ou anthropique), de la qualité de leur enregistrement
(sédiments) ou de leur role de support direct des communautés végétales et des activités
humaines (sols; chapitre 1).

Malgré ces diverses considérations, qui mettent en relief les liens entre sols et sédiments
et leurs roles respectifs dans 'enregistrement des conditions environnementales, il n’existe
a notre connaissance aucune étude intégrée sur la transmission et ’enregistrement, dans
un réceptacle lacustre, d’un signal environnemental issu de sols faisant 'objet d’un usage
particulier. Dans ce contexte, la présente étude propose d’abord de réaliser, dans le bassin-
versant du lac d’Aydat (présenté au chapitre 2), un inventaire des composés présents dans
des sols soumis a deux occupations bien distinctes : prairies/péatures et foréts (essentielle-
ment de coniféres). Cet inventaire, qui porte sur les lipides libres et neutres, parmi lesquels
figurent de nombreuses familles de composés fréquemment utilisés comme marqueurs géo-
chimiques, fait I’objet des chapitres 3 & 5. Les principaux acquis de cette premiére approche
seront ensuite mis en ceuvre pour ’étude dun enregistrement sédimentaire du lac d’Aydat,
réceptacle des matériaux érodés des sols étudiés. Ainsi, aprés une étude sédimentologique
et géochimique détaillée d’une carotte prélevée au centre du lac, qui fait 'objet du chapitre
6, I’étude moléculaire proprement dite sera exposée dans les chapitres 7 et 8.
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Avant-propos

Ce travail s’inscrit dans le cadre du projet ERODE : "Marqueurs organiques d’éro-
sion des sols; application (paléo-) environnementale" (responsable, J-R. Disnar, CNRS,
ISTO, Orléans), sous I'égide du programme CNRS/INSU EC2CO (Ecosphére continentale
et cotiére). Le premier objectif de ce projet était de caractériser le matériel organique de
sols, ainsi que d’appréhender les modalités du transfert de l'information dont celui-ci est
porteur, du sol au sédiment. Ensuite, dans une double perspective environnementale et pa-
léoenvironnementale, il s’agissait d’estimer I'impact des événements majeurs ayant affecté
le systéme lacustre, notamment en ce qui concerne la période la plus récente. Parmi ceux-ci
était particuliérement visées les perturbations provoquées par le remembrement des terres
du bassin-versant, associé a la rectification d’une partie du cours de la Veyre, riviére qui
alimente le lac.

La majeure partie de ce travail étant constituée de résultats qui devraient étre publiés,
les chapitres 3 & 7 sont présentés sous forme d’articles. L’un deux est d’ores et déja publié
dans la revue Organic Geochemistry (chapitre 4), tandis que les autres devraient étre soumis
prochainement. Les informations concernant les matériels et méthodes sont exposées dans
chacun des chapitres. La bibliographie est reportée en fin du manuscrit. Un autre article,
portant sur le contenu moléculaire acide des sols et donc complémentaire de cette étude,
est renvoyé en annexes (soumis & Journal of Soils and Sediments).
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Premiére partie

Contexte scientifique et site d’études
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Chapitre 1

Contexte scientifique

1.1 Le sol : constituants et évolution

1.1.1 Généralités

Le sol est situé a 'interface entre 'atmosphére, hydrosphére, la lithosphére et la bio-
sphére, et constitue la pédosphére. A I’échelle locale, il est composé d'un mélange minéral
et organique résultant de ’altération chimique, physique et biologique d’une roche mére. Il
constitue le support de la vie de nombreux micro-organismes et organismes qui influencent
son état et son évolution. Cette complexité en fait un systéme qu’il est difficile d’appré-

hender de maniére exhaustive.

1.1.2 Constituants
1.1.2.1 Fraction minérale

Cette fraction constitue de 95 a 99% du sol (Quénéa, 2004). Sa composition est direc-
tement liée & celle de la roche-mére puisque, bien souvent, la fraction minérale n’est autre

que la résultante de la dégradation de celle-ci.

La fraction minérale est caractérisée par les trois classes granulométriques suivantes,

selon le diamétre des particules en présence :

— les sables (50 pm - 2 mm)

— les limons (2 um - 50 um)

— les argiles (diamétre inférieur & 2 pm) - au sens granulométrique, c’est-a-dire qu’on
considére dans cette fraction toutes particules de diamétre inférieur & 2 pym et ce,
quelle que soit sa structure ou sa composition.

L’abondance relative de chacune de ces classes permet de définir la texture du sol, qui

renseigne sur la facilité de travail du sol, ses capacités de drainage et de transport des

23



Chapitre 1 : Contexte scientifique

substances organiques, sa perméabilité, ...

1.1.2.2 Fraction organique

A la fois support et produit du vivant, le sol contient une fraction organique (matiére

organique du sol, ou MOS) que Baldock et Nelson (1999) définissent comme suit :

"Somme de toutes les substances organiques, biologiquement dérivées, naturelles et ther-
miquement altérées, trouvées dans le sol ou a la surface du sol, quelle que soit sa source,
qu’elle soit vivante, morte, ou en état de décomposition, mats excluant la partie de plantes

de surface vivantes."

La MOS est principalement dérivée de plantes (e.g. Nierop, 1998 ; Rasse et al., 2005)
et comporte également une importante composante fongique et bactérienne, tandis que
la contribution animale est plutét anecdotique (Dinel et al., 1990 ; Kogel-Knabner, 2002).
Les substances qui la constituent se répartissent en substances humiques (acides humiques,
acides fulviques, humine) et non-humiques (Stevenson, 1966 ; Dinel et al., 1990). Les sub-
stances non-humiques regroupent une grande variété de composés hérités (Dinel et al. 1990 ;

Kogel-Knabner, 2002 ; Pansu et Gautheyrou, 2006 ; Quénéa, 2004), principalement, :

— composés azotés (en grande partie des protéines) ;

— pigments;

— hydrates de carbone (5 & 25 % de la MOS, comprenant notamment les polysaccha-

rides : cellulose et dérives);

— tanins hydrolysables et non-hydrolysables, ayant une fonction défensive;

— lignine (macromolécule de haut poids moléculaire jouant chez les plantes vasculaires

terrestres un role de soutien des tissus);

— cutine et subérine (qui participent a la protection des organes et a leur imperméabi-

lisation) ;

— lipides (voir ci-aprés)

Les quantités de MOS sont régies par ’équilibre entre la quantité de résidus végétaux
apportée au sol et leur taux de minéralisation, cet équilibre étant dans certains cas lar-
gement perturbé par les pertes engendrées par ’érosion et le lessivage. Différents facteurs
vont ainsi avoir une influence sur le taux de MOS: le climat, les matériaux parentaux et les
produits de pédogenése, les microorganismes et la faune, mais également la topographie,

l'usage des sols ou encore les techniques culturales (Baldock et Nelson, 1999).

Aprés son incorporation dans le sol, la MOS pourra étre minéralisée, humifiée, ou

stabilisée dans des agrégats ou adsorbée sur des minéraux (Quénéa, 2004).
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1.1.3 Fonctions de la matiére organique dans les sols

Malgré sa faible contribution & la masse totale de sol minéral, la MOS exerce une
profonde influence sur les propriétés du sol et sur son écosystéme (Baldock et Nelson,
1999). Ses différentes fonctions sont & la fois interdépendantes et en constante interaction :

ce sont des fonctions chimiques, biochimiques et physiques.

En effet, la MOS est source de macronutriments et réservoir d’énergie métabolique, et a
également un impact sur la résilience de ’écosystéme, c’est-a-dire sur sa capacité a retourner
& ’état initial aprés une phase de perturbation ou de stress. Elle est également capable
de stimuler ou d’inhiber 'activité enzymatique et la croissance végétale et microbienne
(Baldock et Nelson, 1999). De plus, la contribution de la MOS a la capacité d’échange
cationique du sol est évaluée entre 25 et 90 % (Baldock et Nelson, 1999). Par ailleurs
la MOS interagit avec les polluants, jouant un réle dans leur mobilité, leur toxicité et
leur biodisponibilité dans le sol (Quénéa, 2004). Enfin, la MOS exerce un effet positif sur
Pagrégation des sols (et donc sur leur stabilité), le développement racinaire, ainsi que sur
la rétention d’eau. De par sa couleur sombre, la MOS a aussi un impact sur ’albédo des

sols et donc sur leurs propriétés thermiques (Allison, 1973 ; Baldock et Nelson, 1999).

1.1.4 Les lipides

Les lipides des sols, de structure chimique trés variée, sont un mélange complexe de
composés organiques ayant pour caractéristique commune d’étre insolubles dans ’eau mais
solubles dans les solvants organiques non polaires. Leur composition varie en fonction de la
végétation sus-jacente, de la population microbienne et des conditions physico-chimiques du
milieu (Stevenson, 1966 ; Dinel et al., 1990). Les lipides libres représentent généralement
moins de 10 % de la matiére organique des sols (Dinel et al., 1990; Bull et al., 1998;
Feng et Simpson, 2007), et les fractions solubles de faible poids moléculaire sont celles qui

enregistrent le mieux les différences de végétation sus-jacente (van Bergen et al., 1997).

Représentant généralement une faible part de la MOS, ils peuvent atteindre 20% de
celle-ci (Stevenson, 1966). Tous les groupes d’organismes vivants produisent des lipides
pour leurs fonctions métaboliques et leurs membranes (Dinel et al., 1990). La principale
source de lipides est généralement la végétation, dont les constituants chimiques les plus
résistants seront les plus représentés dans le profil de sol (van Bergen et al., 1997). Les
lipides peuvent également provenir des bactéries (hopanoides), ou encore des champignons
(stérols en Cog) (van Bergen et al., 1997, et références incluses). La composition en lipides
dépendra également de nombreux processus chimiques, parmi lesquels figurent ’oxydation,
la réduction, ’hydrolyse, la transestérification, eux-mémes directement influencés par le

pH du sol, son humidité, sa proportion d’argiles, son type d’occupation et sa biomasse
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microbienne (van Bergen et al., 1997).

Les lipides sont classés en fonction de leur composition et de la structure de leur sque-
lette carboné. Ainsi, ils comprennent les acides gras libres, les hydrocarbures, les terpé-
noides, les lipides polaires, les stéroides, les cires et les résines (Stevenson, 1966 ; Pansu et
Gautheyrou, 2006). Ils se répartissent en deux catégories :

— les lipides libres, directement extractibles & 1’aide de solvants organiques et pro-

viennent pour la plupart des plantes (Grasset et Amblés, 1998 ; Kégel-Knabner, 2000)
(voir ci-apres) ;

— les lipides liés, qui sont extraits par hydrolyse basique (liaison ester) ou acide (liaison
ester et amide), généralement de sources bactériennes (Grasset et Ambles, 1998;
Kogel-Knabner, 2000 ; Disnar et al., 2005).

Les lipides, présents préférentiellement dans les fractions les plus fines du sol (Quénéa
et al., 2004), influencent directement les propriétés physiques du sol : ils ont un effet positif
sur ’agrégation du sol et la stabilisation des agrégats, tandis qu’ils ont un effet négatif sur
la rétention d’eau (Dinel et al., 1990 ; Quénéa, 2004). Ils jouent également un role sur la

croissance des plantes (McCalla et al., 1963).

Tres résistants & la biodégradation, les lipides ont un temps de résidence dans les sols
bien supérieur & celui d’autres composés organiques comme les hydrates de carbones et les
protéines. Cette préservation est favorisée par de faibles pH du sol (Moucawi et al., 1981 ;
Jambu et al., 1987 ; Nierop et al., 2005).

A plus ou moins long terme les lipides subissent tout de méme une dégradation, dont
I'intensité est dépendante de ’activité microbienne et des conditions physico-chimiques qui
prévalent dans le sol, et donc également du climat (Otto et al., 2005). Il est & noter que cer-
tains lipides sont capables d’inhiber ’activité microbienne et leurs capacités dégradatrices,

effet qui est d’autant renforcé que le pH du sol est faible (Dinel et al., 1990).

Les intéréts des lipides des sols et des utilisations qui peuvent en étre faites, sont décrits

au paragraphe 1.4.

1.1.5 Pédogenése

Dés la fin du 19¢ siécle les sols et leur genése (processus de pédogeneése) ont été 'objet
d’une attention particuliére, initialement motivée par des intéréts économiques (Johnson
et al., 1990). Le climat était alors considéré comme le facteur pédogénétique prédominant.
Cependant, cette vision impliquait que tout changement climatique devrait étre enregistré,
conservé, et demeurer reconnaissable au sein d’un profil de sol. Les avancées scientifiques
ultérieures en paléoclimatologie ayant montré I'importance de ces changements au cours

des temps, il est devenu clair que d’autres facteurs devaient entrer en jeu dans les processus
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de formation des sols.

C’est ainsi que Jenny définit en 1941 une équation, régissant la formation et les pro-

priétés du sol, dans laquelle interviennent cinq facteurs principaux :
S = f(cl,o,r,p,t,...)

ol
s = propriétés du sol
cl = climat
o = organismes vivants (incluant les humains)
r = relief
p — matériau parental
t — temps
. = autres facteurs indéfinis, d’importance locale

Dans les régions tempérées, le facteur « climat » se traduit notamment par une pé-
dogenése relativement lente et récente. Cette derniére caractéristique est d’autant plus
vraie dans les régions ayant subi l'influence des glaciations quaternaires, c’est-a-dire o
le matériau parental n’a été que récemment exhumé (comparé aux régions tropicales par

exemple).

Cette vision conceptuelle reste aujourd’hui la base des modéles pédogénétiques les plus
utilisés de par le monde (Schaetzl et Anderson, 2007). Elle a cependant été affinée, com-
plétée et transformée, de telle sorte qu'aujourd’hui de nombreux modéles de pédogenése
existent. Tandis que certains accordent I'importance principale aux facteurs (tout comme
Pétait le modeéle de Jenny), d’autres mettent en relief les processus entrant en jeu (ajout
et ablation de matiére, translocation, transformations au sein du profil), d’autres encore
les chemins parcourus (pédogenése progressive et régressive, dont l'importance varie selon
les facteurs externes et internes) (Schaetzl et Anderson, 2005). Certains modéles parmi
les plus récents prennent en compte les transferts d’énergie réalisés durant la pédogenése
(Minasny et al., 2008).

Quoi qu’il en soit des nombreux modeéles différents qui coexistent a ’heure actuelle, la
communauté scientifique s’accorde & dire que la pédogenése n’est pas un processus linéaire.
Du fait de son caractére dynamique, les sols sont en constante évolution et peuvent étre
considérés comme n’étant jamais en équilibre parfait avec leur environnement, et pouvant

ainsi constamment se développer ou rétrograder.

Par ailleurs, la plupart des facteurs et processus étant interdépendants, une résolution
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purement mathématique de ces modéles pédogénétiques est impossible. Il est cependant

possible d’en approcher la solution de maniére empirique.

1.1.6 Du sol au sédiment

Le transfert d’information, depuis le sol jusqu’au sédiment, s’effectue au travers des
phénomenes d’érosion, de transport et de sédimentation. Les facteurs et processus géné-
raux qui les régissent sont désormais bien connus et largement repris dans de nombreux
ouvrages, et ne seront pas détaillés ici. Au besoin, le lecteur pourra se référer aux ouvrages
généraux de Duchaufour (2001), Coque (2002) et Campy et Macaire (2003). Briévement,
Pérosion, ensemble complexe de phénomeénes de dégradation et/ou de transformation, abou-
tit & 'exportation de matériaux superficiels, au contact entre la lithosphére, I’atmospheére,
I’hydrosphére et la biosphere. Elle est régie par des facteurs naturels (histoire géologique,
climat, relief, végétation, taille du bassin-versant, ...) et/ou anthropiques (actions sur la
couverture végétale, pratiques agricoles, extraction de minerais, constructions, ...), et s’ex-
prime par le biais de processus mécaniques, chimiques et/ou biologiques. Sur les versants,
divers agents de transport assurent ’évacuation des matériaux provenant de ’érosion vers
le réceptacle sédimentaire : cours d’eau, glaciers et vent en région aride. Le transfert de
matériau par I'eau s’effectue tout d’abord gréace & un ruissellement sous 'effet de la gravité,
puis par le biais des cours d’eau, qui vont transporter une charge dissoute provenant de
I’érosion chimique, & laquelle s’additionne une charge solide dérivant de I’érosion méca-
nique. Cette phase de transport s’achéve par la sédimentation des produits de I’érosion qui

s’effectue, dans le cas de la zone d’étude, en contexte lacustre.

1.2 Le sédiment lacustre : constituants et diagenése

1.2.1 Le lac, bassin de sédimentation

"Lakes are often referred to as cleaning basins for rivers.” Einsele et Hinderer, 1998.

Les lacs, qui ne constituent pour la plupart qu’une retenue temporaire des eaux en
transit vers les océans, représentent néanmoins une zone de stockage pour les matériaux que
ces eaux charrient. Le bassin-versant et le réceptacle lacustre fonctionnent conjointement
dans un "systéme limnologique" (Campy et Macaire, 2003), dans lequel l'influence du
bassin-versant sur le fonctionnement du lac peut étre appréhendée par le rapport de la
surface du premier sur la surface du second. Un rapport inférieur ou égal a 1 indiquera
que le fonctionnement du lac est peu influencé par les conditions prévalant dans le bassin-

versant mais dépendra plutdt des apports atmosphériques. A l'inverse, un rapport élevé
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(jusqu’a 1000) indiquera une forte influence du bassin-versant sur le lac, au travers de
ses différentes caractéristiques : climat, relief, nature des roches, hydrologie, couverture
végétale, anthropisation. Le fonctionnement du systéme limnologique dépend également des
caractéristiques intrinseéques du lac, & savoir son origine, son bilan hydrique (comparaison
entre la quantité d’eau entrant et d’eau sortant) associé au temps de résidence des eaux,
leur composition chimique (elle-méme dépendante de la composition chimique du bassin-
versant, ainsi que de celle des aérosols) et de I’état trophique du lac (Campy et Macaire,
2003 ; Schnurrenberg et al., 2003). Toutes ces caractéristiques influencent la nature du

sédiment et le taux de sédimentation (Schnurrenberg et al., 2003).

La densité de I’eau variant en fonction de sa température, de nombreux lacs présentent
une stratification thermique. En surface, I’épilimnion oxygéné est le siége d’une photosyn-
thése active. La thermocline forme une barriére thermique qui le sépare de I’hypolimnion,
couche profonde plus froide ou la consommation de l'oxygéne par des organismes hété-
rotrophes et chimiosynthétiseurs méne souvent & une anoxie. A la faveur des variations
saisonniéres de températures, les eaux lacustres se mélangent en régions tempérées 1 a 2
fois par an (lacs monomictiques ou dimictiques ; Einsele, 1992). En fonction de la producti-
vité en MO et de 'intensité du brassage des eaux se distinguent les lacs oligotrophes (bien
oxygénés sur toute la colonne d’eau et peu de MO) des lacs eutrophes (forte productivité

en MO, faible oxygénation en profondeur).

Dans ce contexte, la sédimentation intervient dans un environnement ou matériaux
allogénes et endogénes se cotoient. Ces derniers correspondent a la production interne au
lac, qu’elle soit minérale ou organique, tandis que les matériaux allogénes font référence
aux apports du bassin-versant résultant de I’érosion. Suivant les caractéristiques du systéme
limnologique, le sédiment peut étre dominé par les fractions détritiques, biochimiques, ou

organiques, mais il comporte également des composantes authigénes issues de la diagenése.

Des indices de 1’érosion du bassin-versant sont ainsi conservés dans les archives sédi-
mentaires lacustres, dans des proportions variables selon le type de systéme limnologique

et son évolution.

1.2.2 Constituants
1.2.2.1 Fraction minérale

Trois types de composantes minérales existent dans les sédiments lacustres, en propor-
tions variables (Dean, 1981 in Einsele, 1992 ; Schnurrenberger et al., 2003) :

— une composante clastique et détritique, constituée de grains généralement alloch-

tones, qui reflétent le climat, le relief et le type de roches présentes sur le bassin-
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versant, dont la sédimentation est contrdlée par des processus physiques, et qui
constitue la majeure partie des sédiments des lacs glaciaires ou des grands lacs oli-
gotrophes,

— une composante chimique, constituée de matériaux inorganiques autochtones prove-
nant d’une précipitation ou d’une recristallisation inorganiques ou bio-induites ; par
exemple, la précipitation de carbonate de calcium dans I’épilimnion suite a 1'utilisa-
tion de CO2 ou HCOj3 par les diatomées, les cyanobactéries pour le domaine pélagial
et par les charophytes pour le domaine littoral, ce minéral pouvant étre en partie
re-dissous en profondeur, du fait de la dégradation de la MO qui relargue du CO, et
d’un faible pH (Einsele, 1992).

— Une composante biogénique, constituée de restes d’anciens organismes vivants (os-
tracodes, frustules de diatomées, coquilles de mollusques, ...) plus ou moins bien
conservés, dont la minéralogie et la contribution dépendent de la chimie des eaux et
de la disponibilité en nutriments.

— Une composante authigéne consécutive aux processus diagénétiques qui interviennent
au cours de ’enfouissement, tributaire du faciés sédimentaire, des conditions physico-

chimiques et de ’activité benthique, particuliérement microbiologique.

Ainsi, le type et les caractéristiques du sédiment en présence dépendent des arrivées
terrigénes, de la quantité d’oxygeéne disponible dans ’hypolimnion, de la bioturbation et

des organismes présents (Einsele, 1992).

1.2.2.2 Fraction organique

Dans la fraction organique des sédiments lacustres se distinguent la production endo-
géne et la production allogéne. La premiére correspond & la matiére organique (MO) pro-
duite a lintérieur du bassin lacustre (phytoplancton, macrophytes; e.g. Détriché, 2007),
tandis que la deuxiéme se référe & la matiére organique provenant du bassin-versant par
le biais de I'érosion. Les organismes photosynthétiques étant la source principale de MO
primaire au sein du lac, sa production dépend avant tout de I'intensité lumineuse. La dispo-
nibilité en nutriments (C, H, O, N, P, Si, Fe), ainsi que l'efficacité du recyclage l'influencent
également. A cette MO primaire s’ajoute une MO secondaire, résultant de la consomma-
tion de la premiére par les organismes hétérotrophes (animaux, microbes) au sein du lac
(Meyers, 1997). En moyenne, la production lacustre en matiére organique est difficile a
évaluer et trés variable étant donné la variété des contextes lacustres, mais se situerait
entre 5 et 11 000 g de carbone / m? / an (généralement entre 400 et 700 g C/m?/an pour
les lacs eutrophes) (Baudin et al., 2007).
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1.2.3 Diagenése précoce de la matiére organique

Durant la diagenése, les sédiments peuvent étre soumis a des phénoménes de compac-
tion, de précipitations chimiques, de dissolutions et de recristallisations. A la diagenése
précoce, largement sous influence bactérienne et qui affecte la matiére organique, succéde

la diagenése d’enfouissement.

La diagenése précoce de la MO correspond a "l’ensemble des processus qui affectent les
particules sédimentaires avant leur incorporation au sédiment permanent” (Ogier, 1999).
Ces processus biologiques, chimiques ou physiques altérent la MO et en modifient la com-
position, en attaquant préférentiellement les fractions les plus labiles (Meyers, 1997) et
aboutissent & sa minéralisation, principalement par oxydation en présence de bactéries.
En milieu oxydant, cette dégradation est trés rapide, du fait de la grande instabilité de la
MO (Meyers, 1997). Elle s’effectue en 3 phases, qui débutent par un lessivage, puis une

décomposition, et aboutissent enfin & une phase réfractaire (Baudin et al., 2007) :

— La phase de lessivage intervient juste aprés la mort de I'organisme. Les matériaux cel-
lulaires sont directement décomposés par des enzymes intra-cellulaires, ce qui aboutit
a une perte de composés solubles (amino-acides, mono- et di-saccharides, ...). Durant
cette phase de quelques jours, la perte en poids est conséquente.

— La phase de décomposition survient juste ensuite et dure de 9 mois & 2 ans. Les
bactéries qui décomposent la matiére organique 'ingérent soit directement (molécules
de petite taille), soit en utilisant des exo-enzymes qu’elles sécrétent afin de morceler
les molécules les plus grosses. Une telle dégradation des lipides ménera par exemple
a la formation d’acides gras et de glycérol. Les bactéries anaérobies possédent un
arsenal d’exo-enzymes plus limité et plus spécifique que les bactéries aérobies; de ce
fait, ces derniéres peuvent dégrader des molécules plus variées et plus complexes. Les
réactions mises en jeu sont celles d’oxydation en milieu oxique, et de dénitrification,
réduction du manganése, du fer et des sulfates, ainsi que de méthanogenése en milieu
anoxique.

Durant ces deux premiéres phases diagénétiques, 50 & 80% de la matiére organique

"fraiche" est dégradée en seulement 1 an, la dégradation étant favorisée par des tempéra-

tures élevées et par une abondance en oxygéne dissous.

— Elles sont suivies par la phase réfractaire, durant laquelle les particules non digérées

par les bactéries se décomposent lentement.

Cette diagenése de la MO s’effectue dés ’arrivée dans la colonne d’eau : Eadie et al.
(1984) ont estimé a 85% la proportion de carbone oxydé dans I’épilimnion du lac Michigan.
Arrivée sur le fond, une éventuelle remise en suspension de la MO expose encore celle-ci

a une oxydation. Cette derniére se poursuit dans les sédiments superficiels, au sein de la
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zone bioturbée, oit la MO constitue la base de la chaine alimentaire de la faune benthique.
Meyers et Ishiwatari (1993) ont estimé que dans cette zone, 75% du carbone organique
serait détruit dans les Grands Lacs d’Amérique du Nord. Les bactéries anaérobies, qui
prennent le relais en-dessous de cette zone bioturbée, dégradent préférentiellement la MO

d’origine aquatique, par rapport a la MO d’origine terrestre (Meyers et Ishiwatari, 1993).

Par conséquent, la préservation de la MO est favorisée par une faible épaisseur de la
tranche d’eau, mais également par un enfouissement rapide, qui la protége de 'oxydation.
L’intensité de la production primaire, le degré d’oxygénation des eaux de fond, la granularité
du sédiment ainsi que les conditions oxydo-réductrices sont au nombre des autres facteurs
qui agissent sur la dégradation de la MO. Cette derniére est mieux préservée en domaine
lacustre qu’en milieu marin. En effet, un taux de sédimentation plus élevé (en moyenne
1 m / 1000 ans dans les lacs, contre quelques centimétres par millénaire sur les fonds
océaniques), associé a une plus grande productivité primaire (favorisée par de plus grands
apports en nutriments), a une plus faible diversité dans le benthos lacustre ayant une plus
faible profondeur d’action, et & une anoxie plus fréquente des fonds, favorisent une meilleure
préservation de la MO en domaine lacustre. Ainsi, les lacs peuvent conserver jusqu’a 10% de
la MO produite, selon les conditions trophiques, tandis que seuls 0,01 4 0,1% sont fossilisés

en milieu marin oligotrophe (Baudin et al., 2007).

La portion de MO qui subsiste & I'issue de ces réactions de diagenése précoce est in-
corporée au sédiment. Ainsi, la quantité de MO finalement préservée ne représente qu’une
petite fraction de celle qui a été originellement produite ou introduite dans les eaux de
surface. Mais malgré cela, la matiére organique restante peut livrer de nombreuses infor-

mations sur ses sources et son environnement de dépot (Meyers, 1997).

1.2.4 Les lipides

De la méme maniére que les lipides des sols, les lipides contenus dans les sédiments
proviennent des étres vivants, sont libres ou liés, et peuvent indiquer leur origine d’apres
leur structure, leur abondance relative ou leur composition isotopique. Comme tout autre
constituant organique sédimentaire, leur origine est (1) autochtone, lorsqu’ils dérivent d’or-
ganismes lacustres, soit directement, soit aprés avoir enregistré quelque transformation dia-
géneétique durant leur sédimentation, ou (2) allochtone, i.e. provenant du bassin-versant par
érosion, qu’ils soient intacts, déja dégradés par des micro-organismes des sols, voire méme
provenant du remaniement d’anciens sédiments érodés sur le bassin (Cranwell, 1982 ; Di-
Giovanni et al., 2002 ; Graz et al., 2010). La transformation de lipides d’origine biologique
ou "biolipides" méne & la formation de "géolipides", dont 1’état de dégradation est variable

(Eglinton, 1969). Les plus stables d’entre eux, étant de bons marqueurs de leur origine
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biologique, portent le nom de biomarqueurs.

Les lipides sont moins sensibles & la dégradation microbienne que d’autres composants
de la matiére organique (Meyers et Ishiwatari, 1993 ; Meyers et Teranes, 2002). Ils peuvent
cependant étre soumis & des phénomenes de diagenése qui ménent a la perte de nombreux
composés, et préférentiellement de ceux a chaine courte, dégradés dés leur intégration a la
colonne d’eau. La stabilité des lipides est variable selon la famille considérée, les lipides liés

présentant une plus grande stabilité que les lipides libres (Cranwell, 1981).

Le type et la concentration des lipides varient en fonction de la fraction granulométrique
concernée. Ainsi, une décroissance de la taille des particules minérales est censée s’accompa-
gner d’une perte en variété et concentration, s’expliquant par une dégradation microbienne
plus poussée résultant d’un temps de sédimentation plus long des particules fines (Meyers
et Ishiwatari, 1993). Cependant, les argiles supportent relativement plus de n-alcanes et

d’acides gras, du fait de leurs fortes capacités d’adsorption (Meyers et Ishiwatari, 1993).

Certains lipides sont résistants a long terme a la dégradation, comme en témoigne par
exemple 'existence de gisements pétroliers dont la maturation s’effectue selon une échelle
de temps géologique, ou la présence de biomarqueurs dans des sédiments paléozoiques (e.g.
Armstroff et al., 2006 ; Romero-Sarmiento et al., 2011).

Les intéréts des lipides des sédiments et les utilisations qui peuvent en étre faites sont

décrits dans la section 1.4.

Synthése des sections 1.1 et 1.2

Bien que de nature trés différente, les sols et les sédiments sont intimement connectés au
travers des processus d’érosion, de transport et de sédimentation. Climat, végétation, relief
et lithologie constituent les composantes naturelles des processus qui les affectent, a laquelle
s’ajoute une composante anthropique dont Uampleur est variable selon le site considére. Il
est indubitable que les composantes naturelle et anthropique agissent conjointement, mais
en quelle mesure ? Se pose également la question de ’évolution de leurs interactions au

cours du temps.
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1.3 Climats, environnements et sociétés au cours de I’Holo-

céne

1.3.1 Variabilité climatique Holocéne

1.3.1.1 Généralités

L’idée selon laquelle I'Holocéne (11 500 ans cal. BP - actuel) a subi des variations clima-
tiques marquées est relativement récente car les enregistrements paléoclimatiques fournis
par les carottes glaciaires groenlandaises fournissent la vision d’un climat holocéne bien
plus stable que les périodes qui l'ont précédé, particuliérement les périodes glaciaires (Dans-
gaard et al., 1993 ; Grootes et al., 1993). Pourtant, dés 1973, Denton et Karlén émettaient
I’hypothése de changements climatiques globaux et rapides, en observant la coincidence
d’avancées et de reculs de glacier avec Iactivité solaire. Cette idée est reprise par Mayewski
et al. en 2004, qui proposent 6 périodes de changements climatique rapides : 9000-8000,
6000-5000, 4200-3800, 3500-2500, 1200-1000 et 600-150 ans cal. BP. Parmi les périodes
climatiques couramment admises mais toutefois sujettes & controverse (concernant leur ex-
tension temporelle et géographique) figurent le Maximum Thermique Holocéne (6000-5000
cal. BP), la "Néoglaciation" (a partir de 4700 cal. BP), I'Optimum Climatique Médiéval
(950-1200 CE) ou encore le Petit Age Glaciaire (1450-1850 CE) (e.g. Jones et Mann, 2004 ;
Mayewski et al., 2004 ; Crockford et Frederick, 2007 ; Xoplaki et al., 2011).

Les facteurs & lorigine de ces instabilités climatiques sont variés. Les variations de
Pactivité solaire (insolation) semblent en étre les principales contributrices aux échelles dé-
cennales & multi-millénaires. L’intensité de ’activité solaire conditionne elle-méme des fac-
teurs hydrologiques, qui vont & leur tour influencer le climat (El Nirio Southern Oscillation
(ENSO), Oscillation Nord Atlantique (NAQ), intensité des moussons, humidité régionale,
niveaux de lacs). Dans une moindre mesure, 'activité volcanique est au nombre des fac-
teurs naturels qui régissent le climat, & une échelle décennale & inter-annuelle (Mayewski
et al., 2004 ; Bradley, 2005). D’autres phénomeénes, comme par exemple la vidange brutale
du lac Agassiz il y a 8200 ans suite au retrait de la calotte glaciaire, ont pu influencer le
climat global (Clarke et al., 2004). Si ces facteurs naturels suffisent a expliquer les varia-
tions climatiques observées jusqu’au 19° siécle, le role anthropique, notamment au travers
de augmentation des gaz & effet de serre et des changements d'usage des sols, doit étre
invoqué pour expliquer le réchauffement anormal observé au 20¢ siécle (Jones et Mann,
2004 ; IPCC, 2007).
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1.3.1.2 Climats d’Europe et du Massif Central

Partant d’analyses palynologiques, Davis et al. (2003) ont proposé une reconstitution
climatique de I’Europe au cours de I'Holocéne (moyenne annuelle, mois le plus chaud,
mois le plus froid), en séparant le continent en 6 grandes zones. La zone étudiée au cours
de ce travail est située en limite sud de la zone "Centre Ouest". Deux grandes phases se
distinguent (Fig. 1.1). La premiére, qui suit la fin de la derniére glaciation et s’étend jusqu’a
~ 7000 ans cal. BP, montre une forte augmentation des températures (+ 4°C sur la moyenne
annuelle en 5000 ans). Elle contraste fortement avec la deuxiéme (~ 7000 ans cal. BP -
actuel) durant laquelle les températures restent globalement stables, et ot la seule tendance
observable & long terme est une légére augmentation des températures d’hiver ainsi qu’une
légere diminution des températures d’été (+ 0,5°C et - 0,5°C, respectivement). Ces deux
périodes correspondent & 1’Holocéne inférieur et ’Holocéne supérieur définis par Magny
(1995), qu’il caractérise respectivement comme sujet a de fortes variations (inférieur) ou a

des fluctuations plus légéres (supérieur).

Anomalie de température (°C)
o

4
-5 4
Eté
-6 1 Hiver
-7 1 Année
-8 . . . . . ,
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Années cal. BP

Fi1c. 1.1 — Anomalies de températures (comparé a I’actuel), pour le Centre-Ouest de 'Eu-
rope : moyenne annuelle, maxima estivaux et minima hivernaux. D’aprés Davis, 2003.

Ces grandes tendances se retrouvent a l’échelle du Massif Central méme, dont 1’évolu-
tion climatique holocéne a été synthétisée par Beaulieu et al. (1988) a partir de nombreux
enregistrements polliniques, puis reprise par Fourmont (2005). Ces auteurs séparent 1'Ho-
locéne en plusieurs chronozones climatiques (Fig. 1.2) :

— le Préboréal qui fait suite au Tardiglaciaire et a sa derniére péjoration climatique (le

Dryas récent, plus froid), et se caractérise par une amélioration rapide des conditions

climatiques & ’échelle du Massif Central ;
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— vient ensuite le Boréal, optimum thermique marqué par une forte sécheresse ;

— I’Atlantique qui correspond lui aussi & un optimum climatique, et marque le retour
a des conditions plus humides vers 6000 BP ;

— le Subboréal qui indique une nette dégradation climatique, marquée par une aug-
mentation de 'humidité;

— le Subatlantique est lui aussi caractérisé par une humidité forte (du moins en Li-
magne) ; a cette période, 'impact anthropique s’amplifie et brouille le signal clima-
tique enregistré par le pollen.

Ainsi, les deux grandes phases de I’Holocéne sont enregistrées de maniére spécifique dans
le Massif Central : présence d’un réchauffement jusqu’au milieu de I’Atlantique (Holocéne

inférieur), qui fait place & un climat plus humide a I’Holocéne supérieur.

AGES BP CHRONOZONES | Eléments du climat
CLIMATIQUES du Massif Central
0
. fin de I'Antiquité,
Subatlantique début du Moyen Age
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2600
- nette dégradation climatique
% Subboreal augmentation de I'humidité
L 5000 -1 4700
8 augmentation de I'humidité
S e
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Fig. 1.2 — Chronozones climatiques et éléments du climat du Massif Central Frangais.
D’aprés Fourmont, 2005.

1.3.2 Interactions environnement / climat / sociétés humaines

Comme cela est schématisé dans le "modéle cognitif permettant d’appréhender les chan-

gements environnementauz depuis le début des activités humaines” de la figure 1.3 (Dea-
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ring, 2006), ’évolution des sociétés humaines est en lien direct avec les écosystémes et les
forcages naturels, dans un schéma global et complexe d’interactions. Chacun de ces trois
grands domaines est lui aussi le siége de multiples interactions entre ses composantes, dont
I'importance relative reste difficile & évaluer. L’'interdépendance entre ces trois domaines
incite & démeéler leurs rétroactions, et ’évolution de leur importance relative au cours du
temps. Dans cette optique seront envisagés tout d’abord les effets des facteurs naturels sur
les sociétés humaines, avant de présenter en quoi ces derniéres ont a leur tour influencé les

environnements naturels.

FORCAGES NATURELS

Soleil
Climat
Tectonique

Océans

ECOSYSTEMES SOCIETES HUMAINES

Formes et processus Population
Biogéochimie Economie
Ressources Technologie

Biens et services Culture

Fic. 1.3 — Interactions entre forcages naturels, sociétés humaines et écosystémes, et entre
les processus internes 4 chacune de ces composantes. Modifié d’aprés Dearing, 2006.

De nombreux indices illustrent la coincidence entre certaines tendances climatiques et
I’évolution de sociétés humaines. Entre autres exemples, une période d’aridité enregistrée
vers 5200 ans cal. BP est immédiatement suivie par la disparition de la culture mésopota-
mienne dite « Uruk final » (Staubwasser et Weiss, 2006), celle de 4200 ans cal. BP coincide
avec l'effondrement de I'empire Akkadien et de I’Ancien Empire d’Egypte, celle & 1200 ans
cal. BP, avec la chute de 'empire Maya Classique, et plus récemment le début du Petit
Age Glaciaire avec la disparition de colonies groenlandaises d’origine scandinave (e.g. Has-
san, 2000, 2001 ; deMenocal, 2001 ; Mayewski et al., 2004). De la méme maniére, Zhang
et al. (2008) ont montré que les successions de dynasties chinoises (Tang, Yuan et Ming
principalement) coincident avec les variations de 'intensité de la mousson d’été. Ces éve-
nements interviennent bien souvent au sein de cultures complexes (maitrisant le stockage
de denrées alimentaires et les technologies d’irrigation, ayant des connaissances astrono-
miques et mathématiques poussées, et un développement socio-politique avancé), mais qui

n’ont pas réussi a faire face & I'impact provoqué par des changements climatiques durables
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sur le renouvellement des ressources alimentaires (deMenocal, 2001). Cette vulnérabilité
s’exprime dans un contexte de changements environnementaux rapides et persistants, aux-
quels s’associe nécessairement un contexte socio-politique plus difficile (deMenocal, 2001 ;
O’Sullivan, 2008).

Au cours du temps I’évolution des activités anthropiques ont conduit au passage d’un
environnement naturel & un environnement faconné par les humains (Messerli et al., 2000).
Ainsi, durant la premiére partie de 'Holocéne, les sociétés humaines sont dominées par I’en-
vironnement naturel. A I’échelle mondiale, la réussite ou I’échec des sociétés humaines sont
alors directement dictés par les possibilités offertes par 1’environnement (présence d’ani-
maux ou plantes domesticables, de minerais, de conditions climatiques favorables, .. .), dont
les conséquences directes ou indirectes sont encore manifestes a I’heure actuelle (Diamond,
1997). La période historique voit grandir I'impact des activités anthropiques sur le monde
environnant, mais 'influence du climat sur les sociétés se fait sentir au travers, par exemple,
du prix des grains et des crises de famine récurrentes (Pfister, 1988 ; Bauernfeind et Woitek,
1999). De méme, I’émergence et la propagation de la pandémie de Peste Noire du 14€ siécle
seraient liées, outre aux guerres et aux nombreux échanges commerciaux, & un climat alors
favorable a la bactérie responsable (plus chaud et plus humide) dans le foyer de I’épidémie,
I’Asie Centrale (Stenseth et al., 2006). Les mentalités sont également imprégnées par le
contexte climatique comme le montre 'intensité de la chasse aux sorciéres qui se développe
proportionnellement aux péjorations climatiques liées au Petit Age Glaciaire (Behringer,
1999). La réponse adaptative fournie par les sociétés occidentales conduit aux révolutions
industrielle et agraire de la fin du 18¢ siécle, qui permettent un changement de I'usage des
sols et des pratiques culturales rendant les sociétés moins vulnérables aux chocs climatiques
(Messerli et al., 2000). Par exemple, dans les années 1889-1890, le climat défavorable aurait
dii engendrer une hausse des prix considérable des denrées alimentaires, mais l’expansion
des cultures de pomme de terre et le développement des transports modernes (chemins de
fer) ont enrayé la crise et permis 'acheminement de vivres vers les régions touchées (Pfis-
ter, 1988). La situation actuelle apparait donc particuliére en ce sens que l’environnement
est trés largement faconné par les activités humaines, tandis que celles-ci, du fait de la

surexploitation des milieux, se trouvent directement menacées (Messerli et al., 2000).

Du fait de leurs activités qui impliquent d’importants déplacements de matiére (inten-
tionnels ou non) et une consommation d’énergie considérables, les humains sont devenus,
au cours de I'Holocéne, le premier agent géologique (Hooke, 2000). Ces effets ont incité
Crutzen (2002) a proposer le nom d’ "Anthropocéne" pour la période de temps écoulée
depuis la fin du 18e siécle. Aujourd’hui, on estime & 40% la surface terrestre couverte de
patures et cultures, tandis qu’en 40 ans 'utilisation des fertilisants aurait augmenté de

700% et les surfaces irriguées de 70% (Foley et al., 2005). Les activités humaines représen-
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teraient 1/3 de la production des écosystémes terrestres, et 1/3 & 1/2 de la surface aurait
été transformé par le développement humain (Vitousek et al., 1997). L’impact net calculé
serait une diminution de 6 cm de l'altitude globale des terres, ce qui correspond & un taux
de dénudation annuel presque 10 fois plus important que celui observé au Pliocéne (Wil-
kinson et McElroy, 2007). Ainsi, la perte par érosion de sols cultivables pourrait excéder
d’un ordre de grandeur leur taux de formation (Wilkinson, 2005). A une échelle plus locale,
Iimpact a long terme d’anciennes activités humaines, bien que peu connu, commence a étre
estimé : la diversité et la composition floristique actuelle différent entre d’anciennes terres
agricoles et des foréts natives (Dupouey et al., 2002 ; Fraterrigo et al., 2009), et les chan-

gements d’usage influencent plus largement les propriétés des sols et leur qualité (Hurtt et
al., 2006).

Synthése de la section 1.3

Au cours de I’Holocéne, l’évolution des sociétés humaines s’est effectuée sous la dépendance
partielle des variations climatiques, qui ont pu jouer un réle important dans la disparition
de certaines d’entre elles. Dans un environnement initialement dominé par les facteurs
naturels, les activités anthropiques ont progressivement exercé une influence croissante.
Celle-ci s’est fortement renforcée depuis les révolutions agricole et industrielle de ces der-
niers stecles, pour aboutir aujourd’hui ¢ un environnement profondément transformé et trés

largement influencé par les activités humaines.

Du fait de leur qualité généralement élevée, les sédiments lacustres se prétent particu-
lierement bien o ['étude de l'évolution de leur milieu environnant. De surcroit, s’agissant
de I’Holocéne, étant donné ['attractivité des lacs pour les sociétés humaines, leurs dépéts
constituent de véritables archives permettant d’étudier les interactions climats / environne-
ments / sociétés. Différents indicateurs peuvent étre étudiés a cet égard. Le présent travail
s’appuie principalement sur les biomarqueurs moléculaires, dont les intéréts sont présentés
dans le chapitre 4, ainsi que sur une étude sédimentologique qui fait ['objet du chapitre 6

(article carotte-maitresse).
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1.4 Les biomarqueurs moléculaires

Les biomarqueurs sont définis comme des "composés organiques pouvant étre utilisés
pour tracer les processus géologiques et environnementauz" (Simoneit, 2005). Sous cette
appellation sont regroupées différentes catégories de composés, dont les lipides constituent
une part importante (Meyers et Teranes, 2002). Autrement appelés "fossiles chimiques"
(Eglinton et Calvin, 1967), ces molécules se caractérisent par leur source biologique avérée,
et qui reste évidente lorsqu’ils sont détectés dans un substrat externe & I’organisme-source
(sol, sédiment par exemple), méme aprés une dégradation partielle (Meyers et Teranes,
2002). Les lipides s’avérant notablement résistants a la biodégradation (e.g. Cranwell,
1973 ; Meyers et Ishiwatari, 1993; Meyers et Teranes, 2002), ils s’avérent étre de bons
candidats pour retracer I'histoire et les conditions de leur archivage dans le substrat dans
lequel ils sont retrouvés. Les différentes transformations subies par les lipides durant leur
archivage conduisent des "biolipides" (tels qu'’ils sont synthétisés dans ’organisme vivant)
a des "géolipides" (tels qu’ils sont retrouvés dans le substrat d’archivage). I’étude de ces
composés s’est largement développée depuis les années 1950-1960, au cours desquelles ont
été développés des outils analytiques tels que la chromatographie en phase gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse (CG-SM, ou GC-MS en anglais) qui permet de séparer, a
I’échelle moléculaire, les composés issus d’une mixture complexe et d’accéder ainsi & leur
identification (e.g. Evershed, 2008).

Les lipides préservés hors de leur organisme-source peuvent indiquer leur origine. Ainsi,
aux composeés linéaires ubiquistes (e.g. n-alcanes, n-alcools, acides n-alcanoiques), dont la
distribution permet de distinguer les plantes vasculaires et non-vasculaires, s’opposent les
composés cycliques dont la spécificité est plus marquée. Dans cette catégorie sont classés
les triterpénoides qui, par le réle important qu’ils semblent jouer dans les membranes
cellulaires, sont présents dans tous les organismes vivants (Simoneit, 1986 ; Ourisson, 1990).
Bien qu’ils soient sujets a dégradation (cf. Jacob 2003 pour un résumé des mécanismes de
dégradation des triterpénes pentacycliques), les terpénoides conservent leur squelette de
base lorsqu’ils sont altérés, laissant ainsi la possibilité de lever le voile sur leur origine
(Simoneit, 1986, 2005 ; Peters & Moldowan, 1993, Otto et Wilde, 2001).

La spécificité d’'un composé s’exprime par sa valeur taxonomique : plus il est spéci-
fique, plus il permet d’apporter des informations en termes de classification. Selon Cron-
quist (1977), parmi les triterpénoides, les triterpénes pentacycliques obéiraient a la méme
logique évolutive que les métabolites secondaires répulsifs ou attractifs sécrétés par les
plantes (tannins, iridioides, alcaloides, bétalaines, flavonoides, .. .), considérés comme étant
les composeés les plus indiqués pour des études chimiotaxonomiques (idée reprise par Mann-
heimer, 1998/1999 et Jacob, 2003).
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Ainsi, la finesse d’information apportée par les lipides dépend de la famille de composés

considérée.

1.4.1 Les biomarqueurs moléculaires des sols

Outre I'apport de renseignements sur leur origine (source), diverses études ont permis
de mieux connaitre le devenir des lipides, la maniére dont ils s’'incorporent au sol (e.g. van
Bergen et al., 1997 et 1998 ; Amblés et al., 1993 et 1994 ; Jambu et al., 1991 et 1993 ; Kogel-
Knabner 2002 ; Otto et Simpson, 2005 ; Otto et al., 2005 ; Trendel et al., 2010 ; Koch et al.,
2010), ou encore de relier I’évolution spatiale de la concentration de certains composés a

Poccupation du sol (Hjulstrom et Isaksson, 2009).

Mais malgré leurs indéniables intéréts (qui seront plus amplement détaillés dans la
partie 5.3), les biomarqueurs lipidiques restent a ce jour assez peu utilisés pour l’étude
des sols, car la nature dynamique de ces derniers (notamment & cause de la bioturbation)
rend les études complexes (Nierop et al., 2006). De ce fait, alors que les lipides sont plus
largement étudiés dans les sédiments (e.g. Rieley et al., 1991; Jacob et al., 2004 ; Jacob
et al., 2008 ; voir parties 5.2 et 5.3), les études sur les sols portent plus généralement sur
les fractions a haut poids moléculaire (lignine, humine). Le peu de données disponibles
concernant les effets causés par le couvert végétal ou la déforestation a ’échelle moléculaire
a cependant récemment suscité diverses études sur ce méme sujet (e.g. van Bergen et al.,
1997; Nierop, 1998; Quenea et al., 2004; Jandl et al., 2005, 2007).

1.4.2 Les biomarqueurs moléculaires des sédiments lacustres

Par rapport aux sols, les dépots lacustres sont une cible de choix pour I’étude des bio-
marqueurs lipidiques. En effet, tout en enregistrant au sein des archives sédimentaires une
histoire a la fois susceptible d’étre bien datée et souvent continue, les lacs représentent un
écosystéme simple comparé a des environnements marins : ils n’enregistrent qu’une histoire
locale au travers des apports de sol érodé du bassin-versant, contrairement aux sédiments
marins qui recueillent des apports terrestres provenant d’une plus vaste zone géographique,
drainée par des fleuves (Cranwell, 1982). La qualité des archives sédimentaires lacustres
est généralement plus élevée (voir chapitre 2). De plus, les lacs récents (holocénes) offrent

la possibilité d’étudier des géolipides jeunes et relativement peu altérés (Meyers, 2003).

1.4.3 Applications des biomarqueurs moléculaires

Les intéréts et les applications des biomarqueurs sont nombreux, et touchent a des
domaines variés (Killops et Killops, 2005 ; Simoneit, 2005).
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Les premiéres utilisations des outils de géochimie organique ont été vouées a la re-
cherche et la caractérisation des énergies fossiles. Développées dés le début du 20° siécle,
elles ont concerné ’étude des sources, de la maturité, des migrations et des indices d’al-
tération du pétrole (e.g. Tissot et Welte, 1984 ; Peters et Moldowan, 1993), mais aussi
Iétude des sources de charbon (Simoneit, 2005; Kvenvolden, 2008). Les utilisations de

Poutil moléculaires se sont ensuite diversifiées dés les années 1960 (Kvenvolden, 2008).

Parmi ses applications les plus largement répandues, I’é¢tude des biomarqueurs pré-
sents dans les archives sédimentaires peut servir & déterminer les organismes qui en sont
a lorigine. L’étude de lipides linéaires dans les sédiments permet d’estimer la proportion
des apports terrestres en comparaison des apports autochtones, a 1’aide de marqueurs
de végétaux supérieurs, de l'activité microbienne et algaire. De plus, en déterminant des
assemblages-types de différents environnements, il est possible d’accéder aux conditions
paléoenvironnementales (Cranwell, 1981, 1982, 1984 ; Meyers, 2003 ; Simoneit, 2005).

Dans le registre fossile, les biomarqueurs sont également utilisés au travers de la bio-
chimie évolutive ou encore de la paléochimiotaxonomie afin d’éclairer les relations entre

différents taxons et les chemins parcourus par I’évolution (Maxwell et al., 1971).

Ces études passent par la reconnaissance de biolipides qui n’ont pas encore été carac-
térisés, ainsi que d’intermédiaires dans la transformation de ces biolipides en géolipides,
apportant des indications sur la diagenése de la matiére organique (Cranwell, 1982 ; Simo-
neit, 2005).

Les biomarqueurs, appuyés par des études isotopiques, aident a la reconstitution des
paléoclimats. Ainsi, les alcénones s’avérent étre de bons marqueurs de température (eg.
Brassel et al., 1986 ; Bard et al., 2000), tout comme le sont le rapport de lipides tétraéthers
de membranes d’Archébactéries (TEXgg) ou les isoprénoides hautement ramifiés ou HBIs.
La salinité peut, quant a elle, étre estimée a l'aide du dD (mesures isotopiques) et du
%Cas7.4 sur les alcénones (abondance relative du Csy.4 comparée & la somme de Csr.a, Cs7:3
et Cg7.4) (Pancost et Boot, 2004 ; Sachs et al., 2007; Eglinton et Eglinton, 2008).

La caractérisation de pollutions et contamination de ’eau, de ’air et du sol passent aussi
par 'analyse de biomarqueurs, une fois de plus pour en tracer les sources mais également
pour souligner les éventuelles réactions, le transport et le devenir des composés. Parmi
ces contaminations, il est possible de tracer les apports anthropiques d’espéces chimiques
organiques et synthétiques, dont 70 000 sont utilisées a ce jour et dont le nombre augmente
d’environ 1000 par an (Simoneit, 1977, 2005).

Les biomarqueurs se voient aussi étre I’objet de toutes les attentions dans les études ar-
chéologiques, de par la variété d’informations qu’ils peuvent apporter. Ils peuvent attester

des pratiques agricoles passées ou délimiter des zones d’activités anthropiques (e.g. Jacob

42



Chapitre 1 : Contexte scientifique

et al., 2008 ; Hjulstrom et Isakkson, 2009), préciser les organismes responsables de conta-
minations fécales (Bull et al., 2002) indiquer le contenu de poteries culinaires anciennes
(Evershed, 2008 ; Evershed et al., 2008), la composition des substances d’embaumement
(e.g. Buckley et al., 2004) ou de cosmétiques anciens (Evershed et al., 2004). Les études
isotopiques les complétent, en permettant la détermination des régimes alimentaires (Ever-
shed, 2008).

Enfin, l'utilisation des biomarqueurs s’ouvre au domaine de la cosmochimie organique,
notamment pour les travaux visant & détecter l’existence d’une forme de vie passée sur

Mars (Simoneit, 2004) ou encore aux études judiciaires (Bull et al., 2009).

1.4.4 Complémentarité de ’analyse des biomarqueurs et de la palyno-
logie dans les études sédimentaires

L’étude de I’évolution des distributions polliniques au long de séquences sédimentaires
est largement utilisée pour reconstituer les paléo-paysages végétaux; leur portée et leur
utilité sont indubitables. Cependant ces reconstitutions peuvent souflrir de différences entre
la végétation effectivement présente sur le bassin-versant et la distribution pollinique qui
en résulte dans les sédiments. Cela s’explique par les faits suivants (Faegri et Iversen, 1989 ;
Andrieu et al., 1997) :

— les capacités de dispersion différentes des grains de pollen, suivant le mode de dis-
persion : les plantes anémogames (dont le transport du pollen est assuré par le vent,
comme par exemple les coniféres) sont souvent sur-représentées, au détriment de
plantes entomogames (transport assuré par les insectes),

— la situation géographique et climatique du site : suivant la force et la direction du
vent, des grains de pollen allochtones peuvent étre introduits et bien représentés dans
le signal local, particulierement si le site est sous climat aride (peu de végétation locale
pouvant brouiller les arrivées externes),

— les divers remaniements pouvant avoir lieu a l'extérieur et U'intérieur du lac (apports
de pollen allochtone plus ancien, mélange de pollen d’age différent & la faveur de
glissements sédimentaires),

— la sédimentation différentielle des grains de pollen dictée par leur taille et leur por-
tance.

De plus, la détermination précise au niveau spécifique ou générique est parfois rendue

difficile par la grande ressemblance des grains de pollens & l'intérieur d’'une méme famille,

comme par exemple les Poacées.

Face a ces difficultés, les biomarqueurs lipidiques constituent au sein des sédiments la-

custres un traceur paléoenvironnemental indépendant du pollen, qui peut y apporter des
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informations complémentaires. La majeure partie des lipides terrestres arrive au sédiment
par le biais d’un vecteur fluviatile, garant de Pautochtonie (intra bassin-versant) du si-
gnal. Alors que I’étude de biomarqueurs non transformés apporte des indications sur les
végétaux-source, ’évolution physico-chimique du milieu de dépo6t des molécules peut éga-
lement étre appréhendée par Uanalyse de leurs dérivés diagénétiques (Jacob, 2003). Du fait
de leur réle protecteur dans le monde vivant, la variété et 1’abondance des lipides peut
varier au sein d’une méme espéce en fonction des conditions du biotope (altitude, micro-
climat, exposition, ...) (Schwark et al., 2002). La connaissance des processus qui régissent
cette variabilité peut ainsi permettre d’acquérir des informations sur la situation du milieu

environnant la plante productrice.

Cependant, les études moléculaires souffrent du manque de biomarqueurs trés spéci-
fiques. Dés 1984, Cranwell soulignait les différences entre la distribution de triterpénes
pentacycliques et les associations polliniques, qu’il attribuait a la fois aux phénoménes dia-
génétiques affectant de facon différentielle les triterpénes et au manque de connaissance
de biomarqueurs trés spécifiques. Cette derniére remarque reste aujourd’hui encore d’ac-
tualité et, comme le soulignaient van Aarsen et al. en 2000, peu d’études sont menées sur
I’évolution temporelle des concentrations de marqueurs de végétaux supérieurs dans les
sédiments. En effet, les travaux se sont jusque trés récemment focalisés sur des familles de
composés ubiquistes, dont la distribution permet de distinguer de grands poles (distinction
de la contribution terrestre et algaire par la longueur des chaines aliphatiques, e.g. Cran-
well, 1984 ; Meyers, 2003). L’identification de biomarqueurs spécifiques est a ce jour rare et
restreinte & quelques groupes de végétaux. Ainsi, les PTME (méthyl-éthers de triterpénes
pentacycliques) s’avérent étre caractéristiques des Poacées (Ohmoto et al., 1970), et de
récentes études réalisées au sein de cette famille moléculaire ont permis d’attribuer plus
précisément & certaines molécules une plante source : la miliacine est caractéristique du
millet cultivé (Panicum miliaceum L.) dans les sédiments du Lac du Bourget (Jacob et al.,
2005), tandis que la présence de crusgalline, cylindrine et un dérivé diagénétique de cette
derniére a été mise en lien avec la culture de gazon de Cynodon dactylon et Zoysia japonica
destinée a des stades de football et des parcours de golf au Nord-Est du Brésil (Zocatelli et
al., 2010). Les iso- et anteiso- monomethyl alcanes a longues chaines se révélent étre prin-
cipalement synthétisés par les Lamiacées (famille de plantes aromatiques, dont font partie
la menthe, la lavande, le thym, la sauge et le romarin ; Huang et al., 2011). Par ailleurs,
les études basées sur les stérols et acides biliaires montrent la possibilité de distinguer les
sources de pollution fécale (e.g. Elhmmali, 1998 ; Bull et al., 2001 ; Jardé et al., 2007). Tous
ces travaux s’avérent encourageants et montrent l'intérét que présente la mise en évidence

de nouveaux biomarqueurs moléculaires.
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Syntheése de la section 1.4

Du fait de la dynamique compleze des sols, les lipides sont bien plus étudiés dans les séries
sédimentaires que dans les sols. Pourtant, du fait de ’érosion, ces derniers sont des pour-
voyeurs directs de marqueurs de végétation terrestre aux sédiments. Leur étude peut ainsi
Eclairer sur l’évolution temporelle du couvert végétal et des conditions environnementales
du bassin. Cependant, malgré lintérét de telles reconstructions, peu de biomarqueurs trés
spécifiques sont connus d ce jour, entravant les possibilités de tracage d’usage de sols bien
définis.

Dans cette optique, le travail présenté dans les chapitres suivants se propose de détecter
dans les sols des biomarqueurs d’occupation actuelle des sols, puis de les rechercher ensuite
dans le sédiment du réceptacle lacusire proche. Les composés linéaires, d’ores et déja bien
connus mais ubiquistes, peuvent-ils aider dans cette tiche ? Et qu’en est-il des composés
cycliques, si peu explorés mais pourtant plus spécifiques ¢ En quelle mesure le cortége de
biomarqueurs qu’on définira dans les sols sera-t-il conservé dans les sédiments ? Y détectera-

t-on des biomarqueurs d’origine terrestre absents des sols ?
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Site d’études

2.1 Localisation

Le lac d’Aydat (N45° 39’ 40", E2° 58 27") est situé a environ 25 km au Sud-Ouest
de Clermont-Ferrand (Puy-de-Doéme), dans la partie Sud de la Chaine des Puys (Massif
Central) (Fig. 2.1). Situé a une altitude de 837 m, il s’é¢tend sur 60,3.10* m? et mesure
en moyenne 1000 m de large. Son bassin-versant, qui appartient au bassin-versant de la
Loire, s’étend sur une trentaine de km? et jusqu’a 1300 m d’altitude en sa partie Ouest, sur
les communes de Saulzet-le-Froid & I’Ouest et Aydat & I’Est. D’une profondeur moyenne
de 7 m et maximale de 15 m, le lac renferme environ 5,2.10% m3 d’eau. Celle-ci provient
majoritairement de la riviere Veyre, qui nait de la confluence de la Narse et du Labadeau,
a 4 km en amont du lac. La Veyre alimente le lac par le Sud-Ouest & hauteur de 75%, le
dernier quart restant provenant de cours d’eau temporaires situés en bordure sud du lac
et des précipitations. Ces derniéres sont compensées par I’évaporation sur le lac (Bouchet,
1987). Au Nord-Est du lac, le cours inférieur de la Veyre constitue son principal exutoire
(85%), tandis que 15% des eaux percolent au travers de la coulée basaltique qui le borde
de ce coté (Bouchet, 1987).

2.2 Caractéristiques physiques et chimiques des eaux lacustres

Le rapport de la surface du bassin-versant sur la surface du lac avoisine les 50, ce
qui indique que le fonctionnement du lac est notablement influencé par celui du bassin
qui 'environne (& propos de ce rapport, se reporter a la partie 1.2). Le temps moyen de
résidence des eaux est de 7,5 mois (Michard et al., 2001).

Le lac d’Aydat est typiquement eutrophe, et présente d’avril & octobre un hypolimnion

anoxique. La stratification des eaux est maximale durant ’été, ou 'oxycline se situe & 5 m
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Fia. 2.1 — Localisation du bassin-versant du lac d’Aydat et des lieux et objets abordés au
cours de ce travail. L’occupation des sols (d’aprés Corine Land Cover, 2006) est présentée
aux cotés de ’hydrologie et de la topographie, ainsi que des limites des communes s’étendant
sur le bassin-versant. Deux zones ayant fait I'objet de transformations durant le 20¢ siécle
sont encadrées (zone de reméandrage, ancienne zone humide).

de profondeur, tandis que la thermocline se développe entre 5 et 8 m sous la surface (Ogier,
1999). L’hypolimnion est le lieu d’une intense activité biologique et d’'une minéralisation de
la matiére organique bien marquée. A la venue de I'hiver, la diminution des températures
de surface conduit & un affaiblissement de la stratification, puis & un complet retournement
des eaux du lac en novembre, ce qui entraine une oxygénation compléte de la colonne d’eaun
(Ogier, 1999).

Le fonctionnement du lac joue un roéle direct sur sa composition phytoplanctonique,
qui varie en cours d’année. Le printemps est favorable aux diatomées, sur lesquelles les
cyanobactéries prennent le pas durant I’été. Une diversification des espéces en présence se
produit & Pautomne, durant lequel les diatomées réapparaissent. En novembre, & la faveur
du retournement du lac qui entraine en enrichissement en éléments nutritifs, les diatomées

reconquiérent les eaux (Amblard, 1992).
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2.3 Origine et contexte géologique

Le lac d’Aydat est un lac de barrage, dont I’histoire a débuté il y a 8551+ 400 cal. BP
(Boivin, 2004). A cette date, une éruption des Puys de la Vache et de Lassolas a engendré
la Cheire d’Aydat, une coulée basaltique qui s’étend sur environ 15 km de long. En barrant
la vallée de la Veyre, cette coulée a donné naissance a deux lacs : le lac d’Aydat au Sud-
Ouest, ainsi que celui de la Cassiére en bordure Nord de la coulée, & environ 2 km du lac
d’Aydat (Fig. 2.1).

D’un point de vue géologique, le lac se développe sur un socle plutonique (granodiorite)
et métamorphique hercynien, recouvert en partie par des formations volcaniques tertiaires
et quaternaires :

— formations volcaniques des Monts Dore & I’Ouest du bassin-versant (Mio-Pliocéne) ;

— bréches pyroclastiques quaternaires entourant les appareils volcaniques ou « puys »

a ’Est du bassin-versant, témoins du volcanisme de la Chaine des Puys.
Des colluvions et alluvions récentes (tertiaires et quaternaires) se développent au long

des cours d’eau (Boivin, 2004).

2.4 Occupation des sols actuelle du bassin-versant

Aujourd’hui, environ 70% de la surface du bassin-versant est couverte de prairies et
patures. Sur les versants et sommets des volcans se développent des foréts (principalement
de coniféres, et généralement artificielles) pour 15% de la surface. Le reste se partage entre
des territoires naturels (landes, broussailles, pelouses et paturages naturels) et des terrains
artificialisés, pour la plupart localisés & proximité du lac. Le récent développement du

tourisme s’est accompagné de 'installation d’un centre nautique sur sa bordure Nord.

2.5 Les sols du bassin-versant

De maniére générale, les sols se développant sur des roches volcaniques ont des carac-
téristiques uniques qui les distinguent nettement des sols formés sur d’autres matériaux
parentaux (Coquillard, 1993). Par exemple, la pédogéneése des sols volcaniques est dominée
par I’accumulation de carbone organique et par la formation de composés non-cristallins
(tels que des silicates d’aluminium et de fer hydratés ou des complexes humus - Al/Fe)
(Dahlgren et al., 2004). Les sols du bassin-versant du lac d’Aydat, caractérisés par une
altération biochimique dominante, sont des andosols (classification European Soil Bureau
Network, 2005). Les andosols (du japonais "an", sombre, et "do", sol) sont des sols miné-

raux qui se forment sur une roche-meére volcanique hautement altérable. Peu différenciés,
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ils se développent rapidement par érosion chimique en présence de matiére organique (Eu-
ropean Soil Bureau Network, 2005), sous un climat trés humide & saison séche peu marquée
(Duchaufour, 2001 ; Quantin, 2004). Ils sont constitués par un horizon A (organo-minéral,
ici un mull mésotrophe), surmontant un horizon C correspondant & la roche-mére altérée
(Duchaufour, 2001). S’ils comprennent un horizon de surface sombre et bien structuré, a
teneur en MO assez élevée, ils prennent alors le qualificatif de "umbrique"”. Le temps de
résidence de la MO y est plus important que dans tous les autres types de sols, ce qui tend a
acidifier le profil (Dahlgren et al., 2004 ; Duchaufour, 2001, Torn et al., 1997). Les sols vol-
caniques présentent, généralement une fertilité élevée, comme en témoigne 'importance des
régions agricoles situées au pied de volcans actifs ou endormis (Shoji et al. 1993). Cepen-
dant leur faible portance les rend particuliérement sensibles au labour, et leurs propriétés

en font de bons sols de foréts et de prairie (Duchaufour, 2001).

Les profils de sols du bassin-versant du lac d’Aydat sont peu profonds (parfois < 10 cm,
mais peuvent atteindre une trentaine de cm en fond de vallée) et bien drainés. Les matériaux
parentaux de ces sols étant d’origine volcanique, on y mesure un taux de limons supérieur a
30% (Chambre d’Agriculture du Puy de Dome, 2002). Ces derniers sont connus pour étre un
facteur aggravant les phénomeénes de battance, et donc de ruissellement. Ces phénoménes
sont toutefois atténués par la couverture végétale permanente ou quasi-permanente des

sols, ainsi que par le taux élevé de matiére organique (MO) (Belnap, 2003).

2.6 Contexte climatique

Le climat de I’ Auvergne est depuis longtemps connu pour sa rudesse ; ainsi, Charbonnier
(1980) indique que Fléchier, évéque et orateur du 17¢ siécle, en parlait en ces termes : "8
mois d’hiver, 12 mois d’enfer". Le département du Puy-de-Déme se caractérise en fait
par une grande variabilité spatiale des paramétres climatiques, essentiellement dictée par
son relief contrasté. La chaine des Puys et les Monts Dore a 1’Ouest, qui montrent des
reliefs de plus de 1000 m et atteignent 1885 m au Puy de Sancy, contrastent fortement
avec la plaine de Limagne & I'Est qui s’étend & moins de 400 m d’altitude. Du fait de leur
orientation Nord-Sud, ces reliefs forment un barrage aux précipitations atlantiques. Cet
effet de foehn se fait sentir jusque dans le Forez et se traduit par un climat trés humide
a I’Ouest du département (180 cm de précipitations annuelles au Puy de Sancy), ce qui
tranche avec le climat sec et & tendance continentale observé a I'Est (59 cm de précipitations
annuelles & Clermont-Ferrand) (Coquillard, 1993 ; Kessler et Chambraud, 1990). A I’échelle
de "Auvergne, des vents forts (> 58 km/h) sont enregistrés 38 jours par an en moyenne,

et proviennent principalement du Sud et de I'Ouest (Coquillard, 1993).

Dans ce schéma régional le lac d’Aydat se trouve en situation intermédiaire puisqu’'une
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moyenne de 118 cm de précipitations annuelles est enregistrée a Saulzet-le-Froid, & I’Ouest
du bassin-versant du lac (Kessler et Chambraud, 1990). Sous influence océanique, les préci-
pitations sont globalement bien réparties au cours de 'année, avec des minima en mars-avril
et juillet. Dans cette commune, les précipitations se font sous forme neigeuse 74 jours par
an. Les températures qui avoisinent 0°C en moyenne en hiver (mais peuvent dépasser -
15°C), contre 15°C en moyenne en été. Les jours de gel sont en moyenne au nombre de 135
(Coquillard, 1993).

2.7 Cadre (pré)historique de anthropisation et occupation

ancienne des sols

L’activité volcanique de la Chaine des Puys s’est poursuivie pendant les quelques mil-
lénaires qui ont suivi le Tardiglaciaire. La végétation naturelle, dont I’établissement était
auparavant entravé par les phénoménes éruptifs, atteint un état stable il y a environ 6 000
ans et se caractérise dans tout ’étage montagnard par une chénaie, accompagné de tilleuls,
frénes, et aulnes, dans le contexte climatique relativement chaud et humide de I’Atlantique
(Michelin, 1996).

En plaine de Limagne (Fig. 2.1), une intensification de I’érosion indique des activités
humaines dés 5500-5000 cal. BP, associée & des défrichements qui ouvrent des clairiéres
cultivables au sein de bosquets de bouleaux et pins (Michelin, 1996 ; Macaire et al., 2010).
A cette époque, des peuplements humains s’installent sur le bassin-versant du lac d’Aydat,
ou ils pourraient avoir cultivé entre autres du blé noir (Fagopyrum ; Miras et al., 2004). 1ls
dressent le menhir de Fohet ou "Pierre Longue", encore visible aujourd’hui & 1500 m au
Sud du lac, qui constitue un témoignage de leur culture. Les pratiques de déforestation par

bralis y sont attestées a la fin du Néolithique.

Du fait de la présence de nombreux sites archéologiques, la Protohistoire est mieux
documentée en Limagne que dans les massifs montagneux. En plaine, différentes phases de
développement avec habitats agglomérés alternent avec des phases moins fastes. Le passage
de I’Age du Bronze & I’Age du Fer s’effectue sur le fond d’une crise dont les causes restent
inconnues (Mennessier-Jouannet et Milcent, 2003). A cette époque, aux environs d’Aydat,
les déforestations s’intensifient et I'impact anthropique régional augmente (Miras et al.,
2004). Durant I’Age du Fer, 'effondrement des pollens d’arbres en Limagne indique un
défrichement généralisé qui s’accompagne d’un paysage ouvert (céréales, plantes rudérales
et adventices, légumineuses), cultivé et favorable a l'¢levage, dont les indices attestent les
capacités de stockage des denrées alimentaires (Michelin, 1996 ; Mennessier-Jouannet et
Milcent, 2003).
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A la fin du 27 Age du Fer, le sapin est préférentiellement exploité aux abords du
lac d’Aydat, entrainant la disparition de la forét de bouleaux. La dynamique naturelle de
la végétation y est définitivement interrompue durant la période gallo-romaine : la pra-
tique de Vagriculture est généralisée, et 'impact anthropique maximal (Miras et al., 2004).
C’est & cette époque que I'espace agricole est structuré en parcelles. Au 5 siécle, Sidoine
Apollinaire (homme politique, évéque d’Auvergne et écrivain gallo-romain) décrit une Li-
magne cultivée, qui s’oppose aux montagnes paturées (Apollinaire, 477). Les conditions
y restent favorables jusqu’a I’époque médiévale, puisqu’aucune déprise ne semble s’étre
produite entre ces deux périodes (Michelin, 1996). Les traditions gallo-romaines persistent
longtemps durant le Moyen-Age, mais une forte augmentation de la population et des dé-
frichements, associée a des changements de modes d’exploitation et & un développement de
I'insécurité conduit & un habitat plus concentré qu’auparavant et également réparti dans
toute la Basse-Auvergne (ancienne province d’Auvergne regroupant approximativement
I’actuel département du Puy-de-Déme et la région de Brioude en Haute-Loire : le Briva-
dois) (Fournier, 1962). Contrairement a ce qui est connu par ailleurs dans la Chaine des
Puys, un déclin de ’agriculture s’enregistre dans le bassin-versant du lac d’Aydat entre le
8¢ et le 9¢ siécles (Miras et al., 2004). L’habitat est ensuite stabilisé durant le 12¢ siecle,
tandis que 'alternance de cultures et jachéres rythme 'espace agricole de fagon continue.

D’importants massifs boisés sont présents au 13¢ siécle (Michelin, 1996).

La documentation est ensuite plus compléte et permet de dresser plus finement le
portrait des paysages auvergnats (Poitrineau, 1965; Charbonnier, 1980). Au 14¢ siécle,
I'occupation du sol est maximale, mais 'enclavement et le fonctionnement en autarcie
de I’Auvergne y imposent alors un retard dans son évolution par rapport au reste de la
France. Le pain, le vin et la viande constituent la nourriture populaire. Vers ’an 1500, les
cultures céréalieres sont dominées par le seigle et ’avoine, accompagnés du froment et de
I'orge, ainsi qu’en moindre mesure du blé noir. Une moyenne de 1,3 kg de pain constitue
la base de l'alimentation quotidienne d’un adulte. L’effet enrichissant des légumineuses
(pois, féves) pour le sol est alors inconnu, et de ce fait leur culture, bien que présente,
n’y est pas particuliérement favorisée. Les pommes de terre ne seront cultivées qu’a partir
de la fin du 18° siécle. La culture du chanvre qui est pratiquée sur de petites parcelles
aux abords de tous les villages, est destinée & la confection de textiles - fabriqués dans
chaque village - et d’huile. L’élevage est principalement bovin, ceux-ci fournissant du lait
(pour la production de fromage) et de la viande, mais également une force indispensable
aux travaux des champs. Les moutons sont pourvoyeurs de viande, de laine et de peaux
(fabrication de parchemins). De maniére secondaire, les chevaux, chévres, porcs et volailles
font également partie du cheptel auvergnat. L’apiculture constitue la seule source de sucre

au régime alimentaire. Partout, le bois est exploité pour le chauffage, mais ne subira une
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utilisation "industrielle" qu’a partir de la fin de I’Ancien Régime. A cette époque, le village
de Saint-Sauvés-d’Auvergne, & 20 km a ’Ouest-Sud-Ouest d’Aydat, comportait en surface
25% de prés, 25% de patures, 12% de terres labourables et 10% de bois. Dans la région,
alors que la population était dense au début du 14¢ siécle, elle s’effondre ensuite durant
le cours de ce siécle suite aux effets conjugués de la Peste Noire et de la Guerre de Cent
Ans, qui entrainent une mortalité élevée et un exode rural. L’occupation des sols recule
alors, et certains villages sont désertés. La remise en valeur des sols, qui s’achéve vers le
milieu du 15° siécle, s’accompagne d’une nouvelle hausse démographique ainsi que d’une

réoccupation des habitats précédemment désertés.

Une fois de plus 'augmentation de la population rurale entraine des défrichements de
terres incultes et de foréts, mais plus les foréts suscitent d’avantage 'intérét dés la fin du
16¢ siecle (Georlette, 1957). Par suite, ’Ordonnance Royale de Colbert (1669) vise & freiner
les défrichements sauvages et la surexploitation des foréts, causés par une augmentation
globale des besoins (défrichements pour les cultures céréaliéres, développement d’industries
papetiéres et maritimes nécessitant beaucoup de bois, . ..). Cette ordonnance sera contrée
en 1766 par une autre déclaration royale, qui encourage les défrichements en exemptant

ces terres du paiement de la dime (Poitrineau, 1965 ; Charbonnier, 1980).

Au 18° siécle, de nombreuses disettes et épidémies ainsi qu’une surpopulation géné-
rale déclenchent un nouvel exode rural massif. Les pratiques agricoles restent sommaires.
L’écobuage est pratique courante, mais ’absence d’apports de fumure épuise rapidement
les terres qui doivent étre abandonnées aux pelouses & genéts et bruyéres aprés seulement
deux campagnes agricoles. Ensuite, le retour du pacage est une étape nécessaire avant un
nouvel écobuage. Le labour est également mis en ceuvre, méme en montagne. L’outillage
est lui aussi archaique : principalement en bois, il consiste en béches, araires, et charrues,
mais la herse et le rouleau restent encore inconnus en cette région, au 19¢ siécle. A la fin
du siécle, la révolution agricole et économique qui frappe le pays ne se fait pas sentir en
Basse-Auvergne, probablement du fait de son isolement et de sa compartimentation (relief,
hydrographie) (Poitrineau, 1965).

Selon le cadastre napoléonien de 1808 prés de 60% de la surface du bassin-versant du lac
d’Aydat sont alors voués a la culture ("terres labourables"), tandis que 30% se partagent
équitablement entre prés et patures. Les foréts sont peu représentées. A titre d’exemple le
Puy de Monténard, actuellement forét de coniféres, était a I’époque un terrain communal
couvert de bruyéres. Au 19¢ siécle, Saulzet-le-Froid aurait été I'une des communes les plus
déforestées de la région (Miras et al., 2004).

Le Code forestier de 1827 (Brousse, 1827) stipule que les défrichements nécessitent une
autorisation, et le pacage devient interdit en forét. En 1860, la Loi d’Empire autorise le

boisement de terres communes (jusqu’alors utilisées pour le pacage) contre l'avis des ha-
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bitants. Ceci conduit ces derniers a ’exode, et les volcans et coulées autrefois surpaturés
se couvrent de landes ou sont replantés (Michelin, 1996). Les graves inondations qui sur-
viennent en France au cours du 19¢ siécle (par exemple 1846, 1856 et 1866 pour la Loire)
inspirent la politique de Restauration des Terrains en Montagne (RTM, lois de 1860 et
1882) qui se traduit en Auvergne par de grands travaux de reboisement pour lutter contre

Pérosion et les inondations (Gadant, 1968).

Au 20€ siécle, la population diminue sous le choc de la Premiére Guerre Mondiale, ce qui
réduit massivement la main-d’ceuvre et méne a un enfrichement des paturages collectifs dés
1920 (Michelin, 1996). L’exode rural fait aussi chuter drastiquement la population d’Aydat
et de Saulzet-le-Froid (Fig. 2.2). Le reboisement du Massif Central, entamé durant le siécle
précédent, est encouragé par la loi du 30 septembre 1946 instituant le Fonds Forestier
National (Cochet, 1952).
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F1a. 2.2 — Evolution de la population des villages d’Aydat et de Saulzet-le-Froid depuis
1793. D’aprés Ecole des hautes études en sciences sociales, 2011.

A la suite du Traité de Rome de 1957, l'instauration du Marché Commun incite la
France & une plus grande compétitivité au niveau européen, ce qui passe par une meilleure
exploitation de ses ressources. Dans ce contexte, le Plan Régional de Développement et
d’Aménagement de ’Auvergne de 1961 se donne pour but de "rompre [isolement de la
région et permetire & ses habitants de produire et de vivre au rythme du monde moderne"
(Journal Officiel, 1961). Les friches, landes et terres incultes couvrent alors 12% de la région
auvergnate, tandis que le boisement est de 15%. Les habitants se livrent & une "économie
de survie" sur des exploitations trop nombreuses, aux rendements médiocres, et aux terres
peu ou pas amendées. Selon ce plan, le désenclavement de la région passe par ’abandon

des cultures - ou du moins a leur limitation aux zones de plaines -, et au développement
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de la production animale (viande, lait, fromage), du tourisme (thermalisme, volcans, lacs),
et de Pexploitation forestiére de résineux de valeur en montagne (bois d’ceuvre et pate a
papier). La gestion intensive des prairies est recommandée, par 'ajout d’amendements et
de fertilisants. Des opérations de remembrement sont planifiées, I’équipement matériel des
exploitations agricoles est préconisé, et les voies rurales sont aménagées. Les photographies
aériennes témoignent de I’évolution du parcellaire et de 'occupation qui ont suivi ce plan

de développement (Fig. 2.3).

F1G. 2.3 - Evolution de 'occupation des sols entre 1946 (a gauche) et 2008 (& droite) autour
du Puy de la Rodde, dans le bassin-versant du lac d’Aydat (voir Fig. 2.1 pour localisation).
Photographies : IGN (1946) et Google Earth (2008).

Dans le bassin-versant du lac d’Aydat, ce plan de développement se traduit tout d’abord
par un développement des activités touristiques, avec 'installation d’une base nautique en
bordure du lac et d’une station de sports d’hiver (ski de fond, raquettes, chiens de traineau)
dans le Bois de Pessade (Ouest du bassin-versant ; Fig. 2.1), ce qui entraine rapidement une
augmentation significative de la population aydatoise (Fig. 2.2). 1l se manifeste également
par un remembrement de grande ampleur qui commence dans les années 1960, pour s’ache-
ver complétement une trentaine d’années plus tard. A cette occasion, un troncon de 1000 m
de la riviére Veyre est rectifié (Fig. 2.1) : ses nombreux méandres sont supprimés au profit
d’un tracé plus rectiligne. 400 m de méandres sont ainsi supprimeés (Syndicat Mixte de la
Vallée de la Veyre, 2007), pour permettre une meilleure exploitation des parcelles (Fig.
2.4). Mais I’échec de cette opération, qui se traduit par la persistance des zones humides
au niveau des anciens méandres, une perte de biodiversité et une diminution des capacités
épuratrices naturelles du cours d’eau, a fait naitre un nouveau projet de reméandrage qui

devrait étre finalisé dans les années & venir.
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D’autres actions sont menées pour lutter contre I'eutrophisation du lac, qui est une
menace directe pour le tourisme récemment développé sur ses bords. A 'embouchure de
la Veyre, une ancienne zone humide paturée puis abandonnée au milieu du 20e siecle (Fig.
2.1), puis remblayée a la fin des années 1970 pour installer un espace de loisirs, une aire de
camping-cars et un parking, est désormais I’objet d’'un projet de réhabilitation avec lagune
de décantation et roseliere (Syndicat Mixte de la Vallée de la Veyre, 2005).

N

A

—— Parcours de la Veyre avant rectification
—— Parcours de la Veyre aprés rectification
Portion de la Veyre non concernée

100 m

FiG. 2.4 — Travaux de rectification sur un troncon du cours de la Veyre suite au remem-
brement (voir Fig. 2.1 pour la localisation). Le projet de reméandrage amorcé sur ce site
prévoit un retour a la situation avant rectification. D’aprés Syndicat Mixte de la Vallée de
la Veyre, 2007.

Ainsi, malgré son aspect qui peut paraitre relativement naturel, le paysage auvergnat -
et plus spécifiquement celui du bassin-versant du lac d’Aydat - a été sculpté par 5 millénaires
d’activités anthropiques et reste en constante évolution. Aprés une occupation humaine
discréte pendant quelques millénaires, les cultures vivriéres et 1’élevage ont progressivement
occupé la totalité de 'espace, avec des phases de développement et de déclin & mettre en
lien avec 1’évolution du contexte socio-économique ou climatique. La compartimentation
naturelle de la région, tout en permettant son fonctionnement en autarcie, a petit a petit
entrainé son enclavement et un retard dans son évolution en comparaison avec d’autres
régions francaises. Ce n’est que durant la seconde moitié du 20¢ siécle qu’une politique
de mise en valeur du territoire a engendré 1’établissement des péatures et des foréts qui
confére cette apparence "naturelle" au paysage de la Chaine des Puys. Le paysage actuel
est I'héritage d’un passé agricole varié en constant changement (Michelin, 1996 ; Ballut et
al., 2011).
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Synthese de la section 2

Ainsi, le choiz du site d’études est justifié par son contexte naturel et anthropique bien
contraint. De nombreuses études antérieures ont élucidé le fonctionnement du lac d’Aydat.
Son bassin-versant, situé en moyenne montagne et de taille moyenne, est soumis & un
régime de précipitations d’origine atlantique, et alimente le lac d’un abondant fluz terrigéne
et dissous. Le bassin-versant accueille depuis prés de 6 000 ans des activités anthropiques
longtemps tournées vers [’autosubsistance, auzquelles a succédé, depuis une soizantaine
d’années, une gestion prairiale et forestiere. Ce changement drastique s’est accompagné
d’un développement des activités touristiques et de grands travauzr ayant profondément

affecté le bassin (remembrement, rectification du cours d’eau,).

Le bassin-versant du lac d’Aydat apparait ainsi comme une cible de choiz pour étudier,
du sol au sédiment, les biomarqueurs moléculaires d’occupation des sols. Par ailleurs, les
sols conservent-ils des traces moléculaires d’usages passés ¢ Depuis quand les activités an-
thropiques ont-elles intensément transformé le bassin-versant ? En quelle mesure les chan-
gements d’usages des sols qu’a subis le bassin-versant s’archivent au ceeur de la séquence

sédimentaire ?
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Chapitre 3

Inventaire de biomarqueurs
lipidiques neutres de sols sous
prairies et foréts; bassin versant du

lac d’Aydat (Puy de Dome)

35 sols, représentatifs de deux occupations contrastées (prairies/patures et foréts, principale-
ment de coniféres) et des conditions différentes régnant sur le bassin-versant (pente, orientation),
ont été échantillonnés dans le voisinage du lac d’Aydat afin de réaliser un inventaire exhaustif de
leur contenu lipidique neutre, par chromatographie en phase gazeuse - spectrométrie de masse.
Tous les sols subissant la méme pédogenése et bénéficiant des mémes conditions climatiques, les
différences majeures observées ne peuvent s’expliquer que par un couvert végétal différent. Globale-
ment, les distributions des composés apparaissent typiques des plantes sources locales, c’est-a-dire
des herbacées ou des coniféres, sans dispersion spatiale significative autour de la zone productrice
de ces composés. Des analyses globales de la matiére organique ainsi que I’absence de composés
aromatiques indiquent une bonne préservation du matériel organique, la transformation des pro-
duits biochimiques hérités étant limitée a la formation de cétones (a partir de triterpénols et de
n-alcanes) et, dans les sols sous foréts, par I’hydrolyse compléte des esters de cire. En dépit de
différences dans leurs distributions (mode et/ou étendue) dépendant de la nature de la végétation
sus-jacente, les familles de n-alkyles (n-alcanes, n-alcénes, n-alcools, n-alcanones, esters de cires, es-
ters méthyliques d’acides gras naturellement méthylés) apparaissent ubiquistes. Leurs variations au
sein méme des plantes sources sont presque négligeable, et leur degré de dégradation relativement
faible. Bien que ces composés soient généralement considérés comme de bons marqueurs de plantes
terrestres, ils apportent peu d’informations supplémentaires. A I'inverse, deux familles de triterpé-
noides, a savoir, les méthoxyserraténes et les acétates de triterpényle, apparaissent comme étant
respectivement des marqueurs spécifiques d’arbres et d’herbacées. S’y ajoutent les diterpénoides,
marqueurs de coniféres bien reconnus comme tels. Dans les prairies, les biomarqueurs spécifiques
de plantes sont accompagnés par de notables proportions de marqueurs fécaux stéroidiens qui y
signent la contribution de I’élevage du bétail, seule activité agricole de la région depuis l’aprés
Seconde Guerre Mondiale.
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Du fait de leur intérét et de leur potentiel paléoenvironnemental, les acétates de triter-
pényle ont fait 'objet d’un article spécifique (publié dans Organic Geochemistry), reproduit
dans le chapitre suivant.
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An inventory of neutral lipid biomarkers in soils
under grassland and forest (Lake Aydat catchment,
French Massif Central)

Marléne Lavrieux®®, Jean-Robert Disnar?, Jérémy Jacob?, Claude Le Milbeau®, Renata
Zocatelli’, Jean-Gabriel Bréheret®

¢ Institut des Sciences de la Terre d’Orléans, Université Francois Rabelais de Tours,
UMR 6113 CNRS/INSU, Université d’Orléans, Laboratoire de Géologie, Faculté des Sciences
et Techniques, Université Frangois-Rabelais de Tours, Parc Grandmont, 37200 Tours, France.

b Institut des Sciences de la Terre d’Orléans, Université d’Orléans, UMR 6113 CNRS/INSU,
Université Francois Rabelais de Tours, la rue de la Férollerie, 45071 Orléans Cedex 2,
France.

Abstract

35 soils representative of two contrasted uses, namely grasslands and forests (mainly of
conifers), were sampled in the catchment of Lake Aydat (French Massif Central) to realise
a full inventory of their free neutral lipid content by gas chromatography - mass spectro-
metry (GC-MS). Globally, compound distributions are typical of the local plant sources,
i.e. either grasses or conifer trees, without any significant spatial dispersion. Bulk organic
matter (OM) analyses and the absence of aromatic compounds reveals a good preservation
of the organic material, the transformation of inherited biochemicals being limited to the
formation of ketones (from triterpenols as well as from n-alkanes) and, in forest soils, by
the complete hydrolysis of wax esters. Despite some differences in their distribution (mode
and/or range) depending of the nature of the surrounding vegetation, n-alkyl compounds
(n-alkanes, n-alkenes, n-alkanols, n-alkanones, wax esters, FAMEs), are ubiquitous. Their
variations within plant source(s) or the degree of degradation in soils is almost negligible.
Although these compounds are globally considered as good markers of terrestrial plant
material, they provide poor additional information. In contrast, two triterpenoid families
(namely methoxyserratenes and triterpenyl acetates) appear as specific markers of trees
and grasses respectively, in addition to diterpenoids, which are well known markers of co-
nifers. In grasslands, plant-specific biomarkers are accompanied by notable proportions of
steroidal faecal markers that illustrate the contribution of cattle breeding that remained

the almost exclusive farming activity in the area after 2nd world war.

Keywords: Soils, Biomarkers, Land-use, Grassland / Pasture, Conifer forest, French
Massif Central.
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3.1 Introduction

Lipids, which account for 1-5% of the soil organic matter (SOM), comprise numerous
individual compounds assumed to constitute the most resistant biochemicals to biodegra-
dation (Dinel et al., 1990; Bull et al., 1998; Marseille et al., 1999). For these reasons, lipidic
moieties have up to now been largely studied as tracers in sediments for approaching ve-
getation or climate changes, and are opening up to archaeological studies (e.g. Rieley et
al., 1991; van Bergen et al., 1997; Jacob et al., 2004; Vancampenhout et al., 2008; Ever-
shed, 2008; Hjulstrom and Isaksson, 2009). Previous studies on soil lipids mainly focussed
on their origin, their fate and the way they incorporate soils (Ambles et al., 1993; 1994;
Jambu et al., 1991; 1993; Kogel-Knabner, 2002; Otto and Simpson, 2005). But, up to now
very few studies attempted to exhaustively inventory the soil lipid content (e.g. Almendros
et al., 1996; Otto et al., 2005; Trendel et al., 2010). This might be of crucial interest for
characterizing more precisely terrestrial inputs in sedimentary records and/or for selecting
the most suitable compounds to trace a given input or process. It has been shown that total
lipid plant extracts provide an overwhelming contribution to the lipid fraction of the soils
they cover (van Bergen et al., 1997). This provides the basis for distinguishing different

land uses depending on lipid assemblages in soils.

The present study aims at realising such an inventory of neutral lipids preserved in
two types of soils showing a highly contrasted land use: grassland and forest (mainly of
conifers). Diversely functionalised linear and cyclic compounds were screened in order to:
(i) evaluate their potential use as general indicators of higher plants or as more specific
tracers of local plants and (ii) appreciate their resistance to (partial) degradation through

the search of diversely transformed derivatives.

3.2 Material and methods

3.2.1 Setting and sampling

A total of 35 soil monoliths, representative of the diversity of soil occupations and of
different topographical conditions (orientation, slope), were taken in fall 2008 from the
catchment of Lake Aydat (ca. 30 km?), located in the volcanic French Massif Central at
25 km SW of Clermont-Ferrand (Fig. 3.1). The altitude of the catchment ranges from 837
m (lake level) to ca. 1300 m a.s.l. (top of volcanoes). Forests (mainly Picea sp., sometimes
with a few deciduous trees; mostly on top of volcanoes), and grasslands account for the
major part of the agricultural landscape. Shrubs are also present in lesser abundance. Soils

are slightly acidic, well drained and quite shallow (< 30 cm) andisols developed mostly on
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basaltic substratum and on Quaternary alluvium along the Veyre River, the main tributary
of Lake Aydat. A single sandy-silty A organo-mineral horizon is recognizable above the C

horizon. Forest soils are covered by a thick moder-type humus.

LAKE AYDAT
atchmentarea

[e]
Y% Vacation village

N - Basaltic flow
] Catchment area

Soil samples

I:I Lake Aydat catchment area contour

500 m @ Volcanoes

=== _| Hydrology
Landuse (modified from Corine Land Cover, 2006) |:| Water surfaces
- Artificialised surfaces === Rivers (permanent)

— — = Temporary streams

Contour lines
Major contour lines (equidistance : 50 m)

Grasslands and pastures

Mixed forests (conifers + deciduous trees)

Conifer forest

Secondary contour lines (equidistance : 10 m)

Fallows, moors and intermediate vegetation Tertiary contour lines (equidistance : 5 m)

F1G. 3.1 — Location of the catchment of Lake Aydat; volcanic context, topographic map of
the catchment, landuses and location of the sample sites.

Soil sections were numbered in the order they were sampled. Soils #6, #18, #26,
#34, #36 are covered by forests, while #4, #8, #9, #10, #11, #13, #14, #15, #16,
H#17, #19, #20, #21, #22, #23, #24, #27, #29, #30, #31, #32, #35 correspond to
grasslands/pastures; #1, #2, #3, #5, #7, #12, #28, #33 are covered by disturbed and/or
intermediate vegetation and will not be discussed here. To avoid most plant remains and
focus on inputs originating mainly from the present ecosystem (Ertlen et al., 2010), we
selected the 2-4 cm section of the organo-mineral horizon for analysis. The samples were
dried in an oven at 40°C for 48 h, crushed in a mortar, and then sieved at 2 mm to remove

roots and the biggest mineral particles. The < 2 mm fractions were analysed.
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3.2.2 pH, granulometry and Rock-Eval analyses

The methodology and related results on soil pH, granulometry and Rock-Eval analysis
data (Total Organic Carbon, Hydrogen Index and Oxygen Index values) were detailed in
a previous study dealing with the free fatty acids of the same Lake Aydat catchment soils

(Zocatelli et al., submitted!) and are thus not discussed further here.

3.2.3 Lipid extraction and Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-
MS) analysis

An aliquot (ca. 2 g) of each sample was extracted with an Automatic Solvent Extractor
(ASE 200, Dionex®) using a mixture of CH2Cla:MeOH (1:1 v/v). After solvent evapo-
ration under No, the extract was separated into neutral, acidic and polar compounds on
aminopropyl-bonded silica as described by Jacob et al. (2005). The neutral fraction was
further separated into aliphatics, aromatics, ethers and esters, ketones and acetates, and
alcohols by flash chromatography on a Pasteur pipette filled with activated silica (24 h
at 120 °C, then deactivated with 5% Hy0O) and using a sequence of solvents of increa-
sing polarity. The alcohol fraction was trimethylsilylated before injection by reaction with
N,O-bis-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) containing 1% trimethylchlorosilane
and pyridine for approximately 1 h at 60°C. 5a-cholestane, which was used as internal
standard (IS), was added in all fractions, prior to analysis by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) with a TRACE-GCQ Polaris. The GC instrument was fitted with
a Rtx-bMS column (30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 pm film thickness; 5m of column guard).
The GC operating conditions were: 40 “C' (1 min) to 120 "C at 30 "C min~!, then from
120° to 300 °C (held 30 min) at 5 °C min~!. Samples were injected in splitless mode, with
the injector temperature set at 280 "C. He was the carrier gas at a constant flow of 1
ml.min~!. The mass spectrometer was operated in the electron ionization (EI) mode at 70
eV and scanned from m/z 50 to 600. Component identification was based on comparison
with authentic standards and/or literature data (Table 1).

! Annexe 2
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TAB. 3.1 — Compounds identified in the soil samples. Fractions: aliph = aliphatics; eth & est
= ethers and esters; k & a = ketones and acetates; alc = alcohols. TMS = trimethylsililated.
Refer to the next table for the detailed distribution in grassland and forest soils. Symbols
used in the next figures are precised.

Fract. ‘ No. RT (min) Group or Compound Name TMS (nml:/['}‘}VMS) Formula m/z
| Ts 36.17 5a-cholestane (STANDARD) 372 Co7Hyg 217, 357
aliph ‘ n-Alkanes
o 12.31-45.51  C15-Cas 212-492 CpHapta 57, 71, 85
aliph ‘ n-Alkenes
12.31-45.51  C15-Cas 210-490 C, Hap, 55, 60, 83, 07
k& a n-Alkan-2-ones
+ 16.70-51.95  C15-Cas 226-506 CnH5,0 67, 81, 95
k& a Mid-chain ketones = alkan-10-ones
* 38.98 Cog9 = 10-Nonacosanone 422 CogHsg0O 155, 295
ale ‘ n-Alkanols
[ ] 19.63-60.15  C15-Cag (242-536) CnH3,05 07, 111
‘Wax esters — alkyl esters
wel 39.97 452 229, 243, 257
we2 40.79 466 229, 243, 257
we3 41.3 480 229, 243, 257
wed 41.7 480 229, 243, 257
we5  42.3 U 480 229, 243, 257
web 42.96 i 480 229, 243, 257
eth we7 43.64 d 494 229, 243, 257
we8 44.07 e 494 229, 243, 257
& we9  44.82 b 494 229, 243, 257
welO 45.33 i 508 229, 243, 257
est well 46.19 f 508 229, 243, 257
wel2 47.11 i 508 229, 243, 257
wel3  48.09 a 522 229, 243, 257
weld 48.72 522 229, 243, 257
weld 53.07 536 229, 243, 257
wel6 61.88 564 229, 243, 257
wel7 62.78 564 229, 243, 257
Fatty Acids Methyl Esters (FAMEs)
o 16.87-46.44  C14.0-Ca3.0 242-508 C, Ha,02 74, 143
k&a | iC15:0 18.16 FAME is0-C15.0 270 C17H3405 74, 143
aiC15:0 18.33 FAME anteiso-C15:0 270 C17H3405 74, 143
iC17:0 21.73 FAME iso-C17:0 298 C19H350, 74, 143
Tricyclic Diterpenes
DT1 21.16 Norabietadiene isomer? 258 C19Hsg 243, 258
DT2 21.31 Abietadiene isomer? 272 CooHso 257, 149, 272
DT3  21.62 Abietadiene isomer? 272 Ca0Hso 257, 202, 272
DT4 21.73 Norabietadiene isomer? 258 C19H3p 243, 257, 229
aliph | DT5 2197 Abietadiene isomer? 272 CooHso 257, 202, 272, 244
DT6 22.15 Norabietadiene isomer? 258 C19H3p 243, 258
DT7  22.26 19(18)-Norabieta- 8,11,13-triene isomer? 256 Ci19Hog 159, 241, 256
DT8 22.54 Abietadiene isomer? 272 CooHzo 187, 257, 272
DT9  22.67 18(19)-Norabieta-4(19),8,11,13-tetraene 256 C19Hag 197, 239, 254
DT10 22.95 19(18)-Norabieta- 8,11,13-triene isomer? 256 C19Hog 159, 241, 185
DT11 23.68 Dehydroabietane 270 CaoHso 159, 173, 255
Oxygenated tricyclic diterpenes
ox1 26.16 Unidentified 284 254, 284, 239, 213, 271
ox2  26.5 Abieta-8,11,13-trien-7-one 284 CooHagsO 269, 284, 270
ox3 26.64 Unidentified 286 245, 189, 271, 286
ox4 26.94 Unidentified 2887 254, 203, 218, 257, 271
ox5 27.23 Unidentified 284 269, 284, 213, 185, 241
ox6 27.3 Unidentified 300 243, 285,215,189, 173, 300
ox7 27.67 Unidentified 286 271, 189, 175, 201, 286
ox8 27.84 Unidentified 284 173, 159, 255
ale ox9 27.97 Unidentified 284 269, 227, 199, 187, 284
ox10 28.07 Unidentified 286 189, 175, 271, 286
oxl1l1 28.23 Unidentified 282 267, 225, 282
oxl2  28.31 Dehydroferruginol 284 CooHagO 202, 213, 284, 267
ox13 28.42 Unidentified 284 213, 284, 189, 269
ox14 28.6 Unidentified 314 239, 299, 314
ox15 28.99 Unidentified 300 215, 257
ox16 29.04 Unidentified 300 284, 213, 285, 269, 300
ox17 29.33 Unidentified 314 285, 203, 189
ox18 30.15 12-hydroxysimonellite 268 C19H240 253, 211, 268
Tocopherol
k & a x1 39.78 Tocopherol 430 CogHs0O2 165, 430
x2 40.5 Tocopheryl acetate 472 C31Hs203 165, 430, 472

67



Chapitre 3 : Inventaire de biomarqueurs lipidiques neutres de sols sous prairies et
foréts ; bassin versant du lac d’Aydat (Puy de Dome)

Steroids
stl 39.74 Coprostanone = 53(H)-cholestan-3-one 386 Co7HygO 161, 231, 316, 371
st2 40.46 Cholestanone = 5a/(H)-cholestan-3-one 386 Co7HygO 217, 231, 371, 386
st3 41.07 Cholesta-3,5-dien-7-one 382 Co7Hy 2O 174, 269, 382
24-methylcoprostanone = .
k & a st4 41.27 24-methyl-53(H)-cholestan-3-one 400 CogHy50 161, 231, 330, 385
st5 42.05 Campestanone = 24-methylcholestan-3-one 400 CogHygO 217, 231, 232, 400
st6 42.7 24-ethylcoprostanone = 24-ethyl-583(H)-cholestan-3-one 414 CogHs0O 344, 231, 213, 414
st7 43.72 Sitostanone = 24-ethylcholestan-3-one 414 CogHs0O 231, 217, 232, 213, 414
st8 44.42 24-ethylcholesta-3,5-dien-7-one 410 CogHygO 174, 395
st9 45.33 Sitosterone = 24-ethylcholest-4-en-3-one 412 CogHygO 124, 229, 397
ale st10 41.65 Cholest-4-en-3-one 384 Co7Hy 40 124, 229, 369
stll 43.54 24-methylcholest-4-en-3-one 398 CogHygO 124, 229, 383
st12  38.88 Coprostanol = 53(H)-cholestan-33-ol N 460 (388) CorHugsO 215, 257, 355, 370, 422
st13 38.96 Epi-coprostanol = 53(H)-cholestan-3a-ol va 460 (388) Ca7HygO 215, 257, 355, 370, 422
stl4  40.06 Cholesterol = Cholest-5-en-38-ol Vv 458 (386) Ca7HauO 368, 353, 329, 255, 458
st15 40.26 Cholestanol = 5a(H)-cholestan-33-ol va 460 (388) Ca7HygO 215, 355, 455, 460
st16 40.27 Methyl-coprostanol = 24methyl-53(H)-cholestan-33-ol VA 474 (402) CogHs00O 215, 355, 455, 460
stl7  40.7 Unidentified sterol Vi 486 (414) 255, 381, 365, 369, 253, 213
st18 40.79 Unidentified sterol VA 486 (414) 145, 255, 357, 396, 486
alc st19 41.48 Ethyl-coprostanol = 24-ethyl-58(H)-cholestan-33-ol Vv 488 (416) Cao9Hs20 215, 257, 383, 398, 488
st20 41.52 Epi-ethyl-coprostanol = 24-ethyl-58(H)-cholestan-3a-ol VA 486 (414) Co9Hs20 215, 257, 383, 398, 488
st21 41.63 Campesterol = 24-methylcholest-5-en-33-ol Vv 472 (400) CogHy O 382, 343, 255, 472, 213, 367
st22 41.8 Campestanol = 24-methyl-5a(H)-cholestan-33-ol VA 474 (402) CogHs0O 215, 369, 384, 459, 474
st23 42.15 Stigmasterol = 24-ethylcholesta-3,22-dien-33-0l vV 484 (412) Co9HygO 255, 394, 484, 379, 552, 213
st24 43.05 B-Sitosterol = 24-ethyl-cholest-5-en-3/3-ol VA 486 (414) Co9Hs0O 396, 357, 381, 255, 486, 213
Sitostanol = Stigmastanol = -
st25  43.25 24 ethyl-5a (H)-cholestan35-ol V488 (416)  CagH500 215, 257, 383, 398, 488
Epi-sitostanol = Epi-stigmastanol = -
st26  43.29 2 ethyl e (H)cholestan 3arol Vv 488 (416) CagHs00 215, 257, 383, 398, 488
Triterpenoids
HOPANOIDS
hi 37.71 173 trisnorhopane 370 CarHag 149, 191
h2 37.85 Unidentified 410 191, 395
h3 38.99 17a, 213-norhopane 398 CagHso 191, 205, 177
aliph h4 39.64 173-21a-norhopane 398 Cog9Hsg 177, 191, 205
p h5 40.08 17a, 213-hopane 412 C30Hso 177, 191, 163
h6 40.54 Unidentified 410 191, 189
h7 41.55 17a, 213-homohopane 426 C31Hsa 191, 205, 149
h8 42.72 Hop-22(29)-ene = diploptene 410 CsoHso 189, 191, 204
h9 43.71 Unidentified 424 189, 203, 218
FERNENES = D:C friedo-triterpenes
ferl  40.24 Unidentified 110 Cs0H50 243, 257, 355
aliph | fer2  40.63 Unidentified 410 Cs0Hso 243, 257, 395
fer3 40.73 Unidentified 410 CsoHso 243, 257, 395
ferd  41.59 Unidentified 410 Cs30Hso 243, 257, 395
TRITERPENYL ACETATES
. 204, 189, 269, 218, 329, 344,
tal 44.9 S-amyrin acetate (Olean-13(18)-en-33-yl acetate) 468 C32Hgz205 393, 453, 468
ta2 45.15 Taraxeryl acetate (Tarax-14-en-33-yl acetate) 468 C329Hz202 121827 425138’42;29’ 257, 323, 393,
> ,
ta3 45.28 B-amyrin acetate (Olean-12-en-33-yl acetate) 468 C39Hs202 189, 205, 218, 204, 203
k&a 229, 289, 241, 257, 341, 393
tad 45.58 Isobauerenyl acetate (Bauer-8-en-38-yl acetate) 468 C32Hgz209 409’ ’ ’ ’ ’ ’
tab 46.23 Glutinyl acetate (Glutin-5-en-33-yl acetate) 468 C32Hg209 259, 274, 393, 408, 453, 468
tab 46.25 a-amyrin acetate (Urs-12-en-33-yl acetate) 468 C32Hgz209 ié:’ 415839’ 203, 257, 393, 408,
>
ta7 46.28 Lupeyl acetate (Lup-20(29)-en-33-yl acetate) 468 C32Hgz209 }122’ 329034’ 218, 297, 355, 453,
>
ta8 47.62 Multiflorenyl acetate (Multiflor-7-en-33-yl acetate) 468 C32Hs205 205, 229, 241, 301, 262, 289
ta9 48.08 Bauerenyl acetate (Bauer-7-en-33-yle acetate) 468 C32Hg209 229, 289, 241, 393, 453, 468
1-taraxasteryl acetate .
tal0  48.44 (Tarannct.20(30) an 8-yl acetate) 468 CgaHs005 189, 204, 249, 408, 468, 393
tall 48.70 Taraxasteryl acetate (Taraxast-20-en-33-yl acetate) 468 C32Hgz209 ;23’ 426188’ 204, 232, 249, 408,
>
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43.75
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38.61
38.67

38.81

39.18

39.35

39.55
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43.34
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44.22
45.57
45.85
45.94
46.77
47.7

47.82
50.33
40.5

METHOXYSERRATENES

3a-methoxyserrat-13-en-21-one? 454 C31Hsz002 igg’ 407, 189, 422, 439, 423,
. 189, 221, 269, 284, 316, 391
- _14-ene? , , > , , ,
3a,213-dimethoxyserrat-14-ene? 470 Cs32Hg402 423, 438, 455
213-methoxyserrat-14-en-3-one? 454 C31Hs002 189, 300, 285, 407, 422, 439
3a-methoxyserrat-14-en-21-one? 454 C31Hsz002 igg’ 423093’ 221, 284, 316, 407,
21la-methoxyserrat-14-en-3-one? 454 C31Hs002 407, 422, 439, 454
3B-methoxyserrat-14-en-21-yle acetate? 498 C33H5403 41122’ 208, 221, 187, 423, 438,
2la-methoxyserrat-14-en-3a-ol? VA 528 (456) C31Hs205 189, 279, 406, 348
3a-methoxyserrat-14-en-213-ol VA 528 (456) C31Hs202 189, 205, 221, 423, 438
3B-methoxyserrat-14-en-218-ol Vv 528 (456) C31Hs005 189, 205, 221, 423, 438
3B-methoxyserrat-14-en-21a-0l1? VA 528 (456) C31Hs202 189, 496, 221, 284, 438
15-keto-21a-methoxyserrat-13-en-3-one? 468 C31Hyg03 189, 203, 287, 315, 407, 439
VARIOUS
Unidentified triterpenoid 408 203, 218, 189, 119, 252, 299
Unidentified triterpenoid 408 189, 255, 394, 393, 408
Unidentified Ag-triterpene 408 jgi’ 189, 119, 218, 161, 133,
. . . 189, 218, 119, 133, 147, 203,
Unidentified Ag-triterpene 408 299, 281, 394, 408, 393
Unidentified triterpenoid 408 2u8, 119, 189, 203, 133, 147,
. . . 189, 119, 105, 147, 161, 133,
Unidentified As-triterpene 408 203, 175, 297, 393, 408, 218
. . . . 434, 229, 189, 209, 203, 175,
Unidentified triterpenoid 434 225, 218
Unidentified triterpenoid 434 434, 435, 239, 203
. . . 189, 218, 119, 175, 147, 203,
Unidentified Ag-triterpene 408 133, 161
Taraxerone 424 C30H480 189, 285, 300, 424
B-amyrenone (olean-12-en-3-one) 424 C30Hy4gO 203, 218, 189, 175, 257, 313
Olean-18-en-3-one 424 C30Hy4gO 189, 177, 205, 161, 409
a-amyrenone (urs-12-en-3-one) 424 C30H430 i;i’ 189, 208, 147, 161, 175,
Friedelin (friedelan-12-en-3-one) 426 C30H500 163, 231, 273, 302, 341
Taraxerol Vv 498 (426) C30Hs00 ;gg’ 204, 218, 269, 359, 284,
B-amyrin Vv 498 (426) C30H500 203, 218, 189, 147, 175
a-amyrin VA 498 (426) C3poH500 189, 218, 147, 203, 161
Unidentified triterpenol Vv 498 (426) 189, 203, 204, 147, 161, 218
Unidentified triterpenol VA 541 (468) 379, 407, 422
Bauerenol Vv 498 (408) C30H500 189, 229, 393
Unidentified - triterpenol having lost TMS? va 456 395, 410, 546
D:C friedo triterpenol VA 498 (408) 229, 241, 319, 393
Unidentified triterpenol Vv 514 (424) 189, 205, 190, 409, 424
Unidentified triterpenol Vv 514 (424) 189, 205, 190, 279, 273, 424
Unidentified - triterpenol having lost TMS? Vv 456 203, 205, 423, 438
Unidentified - triterpenol having lost TMS? VA 456 203, 205, 423, 438
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3.3 Results and discussion

Given the number of soils studied, of analysed fractions, and the very high similarities in
compounds distribution in soils having the same land use, only a few representative samples
are illustrated here. The following discussion concerns soils that have kept the same land
use, at least during the last 60 years. It must also be underlined that a high variability
in individual compound quantities were observed, even in two neighbouring soils with the
same apparent settings (vegetation cover, slope, orientation ...). These differences, which
might be explained by a small scale variability of the vegetal cover, will not be discussed
here. The list of the compounds and their occurrence and main characteristics in grassland

vs. forest soils are recorded in Tables 1 and 2.

TAB. 3.2 — Distribution of the compounds in grassland and forest soils.

Group or Compound Name / Characteristic Grasslands Forests
n-Alkanes and n-alkenes
Distribution Odd > even, unimodal Odd > even, unimodal

ol
Cmax

n-Alkan-2-ones

n-Cgzq

n-Cog

Distribution Odd > even, unimodal Odd > even, unimodal
Cmax n-C31 n-Cag
Mid-chain ketones = alkan-10-ones

present present
n-Alkanols
Distribution Even > odd, unimodal Even > odd, unimodal
Cmaaz n-Cag (+ n-Cag) n-Cge or n-Cag

Wax esters = alkyl esters

Distribution

Fatty Acids Methyl Esters (FAMEs)

up to 15 detectable (min.
6)

absent

Even > odd, bimodal,

Even > odd, bimodal,

Distribution
C20:0t+ > C20:0- Ca0.0+ > C20:0-

c n-C16:0 + n-Ca40 or n-C16:0 + n-Ca4:0 or

maw n-Ca6:0 n-Cag:0
(4C15:0 + aiC15:0)/C15:0 3.3-75 <2
Tricyclic Diterpenes
Occurrence absent 11 present
Oxygenated tricyclic diterpenes
Occurrence absent 17 present
Steroids
coprostanol + epicoprostanol + stigmastanol + epistigmastanol + campestanol

P preop g e g P 0.037 - 0.592 0.002 - 0.017

campesterol + sitosterol 4+ cholesterol

Triterpenoids
Hopanoids present present
Fernenes = D:C friedo-triterpenes present present
Triterpenyl acetates numerous (10-14) absent
Methoxyserratenes absent present
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3.3.1 Characterisation of soil samples

A previous study on Lake Aydat catchment soils (Zocatelli et al., submitted?) has
revealed the good preservation of the organic matter (OM), indicated by the richness of
soils in TOC (5.2-38.2%, generally lower in grasslands than in forests samples) and by high
HI and low OI values. The biological activity (moles, earthworms) is intense. Forest soils

are richer in sands, poorer in silts and show a lower pH than grasslands.

3.3.2 Lipid content
3.3.2.1 Alkyl series

Several aliphatic compound families display a whole series of homologues extending
beyond Cgp, with a well marked odd-over-even (n-alkanes, n-alkenes, n-alkan-2-ones; Figs.
3.2a, 3.2b, 3.4a, 3.4b) or even-over-odd carbon number preference (n-alkanols, fatty acids:
Figs. 3.5a, 3.5b) (Tables 3.1 and 3.2). All these compounds, or at least those of high
molecular weight, are either ubiquitous components of higher plant waxes or derivatives or
the latter (e.g. Rieley et al., 1991, and references therein), and are variable within a given
taxa (Otto et al., 2005, and references therein).

3.3.2.1.1 n-Alkanes and n-alkenes

In all soil samples, n-alkanes (accompanied by minor proportions of partly co-eluting
n-alkenes) range from n-Ci5 to n-Css, with a single mode in n-Cs; in grassland soils and
in n-Cayg under forest (Figs. 3.2a and 3.2b; Tables 3.1 and 3.2). Unimodal distributions and
these two different modes are symptomatic of the dominant plant sources in both studied

environments, i.e. grasses and trees (Cranwell, 1973; van Bergen et al., 1997).
3.3.2.1.2 n-Alkan-2-ones

n-Alkan-2-ones display the same distribution as n-alkanes, in terms of range and odd-
over-even predominance (§3.3.2.1.1), but show a bimodal distribution (Figs. 3.4a and 3.4b;
Table 3.1 and 3.2). The number of carbon atoms (Cy,4;) of the dominant compound in
the high molecular weight range is consistent with those observed for n-alkanes (n-Cs; for
grassland soils vs. n-Cag for forest ones), but n-Ci9 and n-Cyg are also present in higher
proportions than their neighbouring homologues. Though some authors suggest a higher
plant origin for n-alkan-2-ones (e.g. Hernandez et al., 2001), it is more probable that these

latter compounds derive here from n-alkanes by (-oxidation (Amblés et al., 1993).

2 Annexe 2
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3.3.2.1.3 Mid-chain ketone

The Cog alkan-10-one was the single mid-chain ketone detected. Its presence in all soils,
whatever their vegetation cover, is consistent with its widespread occurrence in higher plant
waxes (Tulloch, 1976).

3.3.2.1.4 n-Alkanols

Homologous series of n-alkanols that range from n-Ci5 to n-Csg, except in few forest
soils where they range from n-Cig to n-Csy (Figs. 3.5a and 3.5b; Tables 3.1 and 3.2), clearly
attest to a higher plant input, these compounds being usually the dominant component
of cuticular waxes (Cranwell, 1982). Here, these high molecular weight compounds are
accompanied by a minor contribution of n-Ci4 to n-Cgyy alkanols that might represent a
microbial contribution (Jambu et al., 1993). In grasslands, n-alkanol distributions maximise
at n-Caog (with high proportions of n-Cag), in agreement with previous work (van Bergen et
al., 1997; Otto and Simpson, 2005; Trendel et al., 2010). In forest soils, the major homologue

is either n-Cog or n-Coag, probably depending on local plant source changes.
3.3.2.1.5 Wax esters (alkyl esters)

A series of wax esters is present in grassland soils (Fig. 3.3a; Tables 3.1 and 3.2), and
was not precisely identified. The compounds eluting at 42.96 min., 41.3 min. and 40.79
min. prevail among the samples. In most cases only 6 compounds are detectable (eluting at
39.97 min., 40.79 min., 41.3 min., 42.3 min., 42.96 min. and 45.33 min.), but some samples
can contain up to 17 components. The total absence of such esters in forest soils could
suggest the absence of their source in the forest vegetation. However, these compounds are
synthesised by a large array of higher plants and were effectively described in deciduous
trees (Rieley et al., 1991; van Bergen et al., 1997). Their absence in forest soils might, at
least partly, result from their rapid hydrolysis in organic horizons of the soil, or even in
decomposing needles (Otto and Simpson, 2005). Such a degradation transform wax esters
into m-acids and n-alkanols (Quenea et al., 2004), the latter being actually present in
higher proportions in forest soils than in grassland ones, particularly for the n-Css and
n-Caoq homologues that were described in suberins (e.g. Nierop, 1998). The higher acidity

of forest soils could have played a role of catalyst for a faster degradation.
3.3.2.1.6 Fatty Acid Methyl Esters (FAMEs)

In an overwhelming number of studies, FAMEs are analysed as artificial methylation
products of acids, either free or released by hydrolysis (e.g. Zocatelli et al., submitted?®, and

references therein). In Aydat soils, FAMEs were detected in the neutral fraction, without

3 Annexe 2
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any methylation. Although a reaction between free fatty acids and the methanol used
for lipid extraction cannot be excluded (Fischer et al., 1966), the very different pattern
of these compounds compared to those described in the acid fraction by Zocatelli et al.
(submitted)?* indicates that these compounds more probably occurred naturally as esters
in the soil samples, as already described in a humin sample from an acidic anmoor soil
(Grasset and Ambleés, 1998).

In all samples, FAMEs range from n-Ci4.0 to n-Css.g, with a bi-modal distribution
characterized by Cyuaqz at n-Cig.0 and at n-Cag9 or n-Cas.o (Figs. 3.4a and 3.4b; Tables 3.1
and 3.2). The heavier compounds (Cag.0+) are well-known components of cuticular waxes
whereas the lighter ones are components of the plasmalemma (Marseille et al., 1999). In
contrast, iso- and anteiso-Cis.0, and iso-Ci7, testify of a microbial contribution (Cooper
and Blumer, 1968; Boon et al., 1977). The (iCy5.0 + aiCi5.0)/C15.0 ratio is 1.65 - 3.5 times
higher in the grassland soils than in forest ones (Figs. 3.4a and 3.4b; Tables 3.1 and 3.2).
This highlights a differential microbial activity in the two soil types or, at least, a difference
in microbial composition, the ramified i and aiCy5.0 FAMESs being well recognized bacterial
markers (Boon et al., 1977; Cho and Salton, 1964).

3.3.2.2 Cyclic products: terpenoids, steroids and aromatics

3.3.2.2.1 Aromatic compounds

The total absence of aromatic compounds in all the soil samples (Table 3.2) plays in

favour of a well preserved lipid content (Spyckerelle, 1975).
3.3.2.2.2 Tricyclic diterpenes and their oxygenated forms

Eleven hydrocarbons with an abietane structure were encountered in forest soils, whe-
reas they were totally absent in grasslands (Figs. 3.2a and 3.2b; Tables 3.1 and 3.2) -
even grassland soil #27, located less than 200 m downhill from a forest (Fig. 3.1), pre-
sents no trace of these compounds. Similarly, seventeen oxygenated tricyclic diterpenoids
are present in forest soils only (Fig. 3.4b; Tables 3.1 and 3.2). Diterpenoids are common
in the Plant Kingdom, but are especially produced by conifers where they are the major
components of resins (Streibl and Herout, 1969; Hanson, 1972; Noble et al., 1985). Despite
a well-recognized specificity, they do not allow a species-level distinction of conifers (Peters
et al., 2005; Stefanova et al., 2005).

3.3.2.2.3 Steroids

4 Annexe 2
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About 30 steroids (alcohols and ketones) were detected in Aydat soils (Figs. 3.4a, 3.4b,
3.5a and 3.5b; Tables 3.1). Their proportions significantly differ between forest and grass-
land soils (Table 3.2). Sterols are widely distributed in plant and animal tissues (Morrison,
1969), but a few of them can be rather specifically related to a given source organism.
In contrast, stanols derive from sterols by reduction either in the environment or in the
gut of humans and animals. In this latter case, the stereospecificity of the reduction of
the ring B double bond leads to compounds with the 53(H) configuration as coprostanol
(58(H)-cholestan-33-0l), present in Aydat soils with its 3« epimer, accompanied by 53(H)-
stigmastan-33-ol, with minor proportions of 54(H)-stigmastan-3a-ol, and of compounds
with the 5a(H) configuration as campestanol (24-methyl-5a-cholestan-33-ol). Coprostanol
and related compounds are often used for tracing faecal pollution or demarcating activity
areas in archaeological studies (e.g. Jardé et al., 2007; Tyagi et al., 2008; Hjulstrom and
Isaksson, 2009). Faecal contribution can be estimated by establishing a ratio between co-
prostanol and its related compounds relatively to their possible precursors (Figs. 3.5a and
3.5b; Tables 3.1 and 3.2):

coprostanol 4+ epi — coprostanol + stigmastanol + epi — stigmastanol + campestanol

campesterol + sitosterol 4+ cholesterol

In Aydat soils, this ratio reaches 0.52 in the representative grassland soil, 4.e. more than
260 times much higher than in the representative forest one (0.002). This ratio can vary
depending on the effective use of a given plot (solely as grassland and /or as pasture), on the
number of grazing animals and/or the intensity of manuring. Conversely, the higher value
encountered in forest soils could be explained by the downhill situation of the corresponding

plot from a vacation village (Table 3.2).

A dozen of stenones and stanones were encountered in grassland as well as in forest soils.
These are coprostanone, cholestan-3-one, cholesta-3,5-dien-7-one, 24-methylcoprostanone,
campestanone, 24-ethylcoprostanone, sitostanone, 24-ethylcholesta-3, 5-dien-7-one, cholest-
4-en-3-one, 24-methylcholest-4-en-3-one, and sitosterone. These compounds attest to the
beginning of degradation of the corresponding sterols and/or stanols, the latter being a
reduction product of the former (Mermoud et al., 1984; Rushdi et al., 2006; Mouradian et
al., 2007). The presence of these compounds in the soils also attests, as for the alkan-2-ones
(§3.3.2.1.2.), to the stability of ketones in these conditions. Products of further degradation

(ring A opening or loss) were not detected.
3.3.2.2.4 Hopanes

Seven hopanes and two hopenes from Ca; to Cg; were detected in low concentration

levels in grasslands and in forest soils (Figs. 3.2a and 3.2b; Tables 3.1 and 3.2). If one
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excepts the possibility that a few of these compounds could by produced by ferns, they -
or rather their precursors - all must be considered a bacterial origin (e.g. Cranwell, 1982;
Ries-Kautt and Albrecht, 1989).

3.3.2.2.5 Fernenes

Four D:C friedo triterpenes, for which a fernene structure is assumed, were detected
(Figs. 3.2a and 3.2b; Tables 3.1 and 3.2). There are three possible origins for fernenes.
As directly revealed by their generic name, they were first thought to be produced by
ferns (Ourisson et al., 1979), but later most authors inclined to bacteria and preferably to
anaerobes (Volkman, 1989). However, fenenes could also arise from acidic clay-catalysed
rearrangement of hopenes (Ageta et al., 1987). Ferns being absent or rare in the sampled
places, even under forests, their microbial origin is highly probable and could be more

precisely attributed to aerobes.
3.3.2.2.6 Triterpenyl acetates

An assemblage of 15 triterpenyl acetates was identified in Aydat grassland soils: taraxe-
ryl, f-amyrin, é-amyrin, isobauerenyl, glutinyl, a-amyrin, lupeyl, multiflorenyl, bauerenyl,
1-taraxasteryl, taraxasteryl, isopichierenyl, pichierenyl, gammacerenyl, and swertenyl ace-
tates. The degree of source specificity of each compound has been reviewed in a previous
paper (Lavrieux et al., 2011). Among these compounds, taraxasteryl, ¢-taraxasteryl, baue-
renyl, isobauerenyl, pichierenyl, isopichierenyl, swertenyl and gammacerenyl acetates are
highly specific of Asteraceae (mostly herbaceous dicots) and should thus be found mainly
in open to semi-open areas. Reversely, others such as 8- and a-amyrenyl, lupeyl or taraxe-
ryl acetates cannot be attributed a specific plant family and therefore a specific habitat.
11 of these compounds were detected in grassland soils, whereas none was found in forest
soils (Figs. 3.4a and 3.4b; Tables 3.1 and 3.2).

3.3.2.2.7 Methoxyserratenes

As already expanded in another study (Le Milbeau et al., in prep®), eleven methoxyser-
ratenes were detected in Aydat soils: 3a-methoxyserrat-13-en-21-one, 3,21 5-dimethoxyserrat-
14-ene, 21 8-methoxyserrat-14-en-3-one, 3a-methoxyserrat-14-en-21-one, 21 a-methoxyserrat-
14-en-3-one, 3[3-methoxyserrat-14-en-21-yle acetate, 2la-methoxyserrat-14-en-3a-ol, 3a-
methoxyserrat-14-en-213-ol, 33-methoxyserrat-14-en-213-ol, 33-methoxyserrat-14-en-21a-
ol, and 15-keto-21-methoxyserrat-13-en-3-one. All these compounds could be unequivocally

related to conifers (Le Milbeau et al., in prep%). Accordingly, methoxy-serratenes are not

®Egalement détaillé en annexe 1
5Egalement détaillé en annexe 1
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found in grassland soils (including soil #27 neigbouring a forest, see § 3.3.2.2.2) whereas
generally only eight of them are present in all forest soil samples (Figs. 3.4a, 3.4b, 3.4c,
3.5a, 3.5b; Tables 3.1 and 3.2).

3.3.2.2.8 Other pentacyclic triterpenes

In addition, ca. 30 other pentacyclic triterpenoids were found in Aydat soils. These
compounds belong to various fractions (ethers, esters, ketones, alcohols. ..), some of them
still remaining unidentified (Table 3.1). Among them, the most abundant compound in
the ethers / esters fraction occur in grasslands as well as in forests (t1 and t3 in the
chromatograms: Fig. 3.3a and 3.3b). In this fraction, t2 compound is specific of grassland
soils (Figs. 3.3a and 3.3b; Tables 3.1 and 3.2). Characterized by m/z = 189, 255, 394,
393, 408, this compound seems typical of an oleadiene but elutes in the ethers / esters
fractions, and thus remains unidentified. Other compounds such as friedeline, taraxerone
and amyrenone were detected in the two types of soils, in variable proportions and attest to
a higher plant input (Figs. 3.4a and 3.4b; Tables 3.1 and 3.2; Simoneit et al., 2003; Trendel
et al., 2010).

3.3.2.3 General discussion

As emphasized in the previous sections, and especially through the presence of highly
specific plant markers (e.g. triterpenyl acetates, methoxyserratenes) the soil lipid content is,
in a large part, directly inherited from the surrounding vegetation, roots included (van Ber-
gen et al., 1997; Nierop, 1998; Otto and Simpson, 2007). Studies available about molecular
markers in soils and sediments often focus on few, largely studied, compound families. For
example, linear compounds are ubiquitous and their distribution differs more or less clearly
depending on the source plants. It is thus difficult, from these compounds, to associate a
molecular imprint to a well defined landuse. However, such a relationship between mole-
cular imprint and landuse is of particular interest for the study of past landuses through
the analysis of lipids in sedimentary records. If soils bear a pertinent information on the
distribution of vegetation associated to landuse (with potential biases due to alteration of
the original signal inherited from the source plants), one can expect this information to be
transferred to the sedimentary record. In this context, this study constitutes an attempt
at inventorying the neutral lipids present in the soils of two typical environments from the
same area, distinguishable by their contrasted vegetation cover, i.e. grassland vs. conifer
forest. In both these environments, several plots were sampled in order to take into account
local factors that might have induced marked changes in the studied molecular assemblages
(in production and/or alteration, that might be influenced by local vegetation variations,

orientation or slope). The quality of information on landuse obtained from neutral lipids
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F1a. 3.5 - GC-MS trace (TIC) of the silylated alcohols fraction of (a) a typical grassland soil
(soil #23) and (b) a typical forest soil (soil #36), illustrating the distribution of n-alkanols,

steroid alcohols, triterpenoid alcohols and methoxyserratenes as well as the value of the

steroids ratio for these two samples (see text for details). Internal standard: 5a-cholestane.

Compound numbers refer to Table 3.1.
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can be distinguished according to the following grouping:

(i) Linear compounds such as n-alkanes/n-alkenes, n-alkanols, i.e. higher plants cu-
ticular waxes components, and their biodegradation products (n-alkan-2-ones). Though
ubiquitous, their mode and distribution can be used as discriminant criteria for the type of
the surrounding vegetation (woody vs. herbaceous). However, these compounds can be af-
fected by some variability in the relative proportions of the different homologues produced
by a single species (depending on intrinsic and/or environmental factors) or by biodegra-
dation. In the studied samples, this variability renders difficult the use of n-alkanols as
markers of the vegetation cover. Otherwise, the presence of n-alkan-2-ones, which derive
from n-alkanes by (-oxidation, bring evidence that n-alkanes are most probably not as
refractory to biodegradation as usually thought. This reinforces previous observations on
petroleum products, in which they appeared as the most rapidly degraded (e.g. Disnar and
Héroux, 1995, and references therein). Such possible mixing of major homologues and/or
degradation must be taken into account when n-alkyl lipids are used as tracers of terres-
trial plant input in sediments, as largely admitted (e.g. Meyers, 2003). Provided that these
compounds are not produced by aquatic organisms, it conferes them the ability to be global

markers of terrestrial vegetal production.

(ii) Other linear compounds such as wax esters and FAMEs seem to be more discri-
minant for identifying the type of surrounding vegetation. Though these compounds are
produced in the two types of considered environments, differences in biological activity
within the soils probably implies differential preservation of the original signal (e.g. degra-
dation of wax esters in forest soils; differential microbial activity leading to larger quantities

of iso- and anteiso- FAMEs in grassland soils).

(iii) Cyclic compounds such as tricyclic diterpenes and pentacyclic triterpenes (espe-
cially some of triterpenyl acetates and methoxyserratenes), and steroids indicating faecal
contribution reveal more efficient in tracing sources than linear compounds. Their high
specificity and their low spatial dispersion around production areas make them remarkable
tracers of landuses. This property is reinforced by their high resistance to degradation, an
assumption substantiated by the absence of aromatic derivatives in soil extracts, probably
resulting from the absence of anaerobic conditions that are compulsory for aromatization
processes during early diagenetic stages (Trendel, 1985; Jaffé et al., 1996). However, the
presences of ketones proves that terpenes are not fully refractory to biodegradation and thus
additionaly bring further support to the high stability of these latter type of oxygenated

compounds in soils, already expanded for linear alkanones (§ 3.3.2.1.2 and 3.3.2.1.3).

82



Chapitre 3 : Inventaire de biomarqueurs lipidiques neutres de sols sous prairies et
foréts ; bassin versant du lac d’Aydat (Puy de Dome)

3.4 Conclusion

The inventory of the free lipids in soils developed under distinct landuse in Lake Aydat
catchment allowed us to identify various n-alkyl lipids [n-alkanes and n-alkenes, n-alkan-
2-ones (plus one alkan-10-one), n-alkanols, wax esters and FAMEs)| as well as polycyclic
di- and triterpenoids, namely tricyclic diterpenes and their oxygenated forms, steroids,
hopanes, fernenes, triterpenyl acetates, methoxyserratenes, and various other pentacyclic
triterpenes. Some of these compound families occur specifically in grassland or in forest soils
thus indicating their inheritance from the local vegetation, without any notable dispersion
of the input material, even from plants growing in the immediate neighbourhood of the
sampling site.

The absence of aromatics added to global indications of good SOM preservation at
the study area scale is fully consistent with the sole presence of fully preserved or only
slightly transformed inherited organic compounds in the studied soils. As a matter of fact,
individual compound alteration appears here limited to (1) the formation of ketones, by
simple oxydation of the alcoholic group of triterpenols but also, and more drastically, by
the oxydation of the reputedly refractory n-alkanes to n-alkan-2-ones, these two different
transformations being undoubtedly imputable to microbial activity; and (2) the complete

hydrolysis of wax esters occurring solely in forest soils.

In addition to classical ubiquitous n-alkyl compounds and to more specific other ones
(triterpenoids), the free lipid molecular inventory reinforces the potential of two new com-
pound families: methoxyserratenes and triterpenyl acetates, that are typical of Pinaceae
and Asteraceae, respectively, for paleoenvironmental studies. In contrast to linear com-
pounds that are general markers of higher plants and have frequently been used as such
up to now, the other ones are much more specific of their source organism. The extent of
methoxyserratenes among various species has been already established and can thus indi-
cate precise taxa of producers (Le Milbeau et al., in prep”). Similarly, triterpenyl acetates
can be used as markers of open environments. The combination of these two types of bio-
markers in sedimentary records could help appreciating the evolution of forest clearance,
afforestation and pastoralism. These compounds might also be used as indicators of a few
species typical for these environments (Lavrieux et al., 2011). Finally, among the steroids, a
significant faecal contribution can be diagnostic in soils to precisely delineate areas of cattle
breading but also, in sediments, to estimate the development of these agricultural practises
through time. Though of an undeniable potential, these highly specific compounds have
been poorly reported to date. Our results underline the importance of improving knowledge

on such specific biomarkers.

"Egalement détaillé en annexe 1
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Chapitre 4

Détection d’acétates de triterpényles
dans les sols, et potentiel en tant que
marqueurs chimiotaxonomiques
d’Astéracées

Ce chapitre se concentre sur les acétates de triterpényles, une famille de composés détectés dans
la fraction cétone / acétate de sols développés sous patures et prairies. Ces composés montrent une
grande diversité structurale, et la plupart d’entre eux sont décrits dans les sols pour la premiére
fois. La littérature fait état de plus de 460 plantes réputées productrices d’acétates de triterpényles,
parmi lesquelles 432 Astéracées. Les acétates de lupéyle, taraxastéryle, 1-taraxastéryle, bauerényle
et isobauerényle sont principalement décrits dans cette famille de plantes. Les acétates de pichiéré-
nyle, isopichiérényle, swertényle et gammacérényle ne sont quant a eux décrits que dans une seule
espéce d’Astéracées, Picris hieracioides (la picride éperviére). Ainsi, le nombre réduit de plantes
sources d’acétates de triterpényles souligne le potentiel de ces composés en tant que nouveaux
biomarqueurs d’Astéracées. Le lien entre la diversité des acétates de triterpényles dans les sols
étudiés et les plantes sources présentes sur le bassin-versant a pu étre établi. Les Astéracées vivent
principalement dans les milieux ouverts a semi-ouverts, les prairies et les patures mais également
dans les environnements perturbés et les terres incultes, et leurs pollens sont d’ores et déja utilisés
comme indicateurs d’activités humaines. De ce fait, leur détection dans diverses archives naturelles
(sols, sédiments, tourbes) pourrait permettre, dans le cadre d’études paléoenvironnementales, de
tracer les changements passés de végétation, notamment sous influence anthropique.

Ce chapitre fait ’'objet d’un article, publié dans Organic Geochemitry 42 (pp. 1315-1323).
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Occurrence of triterpenyl acetates in soil and their
potential as chemotaxonomical markers of
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Abstract

As a part of a wider study aimed at determining new molecular biomarkers in soils
and sediments that could be specific for distinct vegetation types with respect to unravel-
ling past changes in land use, we analysed the neutral lipid content of soil developed in
the catchment of a small lake in central France. The ketone/acetate lipid fraction of soil
under pasture or meadow contained a series of pentacyclic triterpenyl acetates with wide
structural diversity, most being reported in soil for the first time. The restricted number of
potential plant sources of triterpenyl acetates (some produced by a single species) under-
lines the potential of triterpenyl acetates as new biomarkers to track past vegetation change
in palaeoenvironmental studies, when found in natural archives such as soil, sediments or

peat.

Keywords: Asteraceae, soil, biomarkers, pentacyclic triterpenyl acetates.

4.1 Introduction

Understanding ecosystem response under natural (climatic) and anthropogenic
constraints is of crucial importance for anticipating the consequences of current global
change (Dearing, 2006). Land use changes have direct consequences for the budget of
greenhouse gases at the global scale. At a more local scale, it has been demonstrated that

soil properties result from a long history of land use (Hurtt et al., 2006). The reconstruction
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of recent land use change can be approached through historical archives. For example, the
impact of drastic land use change on biodiversity is particularly well documented for the
middle mountains of the French Massif Central during the twentieth century (Chassagne,
1956; Antonetti et al., 2006).

With respect to more ancient times, the scarcity of reliable written sources necessi-
tates an investigation of natural archives (lake sediments, peat and speleothems) in order
to unravel past natural and anthropogenic impact on environments. These environmental
records retain information about such interactions in a well constrained time frame. Deci-
phering such interactions involves reconstruction of ancient land use via multidisciplinary
studies (e.g. palaeoecology, archaeology, sedimentology; e.g. Berglund, 1991) that provide

different and complementary information.

While the potential of sediments as natural archives has largely been demonstrated, soil,
although a fundamental substrate for human subsistence and direct support of agricultural
practices, has not received comparable interest. Soil is known to be disturbed in terms of
physical properties, organic matter (OM) content and thereby of fertility when affected by
land use change (Rumpel et al., 2009). The after effects of such changes remain perceptible
in terms of biodiversity, and of chemical and structural soil properties, at least at the
historical scale (Dupouey et al., 2002). However, only a few studies have focussed on the
direct recording of land use at the molecular level (e.g. van Bergen et al., 1997; Bull et
al., 1998). These studies have shown that the lipid content is directly linked to the current
overlying vegetation, since the major part of the soil lipids originates from plants and is
well preserved (e.g. Dinel et al., 1990; van Bergen et al., 1997; Bull et al., 1998). This makes
them a reliable tool as molecular biomarkers, i.e. as compounds preserved intact or slightly
modified in natural archives (and aerosols), the structure of which allows unequivocal
identification of their biological source (e.g. van Bergen et al., 1997; Oros and Simoneit,
2001a, b; Simoneit, 2002, 2004; Killops and Killops, 2004). Such molecular markers benefit
from increasing interest for studies dealing with vegetation change or human activity (e.g.
Hjulstrom and Isaksson, 2009).

Amongst these, pentacyclic triterpenes are of special interest for organic geochemists
exploring the distributions of lipids in soil, sediments and peat as remnants of past vege-
tation. For example, those with a lupane, oleanane or ursane structure, as well as their
diagenetic derivatives, in soil and sediments are classically used as tracers of angiosperms
(Cranwell, 1984; Jacob et al., 2007). However, as a result of their wide structural (skele-
tal) diversity (oleanane, ursane, lupane, taraxerane. . .), potential isomerism and associated
functional groups, several recent studies have shown that, in favourable cases, pentacyclic
triterpenes can be discriminant for more constrained taxa. For example, Gramineae are the

most common producers of pentacyclic triterpenes bearing a MeO group at C-3 (Ohmoto et
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al., 1970; Jacob et al., 2005; Zocatelli et al., 2010). In particular, more specific relationships
can be established, such as that allowing the linking of miliacin (olean-18-en-33-0l methyl
ether) in sediments from Lake le Bourget (French Alps) to Panicum miliaceum (broomcorn
millet) cultivated in the watershed (Jacob et al., 2008, 2009).

Here we report the presence of a series of pentacyclic triterpenyl acetates in a soil de-
veloped under pasture in the catchment of Lake Aydat (Massif Central, France). Following
description of the different compounds analysed by way of gas chromatography-mass spec-
trometry (GC-MS), we discuss their potential biological sources and finally evaluate their

potential for palaeoenvironmental studies.

4.2 Setting, materials and methods

4.2.1 Location and general context

Lake Aydat is ca. 25 km SW of Clermont-Ferrand, in the volcanic French Massif Central.
The small catchment of the lake (ca. 30 km?) is at an altitude ranging from 825 m (lake
level) to ca. 1,300 m above sea level (a.s.l.). The tops of the volcanoes, the highest points,
are covered by coniferous forest (mainly of Picea sp.), whereas the slopes are covered
by pasture/grassland and, to a lesser extent, shrubs. The geology, relating mainly to a
volcanic origin, led to the development of andisoils as a result of rapid chemical erosion in
the presence of OM (Jones et al., 2005). Typically, a homogeneous organo-mineral sandy-
silty horizon A developed above the C horizon. These slightly acidic soils are well drained

and quite shallow (< 30 cm).

4.2.2 Materials and methods

A total of 35 soil samples were taken from the lake catchment in the autumn of 2008.
They represent the diversity of land use, as described above, and were collected at different
altitude and orientation, so that each condition prevailing in the catchment was taken
into account. In the absence of recognizable layers, soils were sub-sampled in slices 2 cm
thick. The 0-2 and 2-4 cm depth slices were analysed in random order, since they were
considered the most representative of the current vegetation cover. Samples were dried at
40 °C for 48 h in an oven, crushed in a mortar and sieved at 2 mm. An aliquot (ca. 2 g) of
each was extracted by way of automatic solvent extraction with a Dionex® ASE 200 using
CH2Cl2:MeOH (1:1). After removal of the solvent under N2, the extract was separated into
neutral, acidic and polar fractions on aminopropyl-bonded silica as described by Jacob et
al. (2005). The neutral fraction was further separated into aliphatics, aromatics, ethers and

esters, ketones and acetates, and alcohols by way of flash chromatography with a Pasteur
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pipette filled with activated silica (24 h at 120 °C, then deactivated with 5% H2O) and using
a sequence of solvents of increasing polarity. The fraction containing triterpenyl acetates
and ketones was eluted with a mixture of hexane:EtOAc (9:1) and ba-cholestane was added
prior to analysis via GC-MS with a TRACE-GCQ Polaris. The GC instrument was fitted
with a Rtx-5MS column (30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 pm film thickness; 5 m column guard).
The operating conditions were: 40 °C (1 min) to 120 °C at 30 °C min~!, then from 120°
to 300 °C (held 30 min) at 5 °C min~!. Samples were injected in splitless mode, with the
injector at 280 “C. He was the carrier gas at a constant flow of 1 ml min~!. The mass
spectrometer was operated in the electron ionization (EI) mode at 70 eV and scanned
from m/z 50 to 600. Component identification was based on comparison of retention times
and mass spectra with authentic standards. The concentration of triterpenyl acetates was
estimated by measuring peak areas in ion chromatograms. After calculating a correction
factor between the peak area on the specific ion chromatogram and the peak area on the
total ion current (TIC) chromatogram, the TIC area of triterpenyl acetates was measured
relative to that of the standard (5a-cholestane) and to the mass of sample extracted.
The identification of all compounds, except isopichierenyl acetate, was confirmed using

authentic standards.

4.3 Results

This study reports on the triterpenyl acetates in a single soil sample that showed the
widest diversity among the 35 samples. Variation in the distributions, probably reflecting
various changes in biological input resulting from local conditions in the catchment, are

not discussed here.

Fifteen triterpenyl acetates eluted in the 44-52 min tr range under our GC conditions
(Fig. 4.1). The structures discussed are displayed together with the mass spectra in Fig.
4.2.

The spectra of all triterpenyl acetates display ions at m/z 468, 453, 393 408 ([M™*],
[MT-15], [M*-60], 4.e. loss of the acetate group, and [MT-60-15|, respectively), with an
intensity depending on the compound. Compounds 1, 2, 3 and 6 elute in the 44-47 min
tr range and are characterised by intense m/z 189, 203, 204 and 218 fragments attesting
to a taraxerane, oleanane or ursane structure (Shiojima et al., 1992). Considering the
relative retention times, 2, 3 and 6 were assigned as olean-13(18)-en-3(3-yl acetate (0-
amyrin acetate), olean-12-en-33-yl acetate (S-amyrin acetate) and urs-12-en-33-yl acetate
(c-amyrin acetate) respectively, whereas the rather intense fragments at m/z 269, 329 and
344 in the spectrum of compound 1 attest to a tarax-14-en-33-yl acetate (taraxeryl acetate)

structure.
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Fic. 4.1 — Example of distribution of triterpenyl acetates in ketone/acetate fraction
from a soil sample from catchment of Lake Aydat, under pasture. (a) TIC; (b) m/z
189+203+4-2044-218 chromatogram; (c) m/z 2594274 chromatogram; (d) m/z 229+289
chromatogram. The MS and tgr data and assignment of compounds 1 to 15 are given in
Table 4.1. The spectra are provided in Fig. 4.2.

The spectra of 10 and 11 are also characterized by intense fragments at m/z 189 and
204. Their late elution time vs. 2 and 3, combined with the presence of an ion at m/z 249,
allowed assignment of 10 as taraxast-20-en-33-yl acetate (i)-taraxasteryl acetate) and 11
as taraxast-20(30)-en-30-yl acetate (taraxasteryl acetate). This assignment was confirmed

by comparison with authentic standards.

Intense fragments at m/z 259 and 274 in the spectrum of 5 are diagnostic for D:B-
friedo-oleanane structures (Shiojima et al., 1992), consistent with glutin-5-en-33-yl acetate

(glutinyl acetate).

The spectra of 4, 8, 9, 12, 13 and 15 are characterized by intense ion at m/z 229, 289,
241 and 301, with a minor contribution from ions at m/z 255 and 393 (Fig. 4.2). These
features are characteristic for D:C-friedo-ursen-33-ol and D:C-friedo-oleanen-33-ol acetates
(bauerenyl and multiflorenyl acetates, respectively) and are also found in swertenyl acetates
(Shiojima et al., 1992). The use of authentic standards and relative retention times allowed
assignment of 4 as bauer-8-en-33-yl acetate (isobauerenyl acetate), 9 as bauer-7-en-343-ol

acetate (bauerenyl acetate), 8 as multiflor-7-en-33-yl acetate (multiflorenyl acetate), 12 as
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TaB. 4.1 — Inventory of triterpenyl acetates in soil samples with peak number, retention
time and mass spectral data.

Ret. L
Peak time Name Trivial name M+ Significant MS fragments
. (m/z, decreasing abundance)
(t g min)
1 44.90 Tarax-14-en-3(3-yl acetate Taraxeryl acetate 468 204, 189, 269, 21%176?;529’ 344, 393, 453,
2 45.15 Olean-13(18)-en-38-yl acetate d-Amyrin acetate 468 189, 205, 218, 204, 203
3 45.28 Olean-12-en-33-yl acetate [-Amyrin acetate 468 203, 218, 189, 25747632)5237 393, 408, 453,
4 45.57 Bauer-8-en-33-yl acetate Isobauerenyl acetate 468 229, 289, 241, 257, 341, 393, 409
5 46.23 Glutin-5-en-33-yl acetate Glutinyl acetate 468 259, 274, 393, 408, 453, 468
6 46.25 Urs-12-en-33-yl acetate a-Amyrin acetate 468 218, 189, 203, 257, 393, 408, 468, 453
7 46.28 Lup-20(29)-en-38-yl acetate Lupeyl acetate 468 189, 204, 218, 297, 355, 453, 468, 393
8 47.62 Multiflor-7-en33-yl acetate Multiflorenyl acetate 468 205, 229, 241, 301, 262, 289
9 48.08 Bauer-7-en-38-yl acetate Bauerenyl acetate 468 229, 289, 241, 393, 453, 468
10 48.40 Taraxast-20-en-33-yl acetate i-Taraxasteryl acetate 468 189, 204, 249, 408, 468, 393
11 48.70 Taraxast-20(30)-en-3(-yl Taraxasteryl acetate 468 189, 218, 204, 232, 249, 408, 262, 468
acetate
12 49.11 Pichier-8-en-33-yl acetate Isopichierenyl acetate 468 289, 229, 241, 301, 393, 453, 468
13 49.73 Pichier-9(11)-en-33-yl acetate Pichierenyl acetate 468 289, 301, 241, 229
14 49.86 Gammacer-16-en-33-yl acetate =~ Gammacerenyl acetate 468 187, 191, 327, 408, 468
15 51.63 Pichier-7-en-33-yl acetate Swertenyl acetate 468 289, 229, 241, 301, 393, 453, 468

pichier-8-en-33-yl acetate (isopichierenyl acetate - no standard available), 13 as pichier-
9(11)-en-33-yl acetate (pichierenyl acetate) and 15 as pichier-7-en-33-yl acetate (swertenyl
acetate). Finally, 7 was assigned as lup-20(29)-en-33-yl acetate (lupeyl acetate) and 14 as
gammacer-16-en-35-yl acetate (gammacerenyl acetate) on the basis of their mass spectra
(Shiojima et al., 1992) and authentic standards.

Taraxeryl acetate (1.10 ug/g soil), pichierenyl acetate (0.91 ug/g soil), glutinyl acetate
(0.81 pg/g soil), taraxasteryl acetate (0.29 pg/g soil), ¢-taraxasteryl acetate (0.07 pg/g
soil) and isopichierenyl acetate (0.54 ug/g soil) were the most abundant compounds in the
sample. In all the other samples, the concentration rarely reach 1 pug/g soil. For comparison,
the concentrations in plants range from a few tens of ug to a few mg per gram dried plant,
with a strong variability as to whether roots or aerial parts are considered (i.e. Bohlmann
et al., 1981; Shiojima et al., 1989b; Lu et al., 1994; Tsao et al., 2008).

4.4 Discussion

4.4.1 Distribution of triterpenyl acetates in plants

Our literature survey of triterpenyl acetates sources led to an inventory of > 460 plants
known to produce these compounds. Most information concerning Asteraceae (432 spe-
cies among the 460) was extracted from the "Bohlmann Files" database (Jakupovic et

al., 2011), which concerns all the natural components of this family. This information was
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F1G. 4.2 — Mass spectra and structure of compounds in soil sample. Numbers refer to Table
4.1 and Fig. 4.1. Mass spectra of glutinyl, a-amyrin and lupeyl acetates were recorded for
the standard compound because of GC co-elution within the soil sample.

completed with other data on the distribution of triterpenyl acetates in Asteraceae. Addi-
tional data on the occurrence of the compounds in other plant taxa allowed testing of the

chemotaxonomical value of the different triterpenyl acetates. Depending on bibliographical
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source, the degree of detail is highly variable for the different taxa. The resulting database
evidently suffers from bias linked to a more specific interest toward a given plant taxa
or a given chemical family. Nevertheless, the inventory provides key information on the

distribution of pentacyclic triterpenyl acetates in plants.

The most commonly reported triterpenyl acetates are lupeyl acetates, comprising lup-
20(29)-en-33-yl acetate, lup-19(20)-enyl acetate, tarolupenyl acetate [lup-19(21)-en-33-yl
acetate|, epilupeyl acetate [epi-lup-20(29)-en-35-yl acetate|, lactucenyl acetate (D-friedo-
lup-14-en-33-yl acetate; Shinozaki et al., 2011) and neolupenyl acetate (lup-12-en-33-yl
acetate), the first being by far the most reported. Of the Asteraceae, 416 species are
reputed to contain lupeyl acetates (Jakupovic et al., 2011; Madrigal et al., 1975), but this
component is also present in various other families such as Amaranthaceae, Cucurbitaceae,
Euphorbiaceae, Moraceae and Apocynaceae (e.g. Jewers and Manchada, 1970; Dutta and
Ray, 1972; Woldu et al., 1988; Yoshizumi et al., 1998; Medeiros et al., 2001; Gasparetto
et al., 2010). Taraxasteryl and i-taraxasteryl acetates were overwhelmingly detected in
Asteraceae, with 153 and 29 occurrences, respectively (Dutta and Ray, 1972; Madrigal
et al., 1975; Jordon-Thaden and Louda, 2003; Jakupovic et al., 2011) and also in a few
Apocynaceae (6 and 2 occurrences, respectively; Jewers and Manchada, 1970; Thakur et
al., 1984; Abbott et al., 1990; Sen et al., 1992; Medeiros et al., 2001; Zhang et al., 20006;
Yin et al., 2007; Pereira et al., 2008). Bauerenyl acetate was found in three Asteraceae
spp., four Apocynaceae and Fuphorbia chrysocoma (Cava et al., 1967; Ciccio-Alberti and
Hoet, 1981; Lao et al., 1983; Shi et al., 2005; Pereira et al., 2008; Jakupovic et al., 2011).
Isobauerenyl acetate was only found in Fuphorbia fischeriana (Liu et al., 2001) and in two
Asteraceae spp.: Picris hieracioides (Shiojima et al., 1989a) and Centaurea aspera (Picher
et al., 1985); d-amyrin acetate occurs in three Asteraceae spp.: Vernonia cinerea (Misra
et al., 1984), Inula britannica and Echinops echinatus (Jakupovic et al., 2011) and in the
Phyllanthaceae sp., Phyllanthus polyanthus (Ndlebe et al., 2008).

The biosynthesis of lupeyl, taraxasteryl, i-taraxasteryl, bauerenyl, as well as that of
isobauerenyl acetates therefore appears almost exclusively constrained to Asteraceae. The
lack of data concerning §-amyrin acetate does not allow discussion of its specificity. Remar-
kable is the detection of pichierenyl, isopichierenyl, gammacer-16-en-33-yl and swertenyl
acetates in our soil samples since these compounds have only been described in the roots
of the hawkweed oxtongue Picris hieracioides (Shiojima et al., 1989a,b; 1995).

Although taraxeryl and B-amyrin acetates are also found in Asteraceae (9 and 29 spp.,
respectively; Yang et al., 1994; Madrigal et al., 1975; Jakupovic et al., 2011), they were
also detected in various taxa such as Apocynaceae, Aceraceae, Euphorbiaceae, Crassula-
ceae, Betulaceae and Moraceae (e.g. Dutta and Ray, 1972; Stevens et al., 1994a; b; van
Bergen et al., 1997; Vilegas et al., 1997; Wada et al., 1998; Pereira et al., 2008). Multi-
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florenyl acetate was found in Cirsium sp. and Izeris chinensis (Asteracae; Ulubelen and
Berkan, 1977; Shiojima et al., 1994; Kataria, 1995; Jakupovic et al., 2011), as well as
in Tabernaemontana longipes (Apocynaceae; Ciccio-Alberti and Hoet, 1981), Euphorbia
guyoniana (Euphorbiaceae; Haba et al., 2007), Sedum brevifolium and S. meyeri-johannis
(Stevens et al., 1994a), and in Polypodium niponicum (Polypodiaceae; Ageta and Arai,
1983). a-Amyrin acetate was described in 11 Asteraceae spp. (Jakupovic et al., 2011), but
also in various families such as Apocynaceae spp. [e.g. Tabernaemontana laeta (Medeiros
et al., 2001), Crassulaceae (Stevens et al., 1994a), Sapotaceae (e.g. Pouteria tomentosa;
Anjaneyulu, 1965), Moraceae (e.g. Antiaris africana; Okogun et al., 1976), or Balanopho-
raceae (Balanophora abbreviate; Yadagiri et al., 1984)]. Therefore, taraxeryl, S-amyrin,
a-amyrin and multiflorenyl acetates cannot be considered as being specific of Asteraceae.
Finally, glutinyl acetate has not been reported in Asteraceae but has been in Kalanchoe
daigremontiana (Crassulaceae; van Maarseveen and Jetter, 2009), Acer mandschuricum
(Aceraceae; Ding et al., 2010), Erythrophleum fordii (Fabaceae; Tsao et al., 2008), as well
as in Dorstenia sp. and Magquira coriacea (Moraceae; Woldu et al., 1988; Mitaine-Offer et
al., 2001).

4.4.2 Comparison of soil triterpenyl acetate diversity with local plant
sources

According to the survey by Antonetti et al. (2006), 97 species of Asteraceae occur in
the catchment of Lake Aydat, ten being reputed to produce triterpenyl acetates (Table
4.2): the greater burdock (Arctium lappa), the musk thistle (Carduus nutans), the creeping
thistle (Cirsium arvense), the mouse-ear hawkweed (Hieracium pilosella), the cotton thistle
(Onopordum acanthium, the bristly oxtongue (Picris echioides), the hawkweed oxtongue
(Picris hieracioides), the goldenrod (Solidago virgaurea), the common sowthistle (Sonchus

oleraceus) and the dandelion ( Tarazacum sp.).

Picris hieracioides, largely present in the area, appears as the most evident primary
source of triterpenyl acetates in our samples because it is the only plant reputed to produce
isopichierenyl, pichierenyl, swertenyl and gammacer-16-en-33-yl acetates (Shiojima et al.,
1989a; b). Because it also produces a-amyrin, G-amyrin, lupeyl, bauerenyl, isobauerenyl,
taraxasteryl and i-taraxasteryl acetates (Shiojima et al., 1989a; b; 1995), it could also

have contributed to these compounds in soil.

Other local sources of B-amyrin acetate from Asteraceae can alternatively be provided
by Cirsium arvense (Tulloch and Hoffman, 1982) and Solidago virgaurea (Choi et al., 2004).
Similarly, taraxasteryl acetate can be produced by up to seven species of Asteraceae en-

countered in the catchment (Arctium lappa, Carduus nutans, Cirsium arvense, Onopordum
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acanthium, Sonchus oleraceus and Tarazacum officinale; Jakupovic et al., 2011; Jordon-
Thaden and Louda, 2003; Dutta and Ray, 1972; Khalilova et al., 2004; Hansel et al., 1980).
1-Taraxasteryl acetate is also synthesised by Cirsium arvense (Tulloch and Hoffman, 1982),
whereas lupeyl acetates are found in Cirsium arvense, Hieracium pilosella, Picris echioides
and Sonchus oleraceus (Tulloch and Hoffman, 1982; Jakupovic et al., 2011).

Most of the triterpenyl acetate distribution in our soil sample can thus be explained by
Asteraceae species found in the surrounding vegetation, except for taraxeryl, glutinyl, mul-
tiflorenyl and é-amyrin acetates (Table 4.2). Because current knowledge of the distribution
of these compounds does not allow explanation of their presence in our sample, alternative

explanations can be invoked, each exemplified by one or two compounds:

(i) Taraxeryl, glutinyl, §-amyrin and multiflorenyl acetates may be produced by other
Asteraceae spp. that occur in the catchment but have not yet benefitted from a complete
phytochemical survey. Due to their belonging to genera in which other species are known
to synthesize triterpenyl acetates, they are likely to do so as well (Table 4.2). In addition to
Cirsium arvense, six Cirsium spp. have been described in the Lake Aydat catchment (C.
acauvle, C. dissectum, C. eriophorum, C. erisithales, C. palustre and C. vulgare; Antonetti
et al., 2006), but whose pentacyclic triterpenyl acetate content has not been investigated.
Because multiflorenyl acetate was described in Cirsium sp. and C. benedictus (Asteraceae;
Ulubelen and Berkan, 1977; Kataria, 1995), it is tempting to suppose that one of the Cir-
stum spp. in the catchment could also produce multiflorenyl acetate. Similarly, because
taraxeryl acetate was described in Artemisia dalailamae (Yang et al., 1994), it could possi-
bly originate from Artemisia verlotiorum or A. vulgaris (Asteraceae), both reported in the
area. Likewise, d-amyrin acetate was described in Inula britannica, while another species of
the genera, I. conyza, grows in the area and could therefore be the source of this compound

in the soil sample.

(ii) The compounds are produced by plants other than Asteraceae in the catchment. If
the two preceding examples can help clarify the presence of taraxeryl, J-amyrin and mul-
tiflorenyl acetates, they cannot account for the presence of glutinyl acetate. According to
phytochemical data, this compound is only described in Erythrophleum fordii (Fabaceae:
Tsao et al., 2008), Kalanchoe daigremontiana (Crassulaceae: van Maarseveen and Jetter,
2009), Acer mandshuricum (Aceraceae: Ding et al., 2010), Dorstenia sp. and Maquira co-
riacea (Moraceae: Woldu et al., 1988; Mitaine-Offer et al., 2001), none of these species or
genus being found in the catchment except for Acer sp. (A. pseudoplatanus, A. campestre
subsp. campestre and A. platanoides; Antonetti et al., 2006). In the area, the occurrence

of Acer species could thus explain the presence of glutinyl acetate in the soil sample.
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(iii) The compounds are produced by one or several of the already identified potential
sources of triterpenyl acetates. Asteraceae spp. developed around Lake Aydat could syn-
thesize distinct triterpenyl acetates distinct from those in the same species cited in the
literature. Such a variability in chemodemes (i.e. biochemical races - plants from the same
species producing distinct chemicals depending on location, environmental conditions or
slight genetic differences) have, for example, been described for pentacyclic triterpene me-
thyl ethers in New Zealand (Connor and Purdie, 1976).

(iv) Pentacyclic triterpenes are reputed to suffer structural rearrangements and double
bond migration during diagenesis that could affect the original diversity of compounds (e.g.
Rullkétter et al., 1994). This phenomenon, well documented from laboratory experiments
for compounds the oleanane series (Courtney et al., 1958; Coates et al., 1967), is also obser-
ved in sedimentary records (Rullkétter et al., 1994). Precisely, friedel-3-ene, glutin-5-ene,
multiflor-7-ene and taraxer-14-ene are progressively rearranged to olean-18-ene, olean-12-
ene and finally olean-13(18)-ene isomers. Such rearrangements have also been reported
for the hopane and fernane series (Nishimoto et al., 1968) in rock and sediment samples
(Volkman et al., 1986; Paull et al., 1998). To our knowledge, the only studies about such
reactions on triterpenyl acetates carried out in the laboratory (Chatterjee et al.; 1976),
showed the acid-induced transformation of taraxeryl acetate to f-amyrin acetate, which
could further be transformed to d-amyrin acetate. To our knowledge, the stability of pi-
chierenyl or swertenyl acetates in natural environments remains to be checked. Thus, in
the absence of available evidence, the possibility of rearrangements of triterpenyl acetates
in soils can be excluded, further work being needed to ascertain whether this conclusion

could be extended to sediments, especially over a long duration.

4.4.3 Potential palaeoenvironmental implications

Few studies have reported the occurrence of triterpenyl acetates in soil and sediments
(Logan et al., 1995; van Bergen et al., 1997; Xu et al., 2008; Oyo-Ita et al., 2010; Trendel et
al., 2010). According to Oyo-Ita et al. (2010), this lack can be explained by the procedures
generally applied, saponification entailing loss of the acetate group. These authors also
underline the possibility of natural hydrolysis of the ester bond during riverine transport.
They therefore attribute the presence of triterpenyl acetates in sediments to a local source.
Despite the few reports, no origin was proposed for the compounds, probably because,
except for lupeyl acetates, those detected (taraxeryl, germanicyl, J-amyrin, S-amyrin ace-

tates) were not of direct taxonomical interest. To our knowledge, our work constitutes the
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first report on bauerane, taraxastane, swertane and pichierane acetates in soil, which can

be unequivocally linked to Asteraceae.

Asteraceae are defined as meadow and pasture species (semi-open to open habitats)
that colonize disrupted environments and are able to invade fallow land developed on
abandoned arable land (Cronquist, 1980; Bouby and Billaud, 2001, 2005; Antonetti et al.,
2006). Their pollen is frequently used as an anthropogenic indicator because it is found
mainly in settlements next to cultivated fields, in mowed or grazing places, or in ruderal
communities (¢.e. growing in rubbles; Hicks, 1992; Court-Picon et al., 2006). Thus, the
detection of triterpenyl acetates in soil and sediments could attest to both open vegetation
and major perturbation in the catchment, under natural but more obviously anthropogenic

influence.

The compounds could constitute diagnostic tracers of agriculture and other human
activities. For example, the presence of various Asteraceae seeds in a Late Bronze Age
(905-869 BC) settlement on the shore of Lake le Bourget was related to their ethnobotani-
cal properties, their consumption as human food or livestock fodder, dye and/or medicine
(Bouby and Billaud, 2001; 2005). Triterpenyl acetates thus extend the panel of biomarkers
for past flora that can attest, in favourable cases, to human activities such as miliacin for
millet (Jacob et al., 2008), other pentacyclic triterpene methyl ethers for Gramineae (Oh-
moto et al., 1970; Jacob et al., 2005; Zocatelli et al., 2010), iso- and anteiso- monomethyl
alkanes for culinary and aromatic herbs from the Lamiaceae family (Huang et al., 2011)
and more generally those reported by Evershed (2008) with respect to archaeology. As with
these other biomarkers, triterpenyl acetates can constitute a reliable tool for tracing the
presence of plants of economic interest. They could reinforce other widely used techniques
that allow detection of the presence of Asteraceae in any sedimentary or archaeological
context: for example, for palynological studies that suffer from the under representation of

Asteraceae in pollen records because of their dispersal mode (Andrieu et al., 1997).

4.5 Conclusions

Neutral lipids in soils developed under pasture and meadow exhibit a wide array of
pentacyclic triterpene structures bearing an acetate group at C-3. Among these, C-3 ace-
tates with bauerane, taraxastane, swertane and pichierane skeletons are reported in natural
archives for the first time. An exhaustive review of the phytochemical literature allowed
us to unequivocally attribute some of the triterpenyl acetates to a single vegetation source
within the Asteraceae family. This specificity confers to these compounds a high potential

as tracers of Asteraceae - and thus of open environments - for palaeoenvironmental studies.
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Chapitre 5

Indices moléculaires d’un récent
changement d’occupation des sols
transition prairie - forét

Bien que les impacts, irréversibles a I’échelle historique, des changements d’usages des sols
soient largement admis en ce qui concerne leurs propriétés chimiques globales ou la composition
des communautés végétales sus-jacentes, peu de connaissances existent au sujet de la persistance
d’indices moléculaires d’occupations anciennes dans les sols. Dans ce but, le contenu lipidique de
trois monolithes de sols a été examiné afin d’estimer si I’assemblage de biomarqueurs moléculaires
peut attester un ancien usage du sol. Le contenu lipidique libre neutre de deux sols de référence,
développés I’'un sous prairie et I'autre sous forét, ainsi que d’un sol anciennement sous prairie ayant
été converti en forét il y a une soixantaine d’années, a été analysé en CG-SM. L’attention a été
portée sur les biomarqueurs définis au chapitre précédent comme permettant la distinction entre les
sols sous prairies et sous foréts, a savoir les n-alcanes et n-alcan-2-ones, les esters de cires, les esters
méthyliques d’acides gras naturellement présents (FAMEs), les diterpénes tricycliques oxygénés ou
non, des stéroides et des triterpénoides. Contrairement au concept couramment admis supposant
que le temps de résidence et la stabilité de la matiére organique augmentent avec la profondeur
dans le profil de sol, aucune relation n’a pu étre établie entre la profondeur et I’4ge des assemblages
moléculaires. Les esters de cire, n-alcanes et n-alcan-2-ones permettent de caractériser la végéta-
tion sus-jacente au long des deux profils de référence, mais n’autorisent pas la distinction entre les
contributions respectives des végétations prairiale et forestiére dans le profil de sol ayant subi un
changement d’occupation. Ceci résulte probablement (i) d’un mélange entre Iancien et le nouvel
assemblage moléculaire (affectant les n-alcanes et les n-alcan-2-ones) et/ou (ii) de la dégradation
de composés hérités de I'usage passé (esters de cire) qui efface 'information ancienne. A 'inverse,
les FAMEs, et plus largement les diterpénoides tricycliques et leurs formes oxygénées, les stéroides
et les triterpénoides (méthoxyserraténes et acétates de triterpényle) se montrent suffisarnment ré-
sistants et efficaces pour distinguer I'occupation des sols, a la fois dans les profils de référence et
dans le sol converti. Ainsi, les critéres moléculaires de distinction basés sur la présence/absence
d’un(e famille de) composé(s) se révélent plus efficaces que les critéres basés sur les abondances
relatives, puisqu’ils ne sont pas affectés par les possibilités de variation de concentration selon les
conditions environnementales.
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Afin de faciliter la lecture, les échantillons ont été désignés comme suit dans ce chapitre :

— Sp, qui est le sol de référence sous prairie, correspond au #20 du chapitre précédent,

— Sf, qui est le sol de référence sous forét, correspond au #36 du chapitre précédent,

— Spf, qui est le sol anciennement sous prairie, converti en forét, correspond au #34
du chapitre précédent.

Pour les mémes raisons, la numérotation des composés considérés est celle employée
pour Uinventaire (chapitre 3).
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Abstract

Although the irreversible impacts of land use changes on soils are largely admitted
at the historical scale in terms of bulk chemical properties or of the composition of the
vegetation communities, little is known on the persistence of molecular indices of past land
uses in soils. In this respect, the lipid content of three soil monoliths from the French Massif
Central has been examined in order to assess whether molecular biomarker imprints can
attest to former landuse. The free neutral lipid content of two reference soils developed
under a grassland and a forest vegetation and of a soil for which landuse was converted
from grassland to forest about 60 years ago was analysed by gas chromatography - mass
spectrometry (GC-MS). The attention was focused on biomarkers previously defined as
being able to discriminate grassland from forests, namely n-alkanes and n-alkan-2-ones,
wax esters, naturally occurring fatty acid methyl esters (FAMESs), tricyclic diterpenoids

and their oxygenated forms, steroids and triterpenoids.

In contrast to the well known concept of increasing turnover time and organic matter
(OM) stabilisation with depth in soil profiles, no relationship could be established between

depth and the age of molecular assemblages.

Wax esters, n-alkanes and n-alkan-2-ones were relevant for characterizing the overlying
vegetation along the whole reference forest and grassland soil profiles but they failed to
distinguish the respective grassland and forest contributions in the soil profile that was
converted from grassland to forest. This most probably results from (i) a mixing of the
former and current molecular pattern affecting n-alkanes and n-alkan-2-ones and/or (ii)

the degradation of compounds inherited from the past use (wax esters for example) that
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erases the information they could bear. Conversely, FAMEs, and to a larger extent tricyclic
diterpenoids and their oxygenated forms, steroids and triterpenoids (including methoxy-
serratenes and triterpenyl acetates), are sufficiently resistant and efficient to distinguish

landuse in the reference soil profiles as well as in the converted soil.

Keywords: Soils, Biomarkers, Land-use changes, Grassland / Pasture, Conifer forest,
French Massif Central.

5.1 Introduction

In the perspective of preparing future societies to global environmental changes due to
increasing human pressure on the Earth system, the history of human-climate-environment
interactions is of still growing interest (Dearing, 2006). Knowledge of ancient interrelation-
ships requires the development of new tools enabling the reconstruction of past environ-
ments and ecosystems, including past land uses. Natural archives, such as sediments but
also soils, are reputed to retain the signature of past environmental settings. It is now
largely admitted that, at least at the historical scale, land use changes have irreversible
impacts on soils, in terms of bulk chemical properties, nutrients availability, structure and
patterns of surrounding vegetation communities (e.g. Peterken and Game, 1984; Dupouey
et al., 2002; Prévosto et al., 2002; Hurtt et al., 2006; Fraterrigo et al., 2009). Among the
different approaches developed to distinguish past land uses, the carbon isotopic compo-
sition of organic remains preserved in soils was successfully applied to decipher savanna
grassland (C4) vs. woodland (C3) successions (Schwartz et al., 1986; Biedenbender et al.,
2004; Bai et al., 2009; Bai et al., in press). The rationale for this approach is that the C
isotopic composition of the soil organic matter (SOM) undergoes only limited change in
the course of its evolution (Boutton, 1996; Boutton et al. 1998; Bernoux et al, 1998), and is
thus reputed stable at geological time scales (Cerling et al., 1989). Unfortunately, this tool
is generally not applicable under temperate habitats, where herbaceous plants and trees

both use the same C3 pathway.

While numerous studies have looked for lipids and other molecular indicators of an-
cient land uses in lacustrine sediments (e.g. Cranwell, 1984; Jacob et al., 2005; Fisher et al.,
2003), little is known about the persistence of lipid imprints through time in soils (Jansen
et al., 2008; Wiesenberg et al., 2010). The overwhelming majority of the studies currently
available about soil lipids deal with the relationships between their current land-use and
their molecular content (e.g. Otto and Simpson, 2005; van Bergen et al., 1997; Trendel et
al., 2010). Only few studies examined the survival potential of soil lipids at the decadal
(Wiesenberg et al., 2004) or even millennial scale (Huang et al., 1996). However, estimating

the pertinence and persistence of biomarker signatures in soils is of crucial importance and
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could provide key information applicable to the analysis of molecular biomarkers preserved
in lacustrine sediment records that are frequently used to track the evolution of palaeoenvi-
ronmental conditions in the catchment. In this perspective, it is effectively essential to know
whether the studied signal corresponds to an instantaneous snapshot of the catchment, or

if it concerns a longer lapse of time - ¢.e. potentially information about past land-uses.

In a previous study, we demonstrated through an exhaustive inventory that the neutral
lipid content of surface horizons of soils can be indicative of the surrounding vegetation and
landuse, depending on the studied compounds (Lavrieux et al., in prep'). In addition, we
detected in these soils triterpenyl acetates that are specific of Asteraceae and were mainly
detected in soils developed under grasslands (Lavrieux ef al., 20112?) and methoxyserratenes
that are specific of Pinaceae and were found in soils developed under forests (Le Milbeau et
al., in prep?). The present paper makes use of these results in order to compare three soil
profiles having had different land use histories in Lake Aydat catchment (Massif Central,
France). Two of these soils remained under the same overlying vegetation (grasses and
conifers, respectively) for at least the last 60 years, and are used here as references. The
third soil was covered by a pasture/grassland 60 years ago and was then converted to a
forest (mainly Picea sp.). The comparison of these soils allows us discussing the potential

of molecular biomarkers to unravel the history of soil usage.

5.2 Setting

Lake Aydat is located about 25 km SW from Clermont-Ferrand, in the French Massif
Central (Fig. 5.1). The small catchment of the lake (~ 30 km?), that itself belongs to the
River Loire one, is at an altitude ranging from 837 m (lake level) to ca. 1,300 m above
sea level, at the summit of volcanoes of the Chaine des Puys. The Veyre River is the lake

major tributary.

Andisols constitute the typical type of soils that covers the catchment. From a general
point of view, these soils develop on a mostly basaltic substratum, and are characterised
by a high OM residence time (Dahlgren et al., 2004; Torn et al., 1997). In Lake Aydat
catchment, the soils are rather thin (max. 30 cm depth), well drained and slightly acidic
(Chambre d’Agriculture du Puy de Dome, 2002). Located in a medium range mountainous
region, the catchment is subject to a harsh climate. This climatic and geologic uniformity

entails a similar pedogenesis in the whole area.

!Chapitre 3
2Chapitre 4
3Egalement détaillé en annexe A
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F1a. 5.1 — Localisation of the catchment of Aydat Lake, of current land-use and of sampling
sites.

5.2.1 Recent land use history

Until the middle of the 20th century, self-sufficiency in the region resulted in agricultu-
ral landscapes shared out between cereal and vegetable farming, and breeding, in a context
of tough natural conditions requiring traditional production methods (Michelin, 1996).
Severe land use changes intervened just after the Second World War when the intensifica-
tion and the specialisation of agriculture in production basins affected the whole France.
Combined with industrial and urban development, these historical changes triggered rural
exodus (Bazin et al., 1983; Prévosto et al., 2002). The favourable climate of the region
allowed then an intensive reforestation, initiated to face the increasing demand in wood
of the European market and to slow down the advance of uncultivated lands (Gadant,
1968). Nowadays, most of the catchment is covered by unploughed grasslands (pastures
and meadows; Michelin, 1996) and, to a lesser extent, by shrubs that develop on former
grazing plots. The top of volcanic mounts is covered by forests (generally artificial forests

of coniferous, mostly of Picea sp.).
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5.3 Materials and methods

5.3.1 Sampling

35 soil cores developed under the different land use types encountered in Lake Aydat
catchment were sampled at fall 2008 (Lavrieux et al., in prept). 3 of these 35 soil profiles
were selected in order to assess the impacts of land use changes on soil lipid composition.
The main characteristics of these soils are summarized in Table 5.1. Their past land use has
been assessed from aerial pictures taken in 1946. Accordingly, soil Sp (16 cm thick) and soil
Sf (22 em thick) have been occupied by a pasture and a coniferous forest for more than 60
yrs, respectively. In contrast, soil sample Spf (14 cm thick) was taken in a forest that was
formerly a pasture 60 yrs ago. The slope calculated for the soil under pasture is moderate
(5.7°), and higher for the current forests (11.0° for Spf, 14.9° for Sf) that are located on the
hillside of the "Puy de la Rodde" volcano (Fig. 5.1). Visual observation showed that the
organo-mineral horizon A, of sand-silt constitution, is the only recognizable above the C
horizon out of the humus that is in sharp contrast to the subjacent horizon in the forest
samples. This organic horizon is about 6 ¢m and 8 cm thick in Spf and Sf soil profiles,

respectively.

5.3.2 Lipid analyses

Since a single A organo-mineral horizon, accompanied by the humus in forests soils,
could be distinguished, soil monoliths were sub-sampled in 2 cm thick slices. Sub-samples

were dried at 40 °C over 48h in an oven and crushed in a mortar, and then sieved at 2 mm.

An aliquot (ca. 2 g) of each sample was extracted by way of automatic solvent extraction
with a Dionex® ASE 200 using a mixture of CHyCla:MeOH (1:1 v/v). After removal of
the solvent under Ny, the extract was separated into neutral, acidic and polar fractions
on aminopropyl-bonded silica, as described by Jacob et al. (2005). The neutral fraction
was further separated into aliphatics, aromatics, ethers + esters, ketones + acetates, and
alcohols by flash chromatography on a Pasteur pipette filled with activated silica (24 h at
120 °C, then deactivated with 5% H20), using a sequence of solvents of increasing polarity.
Gas chromatography-mass spectrometry analysis (GC-MS) was realised with a Thermo®
TRACE-GCQ Polaris. The GC instrument was fitted with a Rtx-5MS column (30 m x
0.25 mm i.d., 0.25 pm film thickness; 5 m of column guard). The GC operating conditions
were: 40 °C (1 min) to 120 °C at 30 “C.min~!, then from 120° to 300 °C (held 30 min) at
5 °C.min~'. Samples were injected in the splitless mode, with the injector set at 280 °C.

He was the carrier gas in constant flow mode at 1 ml.min~!. The mass spectrometer was

4Chapitre 3
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TaB. 5.1 — Main characteristics of the soils. TOC: Total Organic Carbon; HI = Hydro-
gen Index (mg hydrocarbons.gTOC™!; standard deviation: £6%); OI = Oxygen Index
(CO2.gTOC™!; standard deviation: £10%). Standard deviations after Disnar et al., 2003.
pHeacu, after Zocatelli et al., submitted.

Depth of . .
Soil the Slope DU poq Geological Current Past
. . depth HI (@)} pHcaci, substra- landuse
monolith profile ") (%owt) 2 landuse
(cm) tum (1946)
(cm)
0-2 10,4 273 186
2-4 9,4 248 192 5.76
4-6 9 244 199
Sp 16 5.7 86__180 Z’g zﬁ 3(1]3 Basaltic Pasture Pasture
10-12 5,3 191 222
12-14 5,4 187 220
14-16 5,7 168 232
0-2 18,2 278 186 Forest
2-4 10,8 232 211 5.2 (Coniferous
4-6 6,7 231 210 Basaltic " Ferns
Spf 14 11.0 6-8 8,7 221 210 (on a 1+ afew Pasture
8-10 5,3 184 231 volcano) deciduous trees
10-12 4,1 165 239 and herbs)
12-14 4 152 259
0-2 12,3 239 187 Forest
2-4 8,0 220 378 5.5 (Coniferous
4-6 6,7 194 218 Basaltic " Ferns
Sf 22 14.9 6-8 4,6 205 200 (on a +oafew Forest
8-10 5,7 225 201 volcano) deciduons trees
10-12 4.3 176 222
and herbs)

1214 4 158 253
14-16 3,3 141 246
16-18 3 140 263
1820 2,7 132 263
2022 24 114 271

operated in the electron ionization (EI) mode at 70 eV and scanned from m/z 50 to 600.
For details on compound identification, see Lavrieux et al. (2011, in prep®) and Le Milbeau

et al. (in prep®).

5.3.3 pH, granulometry and Rock-Eval pyrolysis

The measurement techniques and data on soil pH, granulometry and OM quantitation
and characterisation through Rock-Eval pyrolysis [i.e. mainly Total Organic Carbon (TOC,
%), Hydrogen Index and Oxygen Index (HI and OI in mg hydrocarbons.gTOC~! and
CO2.gTOC™1)| were presented in a previous study on Lake Aydat catchment soils (Zocatelli
et al., submitted”), thus only those fully relevant to the studied soils are mentioned in the

following discussion.

5Chapitres 3 et 4
SEgalement détaillé en annexe A
"Annexe B
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5.4 Results and discussion

5.4.1 Bulk analyses

As generally observed in soils (i.e. Marseille et al., 1995, Disnar et al., 2003), TOC
decreases with depth in the three studied soils (Fig. 5.2, Table 5.1). These three soils are
rich in OM independently of their vegetation cover, varying from 10-18% at the surface
(soils Sp and Spf, respectively) to 4-5.5% at 12-14 cm depth (soils Spf - Sf, and soil Sp
respectively). TOC of the deepest soil profile (Sf) stabilizes around 2.4% down to its base
(20-22 c¢cm depth). This decrease is progressive in the grassland soil, whereas the two forest

soils are affected by a re-increase of TOC just below the humus.

TOC %wt HI (mg HC. g TOC™T)
0 5 10 15 20100 150 200 250 300

-
o

Depth (cm)
o

N
N

20

25

FiG. 5.2 — Total Organic Carbon and Hydrogen Index vs. depth, for the three soil cores.
Solid black lines: Soil Sp, solid light grey lines: soil Sf, dotted dark grey lines: soil Spf.

HI values (Fig. 5.2, Table 5.1) also globally decreases with depth, but not linearly with
TOC, and once more in a bi-phased trend for Sf and Spf. Values range from 239-278 mg
HC.gTOC™! (Sf and Spf, respectively) at the top, to 152-187 mg HC.gTOC™! at 12-14 cm

depth (Spf and Sp, respectively). A lower value of 114 mg HC.gTOC™! is reached in the
deepest Sf level.

In the three soil profiles, OI values increase regularly with depth (from 186 at the top
to 220-259 mg CO2.gTOC™! at 12-14 cm depth, and up to 271 mg CO2.gTOC™! at the
bottom of Sf), except for Sf where the 2-4 cm depth slice is in sharp contrast with the

otherwise progressive evolution of the parameter.
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Characterizing molecular biomarkers stands on the qualitative and quantitative pre-
servation ability of the OM within soil profiles, which can first be appraised by bulk OM
analysis. First of all, the richness in TOC in all the samples testifies to a long residence time
of SOM, and thus of a good OM preservation. This is reinforced by the complete absence
of aromatic compounds underlined in a previous study on the same samples (Lavrieux et

al., in prep®), that plays in favor of a well preserved lipid content (Spyckerelle, 1975).

HI values of the sub-surface samples (2-4 ¢m) are similar to those measured on other
samples of the catchment (Zocatelli et al., submitted?) but are quite low when compared
to the large soil sample set studied by Disnar et al. (2003). However, as pointed out by
these authors, HI values are largely dependent on the local vegetation. The progressive HI
decrease with increasing depth in the soil profiles, and the associated Ol increase clearly
depicts the global tendency towards further oxidation that affects SOM in the profiles,
together with the increase in humification and mineralization (Disnar et al., 2003). The
2-4 cm section of the forest soil Sf is very singular. Particularly high OI values reflect an
advanced state of oxidation, i.e. a low degree of OM preservation. Effectively, previous
analyses performed on this sample revealed a high content of free fatty acids indicative of
a release of these compounds by hydrolysis of plant esters (Zocatelli et al., submitted!?).
Comparison between Sf and Spf shows that Spf displays a higher TOC associated with a
lower pH. According to Prévosto et al. (2002), who worked on soils sampled in the north
of Aydat catchment - including one located on the northside of the Puy de la Rodde near
from where Sf and Spf were taken (Fig. 5.1), this tendency is typical for current forest
soils known as ancient moors. Assuming that a parallel can be drawn with an evolution
from grassland to forest, it could explain the differences observed between Spf and Sf, and
constitute an indication in favour of the possible conservation of the ancient grassland

imprint in the soil Spf.

5.4.2 Lipid content

Previous works on soils from the same catchment (Lavrieux et al., 2011, in prep'!; Le
Milbeau et al., in prep'?) allowed determining clear criteria for distinguishing grassland and
forest soils based on the following characteristic biomarker features: occurrence or absence
of wax esters, tricyclic diterpene hydrocarbons and their oxygenated derivatives, triterpe-
noids such as methoxyserratenes, triterpenyl acetates and an unidentified compound, as

well as on the relative abundance of steroids, of the dominant homologues of n-alkanes

8Chapitre 3

9Annexe B

0 Annexe B

" Chapitres 3 et 4

12Fgalement détaillé en annexe A
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and n-alkan-2-ones, distributions and of the Cy5.9 FAME and its iso and anteiso isomers.
The greatest part of soil lipids directly originates from the local vegetation (van Bergen
et al., 1997). However, the composition of SOM in subsoils can also be strongly affected
by pedogenetic processes (Rumpel et al., 2002). Assuming that the three sampled soils
underwent the same pedogenesis, only differences in the composition of the surrounding
vegetation can be invoked to explain the variations observed in their lipid composition, at
least in first hypothesis. This entails that the variations of biomarker concentration along

the studied profiles can not be due to selective compound degradation.

A general overview of soil lipid content in the Spf profile shows that it is qualitatively
highly homogeneous, the main differences lying in the relative proportions of compounds.
This homogeneity is exemplified in Fig. 5.3, where the distribution of compounds in a
representative fraction (ketones / acetates) from two distinct samples (namely, 2-4 ¢cm and
10-12 cm) is displayed.

5.4.2.1 Forest biomarkers

5.4.2.1.1 Diterpenoids and oxygenated tricyclic diterpenoids

Tricyclic diterpenoid hydrocarbons and oxygenated derivatives, well known as conifer
products (e.g. Otto and Wilde, 2001 and references therein; Stefanova et al., 2002, and
references therein), are totally absent in the grassland soil Sp. 9 tricyclic diterpenes were
found in Sf and Spf, in variable proportions (Fig. 5.4) but quite similarly in the two soils.
More diverse oxygenated tricyclic diterpene distributions in Sf (18 compounds) than in Spf
(13 compounds) suggest slight differences in the local plant source(s) or a more diluted
content in Spf that does not allow detecting all the compounds. An alternative hypothesis
would consider these lower compound concentrations as resulting from a lower accumulation

of tricyclic diterpenes as a consequence of a shorter time of coverage by conifers.
5.4.2.1.2 Methoxyserratenes

Compounds belonging to the methoxyserratene family are highly specific to coni-
fers (Le Milbeau et al., in prep'3). 8 methoxyserratenes (6 tentatively identified as 3a-
methoxyserrat-13-en-21-one, 3«,213-dimethoxyserrat-14-ene, 213-methoxyserrat-14-en-3-
one, 3a-methoxyserrat-14-en-21-one, 21a-methoxyserrat-14-en-3-one, 33-methoxyserrat-14-
en-21-yle acetate, and 3a-methoxyserrat-14-en-213-ol, and 35-methoxyserrat-14-en-213-ol)
were found in Sf but none in the grassland soil Sp. These compounds are also present in
the Spf profile, but often as traces, even at the top of the profile (Fig. 5.4). This might

13Fgalement détaillé en annexe A
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F1G. 5.3 — GC-MS traces of the slices 2-4 cm and 10-12 cm of the ketone / acetates fraction
of the soil profile Spf. The same quantity of standard (IS, 5a-cholestane) has been added to
each fraction. Nomenclature of the compounds after Lavrieux et al. (in prep; refer to this
article for details). Oxygenated tricyclic diterpenes: ox2 = abieta-8,11,13-trien-7-one; ox12
= dehydroferruginol; ox18 = 12-hydroxysimonellite; ox3, ox6, ox7, 0x9, 0ox10, ox11, ox13,
ox14, ox17 = unidentified compound. Triterpenyl acetates: tad = isobauerenyl acetate;
ta7 = lupeyl acetate; ta9 = bauerenyl acetate; tal0 = taraxasteryl acetate. Methoxyser-
ratenes: msl = 3a-methoxyserrat-13-en-21-one?
ms3 = 210-methoxyserrat-14-en-3-one?, ms4 = 3a-methoxyserrat-14-en-21-one?, msh =

21a-methoxyserrat-14-en-3-one?.
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F1G. 5.4 — Occurrence of forest biomarkers (tricyclic diterpenes, oxygenated tricyclic diter-
penes, methoxyserratenes) and grassland biomarkers (triterpenyl acetates) in the three
soil profiles. Nomenclature after Lavrieux et al. (in prep; refer to this article for de-
tails). Tricyclic diterpenes: DT1, DT4, DT6 = norabietadiene isomers; DT2, DT3, DT5,
DT8 = abietadiene isomers; DT7, DT10 = 19(18)-norabieta- 8,11,13-triene isomers; DT9
= 18(19)-Norabieta-4(19),8,11,13-tetraene; DT11 = dehydroabietane. Oxygenated tricy-
clic diterpenes: ox2 = abieta-8,11,13-trien-7-one; ox12 = dehydroferruginol; ox18 = 12-
hydroxysimonellite; ox1, ox3-ox11, 0x13-0x17 = unidentified compounds). Methoxyserra-
tenes: msl = 3a-methoxyserrat-13-en-21-one?, ms2 = 3a,215-dimethoxyserrat-14-ene?,
ms3 = 21[-methoxyserrat-14-en-3-one?, ms4 = 3a-methoxyserrat-14-en-21-one 7, msh =
21a-methoxyserrat-14-en-3-one?, ms6 = 30-methoxyserrat-14-en-21-yle acetate?, ms7 =
3a-methoxyserrat-14-en-215-0l7, ms8 = 35-methoxyserrat-14-en-213-ol?. Triterpenyl ace-
tates: tad: isobauerenyl acetate, ta7: lupeyl acetate, ta9: bauerenyl acetate, tal0: taraxas-
teryl acetate, tall: i-taraxasteryl acetate, tal2: isopichierenyl acetate, tal3: pichierenyl
acetate, tald: gammacerenyl acetate, talb: swertenyl acetate.

result from a too short time of OM accumulation, especially for the bottom levels of the

profile.
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5.4.2.2 Grassland biomarkers

5.4.2.2.1 Wax esters

As assumed in a previous work, the wax esters occur specifically in the grassland soils
(Lavrieux et al., in prep'*). Accordingly, compounds of this family have been only detected
in the grassland soil Sp but not in the forest profile Sf. They are also absent of the Spf
monolith, that typifies a forest imprint. Their absence can be explained by a quicker hydro-
lysis of these compounds in the forest soils than in grasslands. It can thus be hypothesized
that in Spf, the conversion to forest rapidly led to conditions that favored a fast hydrolysis

of the wax esters.
5.4.2.2.2 Triterpenyl acetates

Bauerenyl, isobauerenyl, lupeyl, taraxasteryl, i-taraxasteryl, swertenyl, pichierenyl,
isopichierenyl, and gammacerenyl acetates, previously defined as specific markers of Astera-
ceae (Lavrieux ef al., 2011'%), are all present in variable proportions in soil Sp (grassland),
their cumulated proportions ranging from ~ 0.7 ug/g TOC to ~ 4 ug/g TOC (Figs. 5.4 and
5.5). They are totally absent in the forest soil Sf. The soil Spf contains five of them (baue-
renyl, lupeyl, isobauerenyl, 1-taraxasteryl and swertenyl acetates; Fig. 5.5), at cumulated
concentrations ranging from ~ 0.025 at the top to ~ 0.5 pg/g TOC towards the bottom
of the profile, these concentrations being not significantly different of the concentrations
of the same compounds in Sp. The absence of four compounds could be explained by a
selective degradation of some of the triterpenyl acetates, but as underlined by Lavrieux et
al., 2011'%), the possibilities of rearrangements of these compounds remain unchecked and
in absence of evidence, they can be considered as stable. In this hypothesis, the different
diversity observed in Sp and Spf is more probably explained by different plant source in-
puts. The Asteraceae imprint observed in Spf is here explained by its previous land use as
grassland. The increase of the compound concentration (normalized to TOC) with depth,
could here be related to a progressive downward leaching of these compounds leading to
their accumulation toward the bottom of the profile, while the current forestry vegetation
contribution that has supplanted grassland one for several decades, no longer supplies the

topsoil with fresh herb material.

Pichierenyl, isopichierenyl and gammacerenyl acetates are totally absent from Spf, while
swertenyl acetate is slightly detected at 6-8 ¢m depth only. These four compounds are

present all along Sp profile. Lavrieux et al., 2011'7) underlined the high specificity of
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Fic. 5.5 — Quantitation of the specific triterpenyl acetates (Lavrieux et al., 2011) in the
Sp and Spf profiles. Concentrations are expressed as ug/g TOC.

these four triterpenyl acetates, that they attributed solely to the species Picris hieracioides
(hawkweed oxtongue). Accordingly, their almost total absence in Spf allows hypothesizing
that (i) during its grassland use, hawkweed oxtongue was probably nearly absent of this
plot, and that (ii) as stated above, swertenyl acetate may also be produced by other species,
that do not produce pichierenyl, isopichierenyl and gammacerenyl acetates, and that are

not described as such to date.
5.4.2.2.3 Steroids

Various steroidal ketones and alcohols were detected in the three soil profiles. Steroids
are present in all eukaryote cells, but some of them are more specifically produced by
microorganisms in the environment or even much more efficiently in the digestive track
of animals (Bull et al., 2002). Accordingly, different steroid ratios have been proposed to
attest fecal pollution (e.g. Jardé et al., 2007a, b; Tyagi et al., 2008). The fecal marker
contribution to Aydat soils has previously been estimated by the following ratio (Lavrieux

et al., in prep'®):

coprostanol + epi — coprostanol + stigmastanol + epi — stigmastanol + campestanol

campesterol + sitosterol 4+ cholesterol

The high value of the steroid ratio (~0.8) at the top of Sp is divided by 4 at the bottom
of the profile (Fig. 5.6). In contrast, the evolution of the ratio is not linear in Sf where,
in addition, the higher values are about 25 and 90 times lower than the lower and higher

values encountered in Sp, respectively. In soil Spf the ratio values are low, but always higher

18 Chapitre 3
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than those found for Sf. These values increase significantly with depth, indicating a higher

fecal contribution at the bottom of the profile, that is fully consistent with its past pasture

land use.
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Fi1G. 5.6 — Evolution with depth of the ratio expressing the fecal contribution in the three
soil profiles. See text for details.

5.4.2.3 n-Alkyl compounds

5.4.2.3.1 n-Alkanes and n-alkan-2-ones

n-Alkanes and their S-oxydation products n-alkan-2-ones (Lavrieux et al., in prep'?)
range from n-Cis to n-Css in the Sp and Sf profiles, with, in both cases, a strong odd-
over-even compound predominance characteristic of higher plants (Eglinton and Hamilton,
1967). In contrast, in soil Spf the n-Csy and n-Css homologues were not detected below
8 cm depth. The n-Cog / n-Cs; alkane ratio values (Fig. 5.7) remain < 0.8 all along the
grassland profile Sp, whereas it shows values > 1.6 all along the forest soil Sf. The n-
Ca9 / n-Cg; alkan-2-one ratio values (Fig. 5.7) are quite similar to those of the n-Cag
/ n-Cs3; n-alkane ratio, except in the Sf topsoil where much higher values (ca. x 4) are
observed. This is fully consistent with the oxidation that affected the upper levels of this
profile, as already mentioned here above. For these two compound families, Spf profile
shows intermediate ratio values - namely, always around 1 - that does not allow delineating
any evolution from one pool to the other. This could be explained by variable plant inputs,
or variable environmental conditions, these two factors having a strong influence on the
n-alkane signature (Cranwell, 1973a, b; Kerfourn and Garrec, 1992; Marseille et al., 1999).

However, the proximity of the Spf and Sf sampling sites does not play in favour of the
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second hypothesis. Another possibility is an averaging of the ratio values by mixing of
n-alkanes in soils provided by different types of plants, and in particular of the n-Cog and
n-Cs; alkanes used for ratio calculation, i.e. the dominant homologues in trees and in grass

in the area, respectively.

a. n-alkanes : n-Cog/n-C34

0 - 0 - 04
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F1G. 5.7 — Evolution with depth of the (a) n-Cag / n-Cs; alkanes ratio and (b) n-Cag /
n-Cg1 n-alkan-2-ones ratio.

5.4.2.3.2 FAMEs

In the literature, FAMEs usually designate fatty acids either initially free in a sample
or released from a bound form by hydrolysis, and subsequently methylated for analytical
purposes. At Aydat, such esters, that were also found among the neutral soil lipids without

any methylation treatment (Lavrieux et al., in prep??), were thus assumed to be natural
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esters, as already described by Grasset and Ambles (1998).
The three soils display bimodal FAME distributions extending from n-Ci4.0 (Cpin) to

n-Cs3.0 (Ciaz) with a marked even-over-odd carbon number predominance. n-Cig.9 and
n-Cag.0 are the two dominant compounds all along the forest profile Sf but also in the
upper 10 ¢m of the grassland soil Sp. In contrast, a predominance of n-Cig.9 and n-Coy.g
is observed in the sections taken below 10 cm depth in soil Sp and also in the whole soil
profile Spf. This change in high molecular weight FAMEs mode in the grassland profiles
Sp could result from the progressive disappearance of the rather easily hydrolysable esters.
This also suggests that these compounds most probably have a too short residence time to

be usable as past land use indicators.

As already stressed in a previous work, the (iCis.0 + aiCi50) / Ci5.0 FAMEs ratio
allows distinguishing prairial and forest soils, the higher ratio value in the former being
classically attributed to a greater bacterial activity (Lavrieux ef al., in prep?' and references
therein). As a matter of fact, the (iCy5.0 + aiCis.0) / Cis.0 ratio values (Fig. 5.8) range
from 3.2 to 3.7 in the grassland soil Sp, whereas they are clearly lower for the forest profile
Sf (i.e. 2.1-2.3) but also in the 8 upper c¢m of the soil Spf, covered by trees for a few decades.
However, in the latter case, the ratio values increase suddenly downward from 8 cm depth
to reach values of 2.85-3, close to those of the grassland soil and thus in full agreement with
the grassland inheritance of Spf. As for triterpenyl acetates, this preferential accumulation
of compounds typical for the grassland pattern at the base of the profile can also, at least
partly, be attributed to compound accumulation as a result of leaching processes no longer

compensated by fresh grass input on the topsoil).
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Fi1G. 5.8 — Evolution with depth of the (iCy5.0 + aiCis.0) / n-Ci5.0 FAMESs ratio. See text
for details.
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5.4.3 General Discussion

The globally good OM preservation attested by bulk analyses is fully confirmed by
several molecular indices of past land use in the Spf soil profile. Whereas the reference soils
Sf and Sp have lipid content unequivocally related to their current plant cover, whatever
the considered depth, soil Spf that has undergone a land use change shows a more miti-
gated imprint. The current use of Spf as a forest is well expressed by the occurrence of
typical conifer markers (especially tricyclic diterpenes hydrocarbons and their oxygenated
derivatives and methoxyserratenes), more concentrated in the humus, although this im-
print is not as clearly recorded as in Sf in terms of compounds diversity (lack of several
oxygenated tricyclic diterpenes) or of compound distribution with depth (lower concentra-
tions of methoxyserratenes in Spf than in Sf, even at the top of the profile). Conversely,
the occurrence of unequivocal grassland markers such as triterpenyl acetates accompanied
by higher values of steroids and FAMEs ratios within the profile, and particularly in the
deepest samples, implies a lipid pattern that can be straightforwardly linked to its ancient
grassland use. Although the lipid composition of Spf is not significantly different between
the top and the bottom of the profile on a qualitative basis (Fig. 5.3), the concentrations
of bauerenyl, isobauerenyl, lupeyl and -taraxasteryl acetates in bottom levels attest to a
grassland signature (Fig. 5.3, 5.5, 5.6, 5.8).

Conversely, some molecular markers failed in the recognition of the two superimposed
land use signatures. The settlement of a forestry vegetation most probably brought new
conditions favorable to the fast and complete hydrolysis of wax esters, a process that, in
this hypothesis, could have been effective in less than 60 years. Although the n-alkane
distribution mode has commonly been used in attempts at distinguishing herbaceous and
ligneous plant inputs (e.g. Cranwell, 1973a, b; van Bergen et al., 1997), the present results
show that the high molecular weight n-alkanes, as well as their S-oxydation products n-
alkan-2-ones, can no longer be considered as reliable for the distinction of plant inputs in a
soil subjected to a past land use change. Mixing of the ancient and current organic signals

or slight variations in vegetation can effectively result in a blurred signature.

The classical picture supposing older SOM at the bottom of soil profiles cannot be
straightforwardly established here because biomarkers of former landuse are not strictly
constrained to the deepest samples in Spf; i.e. the soil monolith Spf cannot be simply divi-
ded in two parts, the upper part reflecting its current forest status and the base archiving
its grassland history. The whole profile biomarker content finally appears as an intimate
mixture between components inherited from the past and current vegetation, more or less
expressed following the considered family of compounds. This mixing might first be explai-

ned by an intensive bioturbation, probably associated with compound introduction at depth
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through leaching and root penetration (Trendel et al., 2010). In the light of these results,
one must keep in mind that this overall behavior would perhaps be expressed differently

in deeper soils and/or in ones where different horizons could be clearly distinguished.

5.5 Conclusions

To fill the lack of knowledge about the persistence of molecular indices of past land
uses in soils, three soil monoliths of different land use histories were studied, focusing on
previously defined criteria that proved their potential to distinguish current land use in
soils. Bulk OM analysis results (TOC, HI, OI), combined with the absence of aromatic
compounds, indicate that degradation is probably not the major factor that explains va-

riations in molecular content all along the three studied soil profiles and between them.

In contrast to compounds such as n-alkanes, n-alkan-2-ones and wax esters that fail to
distinguish an old land use, others such as FAMEs, tricyclic diterpenes and their oxygenated
derivatives, triterpenes and steroids have shown a potential for discriminating current and

ancient land uses, including cattle breeding areas (steroids indicating fecal contribution).

These results show that all these previously defined molecular biomarkers are not usable
to trace land use changes, first if they are not plant source specific, but also because of their
individual intrinsic fragility. Distinctive criteria that could be based on the occurrence or
the absence of (a) given compound(s) appear as the most accurate since they rub out any
potential tendency of the environment to influence the concentration of these compounds,
in contrast to the criteria that lie on relative compound abundances. However, processes
such as leaching, bioturbation and root penetration affect more or less globally the whole
molecular content distribution all along the soil profiles, and thus tend to mix the former

and current signals.

Finally if this study confirms the capacity of aftermaths of past land uses at molecular

level, it also raises the following questions about:

— the duration during which a past land use signature might be preserved, in terms of
molecular imprint, especially as a function of the intrinsic OM turnover time and a
given type of land use;

— the reliability of the terrestrial signal recorded by lacustrine sediments. Indeed, if
eroded soil material is proved to contain a mix of biomarkers reflecting the catchment
current and past land-uses, to which extent is the signal archived in the lacustrine

sediments biased by former catchment history?
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Chapitre 6

6700 ans d’enregistrement
sédimentaire de signaux climatiques
et anthropiques

Une séquence sédimentaire de 19 métres et couvrant les 6700 derniéres années a été prélevée au
centre du lac d’Aydat. Son cadre chronologique a été établi a 'aide de datations radiocarbone AMS,
de mesures de teneurs en 37 Cs et de corrélations de niveaux détritiques avec des crues historiques.
Une approche multi-proxy (densité, susceptibilité magnétique, spectrométrie de fluorescence X,
analyses Rock-Eval et étude d’archives historiques) a été mise en ceuvre afin de caractériser les
dépots et de tenter d’expliquer leur évolution. Le taux de sédimentation important résulte de la
forme étroite de la vallée ou le lac s’est développé, derriére le barrage formé par une coulée de lave.
Deux périodes contrastées de sédimentation ont pu étre distinguées, couvrant respectivement les
intervalles de dates suivants : 6700200 - 3180+£90 cal. BP et 1770+60 cal. BP - Actuel. L’unité
inférieure, qui couvre le milieu de I’Holocéne, présente une lamination fine et réguliére, et contient le
dépot de crue le plus important de toute la carotte. Cette unité se termine par un dépot gravitaire
en masse qui la sépare de I'unité supérieure. Cette derniére, qui correspond a I’Holocéne supérieur,
est constituée de sédiments & lamination peu marquée, ou s’intercalent de nombreux dépoéts de crue
(56 événements), ainsi que des blooms de diatomées. Jusque vers 1100 cal. BP la sédimentation
est clairement controlée par des forcages climatiques, i.e. plus précisément, par I'activité solaire.
Ensuite, survient un changement majeur dans le mode de sédimentation : 1’évolution vers des
apports plus détritiques, associés a des dépots de crues nombreux et récurrents, est a priori a
mettre en relation avec l'intensification de I'impact anthropique sur le bassin-versant. Deux phases
d’eutrophisation du lac ont aussi été mises en évidence : une premiére phase, datée de 1200-1130
cal. BP et qui résulterait d’une pression anthropique croissante, ainsi que la phase actuelle qui
aurait débuté il y a environ 150 cal. BP. La grande qualité et la haute résolution de cette série
en font la séquence sédimentaire lacustre la plus compléte et la plus détaillée de la région d’étude
pour cette période. Elle y constitue également le premier enregistrement paléohydrologique.
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Abstract

A 19-meters-long sedimentary record that was retrieved in Lake Aydat (French Massif
Central) covers the last 6700 yrs. Its dating has been assured by AMS radiocarbon dates,
137Cs measurements and correlations with historical floods. A multi-proxy approach (den-
sity, magnetic susceptibility, XRF, Rock-Eval analyses and historical archives study) was
used to characterise and tentatively explain the sedimentation. The important sedimenta-
tion rate results from the narrow valley dammed by a lava flow. Two contrasted periods
of sedimentation (6700+£200 - 3180+90 cal. BP, and 1770£60 cal. BP - now) are charac-
terized. The lower unit (mid-Holocene) displays a fine and regular lamination and holds
one major flood deposit. This unit is ended by a mass wasting deposit. The upper unit
(late-Holocene) is made of faintly laminated sediment, with numerous interbedded flood
deposits (56 events) and blooms of diatoms. The sedimentation was clearly controlled by
climatic forcings (solar activity) until ca. 1100 cal. BP, then it was disrupted by a major
change in the sedimentary pattern: a more detrital input with numerous and recurrent
flood deposits was linked to the intensification of anthropogenic impact on the catchment.
Two phases of eutrophication of the lake have been highlighted: a first phase could have
occurred between 1200-1130 cal. BP, as a result of growing anthropic pressure, and the
current phase could have started ca. 150 cal. BP. The high quality and resolution of this
series makes it the most complete and detailed lacustrine sedimentary sequence for this

period and for the region, and the first record of palaeohydrology.
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6.1 Introduction

Anthropic activities have reached such a level that they are now universally conside-
red as having an important impact on natural systems (e.g. Dearing, 2006) and on the
whole terrestrial environment (IPCC, 2007). In this context, it is crucial to get a good
understanding of the complex inter-relationships that link societies, climate and natural
environments. Unravelling such interactions especially means studying natural records of
natural phenomena, which would then allow anticipating the consequences of current glo-
bal change. Among the natural archives the preservation potential of which is well proven,
lacustrine sediments provide high quality information. As marine sediments they generally
constitute continuous records, but in contrast to the former they are able to deliver local
information about the natural (climate, topography, vegetation, ...) and anthropogenic

conditions that prevailed, at the generally limited spatial scale of a catchment.

The medium-mountainous configuration of the French Massif Central, at the boundary
of oceanic and continental influences, confers it a relatively high sensibility to climatic
changes coupled with a rural context supposedly reflecting moderate anthropization. Ho-
wever, so far, only few studies have been devoted to the interactions between environment,
humans and climate in this region. In contrast to the history of its populating of its more
hospitable north part, the Limagne plain, that is well known (e.g. Macaire et al., 2010), its
mountainous territories have yet only given rise to a rather limited number of archaeological
and palaeoenvironmental studies (Miras et al., 2004; Surmely et al., 2009). Other regions
where lacustrine archives are numerous, such as the Alps, have been extensively studied
(e.g. Chapron et al., 2002; Magny, 2004; Arnaud et al., 2005; Leroux et al., 2008; Debret
et al., 2010). Conversely, the French Massif Central has not beneficiated from the same
interest, although it counts a notable number of lakes, including crater lakes, remnants
of its tertiary to quaternary volcanic activity. If the sediment infill of some of these lakes
has been investigated for various purposes, e.g. to track erosion fluxes or highlight natural
hazards (Gay and Macaire, 1999; Chapron et al., 2010, respectively), no high-resolution
multidisciplinary studies of a lake sediment record has been realised up to now. Lake Ay-
dat, where the human occupation history of the catchment is well constrained (Miras et al.,
2004), seems to be a suitable target to fill this gap. In addition, its recent sedimentation,
and (bio)chemical characteristics have recently been extensively studied to apprehend its
current - eutrophic - functioning (e.g. Sarazin et al., 1992, 1995; Alfonso, 2000; Stefanova
and Disnar, 2000; Michard et al., 2001; Ogier et al., 2001).

In this perspective, this paper aims at reporting on the 19 meter-long Lake Aydat se-
dimentary sequence that covers the last 6700 years. The establishment of an age-depth

model and comparison with other studies are used to highlight climatic and anthropogenic
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contributions to the sedimentary signal, approached through density, magnetic suscepti-
bility (MS), X-ray fluorescence spectrometry (XRF), organic bulk analyses and historical

archives study.

6.2 General setting

Lake Aydat (45" 39’ 40" North, 2° 58’ 27" East) is located in the French Massif Central
at ca. 25 km SW from Clermont-Ferrand, at the southern boundary of the Chaine des
Puys volcanic range (Fig. 6.1), where it forms a plateau sharply incised by fluvial V-
shaped valleys. The lake is at an altitude of 837 m a.s.]. and originates from the damming
of the Veyre river by a basaltic flow dated from 8551+ 400 cal. BP that was issued from
the Puys de la Vache and Lassolas volcanoes (Boivin et al., 2004). The lake surface is 6.10°
m?. Its water volume is of ca. 5.2.10 m3, with an average depth of 7 m and a maximal
depth of 15 m. The mean residence time of waters is ca. 7.5 months (Michard et al., 2001).
The lake is eutrophic and is mainly fed from the West by the Veyre river (75%) that drains
water flow brought from the Atlantic Ocean depressions, completed by a lateral supply
through the shores and precipitations (25%). The river constitutes the main outlet (85%),
the rest (15%) percolating through the basaltic flow (Bouchet, 1987). An earlier study
estimated the recent (50 last years) sedimentation rate to ca. 0.46 cm/yr (Sarazin et al.,
1992). The catchment of Lake Aydat is located upstream from the Loire river basin. Its
surface that is ca. 30 km?, extends from 837 m a.s.l. (lake level) to 1300 m a.s.l. (West
of the catchment, and top of the volcanoes). It develops on a plutonic and metamorphic
substratum (granodiorites), partially covered by late glacial to Holocene volcanic deposits
(Boivin et al., 2004). Nowadays, the catchment is in the major part covered by grasslands
/ pastures, and by forests most or even all of which are artificial (principally coniferous, of

Picea sp.), and located on top of volcanoes.

6.3 Material and methods

A seismic survey, carried out prior to the coring, failed to reveal the intimate structure
of sedimentary deposits because of a high content of gas (CHy), but confirmed previous
bathymetric measurements (Figs. 6.1; 6.2). Accordingly, the coring site was chosen in the
central and deepest part of the basin, close to the Veyre river delta. A continuous se-
quence (AYDO09; 19 m long) was retrieved in 2 and 3 meters long sections at 14.5 m water
depth (Fig. 6.1), with a UWITEC coring platform. The problems of transition between
sections were offset by taking twin overlapping cores that were intercorrelated, thanks to

well recognized key horizons, to reconstruct a continuous composite series.
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Fia. 6.1 — Location of Lake Aydat and its geological setting (after Boivin et al., 2004).
Dashed line: location of the profiles presented in Fig. 6.2.

The chronology of the sequence is based on (i) 18 AMS radiocarbon dates distributed
over the core, based on leaves and wood fragments analyses. These ages were obtained at
the Laboratoire de Mesure du Carbone 14 (Gif-sur-Yvette, France) and calibrated (20)
using CalPal Online (Danzeglocke et al., 2001; Table 6.1); (ii) *"Cs measurements on the
20 c¢m top of the sequence that highlighted the main events of 1963 and 1986 AD (J.L.
Reyss, Laboratoire des Sciences du Climat et 'Environnement, Gif-sur-Yvette, France).
The scarcity of datable organic material in the 7 top meters was counterbalanced with the
detection of numerous flood deposits (Mulder and Chapron, 2010) that were correlated with
historical events in the Loire river catchment described (Champion, 1858-1864; Deblaére
and Fabry, 1998; Genét, 2007; Table 6.2; see § 6.4.1.).

MS and XRF were measured with a step of 1 ¢cm using a Geotek Multi Sensor Core Log-
ger System (MS; Laboratoire Chrono-Environnment, Besancon, France) and Avaatech Core
Scanner (XRF; Laboratoire Environnements et Paléoenvironnements Océaniques et Conti-
nentaux, Bordeaux, France), respectively. Density was appraised by continuous measures
using a Hologic densitometer (dual energy X-ray absorptiometry; Institut de Prévention et

de Recherche sur I’Ostéoporose, Orléans, France).
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Fi1a. 6.2 — (a) Bathymetric map of Lake Aydat and location of the coring site and of the
seismic profiles shown in (b). (¢): Altitudinal profile transverse to the lake and extrapolation
showing the morphology of the valley (location: see Fig. 6.1). (d): Schematic representation
of a longitudinal profile, from the palaeodelta to the coring in the basaltic flow. Dashed
line: approximate outline of the supposed location of the substratum of the lake, estimated
from the river profile tendency.

Bulk organic matter (OM) analyses were carried out with a Rock-Eval6 (RE6) on ca.
60 mg of dried and crushed sediments. Rock-Eval parameters used in this study are Total
Organic Carbon (TOC, %), Hydrogen Index (HI, mg hydrocarbons.g TOC™!), and Oxygen
Index (OI, mg COy. g TOC™!; Espitali¢ et al., 1985; Lafargue et al., 1998).

Pollen analysis on this core is currently in progress; consequently this study will be
based on a comparison with anterior palynological analysis led on Narse d’Espinasse peat
marsh, located in the catchment (Miras et al., 2004; Fig. 6.1).

6.4 Results and discussion

6.4.1 Background sedimentation and origin of detritism

The sediments of the Veyre river are representative of the detrital input to the lake,

with a minor contribution of the granodioritic substratum to the sedimentary flow, most
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TAB. 6.1 — AMS radiocarbon dates and '37Cs results obtained from the Lake Aydat core.

Lines in italic: excluded dates (r. d. = reworked debris; i. u. = intermediate unit)

Datation Type of material Master core depth (cm) Radiocarbon Calibrated age Laboratory
method P Uncorrected  Corrected age (BP) (20 years cal. BP) Name
B37Cs Bulk sediment 20 19 - - 36 (1986 AD) -
137Cs Bulk sediment 30 29 - - 13 (1963 AD) -
e Twig 349.7 332.7 520 4+ 30 570 &£ 40 SacA 21687
40 Twig 387.7 370.7 700 £+ 30 650 &+ 50 SacA 21688
e Twig 467.5 433.2 1330 + 30 1270 + 80 SacA 16355 1.
e Twig 705.8 656.8 1265 4+ 30 1230 &+ 40 SacA 21685
e Twig 782.1 727.5 1575 4+ 30 1480 =+ 40 SacA 21686
e Twig 790.1 735.5 1630 4+ 30 1520 =+ 60 SacA 21689
40 Leaf 820.3 766.5 1825 4+ 30 1780 + 40 SacA 21690
o Leaf 1056 - 2440 £ 30 2530 + 260  SacA 16356 .
e Charcoal 1094.2 780.5 3005 + 30 3210 4+ 100 SacA 16357
e Leaf 1136.5 823.5 3190 £+ 30 3420 + 60 SacA 16362
e Leaf 1297.2 979.5 3605 £+ 30 3920 + 80 SacA 16363
40 Leaf 1389.2 1071.5 3840 + 30 4260 + 140 SacA 16364
e Twig 1401.2 1083.5 4000 £ 30 4480 + 80 SacA 16358
40 Seed (?) 1576 £ 5 12587 +£5 4615 4+ 30 5380 £ 120 SacA 16365
e Leaf 1644.7 1327.5 4750 £ 30 5510 + 120 SacA 16359
e Leaf (?) 1685.2 1368 4800 £ 35 5540 + 100 SacA 16360
e Twig 1767.7 1449.5 5280 + 30 6080 + 140 SacA 16366
e Twig 934 - 2070 £ 30 2270 4+ 140  SacA 16361 .

of the detrital material originating from the erosion of the catchment volcanic formations
(Ogier, 1999). The latter are particularly rich in Rb, Ti and K, that can thus be used as
markers of detritism (Ogier, 1999). This potential is also attributable to density and MS
that highly correlate with these three elements (Fig. 6.3). Any increase in these physical
parameters along the core can therefore be interpreted as resulting from an amplification
of the erosion flux (e.g. flood events) (Mulder and Chapron, 2010). The siliceous endogenic
phase is the main constituent of the background sedimentation, half of the dissolved Si
that comes into the lake being then stocked under the form of diatom frustules (Sarazin
and Devaux, 1991; Ogier, 1999).

6.4.2 Sedimentological features

Sedimentological features allow the division of the sequence in three main units (Figs.
6.3 and 6.4):

— The lower unit (1076-1914 cm depth) shows a lamination consisting of alternating
diatom blooms and dark organic rich sediment levels. It also contains one major flood
deposit, the thickest one of the whole core (1248-1254 cm depth). The background
MS wvalue of this unit is 4 times lower than that of upper unit (i.e. mostly < 10,
but up to 40 S.I. for its highest values). The laminae of the top part of this unit

are affected by micro-faults, attesting of a destabilization of the sediment after its
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F1a. 6.3 — Contrasted lithological facies encountered in the sedimentary record.

deposition.

— The upper unit (0-829 cm depth) highly contrasts with the lower one. It is constituted
by a background of dark and faintly laminated organic rich sediment (3-5.5 % TOC),
frequently interrupted by diatom blooms and flood deposits (1-5 cm thick; Fig. 6.4).
The latter are darker and characterised by high density and high MS (up to 800 S.I),
reflecting increased erosional inputs from the catchment (§ 6.3.1). The background
MS mostly ranges between 40 and 100 S.1I.

Between the two previous units, i.e. more precisely in the 829-1076 cm depth interval,
the correlation between the two twin cores was impossible. 1 m of the sedimentary
sequence appeared exactly repeated in only one of the twin cores, while particular
MS fluctuations are unique to the other one. Naked eye observation allowed the
distinction of disturbed layers at the boundaries. Combined with the presence of the
micro-faults at the top of the lower unit, these indices were interpreted as a mass
wasting deposit (MWD; Mulder and Cochonat, 1996) that reworked ca. 2.5 m of

sediment. Consequently, this unit will not be discussed further here.
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TAB. 6.2 — Comparison between Lake Aydat flooding events and historical floods in the

Loire River catchment. Historical flood events after Champion (1858-1864; events #3-#56),

Deblag¢re and Fabry (1998; event #1) and Genét (2007; event #2). Uncert. = Uncertainty

- 0g 2071 £F8 $'669-9'869  9G # - 0% S09 Shel 1°99¢-6'G9¢ 8¢ #
898 0g 080T 0.8 6'€79-6'CF9 GG # - 0% €68 28€T 09¢-6G¢ Lo #
- 0g 8901 788 1°2€9-8°GE9  ¥S # - i TLS 8.¢T1 67¢-87¢ 9¢ #
988 0% G901 688 TFE9-T°€E9 €8 # ¥8¢T 1j4 99¢ 78¢T1 OETTE qz #
- 0g P01 906 76691169 28 # 68¢T 1] 29S8 88¢T £ve-07¢ vT #
- 0% 110T 6€6 G09-¢°009 1S # ¥6€1 ov stele S6¢1 g9ge-geee T H
4996 0g 866 756 1°665-9'26% 09 # jaNal i £ 9T¥1 ¥7E €78 e #
- 0S 06 0Z0T 8GG-16S 6% # (8THT 0% 8T8 7T 8'12¢-8'61¢  1G #
6201 0g TT6 8201 £G6G-2GS 8y # 67T 0% 10¢ 6F¥1 90¢-€0¢ 0% #
2€0T 0g 916 ¥€0T1 09G-679 Ly # 9¢GT 1j o1¥ 84T ¥260-L99¢ 61 #
- 0g 188 6901 7'1€6-9°08¢  9F # Q96T 1jg q8¢ G941 TV L0ve ST H#
- 0% €L8 2201 72869958 SF # Q191 ov qee g191 TeTeTvic AT #
- 08 768 9601 T°L16-G1S  ¥% # 1691 1ig 663 1691 TO6T-LF6T 9T #
- 0g 878 Z0T1 7'216-9' 118  €F # 8991 0% £8C 2991 6'.81-2°L8T CT #
- 0g 9%8 FOTT 1162018 oF # - 0% 792 8891 TOLT-LGLT BT #
6011 0g 1€8 eITT §'60¢-¢08 IV # 16971 1j 86T 7691 TELT-LTLT  §T #
- 0g £e8 LTT1 ¢€09-£0g  OF # 2021 1j4 £¥e 2041 Te9T-L'e9T  TI #
- 0g $18 9¢TT TE6T-C 6T 6E # 9TLT 0% GEo STLT CI9T-L'6ST 1T #
- 0g €6 28TT o8V-18Y 8¢ # €eLT oV ¥1% 9€LT T0SI-¢'6FT  OT #
- 08 68 1911 7'087-€°6LF  LE # 0FLT i 01Z 0FLT S LVT-G P 6 #
FLIT 0g 6LL 1L11 SGQLFCTLY 98 # 99.1 0% 18T €91 ee1-2¢1 8 #
- 0g 262 €611 G'€99-¢T9F L # 0LLT 0% 8LT TLLT 8Z1-L21 L #
- 0g %) 9121 1087505 Ve # 8LLT 0j4 LT 8LLT S¥e1-9 001 9 #
- 0g G0L S¥el 1°GEF-GET ee # 78.L1 1} 891 T8LT G 161-G"06T S #
8GGT 0% £69 15621 G6cY-8'8cF  Te H 06.1 1j 691 16T G9TT-GGTT v H#
151 0g 129 €Le1 0Tv-L1v 1€ # 9781 ov 101 6781 G'98-G"F8 € H#
16221 0g GL9 qLT1 STH-ST¥ 0g # L06T i 0g 0061 §'86-¢"9¢ T #
- 0g 0.9 0821 0T#-60% 6 # 9,61 9 £C- €161 73-1g 1 #
d4d wo dd wo
SIUDAD ° apwoﬂb .ﬂﬁu %.MM, %angﬁ SIU2AD : ahquD .ﬁmu %.MM ﬁmawau

pooy a8y 9102 hiod pooy a8y 91092 Iu

[eoLIO)STH ﬁwﬁoa wwz\uspgwa JI2)SeIN JUSAY TeOLI0)SIH 3@08 wwz\-ﬂagmg J99ISRIN JUOAY

6.4.3 Depth-age model and accumulation rate

Among the 18 AMS radiocarbon dates, 3 were excluded from the depth-age model: 1

gave an aberrant age (obtained from an unidentified and too small sample), and 2 of them
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belong to the MWD and contributed to its characterisation. In fact, the twig dated from
2270 + 80 cal. BP was sampled in the deepest part of the repeated sedimentary sequence
(not shown here), i.e. deeper than the sampled dated from 2530 + 260 cal. BP. This age

inversion supports the interpretation of this unit as a MWD.

58 instantaneous events (56 flood events in the upper unit, 1 flood event in the lower
one, and the MWD) were removed from the sequence prior to the establishment of the
age-depth model (the elimination of these events entailing a shortening of the considered
section). Finally, the background sediment record of the upper unit expands between 0-
774.5 cm depth, and the one of the lower unit between 774.5-1597.5 cm depth. These depths

are used as reference for the following developments of this work.

The whole sequence covers the last 6730 years (Figs. 6.3 and 6.5). The mean background
sedimentation rate is 0.20 cm.yr—! for the lower unit, and also for the basal part of the
upper one (i.e. in the 774.5-660 ¢cm depth interval). It suddenly increases to reach 0.52
cm/yr from 660 cm depth up to the top, that is consistent with the rate of 0.46 cm/yr
estimated by Sarazin et al. (1992) for the last 50 years. The sedimentation rate reaches 0.6

cm.yr~! when flood events are considered in the calculation.

Thus, the whole sequence appears to be highly dilated. A transversal altitudinal profile
deduced from the bathymetric map, extended to the slopes of the lake sides, highlights
the narrow V-shaped morphology of the valley (Fig. 6.2). A longitudinal profile allows the
extrapolation of the substratum surface from two checkpoints (location of the substratum
above the palaeodelta, and the depth at which the substratum was reached in a drilling
in the basaltic flow; Auriat, 1957), to estimate the depth of the substratum directly above
the coring site of this study. The information brought by these profiles is consistent with
the maximum plausible sediment accumulation at the coring site of this study (ca. 23
m, calculated from the supposed age of the lake and the sedimentation rate). In this
hypothesis, the substratum should be located at ca.780 m a.s.l. (Fig. 6.2). These pieces
of information indicate that the core was probably retrieved close to the deepest point of
the paleovalley, with the maximum sediment accommodation potential. The thickness of
the deposits is thus explained by the particular geometry of the lacustrine basin, which
effectively constrained sediment accumulation in a narrow thalweg, consistently with the

shape of the other river valleys of the region (§ 6.2).

6.4.4 Climatic and anthropic influences on the sedimentary record

The different contributions to the sedimentary record were evaluated by comparison
of the background signal of detritism (i.e., MS) with climatic and anthropogenic records.

Anthropization degree is mostly estimated from the study of Miras et al. (2004), led on the
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FiG. 6.5 — Age-depth model, correlation with historical floods, sedimentation rates and
sedimentological units.

5000-years-long record of the "Narse d’Espinasse" peat marsh, located in the catchment
of Lake Aydat, at ca.10 km W from the latter (Fig. 6.1). This multi-disciplinary work,
correlating palynological, archaeological, historical, geochemical, sedimentological and mi-
cromorphological data certainly constitutes the best palaeoenvironmental Holocene record

in the study area, and even in the whole French Massif Central.

6.4.4.1 Lower unit (6730-3200 cal. BP)

Throughout this unit, 6 phases of higher background detritism are depicted on the
basis of MS variations. They seem to coincide with periods of lower solar activity (Fig.
6.6), that induced climatic pejorations (with cooler and more humid conditions), known to
favour enhanced erosion on catchments (Arnaud et al., 2005; Debret et al., 2010). Even if
the correlation is sometimes not perfect, solar forcing seems to be sufficient to explain the
observed global trends. Indices of modest forest clearance are detected from ca. 4800 cal.

BP to ca. 3900 cal. BP in the catchment, probably associated to a breeding economy (Miras

139



Chapitre 6 : 6700 ans d’enregistrement sédimentaire de signaux climatiques et
anthropiques

et al., 2004). This activity might perhaps have slightly influenced detritism. Referring to
TOC, HI and OI values, the OM contents appeared to remain stable all along this unit,
both from a quantitative and qualitative point of view (8-10% TOC, 250-300 mgHC.g*
TOC, 100-150 mgOo.g~ ' TOC, respectively). Although globally monotonously laminated,
this unit contains one flood event (at ca. 3800 cal. BP), the major one of the whole core.

Its thickness (6 cm), and thus its intensity, are unusual compared to the other ones.

6.4.4.2 Upper unit (1770 - 0 cal. BP)

6.4.4.2.1 General overview

Variations of MS in the upper unit allow to distinguish 6 phases of higher detritism:
ca. 1510-1210 cal. BP, ca. 1130-1000 cal. BP, ca. 950-670 cal. BP, ca. 620-500 cal. BP, ca.
430- 150 cal. BP, and ca. 90-50 cal. BP (Fig. 6.7).

Strikingly, the phases of lower detritism match with minima of solar activity (Delaygue
and Bard, 2011), supposed to be periods of climatic pejoration. This is particularly marked
in the cases of Wolf and Spérer minima that clearly sign the boundaries of the Medieval
Climate Anomaly and the Little Ice Age. These phases can fit as well to lower West-
Central European lake-level records, and sometimes to the retreats of Great Aletsch Glacier
(themselves under climatic control; Magny, 2004; Holzhauser et al., 2005). Conversely,
flooding events frequency increases when strong anthropic impact on the catchment is
attested (Miras et al., 2004; Fig. 6.7) and peaks of detritism match with maximal advances
of the Great Aletsch Glacier (Holzhauser et al., 2005). Diatom blooms are encountered all

along this unit, but they are sometimes largely prominent (Fig. 6.3).

Bulk qualitative OM analysis (i.e. IH and I0) are consistent with a type III OM, i.e.
derived from terrestrial plants (Meyers and Lallier-Verges, 1999). Such an assessment ap-
pears at first surprising when considering the eutrophic status of the lake, fully illustrated
by the abundant blooms observed in the sediment (Fig. 6.3). This apparent contradiction
might be explained (i) at least partly by an efficient recycling of the autochthonous lacus-
trine production during sedimentation and early diagenesis and (ii) by the possibility that
HI and OI values might be influenced by a rather unusual elemental composition of a few
lacustrine species, combined with variable alteration of the original material and mixing
of terrestrial and lacustrine inputs. Along the whole core, as it is generally observed (e.g.
Disnar et al., 2011), TOC and HI remain correlated, whereas HI and OI are anticorrelated.
Thus, the simultaneous variation of these different parameters allows delineating different
sedimentation phases. Then, based on trends of MS and bulk organic indices (TOC, HI,
OI), four different periods could be distinguished: 1770-1500 cal.BP, 1500-1200 cal. BP,
1200-150 cal. BP, 150 cal. BP - present.
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F1c. 6.6 — Background signal of the lower unit - MS, TOC, OI, HI compared to the intensity
of human impact (Miras et al., 2004) and the solar activity (Wanner et al., 2008). Phases
of higher detritism are indicated by the horizontal grey strips.

The mass wasting deposit delimits the beginning of the upper unit, coeval with a marked
phase of higher lake levels (Magny et al., 2004; Holzhauser et al., 2005). In the absence of
other evidence, this suggests that the gravitary event might have been triggered by a rise of
Lake Aydat level, leading to a hydrostatic pressure increase and therefore a destabilisation

of the sediment at the front of the Veyre river delta.
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6.4.4.2.2 1770-1500 cal.BP

MS and organic indices (TOC, HI, OI) follow the same trend as in the lower unit
(Fig. 6.6 and 6.7), and match with a relatively low human impact until the middle of the
Gallo-Roman period (1500 cal. BP; Miras et al., 2004). This period seems to be highly

comparable to the lower unit.
6.4.4.2.3 1500-1200 cal. BP

During this first detrital phase (#1, Fig. 6.7), the background detritism increases shar-
ply (more precisely, compared to precedent periods, MS values are multiplied by 2 from
1500 cal. BP, and by 4 from 1250 cal. BP). This abrupt change matches with a solar
activity decrease (Wanner et al., 2008) and a phase of advance of Great Aletsch Glacier
(Holzhauser et al., 2005), but this may not be sufficient to explain the definitive modifica-
tions observed in the record. Neither TOC, nor HI or OI undergo marked variations (TOC
~5.5%, HI ~250 mgHC.g=! TOC, OI ~125 mgO,.g~'TOC). From a historical point of
view, this epoch corresponds to the Gallo-roman period. As it is almost the rule in France,
it is characterised by an interruption of the natural dynamics of the vegetation and a mar-
ked anthropogenic impact on the studied catchment, as a consequence of the intensification
of clearing and of agricultural activity (Miras et al., 2004). The end of the first phase of
detritism (at ca. 1200 cal. BP) is accompanied by the doubling of sedimentation rate, which
then reaches more than 5 mm/yr (background sedimentation), a much greater value than

that identified for deeper parts of the sediment record.
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6.4.4.2.4 1200-150 cal. BP

The beginning of this period (ca. 1200-1130 cal. BP) records a transitory but marked
decrease in MS (< 50 S.I.) accompanied by an increase in TOC (up to ca. 10%) and
simultaneously of HI, with a coeval decrease in Ol. At this time, a maximal human impact
is described for the first time, as underlined by the increase of Poaceae pollen grains and
the distinct presence of Cerealia pollen grains (Miras et al., 2004). The observation of
the core reveals the pervasiveness of diatom blooms during this interval (Fig. 6.3), that
is confirmed by the raise of the TOC and HI values. Accordingly, this short period could
sign a first occurrence of the eutrophication of the lake, probably favoured by increased

nutrients inputs linked to the growing anthropic pressure (Hilfinger et al., 2001).

This short period is followed by a transitory trend, leading to detrital phase #2, marked
by a sharp decrease of TOC and HI, and an increase of OI (Fig. 6.3). The background signal
then reveals the stabilisation of TOC at around 4%, of OI and HI at 160 mgQOs.g~'TOC
and 210 mgHC.g~! TOC, respectively, values testifying to a more oxidised and biodegraded
OM than before (Disnar et al., 2008). The mean MS value reaches ca. 75 S.I. The recording
of more or less regularly spaced and intensive flood deposits begins from this time period.

9" century, at the beginning of the 2" phase of

Four of them are detected during the
detritism (Fig. 6.3). The latter can be put on the account of the maximal anthropogenic

pressure (Miras et al., 2004).

MS values decrease once more just after the detrital phase #3 (Fig. 6.7), during the
Wolf solar minimum (680-600 cal. BP), together with higher HI and TOC, lower OI, and
again with a dominance of diatom blooms. Though not underlined by Miras et al. (2004),
this solar minimum may have thwarted anthropic activities, thus entailing a slight decrease
of detritism and simultaneously allowing the diatom blooms to be well expressed in the
sedimentary record. Comparably, another significant diatom bloom phase is observed bet-
ween 500-450 cal. BP (between detrital phases #4 and #b5), with the same consequences
in terms of MS, and to a lesser extent of TOC, HI and OI.

The higher flood events frequency of the core is reached during the detrital phase #5.
Two phases of decrease of flood deposit frequency occur quite simultaneously with periods
of slight decrease of human impact (ca. 1000 cal. BP, between detrital phases #2 and #3;
and ca. 600-500 cal. BP), consequently to the Black Death and the Hundred Years’ War
(Miras et al., 2004).

In contrast to the trends evoked above, the intensity of detritism and the frequency of
flood events do not decrease during the Maunder solar minimum. But this time period is
subjected to an intensification of wood exploitation, well developed in the region (Geor-

lette, 1957; Michelin, 1996), which leads to an amplification of erosion through soil baring,
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independently of any climate forcing.
6.4.4.2.5 150 cal. BP - present

At its beginning this last phase displays a similar trend in MS than the previous one,
before an abrupt decrease of this signal intensity. This phase also differs from the precedent
phases by a huge increase of TOC (up to 6% in the most recent sediment), while OI reaches
125 mgOo.g ' TOC and HI 300 mgHC.g~! TOC. This indicates an important supply of
OM that has still not suffered extensive alteration. These values are also comparable to
those observed between ca. 1200-1130 cal. BP, and that were interpreted as indices of an
eutrophication of the lake. Similarly, and knowing that the lake is currently in this status,
the shift of the considered parameters probably sign the change of trophic status of the
lake, that is dated of ca. 150 cal. BP in this hypothesis.

6.4.4.3 General discussion

The time-related variations in the intensity of human impact in the area, as revealed
by the Narse d’Espinasse pollen study (Miras et al., 2004) appear to be nicely correlated to
the general variations in detrital inputs straightforwardly revealed by MS trends in Lake
Aydat sediment record. This common general trend that had also been previously observed
in the sediments from the Pavin crater lake over the last 700 years (ca. 20 km SW Aydat;
Stebich et al., 2005; Fig. 6.7), suggests a regional control on its dynamics. Comparison
of Aydat record with other works on the area is more difficult due to the lower temporal
resolution of the other data available (e.g. maar Lake Le Bouchet; Reille and de Beaulieu,
1988; Lake Chambon, Gay and Macaire, 1999; Sarlieve marsh, Macaire et al., 2010). From
a general point of view, the majority of works available on the Holocene climate, either
cover the last centuries or millennia at a high resolution, or cover a multi-millenial scale at
a low resolution, making difficult any comparison with high-resolution sedimentary records

on multi-millenial time scales (Wanner et al., 2008).

Despite a human occupation that is clearly recorded from the middle Neolithic around
Aydat (Miras et al., 2004), the erosion dynamics of the catchment appears mainly influen-
ced by natural factors until the middle of the Gallo-Roman period (ca. 1500 cal. BP). Then,
even if some comparisons between Lake Aydat sediments and other natural Holocene re-
cords (solar activity, lake levels, glacier fluctuations) can be drawn, they are not very clear
and do not seem to be sufficient to explain the major changes observed in the detrital signal
from this period, especially the abrupt increase of the background detritism signal and the
sudden appearance of recurrent flooding events. Human activities, the impact of which on
the system are maximised from this time and that can easily be correlated with the general

MS trends, overtake climate forcing and dictate a new sedimentary dynamics that still lasts
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today. This anthropogenic signal is accompanied by periods of bloom predominance that
partially complicate the signal coming from the catchment. MS thus records the catchment
evolution, together with the autochthonous signal. What underlies the sharp transitions
from blooms to intense detrital phases is not clearly established, but probably results of a
threshold effect.

Keeping in mind that human activities have themselves been dependent on the cli-
matic conditions, the detrital history archived in the sedimentary record results from the

combined actions of natural and anthropogenic signals.

6.5 Conclusions

The 19 m long continuous sedimentary sequence retrieved in Lake Aydat and which
covers the last 6700 yrs, thus constitutes a high resolution hydrologic record that is unique
in the French Massif Central. The occurrence of a dilated and high quality series is explai-
ned by the deep and narrow morphology of the valley that presently hosts the lake. Low
amplitude variations of detritism until 1500 cal. BP are interpreted as a climatic record re-
flecting solar activity. Later on the sedimentation was disturbed by human activities that,
associated with precipitations, induced recurrent flooding events since the Middle Ages
(ca. 1100 cal. BP). Different phases of eutrophication of the lake were also distinguished.
According to the sedimentary archive, the current one has probably been initiated ca. 150
cal. BP.

The difficulties encountered in attempting to correlate this record with other ones
(climatic and anthropogenic) could be at least partially explained by the smallness of the
catchment, which constrains the recording of very local information in the sediment trap.
The lack of data at a high resolution on large spans of time at a regional scale, but also at

a more global level is also highlighted.
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Chapitre 7

Le cannabinol fossile retrace
I’histoire du rouissage du chanvre

Au travers de ses nombreux usages (cordes, textiles, papier, alimentation, reméde ou drogue,
...), le chanvre a incontestablement été une plante fondamentale pour le développement des so-
ciétés humaines. Son usage passé, qui peut étre attesté par la présence de graines et/ou pollen
sur les sites archéologiques, peut aussi demeurer ignoré si ces éléments passent inaper¢us ou ont
disparu. Bien que les biomarqueurs moléculaires aient montré leur potentiel de reconstruction des
activités anthropogéniques passées, jusqu’a présent aucun composé de ce type n’a concerné le
chanvre, alors que celui-ci est bien connu pour synthétiser des produits chimiques spécifiques, les
phytocannabinoides. Un de ces composés, le cannabinol, a été détecté dans des sédiments du lac
d’Aydat, couvrant les 750 derniéres années. La présence de cette molécule dans cet enregistrement
sédimentaire s’explique vraisemblablement par la pratique du rouissage, une opération technique
particuliére et essentielle pour 'extraction des fibres de la tige de la plante. Ces acquis démontrent
qu’il est possible de reconstruire la dynamique du rouissage au cours du temps a partir de ’analyse
du cannabinol dans les sédiments. Cette découverte apporte un nouvel outil fiable pour les études
paléoenvironnementales et archéologiques, qui pourrait étre utilisé pour préciser les origines de la
domestication du chanvre, jusqu’a maintenant débattue.
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Fossil cannabinol tracks the history of hemp retting
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Hemp (Cannabis sp.) has undeniably been a fundamental plant for the development of
human societies (Russo, 2007; Wills, 1998) but its presence cannot be attested in archaeo-
logical sites where seeds or pollen are missing. Though molecular markers have shown their
reliability in reconstructing past anthropogenic activities, no one concerns hemp that is yet
known to hold specific chemical compounds, termed phytocannabinoids. Here we report on
the detection of one of these chemicals, cannabinol, in lacustrine sediments dated back to
750 years. We associate the presence of this molecule in the sedimentary record to retting, a
particular and essential process for extracting fibres from the stem of the plant. Our results
demonstrate that it is possible to reconstruct the dynamics of retting through time from
the analysis of cannabinol in sediments. This discovery brings a new and reliable tool for
palaecoenvironmental and archaeological studies, and could be used to precise the origins

of domestication of hemp.

Hemp is one of the oldest plants cultivated, and has always followed humans’ dwelling
places (Russo, 2007). It even could have co-evolved with mankind (McPartland and Guy,
2004). The exact cradle of this plant is not precisely known, but is certainly located in
Central Asia (Russo, 2007). It was used for its fibres in Ancient China, perhaps back to
12,000 yrs (Russo, 2007). Hemp is attested in many ancient civilizations (e.g. Ancient
Egypt) and then spread over the world, owing to its high adaptability. As a matter of fact
this nitrophilous plant grows on every type of soils, has quite no natural enemy and is highly
resistant to weather changes (Raman, 1998). The development of all civilizations has stood
on its many uses, principally for the elaboration of ropes, textile and paper - with stems -
but also as foodstuff - with seeds - or medicine and intoxication - with resin (Wills, 1998).
Thus, Cannabis sp. appears as a fundamental plant in human history. But seeds and pollen
are the only indicators currently exploitable for archaeological studies. The destruction of
archaeological sites or the simple absence of such traces in some sites can make the use of

this plant difficult or even impossible to prove (Wills, 1998). Such lacks can be overcome
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by the monitoring of tracers of human activities well preserved on a continuous lapse of
time in natural archives. However, if the analysis of the molecular biomarker content of
lacustrine sediments and soils can provide information on past environments, only few can
be unequivocally related to human activities (Jacob et al., 2005, 2008; Zocatelli et al., 2010;
Lavrieux et al., 2011, in prep'; Le Milbeau et al., in prep?; Bull et al., 2002). Surprisingly,
up to now, no study has revealed the occurrence of any Cannabis sp. biomarker in natural
archives, though this species is known to contain phytocannabinoids, a group of chemical
compounds that are unique to this plant (Russo, 2007). Accordingly, we here report on
the detection of cannabinol in a sediment core of Lake Aydat (Auvergne region, France)
covering the last 1800 yrs (Fig. 7.1), whereas this compound was absent in 35 soil samples
that are representative of all the environmental conditions encountered in the catchment
(landuse, slope, orientation), although former hemp cultivation is attested (Miras et al.,
2004).

Fig. 7.1 shows the location of the study site. The exact positions of the sampling sites of
soils (in the catchment) and sediments (in the lake) were given in previous studies (Lavrieux
et al., 2011, in prep?).

Cannabinol (CBN) was identified in lipids isolated from sediment samples. The typical
mass spectrum and molecular structure of CBN (as the trimethylsilylether derivative, for
analytical purposes) obtained from a selected sediment sample is shown in Fig. 7.2. This
compound is the fully aromatized metabolic by-product of A%-tetrahydrocannabinol (A°-
THC; ElSohly and Slade, 2005), a weakly psychoactive compound the concentration of
which in the plant differs depending on the variety of Cannabis sp. considered (< 0.3%
in textile hemp vs. >1% for intoxicating hemp; Raman, 1998). The concentration of CBN
ranges from 0 to 4.27 ng/g sediment in our samples (Fig. 7.3). Starting from the base of the
studied section, CBN was detected for the first time in sediments dated to ca. 1260 cal. yrs
AD, at concentration levels of ca. 2 ng / g sediment. Then concentration varied strongly
all along the record. CBN was not detected in two samples dated from ca. 1445-1490 AD
and five samples dated from ca. 1570-1720 AD. It was also absent in sediments younger

than ca. 1860 cal. yrs AD as well as in the 35 soil samples we analyzed.

Fibre hemp was largely cultivated in Auvergne region during historical times (Peuchet,
1800), and was produced in small plots on the outskirts of every villages (Charbonnier,
1980). Fibres were locally used to make textile (Ballainvilliers, 1846), oil was used as a
lightning fuel and hemp peeled stems were used for heating (Poitrineau, 1965). Seeds were

probably consumed by local populations and leaves used for animal bedding (Brown, 1998).

LChapitres 3 et 4
*Egalement détaillé en annexe A
3Chapitres 3 et 4
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Historical floods
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Fic. 7.1 — Location of study site, depth-age model and position of the sediment
samples along the sedimentary record. "Corrected master core depth" signifies that
the flood deposits were retrieved from the reconstituted section. AMS radiocarbon dates
are represented in ages calibrated BP ("before present" = before 1950) with grey crosses
and error bar. Grey crosses without error bars are '37Cs dates. The dates of historical floods
used for the establishment of depth-age model appear above the graphics. Reconstructed
depth-age model is shown with a black line, surrounded by its margin of error in light grey.
Black dots symbolize the position of the sediment samples.

Auvergne was one of the two major production regions in France for the high quality hemp
that was used by the French Royal Rope Factory for the marine arsenal, where the longest
ropes of Europe were made during the 17" century - 200 m all in one block (Peuchet,

1800). Hemp was also exported for the paper industry (Peuchet, 1800).
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F1G. 7.2 — Mass spectrum and molecular structure of cannabinol (TMS derivative) from a
selected sediment sample (1322 AD).

Roots are the only part of the plant that was not exploited, and were not proven to
contain cannabinoids, or only in small amount (Russo 2007; De Pasquale et al., 1974). Thus,
and even if the degradation in CBN in soils can not be excluded, the absence of CBN in
soil samples can more probably be explained by the destruction and/or exportation of all
plant materials that were susceptible to contain its precursor. Consequently, though soils
are the main contributors of terrestrial organic matter to lacustrine sediments through
erosion processes, another source of CBN in sediments must be invoked. The most obvious
explanation involves the retting process that requires immersion of stems in water for few
days in order to ease hemp fibres extraction, a process that was largely used in Auvergne
(Diderot and d’Alembert, 1778; de la Platiére, 1784).

Previous pollen analyses led on a sedimentary core from the same lake and covering the
last 1700 years (Andrieu-Ponel, unpublished results) showed the continuous cultivation of
Cannabis sp. from at least ca. 300 cal. yrs AD. The absence of CBN before ca. 1260 cal.
yrs AD in our sample set can be explained by (i) the choice of a retting site far from the
lake (a distant location preventing CBN to be brought in the lacustrine sediment) or (ii)
a less intensive retting of Cannabis sp., leading to too low CBN concentrations for being

detected in samples older than ca. 1260 cal. yrs AD.

In 1669, a Royal Ordinance forbids retting in the French rivers, to preserve water quality,

stock of fishes and cattle health (Anonymous, 1772). However, this early awareness of the
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F1G. 7.3 — Evolution of cannabinol relative abundance (ng / g sediment) through time in
the sediment samples.

interest for the protection of natural resources has never been put into practice and was
still debated 160 years later (Duvergier, 1830). These facts can explains the considerable

amounts of CBN detected along the 18" century in our samples.

If the first occurrence of CBN does not correlate with the first occurrence of Canna-
bis sp. pollen in sediments - that can be foreign to the catchment, these abundance of
these tracers both strongly decrease in sediments younger than 1860 cal. yrs AD. At the
worldwide scale, this period corresponds to the development of the cheaper cotton industry
(rapidly followed by synthetic textiles), that hastened the abandonment of the textile hemp

cultivation.

Consistently with previous pollen analyses, our geochemical observations highly suggest
that CBN, an unequivocal molecular biomarker of Cannabis sp., can be used in sediments
as a tracer of anthropogenic activities for archaeological and palaeoenvironmental studies.
In addition to pollen studies that highlight hemp cultivation, our results indicate that CBN
not only tracks the cultivation of a plant but more specifically the retting process in the

tributary to the lacustrine sediment trap.

Although further work is necessary to better evaluate the stability of CBN in older
sediments, this compound could help identifying the domestication area and unravelling
the diffusion patterns of hemp through time. As opposed to archaeological studies classically
performed on archaeological sites that are constrained in space and time, the detection of
CBN and Cannabis sp. pollen in sediments can be used to reconstruct a continuous history

of hemp cultivation and processing.
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Methods summary

A continuous sediment sequence (AYD09; 19 m long) was retrieved in 2 and 3 meters
long sections under 14.5 m water depth in Lake Aydat, with a coring platform (UWITEC
piston coring device). Twin overlapping cores were taken to avoid problems of transition
between sections. The chronology of the sequence was established after removing instan-
taneous events (flood deposits) with (1) 6 AMS radiocarbon dates obtained on leaves and
wood fragments (Artemis Program; Laboratoire de Mesure du Carbone 14, Gif-sur-Yvette,
France), calibrated (20) using CalPal Online (available on www.calpal-online.de) and dis-
tributed over the core; (2) 37Cs measurements (J.L. Reyss, Laboratoire des Sciences du
Climat et 'Environnement, Gif-sur-Yvette, France) on the top of the sequence indicating
the main events of 1963 and 1986 AD; and (3) the correlation of flood deposits with histo-
rical events recorded in the Loire river catchment and described by Champion (1858-1864),
Deblaére and Fabry (1998) and Genét (2007), that balances the scarcity of datable remains
at the top of the core.

A total of 60 lacustrine sediment samples covering the last 1,800 years, and 35 soil
samples were dried, crushed in a mortar, and then sieved at 2 mm. An internal standard
was added to ca. 1 g of sediment and 2 g of soil, which were solvent extracted by automatic
solvent extraction (ASE, Dionex) using a mixture of CHyCla:MeOH (1:1 v/v for soils, 9:1
v/v for sediments). After removal of the solvent under Ny, the extract was separated into
neutral, acidic and polar fractions on aminopropyl-bonded silica. The neutral fraction was
further separated into aliphatics, aromatics, ethers and esters, ketones and acetates, and
alcohols by flash chromatography on a Pasteur pipette filled with activated silica, using
a sequence of solvents of increasing polarity. Alcohol fractions were then trimethylsilyla-
ted (TMS) with N,O-bis (trimethylsilyl) trifluoroacetamide and pyridine (2:1 v/v; 60°C,
60 min) and injected in gas chromatography / mass spectrometry. The operating condi-
tions are detailed in our previous studies (e.g. Lavrieux et al., 2011, in prep*). Cannabinol
was authentified by comparison with authentic standard (also trimethylsilylated before

injection).

4Chapitres 3, 4, 5
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Chapitre 8

Application des assemblages
moléculaires définis dans les sols au
décryptage de ’archive sédimentaire

Conformément a la démarche générale du projet dans lequel s’inscrit ce travail de thése,
ce dernier chapitre vise a faire le lien entre les marqueurs moléculaires d’occupation des
sols définis au chapitre 3 et 'enregistrement sédimentaire dont les données générales ont

été présentées dans le chapitre 6.

Ce lien vise & répondre aux deux questions majeures suivantes. Tout d’abord, parmi
les biomarqueurs de prairies et de foréts qui ont été identifiés dans les sols, lesquels se
retrouvent dans les sédiments et lesquels sont absents? Dans ce dernier cas, la question
secondaire qui se pose concerne les raisons de cette absence : disparition, transformation
(dans les sols, durant le transport, dans les sédiments), ...7 Dans un deuxiéme temps
sera abordée l'interrogation majeure qui sous-tend ’ensemble de ce travail : que peuvent
renseigner ces marqueurs sur les variations de l'environnement et notamment sur histoire
de 'occupation des sols 7 A cette fin seront examinées et discutées les évolutions des teneurs

de certains de ces biomarqueurs dans le temps.

Dans ce chapitre seront également confrontées les signatures moléculaires des dépots
de crue et celles des sédiments de fond, afin de déterminer 8’ils peuvent se distinguer d’un
point de vue qualitatif et/ou quantitatif, avec 'objectif ultime d’évaluer le potentiel de ces

deux types de dépo6ts pour retracer 'occupation passée des sols.

Le but du chapitre n’étant pas d’inventorier tous les composés présents dans les sédi-
ments, on se focalisera ici uniquement sur les marqueurs de sources identifiés dans les sols
du bassin-versant, a savoir les biomarqueurs spécifiques de foréts (méthoxyserraténes, diter-
pénes tricycliques oxygéneés ou non), de prairies (acétates de triterpényle) et les composés

dont la distribution est différente entre les deux occupations de sol considérées (esters de
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cires, estimation de la contribution fécale a ’aide de stéroides, esters méthyliques d’acides
gras, n-alcanes, n-alcan-2-ones). L’évaluation de I'importance relative des apports autoch-
tones face aux apports allochtones n’étant pas envisagée dans ce travail, les marqueurs
de production autochtone ne seront pas évoqués, sauf lorsque cela s’avére nécessaire a la

discussion.

8.1 Matériel et méthodes

8.1.1 Sélection des échantillons

Les contraintes de temps ne permettant pas une étude exhaustive de la totalité de la
carotte, seule sa partie supérieure a été soumise & une analyse moléculaire, ce qui correspond
a 34 échantillons qui couvrent globalement les 760 derniéres années (chapitre 6, Tableau
8.1). Une attention plus particuliére a été donnée aux trois derniers siécles, témoins d’une
transformation radicale du paysage du bassin-versant : ils sont couverts par 26 échantillons.
L’étude des conséquences du récent remembrement, qui s’enregistrent probablement au
niveau moléculaire, se situant hors du champ de cette analyse et faisant I'objet d’autres
études (Disnar et Jacob, 2008; Disnar et al., 2011b), I’échantillon le plus récent (daté de
1965-1970 CE) est antérieur ou tout juste contemporain du début de ces travaux. Par
ailleurs, 8 dépodts de crue ont aussi été échantillonnés au long de la période de temps

considérée.

8.1.2 Meéthodes

Les méthodes d’extraction et de séparation des lipides ayant déja été traitées dans les
chapitres précédents (chapitres 3 a 5), il convient juste de préciser ici ce qui en differe, a
savoir :

— environ 1 g de sédiment a été extrait (contre 2 g pour les sols),

— Dextraction des lipides a été réalisée avec un mélange de CHaCly : MeOH (9:1 v/v)

(contre 1:1 v/v pour les sols).

8.2 Contenu lipidique des sédiments : comparaison avec les

données acquises sur les sols sous prairies et foréts

Parmi les familles de composés dont la distribution a notamment permis de distinguer
les sols sous prairies des sols sous foréts, des acétates de triterpényle, des stéroides, ainsi que

des n-alcanes, des n-alcan-2-ones, des esters de cires et des esters méthyliques d’acides gras
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TAB. 8.1 — Liste des échantillons analysés. La cote maitresse non corrigée se référe a la

carotte totale (non corrigée des crues). Correspondance avec les crues historiques : voir
chapitre 6. Séd. fond = sédiment de fond; Incert. = Incertitude.
Nom T Cote maitresse Age CE (modéle Correspondance A L. BP Incert.
d’échantillon ype non corrigée (cm) d’age) la:,yec crues ge cal. (ans)
istoriques
902-A1-42-44 Séd. fond 22,5-24,5 1965-1970 -15 - -20 5
902-A1-46-48 Séd. fond 26,5-28,5 1958-1962 -8 - -12 40
902-A2-08-10 Séd. fond 36,5-38,5 1939-1942 11-8 40
902-A2-12-14 Séd. fond 40,5-42,5 1931-1935 19 - 15 40
902-A2-20-22 Séd. fond 48,5-50,5 1916-1919 34 - 31 40
902-A2-24-26 Séd. fond 52,5-54,5 1908-1912 42 - 38 40
902-A2-28-30 Crue 56,5-58,5 1900 crue 1907 50 40
902-A2-34-36 Séd. fond 62,5-64,5 1889-1893 61 - 57 40
902-A2-42-44 Séd. fond 70,5-72,5 1874-1877 76 - 73 40
902-A2-50-52 Séd. fond 78,5-80,5 1858-1862 92 - 88 40
902-A2-54-56 Séd. fond 82,5-84,5 1850-1854 100 - 96 40
902-A2-56-58 Crue 84,5-86,5 1849 crue 1846 101 40
902-A2-60-62 Séd. fond 88,5-90,5 1841-1845 109 - 105 40
902-A2-72-74 Séd. fond 100,5-102,5 1818-1822 132 - 128 40
902-A2-80-82 Séd. fond 107-5,109,5 1805-1809 145 - 141 40
902-A2-87-88 Crue 115,5-116,5 1791 crue 1790 159 40
902-A2-90-92 Séd. fond 118,5-120,5 1784-1788 166 - 162 40
902-A2-94-96 Crue 122,5-124,5 1778 crue 1778 172 40
902-A2-98-100 Séd. fond 126,5-128,5 1770-1774 180 - 176 40
902-A2-106-108 Séd. fond 134,5-136,5 1755-1759 195 - 191 40
902-A2-114-116 Séd. fond 142,5-144 1742-1745 208 - 205 40
903-A1-54-56 Crue 145,7-147,7 1740 crue 1740 210 40
903-A1-56-57,5 Séd. fond 148-149 1737-1739 213 - 211 40
903-A1-58,5-59,5 Crue 149-150 1736 crue 1733 214 40
903-A1-61,5-63,5 Séd. fond 153,2-155,2 1724-1728 226 - 222 40
903-A1-68,5-70,5 Séd. fond 160,2-162,2 1713-1717 237 - 233 40
901-B1-61-63 Séd. fond 242,1-244,1 1561-1563 389 - 387 40
901-B1-85-87 Séd. fond 282-284 1487-1491 463 - 459 40
901-B2-14-16 Crue 303-306 1449 crue 14497 501 40
903-B1-53-55 Crue 344-346 1384 crue 1384 566 40
903-B1-86-88 Séd. fond 376,8-378,8 1321-1324 629 - 626 50
903-B2-10-12 Séd. fond 401-403 1294-1295 656 - 655 50
903-B2-24-27,5 Séd. fond 415-418 1275 crue 1275 675 50
901-C1-26,5-29,5 Séd. fond 417-420 1273 crue 1271 677 50
901-C1-36-38 Séd. fond 426,5-428,5 1259-1260 691 - 690 50

ont été identifiés dans les sédiments (Tableau 8.2). En revanche, aucun méthoxyserraténe,

diterpéne tricyclique oxygéné ou non, n’a été détecté. Ce constat s’avére valable tant pour

les sédiments de fond que pour les dépots de crue.

TaAB. 8.2 — Comparaison du contenu moléculaire des sols (sous prairies et sous foréts) et des
sédiments (sédiment de fond et dépots de crue), sur les familles et les critéres permettant
de distinguer les prairies des foréts.

Famille Critére Sols Sédiments

Prairies Foréts (fond) (crues)

Acétates de triterpényle présence présents absents présents présents

Stéroides con?nbu‘mon élevée faible présents présents

écale

Meéthoxyserraténes présence absents présents absents absents

Diterpénes tricycliques présence absents présents absents absents

Diterpénes tricycliques oxygénés présence absents présents absents absents

n-alcanes nCog9/nC31 élevé faible présents présents

n-alcan-2-ones nCag/nCsy éleve faible présents présents
Esters de cires présence présents absents peu présents peu présents

FAMEs (i1C15+aiC15)/Ci5 éleve faible présents présents
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8.2.1 Comparaison du contenu moléculaire des dépodts de crue et des
sédiments de fond

Les figures 8.1 et 8.2 illustrent les résultats acquis sur les fractions cétones / acétates et
alcools de 2 crues (1449 et 1907 CE) et 2 sédiments de fond (1487-1491 et 1889-1893 CE).
Les distributions de composés présentées sont représentatives de tous les échantillons et
contiennent la majorité des composés d’intérét pour cette étude. Les deux échantillons de
crues ont été choisis d’age trés différent, afin de proposer deux images aussi contrastées que
possible. Les sédiments de fond ont été sélectionnés en raison de leur proximité temporelle
avec les niveaux de crue sélectionnés, I'un avant la crue correspondante, l'autre aprés. Ils
doivent ainsi refléter des conditions du bassin-versant similaires a celles enregistrées par le

dépot de crue correspondant.

L’observation visuelle des chromatogrammes met en évidence une trés grande simili-
tude entre les échantillons : cette similitude est tout d’abord qualitative (qui concerne les
composés effectivement considérés durant ce chapitre, mais aussi tous les autres composés
analysés), mais également quantitative. Ainsi, s’il apparait difficile de distinguer chaque
échantillon de crue de I’échantillon de sédimentation de fond correspondant, il n’est pas
plus évident de distinguer & premiére vue les échantillons récents des échantillons anciens.
Visuellement, i.e. en se fondant sur les chromatogrammes correspondants, cette distinction

ne se marque que par ’abondance particuliére de quelques rares composés.

Malgré la similitude frappante entre le contenu moléculaire des sédiments de fond et
des dépdts de crue, il convient de ne pas confondre entre ces deux types de faciés. En effet,
alors que le sédiment de fond archive une information diffuse et continue dans le temps et
I’espace, le dépdt de crue enregistre une information qui, tout en dépendant de U'intensité de
I’épisode pluvieux qui I’accompagne ou de sa localisation sur le bassin-versant, est instan-
tanée (dépot événementiel). Ces caractéres opposent ces deux types de dépots et rendent
leur utilisation conjointe hasardeuse, puisque leur signification est différente. De ce fait,
puisqu’ils offrent une meilleure représentativité spatiale et temporelle du bassin-versant,
seuls les sédiments de fond seront considérés dans la partie 3 pour retracer 1’évolution

temporelle des biomarqueurs.

8.2.2 Familles de composés absentes des sédiments

Aucun marqueur univoque de forét (diterpéne tricyclique oxygéné ou non, méthoxyser-
raténe ; chapitre 3) n’a été détecté dans les sédiments lacustres.

Pourtant, les diterpénes tricycliques et diterpénes tricycliques oxygénés sont des consti-
tuants habituels des lipides sédimentaires, comme en attestent de nombreuses études anté-

rieures (e.g. Simoneit et al., 1986 ; Stefanova et al., 2002). La dégradation de ces composés
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meéne classiquement a des dérivés aromatiques qui n’ont cependant jamais été détectés dans

les échantillons.

Les méthoxyserraténes, quant a eux, n’ont a ce jour jamais été décrits dans les sédi-
ments. La seule étude mentionnant la présence de ces composés hors de leurs plantes sources
a été meneée sur les sols du bassin-versant du lac d’Aydat (Le Milbeau et al., in prep.). De
ce fait, leur stabilité n’est pas connue. Toutefois, bien que les cycles & 7 carbones soient
réputés moins stables que ceux a 6 carbones, Le Métayer et al. (2005) décrivent dans un
sédiment oligocéne un hydrocarbure polyaromatique, dont la structure symétrique autour
d’un cycle & 7 carbones indique que ce composé résulte vraisemblablement de l’aromatisa-
tion d’un serraténe. Cependant, les méthoxyserraténes s’en distinguent par la présence du
groupement méthoxyle. Ce dernier semble apporter une certaine stabilité aux composés qui
le portent, du moins aux échelles de temps considérées, comme en témoigne la détection
d’éthers méthyliques de triterpénes pentacycliques dans des sédiments lacustres alpins da-
tés de ’Age du Bronze (miliacine) ou encore dans des sédiments lacustres brésiliens datés
de 20 000 ans, ainsi que leur potentiel paléoenvironnemental (Jacob, 2003 ; Jacob et al.,
2008).

Compte tenu de la stabilité prouvée ou potentielle des composés considérés, I’absence
des biomarqueurs de foréts ou de leurs dérivés ne semble pouvoir s’expliquer que par la
faible surface couverte par les foréts sur le bassin-versant (~15% aujourd’hui, et guére
plus durant les siécles précédents ; voir chapitre 2), de plus généralement localisées sur les
sommets des puys. Du fait de cette sous-représentation de leur source du reste relativement
éloignée du lac, ces composés se retrouvent trés certainement fortement dilués dans le reste
du signal terrigéne arrivant au lac, au sein duquel la production autochtone contribue

également & masquer ce signal forestier.

8.2.3 Familles présentes dans les sédiments
8.2.3.1 mn-alcanes, n-alcan-2-ones

Les n-alcanes et n-alcan-2-ones sont présents dans les sédiments, et montrent une dis-

tribution s’étendant de n-Cig & n-Csg, les composés impairs prédominant sur les pairs.

Pour les n-alcanes, le C, 4 est le n-Cog ou le n-Cgs1, ces deux composés étant parfois
présents en proportions équivalentes. Ils sont accompagnés du n-Cos dans 3 échantillons
(datés de 1910, 1843 et 1820 CE), qui pourrait étre une pollution. Parmi les composeés de
bas poids moléculaire, on note aussi la présence du n-Ci7. Synthétisé par de nombreuses
algues, le n-Ci7 est réputé présent en fortes proportions dans les lacs eutrophes (Weete,
1976 ; Cranwell, 1982). Plus généralement, les hydrocarbures inférieurs a n-Cog sont peu

représentés dans les échantillons, ce qui tend & indiquer un faible apport autochtone et ce,
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Fia. 8.2 — Chromatogrammes (TIC, courant ionique total) des fractions alcools d’échan-
tillons représentatifs de crues et de sédiments de fond, et détail montrant la distribution
des stérols utilisés pour estimer la contribution fécale. La méme quantité de standard a été
ajoutée aux différents échantillons. IS = standard interne. (a) crue datée de 1449 CE, (b)
sédiment de fond daté de 1487-1491 CE, (c) crue datée de 1907 CE et (d) sédiment de fond
daté de 1889-1893 CL.
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méme dans les échantillons les plus récents et malgré 1’eutrophisation actuelle du lac (qui

aurait en fait débuté il y a 200 ans environ ; chapitre 6).

Les n-alcan-2-ones présentent une distribution similaire a celle observée dans les sols
(chapitre 3; Figs. 8.1), soit avec le n-C3; pour Cmax, sauf dans un échantillon (1960 CE)
ou il est remplacé par le n-Cqyg, alors accompagné du n-Cig. Comme cela a été invoqué
pour les sols, ces composés cétoniques dérivent certainement des n-alcanes par G-oxydation
(Rieley et al., 1991 ; chapitre 1).

8.2.3.2 Esters de cires

En tant qu’esters, ces composés sont facilement hydrolysables dans les sols (chapitre 3)
et durant les tout premiers stades de diagenése dans les sédiments (Disnar et al., 2005). De
fait, ils sont rarement retrouvés dans les échantillons considérés. Plus précisément, alors
qu’une série est bien visible dans 2 échantillons, ils sont a peine détectables dans 13 autres,
et totalement indétectables dans les 17 restants. De plus, dans les sédiments, ils peuvent
étre d’origine autochtone ou allochtone, selon la longueur des chaines acide et alcool qui
les composent, des esters de cire provenant de plantes supérieures étant supposés avoir une
longueur de chaine > Cqy (Cranwell, 1978). La faible représentation de ces composés dans
les échantillons n’encourageant pas leur utilisation comme traceurs d’occupation de sols,

ils n’ont pas été considérés plus avant.

8.2.3.3 Esters méthyliques d’acides gras (FAMEs)

Comparativement aux sols dont il a été question dans le chapitre 3, des esters méthy-
liques d’acides gras naturels (i.e. non méthylés au laboratoire), ont été détectés parmi les
lipides neutres des sédiments, Leur distribution y est comparable & celle des sols. Ainsi, on
observe une série homologue de n-Ci3.0 & n-Csp.9, avec une prédominance des composés
pairs sur les impairs, et une distribution bimodale avec n-Cig.0 et 1n-Cag.0 pour Ciiae. On
note aussi de fortes proportions de n-Cig.o et n-Cago (Figs. 8.1) et la présence des composés
iso- et anteiso- de Cy5 a Cyg, réputés d’origine bactérienne (e.g. Cranwell, 1978 ; Meyers et
Ishiwatari, 1993).

La présence d’une large distribution de ces composés, en proportions substantielles, est
d’autant plus singuliére qu’en tant qu’esters, les FAMEs sont susceptibles d’étre hydrolysés
assez rapidement. La longueur de chaine des acides constitutifs des FAMEs étant identique
a celle des esters de cires cuticulaires des végétaux supérieurs (Cranwell, 1978), il peut étre

envisagé qu’ils aient une source commune.

Ainsi, malgré une distribution similaire des FAMEs naturels dans les sols et les sé-

diments, l'application aux seconds du rapport (iCis0 + aiCis.0)/Cis0 €tabli pour les
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premiers (chapitre 3) peut s’avérer discutable, compte tenu de l'intense activité (micro-
Ybiologique qui régne dans le lac et ses sédiments. Toutefois, comme on le verra ci-aprés,
la, comparaison de I’évolution temporelle de ce rapport avec d’autres paramétres pourrait

permettre de trancher sur 'origine autochtone ou allochtone des composés considérés.

8.2.3.4 Acétates de triterpényle

Jusqu’a 15 acétates de triterpényle ont été décrits dans les sols, des variations de leur
diversité dans les échantillons étant probablement attribuables & des sources différentes
(chapitres 3 et 4). Dans les sédiments lacustres, seule une dizaine d’entre eux est détectée
(Figs. 8.1), parmi lesquels 4 ne semblent pas spécifiques (acétates de taraxéryle, a-amyrine,
[-amyrine, et glutinyle), 6 définis précédemment comme marqueurs d’Asteracées (acétates
de bauerenyle, isobauerenyle, lupéyle, taraxastéryle, 1-taraxastéryle et pichiérényle), dont
lacétate de pichiérényle, décrit a ce jour uniquement dans la picride éperviére (Picris hie-
racioides ; Figs. 8.3) et de ce fait hautement spécifique. Quatre acétates de triterpényle
spécifiques aux Astéracées ne sont pas détectés dans les sédiments : les acétates de ta-
raxastéryle, swertényle, gammacérényle, isopichiérényle, les 3 derniers étant décrits eux

aussi uniquement dans la picride éperviére.

Les possibilités de dégradation de ces composés sont a ce jour trés peu connues (Lavrieux
et al., 2011 ; chapitre 4). Cependant, la comparaison de la diversité de ces composés dans un
sol actuellement sous prairie, dans un sol anciennement sous prairie et dans les sédiments
(Tableau 8.3 ; chapitres 3 et 5) montre qu’il n’existe aucune logique immédiate dans leur
distribution. Dans I’hypothése d’une possible dégradation partielle des composés, le sol
anciennement sous prairie ayant changé d’occupation il y a moins de 60 ans, on pourrait
s’attendre & y trouver une plus grande diversité moléculaire que dans les sédiments, pour la
plupart beaucoup plus anciens. Cependant, il y a plus de 2 fois plus de composés détectés
dans les sédiments. Tous les composés détectés dans le sol anciennement sous prairie, sauf
un, sont également présents dans les sédiments. In fine, la plus grande diversité d’acétates de
triterpényle dans les sédiments est en défaveur d’une dégradation préférentielle de certains
de ces composés, et a contrario plaide donc clairement en faveur d’une stabilité de ces

composés, au moins 4 1’échelle des temps historiques.

Par ailleurs, parmi les 4 composés décrits uniquement dans la picride éperviére (acé-
tates de swertényle, de pichiérényle, d’iso-pichiérényle et de gammacérényle), seul acétate
de swertényle est retrouvé dans le sol anciennement sous prairie, tandis que l'acétate de
pichiérényle est seul détecté dans les sédiments. Cette différence ne peut se justifier par
une trop grande dilution des trois autres composés effectivement non retrouvés dans les

sédiments, car cela ne permet pas d’y expliquer ’absence de la molécule détectée dans le
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F1a. 8.3 — Picris hieracioides (Picride éperviére) - Parties aériennes (& droite), détail d’une
feuille (en haut a gauche) et de capitules (en bas & gauche et au milieu) (©Andrea Moro,
Université de Trieste (Italie).

TAB. 8.3 — Variété des acétates de triterpényle dans un sol actuellement sous prairie (cha-
pitre 3), un sol anciennement sous prairie (chapitre 5) et les sédiments lacustres.

Sol actuellement Sol anciennement Sédiments
Nom Nom commun .. P

sous prairie sous prairie Lacustres
Acétate de tarax-14-en-33-yle Acétate de taraxéryl X - X
Acétate d’olean-13(18)-en-33-yle Acétate de §-amyrine X - -
Acétate d’olean-12-en-33-yle Acétate de B-amyrine X - X
Acétate de bauer-8-en-33-yle Acétate d’isobauerenyle X X X
Acétate de glutin-5-en-33-yle Acétate de glutinyle X - X
Acétate d’urs-12-en-33-yle Acétate de a—amyrine X - X
Acétate de lup-20(29)-en-33-yle Acétate de lupéyle X X X
Acétate de multiflor-7-en-33-yle Acétate de multiflorényle X - -
Acétate de bauer-7-en-33-yle Acétate de bauerényle X X X
Acétate de taraxast-20-en-33-yle Acétate de i-taraxastéryle X - X
Acétate de taraxast-20(30)-en-33-yle Acétate de taraxastéryle X - X
Acétate de pichier-8-en-33-yle Acétate d’isopichierenyle X - -
Acétate de pichier-9(11)-en-33-yle Acétate de pichierényle X - X
Acétate de gammacer-16-en-33-yle Acétate de gammacerényle X - -
Acétate de pichier-7-en-33-yle Acétate de swertényle X (x) -

sol anciennement sous prairie, et réciproquement. Il est plus probable que ces molécules
sont synthétisées par d’autres plantes présentes sur le bassin-versant, et dont l'inventaire

phytochimique n’a pas encore été réalisé a ce jour.
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8.2.3.5 Stéroides

Les stérols utilisés pour estimer la contribution fécale dans les sols : coprostanol, épi-
coprostanol, stigmastanol, épi-stigmastanol vs. campestanol, campestérol, sitostérol, cho-
lestérol (chapitre 3) sont tous présents dans les échantillons de sédiments lacustres (Figs.
8.2). Les stéroides sont supposés stables dans les sédiments (Cranwell, 1982). Les composés
en Co7 sont généralement dominants dans les plantes aquatiques, tandis que les composés en
Cqg sont prépondérants dans les plantes terrestres (e.g. Meyers et Ishiwatari, 1993). Cepen-
dant, les 53-stanols (par exemple, le coprostanol et ’épi-coprostanol), dérivant des stérols,
sont principalement produits lors de la digestion des humains et des animaux (voir chapitre
3; e.g. Nishimura, 1982). Ils peuvent également étre produits en proportions modestes dans
des milieux réducteurs (Volkman, 1986 ; Meyers et Ishiwatari, 1993). Par ailleurs, le cho-
lestérol est un composé ubiquiste, notamment produit par les diatomées (Volkman, 1986 ;
Rampen et al., 2010). Le campestérol peut étre présent en faibles proportions dans les
algues (Sambamurty, 2005). Le (-sitostérol est produit & la fois par les plantes supérieures
et les micro-algues, mais il peut étre considéré comme marqueur de plantes terrestres dans
les études portant sur des sédiments lacustres proximaux (Volkman, 2006). Sans s’étendre
plus avant dans un inventaire exhaustif des stérols, du fait des sources multiples de ces

composés dans les sédiments, 'utilisation du rapport :

coprostanol + epi — coprostanol + stigmastanol + epi — stigmastanol + campestanol

campesterol + sitosterol 4+ cholesterol

défini au chapitre 3 peut s’y avérer plus délicate que dans les sols, du fait d’un possible

mélange entre une empreinte autochtone et une empreinte terrestre.

8.2.4 Autres biomarqueurs terrestres

En plus des marqueurs précédemment définis dans les sols, d’autres biomarqueurs spé-
cifiques de végétaux supérieurs ou traceurs d’une érosion dans le bassin-versant ont été
détectés. 1l s’agit :

— du cannabinol (CBN), permettant de tracer I'utilisation de chanvre textile, et dont

la présence et I’évolution temporelle ont été abordées dans le chapitre 7;

— de la miliacine, un éther méthylique de triterpéne pentacyclique caractéristique du
millet cultivé (Panicum miliaceum ; Jacob et al., 2008), et dont la présence dans
les sédiments du lac d’Aydat atteste la culture de cette plante durant la période
considérée ;

~ des TTHCs (plus précisément du 3, 4, 7-trimeéthyl-1, 2, 3, 4-tetrahydrochryséne et
du 3, 3, 7-triméthyl-1,2,3,4-tétrahydrochryséne, autrement appelés TTHCs 2 et 3;
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Wakeham et al., 1980), des composés polycycliques et aromatiques, supposés mar-
queurs d’érosion (Disnar et Jacob, non publié; Jacob et al., 2009). Bien que supposés
étre produits dans les litiéres et les sols (Wakeham et al., 1980 ; Yunker and MacDo-
nald, 1995) par la dégradation d’a-amyrines et de -amyrines, il se sont avérés étre
totalement absents des sols du bassin-versant d’Aydat (chapitre 3). Leur présence
dans les sédiments lance ainsi le débat sur leur origine, suggérant plutét leur possible
formation au sein méme des sédiments & partir d’amyrines ou d’amyrénones (Disnar
et al., 2011).

Par ailleurs, il faut aussi noter la présence de quelques autres composés aromatiques

ainsi que de triterpénes ubiquistes :

— des composés tétracycliques ainsi que des pentacycliques mono-, di- ou triaroma-
tiques issus de la dégradation de triterpénes pentacycliques de végétaux supérieurs
(e.g. Spyckerelle, 1975 ; Lohmann, 1988). Leur absence dans les sols (chapitre 3) in-
dique qu’ils se sont formés soit par divers mécanismes dans le sédiment, soit par voie
photochimique durant leur transport (Corbet, 1980 ; Trendel, 1985 ; Jacob, 2003) ;

— des hopanes et des hopénes, d’origine bactérienne, évoqués dans une récente étude

concernant le lac d’Aydat (Stefanova et Disnar, 2000).

8.2.5 Conséquences de cet inventaire moléculaire pour la qualité de la
reconstruction des changements d’usages des sols

L’absence des biomarqueurs de coniféres interdit toute tentative de reconstitution di-
recte de I’évolution des surfaces forestiéres sur le bassin-versant du lac d’Aydat au cours
du temps. A linverse, la préservation de biomarqueurs univoques de prairie tels que les
acétates de triterpényle offre a priori la possibilité d’estimer ’emprise de celles-ci sur le
bassin-versant. L’introduction possible d’'une empreinte autochtone dans les rapports éta-
blis pour les sols & partir des stéroides et des FAMESs en suggére ici une utilisation prudente.
Il convient donc de comparer 1’évolution de ces rapports avec d’autres marqueurs, afin d’en
évaluer la fiabilité. La faible préservation des esters de cire impose d’écarter ces compo-
sés pour les reconstitutions des occupations de sols anciennes. Les rapports établis sur les
autres familles de composés linéaires (n-alcanes, n-alcan-2-ones) pourront étre utilisés, bien
que leur capacité a distinguer deux occupations de sols surimposées se soit avérée limitée
(chapitre 5). De ce fait, dans le cas ou plusieurs types de végétation caractérisés par un
homologue majoritaire différent se partagent équitablement la surface du bassin-versant,
on peut s’attendre & ce que les rapports sur n-alcanes et/ou n-alcan-2-ones n’offrent pas
des résultats suffisamment tranchés. Leur fiabilité peut toutefois étre elle aussi appréciée
en comparant leur évolution & celle des biomarqueurs de prairie. Enfin, malgré sa faible

abondance relativement aux autres homologues de n-alcanes dans les échantillons (cf. su-
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pra), le n-alcane n-Cj7 doit pouvoir étre utilisé comme marqueur d’eutrophisation, comme
cela a été souligné par Cranwell (1982) et déja appliqué avec succés (e.g. Bourbonniere et
Meyers, 1996). Son évolution temporelle pourra alors également étre appréciée pour tenter
de confirmer la période de début d’eutrophisation du lac d’Aydat, et la mettre en lien avec

les changements d’usages des sols.

8.3 Evolution temporelle des biomarqueurs

La relation entre la concentration d’un composé ou la valeur d’un rapport moléculaire
donné & une proportion précise de surface couverte par un type de végétation ne pouvant
évidemment pas étre établie, seules seront ici considérées les évolutions relatives des mar-
queurs au cours du temps. Ainsi, la confrontation des évolutions de différents marqueurs
permettra de préciser quelle confiance peut leur étre accordée, selon le degré de concordance

des informations qu’ils apportent.

8.3.1 Séries alkyles

8.3.1.1 n-alcanes et n-alcan-2-ones

8.3.1.1.1 Rapport n-Cy / n-C3;

Les rapports n-Cag / n-Cs; sur n-alcanes et n-alcan-2-ones ont été définis dans le

chapitre 3 comme étant > 1 dans les sols sous foréts, et < 1 dans les sols sous prairies.

En ce qui concerne les n-alcanes, ce rapport varie peu entre 1250 et 1550 CE (~1 - 1,2;
Figs. 8.4). En revanche, il accuse une forte augmentation a partir d’un échantillon daté du
début du 18¢ siécle, ou il atteint 1,5. S’ensuit alors une diminution trés rapide, en quelques
décennies, vers le pole "prairie". Le minimum est atteint au milieu du 18¢ siecle (0,77),
puis les valeurs redeviennent plus comparables & celles observées pour les échantillons plus
anciens. Bien que variant rapidement, elles restent alors globalement contenues entre 1 et
1,35.

La forte et éphémére variation de ce rapport au 18€¢ siécle peut trouver une explication
dans les difficultés que traverse I’Auvergne a cette époque (chapitre 2). Briévement, suite
a une surpopulation, ’Auvergne subit une forte déforestation qui atteint son maximum
aux 18¢ et 19¢ siécles. Le village de Saulzet-le-Froid, en amont du bassin-versant, aurait
été 'une des communes les plus touchées de la région (Miras, 2004), ce qui a été confirmé
par l’évolution du détritisme dans la carotte sédimentaire (chapitre 6). S’ensuit une intense
érosion des sols, que Michelin (1996) qualifie de "catastrophique". Cette période de crise

se solde par un exode rural massif qui entraine une progression des pelouses & genéts et a
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FiG. 8.4 — Evolution temporelle, dans les échantillons de sédimentation de fond, des
rapports sur n-alcanes, n-alcan-2-ones, FAMEs et contribution fécale, et des concentra-
tions du n-alcane n-Cy7, des acétates de bauerényle, pichiérényle, d’isobauerényle, de -
taraxastéryle, de lupéyle et de taraxastéryle, des TTHC2 et TTHCS3, de la miliacine et
du cannabinol. Pour les rapports est précisée la signification des deux poles tels que dé-
finis dans les sols (P = "prairie", F = "forét"); le sens de la tendance & une plus forte
eutrophisation est indiqué pour le n-alcane n-Cq7.

bruyeéres (chapitre 2). Celles-ci pourront étre remises en culture suite & une utilisation en
pacage, puis & un écobuage (Michelin, 1996).

Les céréales consommeées, et donc cultivées suite aux épisodes de déforestation, sont le
seigle, I’avoine, le froment et 'orge (chapitre 2). Or, ’homologue majoritaire présent dans
le froment (tiges, feuilles) est le n-Cq9 (Wiesenberg et al., 2010, et références incluses),
c’est-a-dire correspondant & 'empreinte définie comme "forestiére" au long de ce travail.
L’homologue n-Cs; domine dans la paille de seigle, mais il est accompagné du n-Cog en

proportions presque équivalentes (Wiesenberg et al., 2009). Les feuilles d’orge, quant a elles,
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sont dominées par ’homologue n-Css, suivi du n-Cs; et du n-Cag (Sachse et al., 2010). Le

Ciaz des n-alcanes de 'avoine ne semble pas figurer dans la littérature.

Ainsi, la forte valeur du rapport n-Cag / n-Cs3; au début du 18 siecle peut s’expliquer
par (1) l'intense déforestation en elle-méme, qui déstabilise les sols mis & nus et entraine
vers le sédiment un signal forestier et/ou (2) par 'installation ultérieure de cultures qui
peuvent avoir fourni d’importantes quantités de I’homologue n-Cag au sédiment. Le rapport
considéré qui atteint alors sa valeur maximale pour les sept siécles étudiés, témoigne ainsi
de la surexploitation globale des sols, initiée dés le Moyen-Age. La chute brutale du rapport
qui s’ensuit et qui s’effectue en 2 décennies témoigne vraisemblablement de I’exode rural
massif qui en a résulté, accompagné du retour des landes et sans aucun doute d’herbacées
pionniéres.

Contrairement au rapport fondé sur les n-alcanes, celui fondé sur les n-alcan-2-ones
n’enregistre pas de variation notable jusqu’au 20°¢ siécle, si ce n’est une légére tendance &
se rapprocher du pole "prairie" dans les échantillons les plus anciens (en oscillant entre 0,6
et 0,8). Il varie entre 0,4 et 0,6 dés le milieu du 18¢ siécle (Figs. 8.4). En revanche, ses valeurs
se déplacent vers un pdle plus forestier dés la fin du 19¢ siécle, et atteignent une valeur
maximale proche de 1,2 vers 1960. Cette empreinte plus forestiére peut s’expliquer par les
politiques de reboisement de la Loi d’Empire de 1860, puis de la Restauration des Terrains
en Montagne (chapitre 2; Gadant, 1968 ; Michelin, 1996). La valeur relativement élevée
durant les années 1960 comparativement aux échantillons qui les précédent pourrait résulter
d’un impact précoce du remembrement, généralement accompagné d’une destruction de
haies voire de coupes forestiéres, encourageant 1’érosion d’un sol & 'empreinte forestiére
marquée.

Les différences observées entres n-alcanes et n-alcan-2-ones, et qui se limitent en fait
a quelques points de données (notamment au tout début du 18¢ siécle; Fig. 8.4), sont
vraisemblablement explicables par des différences de production et/ou transformation de
ces composés & sources multiples. Rappelons a cet égard, comme cela a précédemment
éteé souligné (chapitre 3), que les n-alcan-2-ones témoignent d’une relative fragilité des

n-alcanes dont ces composés sont issus.
8.3.1.1.2 n-Alcane n-Cq7

Les concentrations de I'hydrocarbure n-Ci7 restent faibles et peu variables entre le
milieu du 13¢ siécle et le début du 19 siecle (< 7 ng/g COT; Figs. 8.4). A partir de cette
époque, sa concentration augmente rapidement et fortement (23,5 ng/g COT). Ce composé
réputé d’origine algaire pouvant étre a prior: utilisé comme un marqueur d’eutrophisation
(cf. supra), les variations de sa teneur confirment I’hypothése faite dans le chapitre 6 a

partir des mesures de susceptibilité magnétique et des analyses organiques globales (TOC,
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IH, 10), c’est-a-dire que la phase actuelle d’eutrophisation du lac aurait été amorcée dés le
début du 19e siécle. Dans cette hypothése, le dernier échantillon analysé, datant de la fin des
années 1960, indiquerait une légére diminution de I'eutrophisation qui pourrait étre mise
sur le compte de premiéres actions de lutte contre la dégradation de la qualité des eaux liées
au développement des activités touristiques aux abords du lac. Cette hypothése pourrait
étre validée a l'aide d’échantillons plus récents, si la tendance observée se poursuivait

effectivement sur le plus long terme.

8.3.1.2 Esters méthyliques d’acides gras (FAMEs)

Les valeurs du rapport (iCis.0 + aiCis.0)/Cis:0 se sont révélées plus élevées dans les sols
sous prairies que dans les sols sous foréts (chapitre 3). Dans les sédiments les valeurs de ce
rapport, relativement stables jusqu’au milieu du 18€ siecle (1,7 - 2,7), subissent une brusque
augmentation vers 1750, et atteignent rapidement des valeurs supérieures a 4 (Figs. 8.4).
Bien que montrant une plus grande amplitude de variations qu’auparavant (2,2 - 4,2), la
tendance est irréversiblement modifiée et s’est nettement déplacée vers le pole " prairie".
Ce rapport enregistre des variations concordantes avec celles fournies par les n-alcanes,
suggérant une origine terrestre des homologues iCys.9, aiCys.9 et Ci5.0 dans les sédiments
du lac d’Aydat.

8.3.2 Stéroides et contribution fécale

Comparativement aux composés et rapports évoqués ci-dessus, le rapport permettant
d’estimer la contribution fécale évolue moins fortement (Figs. 8.4). Ce rapport reste faible
jusqu’au milieu du 18¢ siécle (< 0,6), et montre ensuite une tendance globale a une aug-
mentation pour atteindre ~1 au début du 20¢ siécle. Cette augmentation peut s’expliquer
par une intensification des apports fécaux, qui sont trop importants pour étre compensés
par une arrivée accrue de cholestérol diatomique accompagnant I’eutrophisation du lac (cf.
supra). Ainsi, malgré une possible contribution autochtone pouvant altérer la fiabilité du
rapport, ce dernier enregistre tout de méme une pression d’élevage plus importante au

cours des derniers siécles.

8.3.3 Acétates de triterpényle

Les acétates de triterpényle spécifiques d’Astéracées montrent une évolution temporelle

concordante entre eux, selon deux groupes différents (Figs. 8.4).

D’une part, les acétates de pichiérényle et de bauerényle, qui suivent une évolution si-

milaire durant les périodes les plus anciennes. Survient ensuite une augmentation nette et
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fugace de leur concentration, qui se trouve multipliée par 3 et par 2 pour atteindre 6 et 25
ng/g COT, respectivement. Apreés cet épisode du milieu du 18 siécle, leurs concentrations
redeviennent comparables & celles précédemment observées. Enfin, a partir des années 1930,
ces deux composés évoluent de maniére indépendante : tandis que 'acétate de bauerényle
reste présent & des niveaux comparables & ceux observés durant les décennies précédentes,
I’acétate de pichiérényle disparait totalement des échantillons. Il faut rappeler ici que ce
dernier a pour seule source connue la picride éperviére, tandis que le premier, bien que
synthétisé¢ par diverses plantes de par le monde, a également pour seules sources répu-
tées dans le bassin-versant cette méme espéce, ainsi que les genres Artemisia (armoises,
Astéracées) et Euphorbia (Euphorbiacées), dont des espéces sont aussi présentes sur le
bassin-versant (Lavrieux et al., 2011 ; chapitre 4). Ainsi, tandis que les tendances similaires
de ces deux composés dans les échantillons les plus anciens suggérent une source commune
- probablement la picride éperviére -, leur évolution divergente récente pourrait indiquer
le développement d’une autre espéce, a savoir une armoise ou une euphorbe, ou bien une

espéce jusqu’a aujourd’hui source inconnue d’acétate de bauerényle.

Les concentrations des acétates de lupéyle, de taraxastéryle et de i-taraxastéryle, et
dans une moindre mesure celles de 'acétate d’isobauerényle, dessinent des évolutions tem-
porelles paralléles. Tout comme les deux composés précédemment évoqués, ils présentent
une concentration relativement stable durant les premiers siécles considérés, puis enre-
gistrent une forte et éphémére augmentation au milieu du 18¢ siécle, dans les mémes ordres
de grandeur que les composés précédents. Au cours des 19¢ et 20° siécles ils se distinguent
toutefois de ces derniers par une teneur jusqu’a 3 fois plus forte que celle qu’ils ont connue
au 18¢ siécle. Contrairement aux autres composés, cette augmentation n’est que peu mar-
quée pour 'acétate d’isobauerényle. La concentration de 'acétate de i-taraxastéryle est
maximale durant les années 1930, puis diminue fortement, cette chute atteignant un facteur
de 4 sur une trentaine d’années. La concentration maximale de 'acétate de lupéyle s’en-
registre une dizaine d’années aprés le composé précédent, puis subit également une baisse,
bien que plus contenue, dans les échantillons suivants. Enfin, I'acétate de taraxastéryle pré-
sente une concentration sans cesse croissante et d’allure exponentielle, avec notamment un
quadruplement des valeurs enregistrées entre le 19¢ siécle et le niveau le plus récent, daté de
la fin des années 1960. Ces quatre molécules sont, elles aussi, toutes synthétisées par la pi-
cride éperviére, mais sont également décrites dans d’autres espéces et genres d’Astéracées
présents aujourd’hui sur le bassin-versant d’Aydat: Cirsium arvense (cirse des champs;
aceétates de lupéyle, taraxastastéryle, 1-taraxastéryle), Sonchus oleraceus (laiteron marai-
cher ; acétates de lupéyle, taraxastastéryle), Hieracium pilosella (piloselle), Picris echioides
(picride fausse-vipérine ; acétate de lupéyle), Arctium lappa (grande bardane), Carduus nu-

tans (chardon penché), Onopordum acanthium (chardon aux anes), Tarazacum officinale
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(pissenlit ; acétate de taraxastéryle), et enfin les genres Artemisia sp. (armoises) et Inula
sp. (inules; acétates de lupéyle et de taraxastéryle; Lavrieux et al., 2011 ; chapitre 4) qui
sont toutes des plantes de milieu ouvert, voire rudérales. Hors les Astéracées, le genre
Euphorbia sp. (euphorbes), dont des espéces sont présentes sur le bassin-versant (Anto-
netti et al., 2006), est également réputé producteur d’acétates d’isobauerényle, lupéyle et

taraxastéryle.

L’évolution temporelle des concentrations de ces acétates de triterpényle ne présente
aucune logique qui pourrait étre imputée & une dégradation de ces composés, ce qui tend
a confirmer leur stabilité, déja évoquée plus haut. Ainsi, dans 1’état des connaissances
phytochimiques actuelles, I’évolution différentielle de leurs concentrations au cours des
derniers siécles permet d’émettre les hypothéses suivantes :

— le pic de concentration de tous ces acétates, au milieu du 18¢ siécle, suggére que les
intenses défrichements de ’époque, rapidement suivis d’un exode rural massif, ont
favorisé un développement soudain et intense de la picride éperviére, réputée espéce
pionniére (e.g. Escarre et al., 1999). Celle-ci s’est ensuite rapidement trouvée dominée
par d’autres espéces;

— cette phase a effectivement pu étre suivie de 'expansion de diverses autres espéces,
dont le cirse des champs, qui atteindrait son apogée dans les années 1930, selon les
indications fournies par l'acétate de psi-taraxastéryle;

— le déclin du cirse des champs pourrait avoir été compensé par une plus grande abon-
dance de la piloselle, et/ou de la picride fausse-vipérine, qui auraient atteint leur
développement maximal dans les années 1940, ce que suggérent les concentrations en
acétate de lupéyle ;

— puis ces espéces auraient décliné rapidement, pour laisser la place a la grande bardane,
au chardon penché, au chardon aux anes et au pissenlit, comme l'indiquent les fortes
concentrations en acétate de taraxastéryle;

— enfin, depuis les années 1940 jusqu’a la fin de la période considérée, 'acétate de
bauerényle indique que les armoises et/ou les euphorbes auraient conservé la méme
représentativité dans le bassin-versant.

Quelques unes de ces hypothéses sont confortées par les observations botaniques rap-
portées par Chassagne (1956). Il explique en effet le caractére envahissant d’une variété de
cirse des champs, et décrit Iinvasion fulgurante d’un jardin par cette plante suite & son
importation au début du 20° siécle, ce qui est en adéquation avec les hypothéses formulées
ci-dessus. 1l fait également mention de la colonisation de la picride fausse-vipérine, appa-
rue dans la 2¢ partie du 19¢ siécle dans le Puy-de-Déme et décrite pour la premiére fois
a Saint-Saturnin (4 6 km a U'Est du lac d’Aydat) en 1944, ce qui peut s’accorder avec les

données moléculaires. 1l signale enfin I'abondance du pissenlit et sa large consommation
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dans la région (salade de pissenlit), mais n’en indique pas l'ancienneté.

11 faut toutefois garder a I’esprit que cette reconstitution d’associations végétales souffre
du biais inhérent & un inventaire phytochimique incomplet des acétates de triterpényle,
comme cela a été souligné dans le chapitre 4 (Lavrieux et al., 2011). Il est de plus fortement
probable que ces molécules puissent étre synthétisées par d’autres plantes qui (1) sont déja
connues comme étant productrices de ces composés, mais qui ne sont aujourd’hui plus
présentes sur le bassin-versant et n’ont donc pas été considérées dans le chapitre 4, ou qui

(2) n’ont pas encore été décrites comme productrices d’acétates de triterpényles spécifiques.

8.3.4 Autres marqueurs
8.3.4.1 TTHCs

Les concentrations des deux TTHCs présentent la méme évolution (Figs. 8.4). Elles
restent tres faibles (< 0,005 pg / g COT) jusqu’au milieu du 18¢ siécle. Cependant, aprés
avoir atteint un seuil notable vers le milieu du 14° siécle, les concentrations de ces molécules
diminuent jusqu’a la fin du 15¢ siécle avant de réamorcer une croissance. Cette diminution
est contemporaine de la Guerre de Cent Ans et de I’épidémie de Peste Noire, dont les effets
sur les populations bordant le Lac d’Aydat, précédemment été évoqués dans le chapitre 6,

se marqueraient alors par une atténuation temporaire de ’érosion du bassin-versant.

Les concentrations en TTHCs augmentent progressivement dés le milieu du 18¢ siécle,
ce qui confirme une période d’intense érosion évoquée pour les n-alcanes (cf. supra). Cette
augmentation est substantielle vers la fin du 19¢ siécle et le début du 20° siécle ou elle
est multipliée par 2, puis devient exponentielle pour atteindre 0,055 pug / g COT pour le
TTHC2, et plus de 0,11 pg / g COT pour le TTHC3 dans les échantillons les plus récents,
soit des concentrations 10 & 20 fois plus élevées que deux siécles auparavant. Cette tendance
se poursuit dans les périodes plus récentes, les plus fortes concentrations de ces composés
étant enregistrées pendant la toute la durée du remembrement, avant de diminuer fortement
durant les 2 derniéres décennies (Disnar et Jacob, non publié¢; Disnar et al., 2011). Bien
que dans des proportions différentes, cette évolution est synchrone de I'eutrophisation du
lac indiquée par le n-alcane n-Ci7. Ainsi, les perturbations majeures qu’enregistrent les
TTHCs durant les derniers siécles de la sédimentation du lac d’Aydat sont & verser au

débat sur leur origine encore énigmatique.

8.3.4.2 Marqueurs de cultures : miliacine et cannabinol

Bien que traceurs directs de culture (miliacine) ou de processus de rouissage (can-

nabinol), la reconstitution précise de l'utilisation des plantes auxquelles ces molécules se
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rapportent (millet cultivé et chanvre, respectivement) est rendue difficile par les faibles
concentrations de ces molécules dans les sédiments, i.e. généralement inférieure a 20 ng/g
COT pour la miliacine, et & 1 ng/g COT pour le CBN (Figs. 8.4).

Les informations qui peuvent étre tirées du CBN ont été présentées dans le chapitre
7. Briévement, le rouissage du chanvre textile - processus permettant d’assouplir les tiges
pour faciliter I'extraction des fibres - est attesté sur ’ensemble de la période de temps
considérée ici. Le rouissage semble avoir été plus développé au milieu du 18e siécle, dont
les singularités ont déja été soulignées par les autres marqueurs (cf. supra). Au milieu du
19e siecle cette pratique disparait avec la culture du chanvre, probablement a la suite de
I'introduction du coton qui a précipité la disparition de la plupart des chéneviéres dans le

monde.

L’importance de la culture du millet semble quant & elle étre restée identique tout au
long de la période de temps considérée, sauf au milieu du 16¢ siécle et vers 1910, ou les
concentrations en miliacine sont 3 & 6 fois plus élevées que durant le reste de la période
considérée. Le pic du 16° siécle peut correspondre & une culture accrue de cette céréale,
lite la hausse démographique, elle-méme subséquente aux diminutions de populations liées
a la Peste Noire et la Guerre de Cent Ans (dont l'impact a aussi été révélé par I’étude
sédimentologique de la carotte ; chapitre 6). La fin de la culture du millet, annoncée par la

disparition de la miliacine, est ici datée de 1915-1920.

8.3.5 Discussion générale sur 1’évolution des occupations anciennes

Du 13¢ au 18° siécle, les faibles fluctuations des différents parameétres moléculaires
considérés ne fournissent que peu d’indications sur I’évolution de 'occupation des sols.
Les variations démographiques liées & la Peste Noire et a la Guerre de Cent Ans, et donc
I'intensité de la pression anthropique qui en résulte, ne semblent pas aussi bien enregistrées
par les biomarqueurs moléculaires que par les paramétres sédimentologiques présentés dans
le chapitre 6. En fait, seule la miliacine, marqueur direct de culture du millet, et les TTHCs
semblent répondre a ces événements. Le petit nombre de points de mesure, et donc la
faible résolution obtenue sur ces périodes, peut en partie expliquer ces manques. Mais tous
les échantillons qui couvrent ces siécles fournissent des valeurs globalement identiques des
paramétres étudiés, soulignant la cohérence des informations qu’ils portent. Il est également
envisageable que 'utilisation des sols soit globalement restée inchangée durant cette période
de temps, et donc que les éventuels changements subis par le bassin-versant n’aient pas
été aussi abrupts que ceux enregistrés siécles suivants, et aient donc été moins clairement

enregistrés.

Ensuite, le paralléle entre 'histoire régionale dépeinte au chapitre 2 (et en partie reprise
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dans ce chapitre) et les biomarqueurs moléculaires est plus aisé a établir, et les informations
que ces derniers apportent sont concordantes (Figs. 8.5). Au 18 siécle, la surexploitation
extréme des sols (déboisement, intensification des cultures) est enregistrée par le rapport
n-Cag/n-Cs; des n-alcanes. L’exode rural que ceci entraine est également indiqué par ce
méme rapport, ainsi que par les acétates de triterpényle qui signent un développement
rapide d’une végétation pionniére d’Astéracées. Le rapport (iCiso0 + aiCis.0)/Cis0 se
déplace alors vers un pole "prairie", tandis que la contribution fécale, estimée & I'aide des
stéroides, s’intensifie. Malgré cette déprise, 1’érosion du sol, estimée & 'aide des TTHCs,

s’accroit.

n-alcane
n-Cq7

TTHCs

Miliacine

Cannabinol

Stéroides (ratio
contribution fécale)
FAMEs

iC15:0 + aiC15:0/ C15:0

Développement d’Astéracées |Acétates
(picride éperviére ?) de triterpényle

n-alcan-2-ones
n-Cog/n-C31
surexploitation, n-alcanes
- exode rural ﬂdéforestation n-Cpg / n-Caq
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Fic. 8.5 — Synthése des interprétations fournies par les différents biomarqueurs, montrant
les tendances générales depuis 1600 CE. L’intensité des événements est d’autant plus élevée
que la nuance de gris est foncée.

Une seconde étape est franchie au début du 19¢ siécle avec 'arrivée d’un indice clair
d’eutrophisation: l'alcane n-Cy7. Cet épisode est rapidement suivi par une progression des
Astéracées (acétates de triterpényle), témoins de la surface couverte par les prés et patures

(30% selon le cadastre napoléonien). Une baisse démographique s’amorce en 27

partie
du 19¢ siecle, ainsi qu'une reforestation (indiquée par les n-alcan-2-ones) motivée par les

politiques de préservation des territoires.

Le début du 20¢ siecle est paradoxalement marqué par une forte chute de population
et par une augmentation de I’érosion des sols, soulignée par les TTHCs. Les acétates de
triterpényle témoignent de ’installation en grand nombre d’Astéracées, dés la fin de la 17¢

Guerre Mondiale.

La concordance de ’évolution de ces différents biomarqueurs plaide en faveur de leur
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origine principalement terrestre, y compris ceux pour lesquels une possible contamination

d’origine autochtone a été évoquée (FAMEs, stéroides).

8.4 Conclusions

Les assemblages de biomarqueurs ayant montré leur potentiel de distinction des sols sous
prairies de ceux sous foréts du bassin-versant d’Aydat, constitués de marqueurs univoques
de prairies (acétates de triterpényles) ou de foréts (méthoxyserraténes, diterpénes tricy-
cliques oxygénés ou non) ainsi que de composés dont la distribution différe entre ces deux
occupations de sol (esters de cires, stéroides, esters méthyliques d’acides gras, n-alcanes, n-
alcan-2-ones) ont été recherchés dans des échantillons de sédiment du lac d’Aydat, couvrant
les 760 derniéres années. Cette approche a permis d’examiner (1) la part de ce message
d’origine terrestre effectivement transmise au sédiment, (2) les éventuelles causes de distor-
sion de ce message et (3) les potentialités offertes par ces biomarqueurs pour reconstituer
I’histoire des changements d’occupation des sols. Malgré un apport autochtone au sédiment
conséquent, di a la large présence de blooms de diatomées (chapitre 6), le signal d’origine

terrestre est clairement perceptible.

Les dépots de crue ont tout d’abord été comparés a la sédimentation de fond, et le
contenu moléculaire n’a pas permis de mettre en évidence de différences entre ces deux

types d’échantillons.

Parmi les familles de molécules constituant les assemblages moléculaires typiques de
prairies et de foréts définis dans le chapitre 3, seuls les biomarqueurs univoques de foréts
(diterpénoides, méthoxyserraténes) n’ont pas été retrouvés. Leur absence est trés proba-
blement liée & une dilution de ces composés dans le reste du signal organique, du fait de
la faible couverture forestiére du bassin-versant. De ce fait, et alors que des diterpénes
tricycliques oxygénés ou non ont souvent été signalés parmi les constituants habituels des
sédiments, jusqu’a présent aucun méthoxyserraténe n’a été observé dans une archive la-
custre. Il conviendrait de les rechercher sur d’autres sites d’études, ou les foréts de coniféres
couvrent une plus grande surface, afin de confirmer ou d’infirmer leur potentiel paléoenvi-

ronnemental.

En dépit de cela, les autres biomarqueurs présents dans les sédiments considérés se sont
avérés suffisamment informatifs pour donner des indications assez précises sur I’évolution
de l'occupation du bassin-versant et ce, malgré des différences évidentes entre les usages
anciens et 'utilisation actuelle des sols. La densité de points d’échantillonnage étant va-
riable sur la période de temps considérée, certaines des interprétations proposées demeurent
sujettes a débat, et certains épisodes cruciaux de changements d’occupation des sols sont

peut-étre passés inapercus. Cependant, les transformations du paysage que ces biomar-
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queurs laissent entrevoir apparaissent en conformité avec les études historiques régionales
(chapitre 2). Ceci valide leur application et conforte la confiance qu’on peut leur accorder.
La forte dépendance du bassin lacustre aux arrivées du bassin-versant, qui s’exprime par
la surface relativement élevée de ce dernier par rapport a la surface du lac, ainsi que par sa
topographie accentuée, peut expliquer le bilan positif de la démarche moléculaire suivie, et
ce, malgré d’importants apports autochtones, notamment depuis l'eutrophisation récente

du lac.

Des biomarqueurs spécifiques de végétation terrestre (cannabinol, miliacine) ainsi que
des TTHCs ont été détectés dans les sédiments, alors qu’ils ne 'avaient pas été dans les
sols. Ceci pointe la complémentarité de ces deux archives naturelles, en ce qui concerne

I’établissement et 1'utilisation de biomarqueurs d’occupation des sols.

La stabilité des acétates de triterpényle est, du moins sur I’échelle de temps considérée,
confirmée. Les données phytochimiques actuellement disponibles ont permis de proposer
quelques hypothéses de successions végétales, qui ne pourront étre validées ou infirmées
qu’avec 'acquisition de nouvelles connaissances concernant le contenu moléculaire de di-

verses essences végétales.

Au total, la reconnaissance d’assemblages moléculaires spécifiques des sols s’avére effi-
cace pour une application paléo-environnementale, les critéres proposés au cours de cette

étude ayant prouvé leur potentiel d’application pour ce type d’utilisation.
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De nombreuses études ont permis de souligner les potentialités offertes par la ma-
tiére organique sédimentaire, comme indicatrice de conditions environnementales et d’acti-
vité(s) anthropique(s) passées. Parmi les traceurs couramment utilisés et comparativement
a d’autres composantes de la matiére organique, les lipides s’avérent d’excellentes cibles du
fait de leur grande résistance a la dégradation et des fréquentes possibilités d’associer cer-
tains d’entre eux a une source bien définie (trés généralement végétale). Par ces propriétes,

ces composés répondent ainsi pleinement & ’acception de biomarqueurs.

Cependant, les études portant sur le lien entre les lipides détectés dans les milieux
naturels (sols, sédiments, ...) et leurs sources, se sont jusqu’a maintenant essentiellement
limitées a tenter de préciser le lien entre des espéces ou familles de plantes individuelles et
le contenu lipidique de sols et/ou de sédiments, ainsi que, en ce qui concerne ces derniers,
la distinction entre les apports terrestres et autochtones. Or, en contexte continental, les
sols constituent une source majeure de matériel sédimentaire en conséquence de I’érosion.
Les variations climatiques et/ou l'intensité des activités anthropiques sur le bassin-versant
dont ils sont issus influencent largement cet approvisionnement. Le signal moléculaire porté
par les sols est ainsi intimement lié & celui finalement porté par les sédiments, et s’inscrit

donc en comme intermédiaire entre les plantes-sources et ces derniers.

Dans ce contexte général, I'originalité de la présente étude réside dans son aspect inté-
gré, au travers de I’analyse d’un signal moléculaire depuis son origine, dans des sols, jusqu’a
son archivage, dans des sédiments. En effet, cette étude a tout d’abord visé & confronter
deux types différents d’occupation des sols (prairies / patures et foréts - principalement
de conifeéres) et le contenu lipidique qui en est issu et qui se retrouve dans les sols. Ainsi,
plutot que de chercher a attribuer systématiquement une source trés précise (taxon) a
chaque composé, ce travail a été réalisé a 1’échelle de 'occupation des sols, qui intégre
a la fois la variété d’essences végétales présentes et les conditions physico-chimiques et
micro-biologiques qui régnent au sein des sols considérés. Ceci a permis de sélectionner les

composés et familles de composés les plus appropriés au tracage de chaque type d’occupa-
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tion. La contribution d’anciennes occupations de sol & un contenu moléculaire plus récent

a également été considérée.

Ultérieurement, les acquis de cette phase de calibration ont été utilisés lors d’une compa-
raison entre les assemblages de biomarqueurs définis dans les sols et le contenu moléculaire
de sédiments lacustres issus du méme bassin-versant - supposés jouer un role intégrateur
des apports terrestres -, afin de certifier et qualifier l'origine pédologique des apports. Cette
image peut étre partiellement biaisée par divers phénomeénes de dilution ou de transfor-
mation diagénétiques intervenus durant le transport et/ou la sédimentation. In fine les
reconstitutions proposées & ’aide des traceurs moléculaires ont été confrontées aux infor-

mations fournies par la documentation historique disponible.

Les biomarqueurs moléculaires d’occupation des sols :

du sol. ..

Le contenu lipidique neutre de sols sous prairies et foréts qui a été inventorié représente
environ 250 molécules réparties en une quinzaine de familles différentes. Tout d’abord, le
lien entre la végétation actuelle et le contenu moléculaire ayant été confirmé, il a de ce
fait été possible d’associer un type d’occupation du sol & un assemblage de biomarqueurs

donné.

Face aux composés linéaires, ubiquistes, ’accent a été particulierement mis sur les
composés cycliques (notamment les triterpénoides), qui se réveélent souvent plus spécifiques
que les précédents, mais qui n’ont pourtant jusqu’a maintenant pas bénéficié d’un intérét
aussi marqué. Les critéres basés sur la présence ou ’absence d’un composé ou d’une famille
de composés se sont révélés plus robustes que ceux basés sur des abondances relatives,
marquant ainsi I’opposition entre les composés linéaires et cycliques sur lesquels reposent
respectivement ces deux approches. En effet, la distribution des composés linéaires peut non
seulement varier selon les essences végétales présentes, mais aussi en fonction des conditions
environnementales. Ainsi, alors qu’il a effectivement été possible de proposer un critére de
distinction les deux occupations de sol considérées fondé sur le composé majoritaire des
n-alcanes et sur celui des m-alcan-2-ones (produits d’altération des n-alcanes), aucune
différence n’a pu étre mise en évidence dans le cas des n-alcools, dont la distribution est
pourtant aussi variable selon les espéces végétales (e.g. van Bergen et al., 1997). Bien que
s’agissant de composés tout autant ubiquistes que les composés linéaires précédents, des
critéres de distinction ont également pu étre proposés & partir des esters de cires et des esters
méthyliques d’acides gras naturels (i.e. non méthylés au laboratoire), les différences alors

observées entre sols sous prairies/patures et sols sous foréts paraissant ici s’expliquer par
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une différence d’activité biologique entre ces deux types de sols. Ce dernier résultat confirme
Iintérét de 1’étude du contenu moléculaire du sol qui, affecté par différents processus au
sein du profil pédologique, se révele différent du contenu moléculaire des plantes.

A Popposé, les composés cycliques : stéroides, diterpénes tricycliques oxygénés ou non,
acétates de triterpényle, méthoxyserraténes, se sont montrés beaucoup plus efficaces pour
distinguer les occupations de sol, puisqu’ils sont produits par des végétaux différents. Parmi
ces composés cycliques, cet inventaire a mené & la découverte de deux familles de nouveaux
biomarqueurs spécifiques, jusqu’alors décrits dans leurs plantes-sources mais jamais dé-
tectés dans des archives naturelles, et qui concernent chacun une des occupations de sol
considérées :

— d’une part, une dizaine d’acétates de triterpényle, spécifiques des Astéracées (voire,
pour 4 d’entre eux décrits dans une seule espéce, la picride éperviére ou Picris hie-
racioides), famille de plantes couramment répandues dans les milieux ouverts et/ou
anthropisés, et qui peuvent ainsi constituer de nouveaux marqueurs fiables d’activités
humaines dans les études paléoenvironnementales ;

— et d’autre part, les méthoxyserraténes, spécifiques de Gymnospermes et plus préci-
sément des Pinacées, d’'importance écologique et économique reconnue.

Par ailleurs, la persistance d’une empreinte moléculaire héritée d’une ancienne occu-

pation de sol a pu étre mise en évidence, cette fois-ci encore particuliérement & ['aide des
composés cycliques. Cette durabilité des signatures lipidiques souléve des interrogations

quant a la signification du signal pédologique effectivement exporté vers le lac.

Ainsi, cette étude a confirmé l'intérét des triterpénoides, déja évoqué dans de nom-
breuses études antérieures, ainsi que leurs potentialités d’application & des reconstitutions
paléoenvironnementales (e.g. Cranwell, 1984 ; Hauke, 1994 ; Jacob, 2003 ; Trendel et al.,
2010).

. au sédiment

Avant d’aborder I’étude du contenu moléculaire de la carotte extraite des sédiments
du lac d’Aydat, celle-ci a fait 'objet d’une caractérisation fine par tout un ensemble d’ap-
proches : observations sédimentologiques visuelles, datations radiométriques (*C, 137Cs),
mesures de susceptibilité magnétique, de densité, de la composition élémentaire par spec-
trométrie de fluorescence X, analyse de la MO par pyrolyse Rock-Eval, et aussi consultation
d’une documentation portant sur I’histoire et 1’évolution paléoenvironnementale du bassin-
versant du lac et de sa région. Ceci a avant tout permis d’expliquer I'inattendue dilatation
de la série (19 m pour 6700 ans), ce qui s’est en fait avéré étre un atout pour toutes les

analyses qui ont été réalisées. Cette caractéristique s’explique par la géométrie particuliére
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de la vallée dans laquelle le lac s’étend. Par ailleurs, les données de ’analyse multi-traceurs
a permis de démontrer 'impact prépondérant de ’anthropisation sur le fonctionnement
hydrologique du lac et ce, depuis I’époque gallo-romaine, avec une apparition de crues
nombreuses et plus ou moins réguliéres, vers la fin du Haut Moyen-Age. Enfin, deux phases
d’eutrophisation du lac ont pu étre mises en évidence : une premiére datée du milieu du
Haut Moyen-Age, et la seconde, toujours en cours aujourd’hui, qui aurait débuté il y a 200
ans environ. C’est sur cette base qu’a été entreprise 'analyse moléculaire d’échantillons
répartis au long des 8 derniers siécles. Le contenu moléculaire n’a pas permis de distinguer
les dépots de crue, correspondant & une sédimentation événementielle, de la sédimentation
de fond, ce qui pourrait peut-étre pro parte étre expliqué par le mode d’échantillonnage
utilisé.

La majeure partie du message moléculaire provenant des sols est effectivement trans-
mise aux sédiments, puisque les assemblages de biomarqueurs définis dans les sols y ont
été retrouveés, a l'exception marquante des biomarqueurs de forét (diterpénes tricycliques
oxygénés ou non, méthoxyserraténes) et de leurs éventuels produits de dégradation. Cette
absence est probablement liée & une trop faible représentativité des foréts sur le bassin-
versant, au long de la période considérée, celles-ci n’étant présentes & ’heure actuelle qu’au
sommet des puys. Les esters de cire se sont avérés trop peu représentés pour étre exploi-
tables dans une analyse temporelle de I’évolution des biomarqueurs. Cependant, les autres
biomarqueurs, cycliques ou linéaires, se sont révélés riches d’informations, et ont permis de
proposer des hypothéses quant a certains changements d’occupation des sols. Au travers
d’une évolution différentielle au cours du temps, ils ont fourni de nombreux indices utiles &
cette reconstitution, soulignant 'importance de leur utilisation conjointe. Par ailleurs, les
apports autochtones ne semblent pas brouiller de maniére significative le signal terrestre,
puisque les hypothéses de reconstitutions proposées ont pu étre confirmées par les données
historiques disponibles, validant ainsi le potentiel d’utilisation & des enregistrements sédi-
mentaires des assemblages de biomarqueurs définis sur des sols dans la premiére partie de

ce travail.

En plus de ces assemblages définis dans les sols, d’autres biomarqueurs de grande utilité
paléoenvironnementale ont cependant été détectés dans les sédiments. Ainsi, la miliacine
a permis de tracer la culture du millet (Panicum miliaceum), tandis que la détection de
TTHCs, supposés marqueurs d’érosion des sols, a permis de préciser I’évolution de cette
derniére et a apporté de nouveaux éléments au débat sur leurs origines mémes. Enfin, le
cannabinol, spécifique du chanvre (Cannabis sp.; chanvre textile dans le cas de la zone
d’etude), a été détecté pour la premiere fois dans des archives naturelles et y tracerait la
pratique du rouissage. Du fait de la trés large utilisation de cette plante par les sociétés

humaines depuis plusieurs millénaires, cette découverte ouvre le champ a de plus amples
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applications.

Ainsi, I’étude intégrée des assemblages de biomarqueurs moléculaires, depuis leur genése
dans les sols jusqu’a leur archivage dans les sédiments, se solde a priori par un bilan
positif. L’inventaire des composés présents dans les sols a notamment permis de mettre
en évidence de nouveaux biomarqueurs d’intérét paléoenvironnemental, les acétates de
triterpényle et les méthoxyserraténes. La calibration des assemblages sur des occupations de
sol suffisamment répandues au long des périodes historiques (prairies/pétures et foréts) s’est
avérée pertinente et cela, méme si ’apparence actuelle du bassin-versant est profondément
différente des nombreux visages qu’il a pu montrer au cours des siécles. Cela s’explique par
exemple, dans le cas des acétates de triterpényle, par les divers milieux que les Astéracées
peuvent conquérir (jacheéres, friches rudérales, bords des chemins et des cultures, ...). Plus
largement, la détection du cannabinol a permis de montrer que les biomarqueurs sont non
seulement des traceurs de sources, mais peuvent également tracer les processus mis en

ceuvre pour l'utilisation d’une plante.

Perspectives

1 - Meilleure connaissance de ’histoire du bassin-versant du lac d’Aydat

L’arrivée prochaine des résultats de I’analyse pollinique devrait permettre de confirmer
ou d’infirmer certaines des hypothéses faites lors de la reconstitution de l'occupation an-
cienne des sols. Plus particuliérement, la mise en paralléle de ces deux types de traceurs
pourrait permettre, dans le cas du cannabinol, d’estimer les éventuelles différences d’évolu-
tion de la culture du chanvre et du processus de rouissage. Les informations apportées par le
pollen de coniféres permettraient de compenser ’absence de leurs biomarqueurs spécifiques

dans les sédiments.

Les résultats encourageants obtenus sur les reconstitutions des 760 derniéres années
incitent & pousser les investigations sur des périodes plus anciennes, ol les archives his-
toriques sont manquantes. Outre des renseignements sur des périodes a priori stables de
I’histoire du bassin-versant, cela pourrait permettre d’apporter des éléments de discussion
quant aux conséquences de ’événement de crue majeur, vers 3800 cal. BP, ou encore sur

d’éventuelles causes externes & 'apparition de I’événement gravitaire.

Par ailleurs, tandis que cette étude a pu souligner le réle des activités humaines sur le si-
gnal sédimentaire, le réle du climat reste flou. L’évolution des conditions hydrologiques est,
pour le moment, seulement évaluée & 'aide des dépots de crues enregistrés. L’acquisition de

données paléoclimatiques sur la carotte permettrait de distinguer les impacts respectifs des
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conditions hydrologiques et de 'occupation anthropique des sols sur 'intensité des crues
dans le lac. Les mesures D composé-spécifique, qui ont montré leur intérét en tant que
proxy paléohydrologique (e.g. Clark et Fritz, 1997 ; Schefufset al., 2005; Li et al., 2011),

semblent particuliérement adaptées a ce type de problématique.

2 - Recherche de nouveaur biomarqueurs

Par la détection de plusieurs nouveaux biomarqueurs univoques, cette étude a enri-
chi la base de connaissances actuelles et encourage a poursuivre les recherches en ce sens.
L’application de la méme démarche & d’autres occupations de sol, ou aux mémes occu-
pations de sol mais dans d’autres contextes (notamment climatiques et topographiques),
devrait permettre la mise en évidence de biomarqueurs d’autres familles, voire espéces de
plantes. Du fait de 'intérét que présentent les céréales pour 'alimentation humaine et du
role qu’elles ont joué depuis le Néolithique, la découverte de nouveaux biomarqueurs de
ces plantes serait particuliérement intéressante pour les études paléoenvironnementales ot

la, composante anthropique est & prendre en compte.

La détection du cannabinol, appartenant a une famille de composés réputée spécifique
de Cannabis sp. mais pourtant jusqu’alors jamais découvert dans des archives naturelles,
incite & rechercher si d’autres cas similaires existent et seraient potentiellement exploitables
sur d’autres sites d’études, au sein de séries sédimentaires mais également pour les études
archéologiques sur site. Par exemple, les capsaicinoides sont uniques au genre Capsicum
(piments; Bosland, 1996), légumes utilisés pour 'alimentation humaine depuis 9500 ans
(MacNeish, 1964) et largement répandus de par le monde depuis les voyages en Amérique
de Christophe Colomb (Heiser, 1976). Parmi cette famille de composés, la capsaicine, qui
serait faiblement mobile dans les sols et serait adsorbée sur les particules en suspension
dans l'eau (HSDB, 2011), semble une cible exploitable bien que ses possibilités de biodégra-
dation demeurent largement inconnues (HSDB, 2011). A cet égard, il convient cependant
de signaler que Flamini et al. (2003) ont détecté cette molécule - ainsi que la dihydrocap-
saicine -, dans des piments datés du 2°¢ siécle av. J.C., ce qui souligne de ses capacités de

préservation & long terme.

3 - Persistance des occupations anciennes des sols a [’échelle moléculaire

En révélant la persistance d’une signature moléculaire d’occupation ancienne au sein
d’un profil de sol, cette étude souléve des questions quant & la précision des informations
effectivement fournies par les assemblages de biomarqueurs d’occupation de sols, lorsqu’ils
sont détectés dans les sédiments. En effet, méme si la contribution héritée de 'occupation
ancienne s’avére minime en regard de celle liée & 'occupation nouvelle, elle n’est probable-

ment pas négligeable si les changements d’occupation ont affecté simultanément de grandes

188



Conclusion générale et perspectives

superficies de sols, ou si la nouvelle occupation ne génére pas (ou pas suffisamment) de bio-
marqueurs suffisamment spécifiques pour la caractériser. On peut de plus s’attendre & ce
que ce signal soit d’autant plus biaisé que les sols du bassin-versant conservent longtemps
des traces moléculaires d’une (ou de plusieurs) occupation(s) ancienne(s). Ainsi, ce type
d’études pourrait étre appliqué a d’autres types de sol, affectés d’une pédogenése différente
et/ou dont le changement d’occupation serait plus ancien, et ce, afin de déterminer la durée
de rémanence d’occupations anciennes, ainsi que I'impact du type de sol considéré sur cette
durée. Des datations '4C sur composés spécifiques (e.g. Eglinton et al., 1996 ; Smittenberg

et al., 2002) constitueraient un moyen efficace pour préciser 'ampleur de ces phénomeénes.

4 - Application des cortéges de biomarqueurs établis a d’autres sites d’études

Le bilan positif de 'application des cortéges de biomarqueurs définis durant cette étude
a la reconstitution des occupations anciennes des sols en motive 'application a d’autres
séries sédimentaires. Aprés une premiére étape visant a confirmer la robustesse des recons-
titutions réalisées, en se fondant sur les mémes assemblages mais sur d’autres sites dans des
contextes différents mais pour autant bien documentés par des archives historiques et/ou
polliniques, ces mémes cortéges moléculaires pourraient ensuite étre appliqués & d’autres

sites (en contexte sédimentaire ou archéologique) ou de telles archives sont manquantes.

5 - Stabilité des méthoxyserraténes

L’absence des méthoxyserraténes dans les sédiments n’a pas permis de préciser leur
stabilité & de longues échelles de temps. Il conviendrait de les rechercher dans d’autres
archives sédimentaires, enregistrant le signal provenant d’un bassin-versant plus largement
couvert de coniféres. Ce type d’étude permettrait de confirmer ou d’infirmer le potentiel

d’utilisation de ces molécules pour les études paléoenvironnementales
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Annexe A : Les méthoxyserraténes, biomarqueurs discriminants des sols développés sous
foréts de coniféres

Methoxy-serratenes as discriminant biomarkers for
soils developed under conifer forests

Claude Le Milbeau, Marléne Lavrieux, Jérémy Jacob, Renata Zocatelli, Jean-Robert
Disnar
Institut des Sciences de la Terre d’Orléns, ISTO, Université d’Orléans, UMR 6113 du

CNRS/INSU, Orléans, France
(corresponding author:claude.le-milbeau@univ-orleans.fr)

The evolution of landscapes through time constitutes a challenge for both archaeolo-
gists and paleoenvironmentalists. For example, human deforestation (for cultivation and
building) strongly affected the shape of continental surfaces with supposed impacts on the
global carbon cycle of which the timing and extent remains controversial.

Molecular biomarkers detected in soils can provide clue information on the past local
vegetation, and thus on past land uses. In addition, if these biomarkers are transferred from
soils to sedimentary archives, they can be used to reconstruct the evolution of ecosystems
through time. Higher plant pentacyclic triterpenes are commonly associated with angio-
sperms and are increasingly used in environmental reconstructions. Due to their wide diver-
sity of structures, functions and configurations, they constitute valuable chemo-taxonomic
targets, considering that a restricted number of organisms are able to synthesize specific
structures. For example, pentacyclic triterpene methyl ethers can be related to Gramineae
[1], [2] whereas triterpenyl acetates are mainly produced by Asteraceae [3|. Both reflect
the development of open vegetation, either under the influence of climate or due to human
activities.

In order to search for such compounds, we have analysed the lipid content of soils de-
veloped under conifer forest (spruces and pines) in the catchment of Lake Aydat (Massif
Central, France). Lipids were extracted by ASE with DCM:MeOH 9:1 and then separa-
ted into classes by flash chromatography with solvents of increasing polarity before being
analysed by GC-MS.

Apart from n-alkanes and diterpenoids, a series of 11 original compounds were detec-
ted in the ketone and alcohol fractions (Figure A.1). These compounds are unsaturated
pentacyclic triterpenes with a serratane structure, a methoxy group and various additional
oxygenated functions (methoxy, acetoxy, ketone or alcohol). Their concentrations range
from 1 to 20 ug/g of soil.

Serratane compounds are biosynthesized by many plants such as pines, spruces, ferns
and club mosses. Reversely, serratane triterpenes bearing a methoxy group have, up to
now, only been reported in Pinaceae.

Methoxy-serratenes constitute novel tracers of conifers that are far more specific than
classical diterpenoids. In addition, considering their lower volatility, they are likely to be
preserved in lacustrine archives, although their resistance to early diagenetic processes
remains to be documented. If resistant, there are likely to provide crucial information on
the evolution of pine and spruce forests over decadal to millennial timescales.

224



Annexe A : Les méthoxyserraténes, biomarqueurs discriminants des sols développés sous
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Fic. A.1 - GC-MS Total Ton Chromatogram (TIC) of (a) the ketone fraction and
(b) the alcohol fraction from the lipid extract of a soil developed under a co-
nifer forest : 1: 3a-methoxyserrat-13-en-21-one; 2: 3a,213-dimethoxyserrat-14-ene; 3:
213-methoxyserrat-14-en-3-one; 4: 3a-methoxyserrat-14-en-21-one; 5: 21a-methoxyserrat-
14-en-3-one; 6: 3[3-methoxyserrat-14-en-21-yle acetate; 7: 2la-methoxyserrat-14-en-3a-
ol; 9: 30-methoxyserrat-14-en-213-ol; 10: 3(3-methoxyserrat-14-en-21a-ol; 11: 2la-
methoxyserrat-13-en-3,15-dione
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mNTRODUCTION
The evolution of landscapes through time constitutes a challenge for both archaeologists and paleoenvironmentalists. For example, human deforestation
(for cultivation and building) strongly affected the shape of continental surfaces with supposed impacts on the global carbon cycle of which the timing and
extent remains controversial.
Molecular biomarkers detected in soils can provide clue information on the past local vegetation, and thus on past land uses. In addition, if these biomar-
kers are transferred from soils to sedimentary archives, they can be used to reconstruct the evolution of ecosystems through time. Higher plant pentacyclic
triterpenes are commonly associated with angiosperms and are increasingly used in environmental reconstructions. Due to their wide diversity of structures,
functions and configurations, they constitute valuable chemotaxonomic targets, considering that a restricted number of organisms are able to synthesize
specific structures. For example, pentacyclic triterpene methyl ethers can be related to Gramineae [1], [2] whereas triterpenyl acetates are mainly produced
Qy Asteraceae [3]. Both reflect the development of open vegetation, either under the influence of climate or due to human activities.

~

mATERIALS AND METHODS
Soil samples were taken in the autumn of 2008 from Pessade forest, located on the north-
eastern side of Sancy Massif (volcanic French Massif Central) in the Lake Aydat catchment,
ca. 25 km SW Clermont Ferrand and mainly constituted by spruces and pines.

Samples were extracted using Accelerated Solvent Extraction (Dionex ASE 200) with
DCM:MeOH (9:1) and separated into neutral, acidic and polar compounds by flash chromato-
graphy on aminopropyl-bonded silica. The neutral fraction was separated into five fractions
(aliphatics, aromatics, ethers, ketones and alcohols) on silica gel column with solvent of
Kincreasing polarity before be analysed by GC-MS.

A

/RESULTS
Neutral lipids are mainly composed by n-alkanes, sterols, stanones, stenones,
diterpenes and diterpenols. A series of 12 original compounds were detected in the
ketone and alcohol fractions :

Unsaturated pentacyclic triter-
penes with :
- seven membered ring C

B serratane structure

- a methoxy group
- additional oxygenated groups

B methoxy,
B acetoxy,
B ketone,
B alcohol.

Ketones fraction

\

T
@ 6 61 65 66 67
Time (min)

e e L
56 E3 0 62 64 66 68 70 72 74

Time (min)

Concentrations range from 1

to 20 pg/g of soil.

ﬁ)ISTRIBUTION OF METHOXY-SERRATENES IN PLANTS
Bibliographic inventory of distribution of methoxy-serratenes in plants is
summurized in the following tab :

V €

Pinaceae

Taxodiaceae

Asteraceae

Neckeraceae

Picea

Pinus

Cathaya

Taiwana

Nardia

[Homogynes

Homalia

abies

glehni

obavata

sitchensis

armandii

banksiana

contorta

lambertiana

luchuensis
montelica
palustris

strobus

sylvestris

taeda

taiwanensis

argyrophylla

flousiana

scalaris

alpina

trichomanoides

21a-methoxyserrat-13-en-3-one (1)
30,210-dimethoxyserrat-14-ene (2)
3p,21f-dimethoxyserrat-14-ene (3)
21p-methoxyserrat-14-en-3-one (4)
3a-methoxyserrat-14-en-21-one (5 )
21a-methoxyserrat-14-en-3-one (6 )
3p (or 3)-methoxyserrat-14-en-21-yl acetate ()
21a-methoxyserrat-14-en-30-0l (8 )
3a-methoxyserrat-14-en-216-0l (8)
3p-methoxyserrat-14-en-21-ol (10 )
3p-methoxyserrat-14-en-210-0l (11)
21a-methoxyserrat-13-en-3,15-dione ( 12)
30,21p-dimethoxyserrat-14-ene
3p,21p-dimethoxyserrat-14-ene

21p-methoxyserrat-14-en-3f-ol
3amethoxyserrat-14-en-21p-ol
3a-methoxyserrat-14-en-21a-ol
21-acetoxy-3p-methoxyserrat-14-en-21a-ol
3a-methoxy-21b-hydroxyserrat-14-en-16-one
Ja-methoxyserrat-14-ene-21c.,30-diol
3p-methoxyserrat-14-ene-21c,29-diol
3p-methoxyserrat-14-ene-21p,29-diol
29-hydroxy-3f-methoxyserrat-14-en-21-one
3p-methoxyserral-14-ene-21a,30-diol
29-nor-3a-methoxyserrat-14-
29-nor-3p-methoxyserrat-14-
21-0x0-3f-methoxyserrat-1
21a-hydroxy-3p-methoxyserrat -
21a-hydroxy-3-methoxyserrat-14-en-30-al
Jezananal A and B
Piceanonol A
Piceanonol B
134, 14a-epoxy-3-methoxyserratan-21§-ol
13a,14a-epoxy-21o-methoxyserratan-3-one
14, 15-epoxy-3p-methoxyserratan-21-one
14p,15f-epoxy-3a-methoxyserratan-21p-ol
14,15{-epoxy-3p-methoxyserratan-21-ol

x

x |jezonensis (ajaensis)

=

x

x x x

&

X X X X X X X X X

X

x

x

x

x

Serratane compounds are biosynthesized by many plants such as
pines, spruces, ferns and club mosses.
Methoxy-serratenes are mainly biosynthesized by spruces and pines.

V. 4

4

/CONCLUSION
Methoxy-serratenes constitute novel tracers of conifers that are far more specific than classical diterpenoids. In addition, considering their lower volatility, they
are likely to be preserved in lacustrine archives, although their resistance to early diagenetic processes remains to be documented. If resistant, there are likely
Q) provide crucial information on the evolution of pine and spruce forests over decadal to millennial timescales.

4
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Abstract

Purpose: 18 soils were sampled in Lake Aydat catchment in order to analyze their content in
free fatty acids (FAs), which are considered to be among the biomarkers the most amenable
to mobilisation by runoff waters. The studied soils have been occupied by grasslands or
forest since at least World War 11, some having changed use more recently.

Material and methods: The soil studied all developed on volcanic rocks (andisols). The
bulk organic matter (OM) content of the samples was characterized by Rock-Eval (RE)
pyrolysis. The FAs were determined by Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
analysis of isolated and derivatized (methylation and trimethylsilylation) fractions.

Results and discussion: Few low molecular weight compounds (LMW; i.e., <Csqg) were
detected, FA distributions being usually dominated by even-carbon-numbered high molecu-
lar weight (HMW; >Cyg) normal FAs and difunctionalized FAs: diFAs, - and w-hydroxy-
fatty acids (FHOFAs and wHOFAs). The distributions and abundances of HMW terms of
all families (which can all be considered as representative of terrestrial OM source) dis-
play only slight differences. These differences can be rationalized by the following ratios:
(Ca6:01+Cas0) /> _Ceven nFAs, Caz/Cayg di-FAs, and Cag-/Cop+w-HOFAs). Soils from areas
that have changed use recently consistently display intermediate ratio values typical of their
double inheritance. All grassland soils and some samples from intermediate areas contain
notable amounts of the bile acid deoxycholic acid that testifies to their present or recent
use for cattle breeding.

Conclusions: Despite the variety and the abundance of all HMW FAs, only nFAs were
previously found in Lake Aydat sediments (Stefanova, M. and Disnar, J. R. 2000. Compo-
sition and early diagenesis of fatty acids in lacustrine sediments, Lake Aydat (France). Org
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Geochem 31, 41-55), which strongly questions the importance of the watershed contribu-
tion, the source (plant or soil) and mode of transportation of the FAs to the Lake sediments.

Keywords: Biomarkers e Conifer e Fatty acids e French Massif Central e Grassland
e Sediments e Soils

1 Introduction

Fatty acids (FAs) are major components of the lipids of living organisms. They mostly
occur in the form (i) of esters (of alkanols, sterols and glycerol) as components of cell mem-
branes of bacteria and eukaryotes, (iia) as polyesters in the protective tissues of higher
plants (namely cutin in leaves and suberin in barks and roots), and also (iib) in the free
or combined state (waxes) at the outer surface of leaves (Feng et al. 2010 and references
therein). Like other lipid compounds, FAs have been extensively studied by organic geo-
chemists as tracers of plant input to marine and lacustrine sediments (Cranwell 1977, 1978,
1981; Meyers and Ishiwatari 1993; Ho and Meyers 1994; Prartono and Wolff 1998; Ficken
et al. 2000; Fisher et al. 2003; Jacob et al. 2007). While the FAs incorporated into phospho-
lipids have received considerable attention as specific tracers of soil microorganisms (Zelles
1997, 1999; Ruess and Chamberlain 2010 and references therein), soil lipids including FAs
have been little investigated. This paucity of data was pointed out by Bull et al. (2000a),
and still remains fully valid, despite the publication of a few papers in the meantime (see
below). Most papers on soil lipids in general and FAs in particular deal with the fate or
turnover of lipid components of the soil organic matter (SOM) in cultivated or uncultivated
soils (Dinel et al. 1998; Nierop et al. 2003; Otto and Simpson 2006; Wiesenberg and Schwark
2006; Wiesenberg et al. 2008, 2010; Amelung et al. 2008; Feng et al. 2008 and references
therein). Ounly a very few papers deal with FAs as plant source indicators (Almendros et
al. 1996; van Bergen et al. 1997; Bull et al. 2000b; Gleixner et al. 2001; Marseille et al.
1999). Both these objectives are considered together in studies in which lipids are used for
tracking changes in soil use (Lichtfouse et al. 1994; Wiesenberg et al. 2004; Quénea et al.
2006).

Like soil scientists, sediment geochemists usually directly base the identification of the
source organisms of FAs (and other lipid compounds) on the composition of the putative
living organism (e.g., Cranwell 1974; Rieley et al. 1991). The possibility that original FA
distributions might be altered during compound transfer from the source plant to the
sediment - and especially in the soil where they can remain for a rather long time - is
generally totally overlooked (e.g., Kusch et al. 2010).

A few years ago, Stefanova and Disnar (2000) published a study on the free and bound
FA content in the recent sediments of Lake Aydat. This lake is located in the French
Massif Central, in an area covered by grasslands and woods. It is presently eutrophic,
and accordingly, the previous authors evidenced only a minor organic contribution from
the watershed to the sediment. The present study deals with the analysis of the free FAs
extracted from 18 soils developed under different vegetation cover in the lake catchment.
The main aim of the work is to appraise the variations in the content and composition of
free FAs-the most likely to be mobilized by runoff water-in the soils of the watershed, under
different plant cover (i.e., grass and trees) and other environmental factors (soil nature,
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elevation, slope, etc.). Some of the studied soils that have changed in use during the last
century should also allow us to assess the persistence of FAs of former cover in soils and,
accordingly, to test the potential of lipids to track such changes.

2 Setting

Soil samples were taken from the catchment of Lake Aydat, located in the French Massif
Central about 25 km SW of Clermont-Ferrand (Fig. B.1). The catchment is at an altitude
ranging from 825 m (lake level) to about 1300 m above sea level. The highest points are
volcanoes of the Chaine des Puys. Between the volcanic domes flows the Veyre River, the
major tributary of Lake Aydat. The volcanoes are covered by forests (mainly Picea sp.),
most of them artificial, whereas the rest of the catchment is covered by pastures (grass-
land) and, of lesser abundance, by shrubs. The geological substratum is mostly basaltic,
accompanied by basaltic trachyandesite and Quaternary alluvium near the Veyre River.
Aydat soils are andisols, constituted by lightly-textured basic lava. Sand-silt constituted
the only horizon (A, organo-mineral) above the C horizon. These soils are well drained and
slightly acid. The volcanic rocks have shallow soils, between 30 and 40 cm depth.

3 Materials and methods

3.1 Sampling, soil characterization and slope calculation

18 soil monoliths, representative of the diversity of soil occupation encountered in the
catchment of Lake Aydat, were sampled in autumn 2008 (see Fig. B.1). The location and
context of the eighteen sites are described in Fig. B.1 and the vegetation cover and the
main characteristics of the selected soils are described in Table B.1. Slope calculations were
performed according to Kasel and Bennett (2007). Samples of the top of superficial organo
mineral horizon (2-4 cm) were dried in an oven (40°C) and sieved at 2 mm. The < 2 mm
fractions were analysed

3.1.1 pH and granulometry

Soil pH was determined as described by Margesin and Schinner (2005). Granulometry
was performed on airdried samples on the <2 mm fraction. The size distribution of particles
was determined using the pipette method after dispersion with NaOH 1IN (Embrapa 1997).

3.1.2 Rock-Eval (RE) analyses

Approximately 60 mg of dried and crushed soils were used for RE analysis. The RE
parameters used in this study were: (i) Total organic carbon (TOC; %) which accounts for
the quantity of OC present in the soil; (ii) the Hydrogen Index (HI, in mg hydrocarbons.g
TOC—-1), which is the amount of HC released during pyrolysis, normalized to TOC whereas
(iii) the Oxygen Index OI (OI, in mg CO2. g=! TOC) corresponds to the oxygen content
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F1G. B.1 — Location of lake Aydat catchment area (French Massif Central). Soil sampling
sites are represented by white circles. The profile shows the topography of a transect from
S08 to S17 sites

of the OM released during pyrolysis, normalized to TOC (Espitalié¢ et al. 1985; Lafargue
et al. 1998; Disnar et al. 2003).

3.2 Lipid extraction and analysis by Gas Chromatography-Mass Spectro-
metry (GC-MS)

Lipids were extracted from ca. 2.0 g of dried and crushed soil samples using accelerated
solvent extraction with CH2Cla:MeOH (1:1 v/v; ASE 200 Dionex®) at 100°C and 1000 psi
for 5 min in 3 cycles (5 ml cells, 60% flush volume). The total extract was dried under Ng
and then fractionated into neutral and acidic compounds using solid phase extraction on
Aminopropyl Bond Elute phase according to Jacob et al. (2005). Acid fractions were dried
under Ny and methylated by adding a mixture of anhydrous MeOH and acetyl chloride kept
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TaB. B.1 — Inventory of triterpenyl acetates in soil samples with peak number, retention
time and mass spectral data.

TOC

Site Vegetation Geological Granulometry Slope (%) PHcacl, (%) HI Ol FA conc. FA conc.
(humus Sand Silt Clay (pg-g (ng.g
type) substratum (%) (%) (%) soil—1) TOC-1)
S08 grassland Basaltic 3.4 5.27 12.5 310 178 186 1491
S09 grassland Basaltic 9.0 5.48 14.3 322 230 150 1048
grassland
S10 (+ Basaltic 13.2 4.96 13.7 257 188 113 823
shrubs)
grassland
S11 (+ Basaltic 13.4 4.66 11.2 267 197 145 1303
shrubs)
S12 grassland Basaltic 9.3 5.78 25.7 322 209 317 1230
S13 grassland Basaltic 2.4 5.26 6.6 327 176 120 1813
S14 grassland Basaltic 9.8 5.53 5.2 271 209 63 1210
S15 grassland Basaltic 10.4 5.24 6.2 262 255 312 5029
S17 grassland Basaltic 3.4 5.52 7.1 286 182 485 6794
S02 grassland AQI‘I‘Sf, 0.5 5.54 10.6 285 206 322 3025
S03 grassland Basaltic 2.4 5.27 6.6 218 207 236 3583
S20 grassland Basaltic 22 75 4 5.7 5.76 9.4 271 192 146 1561
S05 intermediate Doreit 2.4 4.52 16.2 352 167 843 5216
S28 intermediate  Basaltic 8.7 5.32 7.5 236 208 501 6636
S33 intermediate Basaltic 4.0 5.01 29.7 378 176 486 1639
S34 intermediate Basaltic 49 47 4 11.0 5.20 10.8 232 211 370 3418
S26 forest Basaltic 16.6 4.20 38.2 364 248 317 833
S36 forest Basaltic 58 40 2 14.9 5.45 8.0 220 378 1877 23349

Legend: Quat. Alluv. = Quaternary Alluvion, HI = hydrogen index, OI = oxygen index

at room temperature for 1 hour. The methyl esters were then further derivatized by reacting
with 125 pl BSTFA in 250 pl pyridine at 60°C during 1 hour. Standard (5a-cholestane)
was added prior to GC-MS analysis.

Esterified and silylated acid fractions were analyzed by GC-MS with a Polaris TRACE-
GCQ. The chromatograph was fitted with an Rtx-5MS column (30 m, 0.25 mm i.d., 0.25
pum film thickness). The GC operating conditions were:40°C (hold 1 min) to 120°C at 30°C
min~!, then from 120° to 300°C at 5°C min~!, hold 30 min. The samples were injected
in splitless mode, with the injector temperature set at 280°C. He was the carrier gas at
1 ml.min~!. The mass spectrometer was operated in the electron ionization (EI) mode at
70 eV and scanned from 50 to 650 m/z. Identifications were based on GC retention times
and comparison of mass spectra with published data. Because of possible coelution, the
concentrations were estimated by measuring peak areas on ion specific chromatograms.
Acid concentrations were estimated after calculating a correction factor between the peak
area on the ion specific chromatogram and the peak area on the Total Ion Current (TIC)
and then reported to the area of standard peak (5a-cholestane) on the TIC. The Pearson
product moment correlation was used to test for correlation with Statistica (Statsoft 2008).
The level of significance of all tests was set at /P/<0.05.

4 Results

The samples analysed were separated into 3 groups depending on their present and
past plant cover: forests, grasslands and intermediate areas that have changed occupation
during the past century. In most cases these intermediate areas correspond to abandoned
grasslands that were colonized by shrubs and/or planted with trees (mostly conifers).
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4.1 Soil samples main characteristics (see Table B.1)

All the samples are rich in TOC, i.e. > 5.2 %, the value obtained for grassland soil
S14, and up to 38.2 % in the forest sample S26 (see Table B.1). Slope values are low to
moderate, ranging from 0.5 to 16.6°, the largest slopes being reached by forest soils located
at rather high elevation. Sample S26 that has the greatest slope and high HI and OI values
also has the lowest pH value (B.4.2). Grassland soils in general show lower TOC values
than forest soils, except for site S12 (25.7%) which is located in a swampy area. Ol values
are relatively higher in forest soil samples. Granulometry shows a gradient from grassland
to forest soils, characterized by a decreasing amount of silts compensated by an increase
in sand, accompanied by a slight decrease in pH (see Table B.1).

4.1.1 Identification, composition and distribution of lipids in the acid fraction
of soil samples

The free FA fraction of the soil total lipid extract (TLE) contains the following groups
of aliphatic compounds: nFAs, diFAs, w- and a—HOFAs. Total FA concentrations vary
between 803 and 6794 pg/g TOC for grassland soils, between 1640 and 6636 ug/g TOC
for intermediate soils, and between 831 and 23346 pg/g TOC in forest soils (see Table 1).
Characteristic chromatograms of the acid extractable fractions from grassland and forest
soils are shown in Fig. B.2.

n-alkylcarboxylic acids (nFAs) The total abundance of nFAs ranges from 396

to 6318 pg/g TOC/sample. It is the most abundant family of free FA in grassland and
intermediate soils (53 to 68% of total sample extract). Fig. B.3 summarizes the distributions
of nFAs from each group of vegetation cover studied. In all cases, nFAs range from n-Cig.0
to n-Cs4.0 and display an even-over-odd predominance. In grassland samples (see Fig. B.3a;
B.3b), nFAs show a monomodal distribution, with a maximum at n-Cag.o. In forest soils and
sample S34 (intermediate vegetation; see Fig. B.3d), nFAs show a non modal distribution,
with similar concentrations of n-Cag., n-Cag.0, n-Cag.0 and n-Cag.o (see Fig. B.3e; B.3f).

w-hydroxycarboxylic acids (WVHOFAs)

wHOFASs represent between 34 to 65% of the TLE for forest soils. In grassland and in-
termediate soils this compound family is less abundant than nFAs and represents up to 28%
of the TLE. All samples present a homologous compound series ranging from Cio-wHOFA
to Cog-wHOFA with an even-over-odd predominance. The distribution is monomodal in
grassland soils and bimodal in intermediate and forest soils. High abundances of the Cag-
wHOFA and Coy-wHOFA homologues are recorded in grassland and intermediate soils (Fig.
B.4a; B.4d), with higher concentrations than the n-Cag.0 and n-Cayg.9 nFAs, respectively.
Forest soil samples (see Fig. B.4e; B.4f) exhibit an exceptionally high abundance of Cya,
C14 and Cy5-wHOFA. Intermediate soil sample S34 (see Fig. B.4d) shows the characteristics
of both grassland and forest soils, the major compounds being Cas, Coyq and Cig-wHOFA,
respectively.

a—hydroxycarboxylic acids (¢HOFAs)
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Fig. B.2 — Partial GC-MS chromatograms (TIC) of the methylated and silylated acid
fractions of soil lipid extracts from Lake Aydat catchment. S14: grassland soil sample; S26:
forest soil sample

a-Hydroxycarboxylic acids («¢HOFA) represent between 8 and 22% of aliphatic acids
in grassland soil TLE, between 11 and 23% in intermediate soils and between 5 and 12%
in forest soils. Homologous series range from Cog to Cs3g. In all samples, Coy-aHOFA is the
dominant homologue, followed by notable and comparable levels of all homologues in Cao
to Cag, either even or odd (Fig. B.5).

Di-carboxylic acids (diFAs)

All samples display a homologous series of diFAs extending from Cog to Cog with
a marked even-over-odd predominance. diFA distributions maximize at Ca4, with high
Cao-diFA proportions in grassland and intermediate soils (Fig. B.6a; B.6d). In forest soil
samples, diFA distributions are dominated by Caso-diFA followed by Coq and Coo-diFAs
(see Fig. B.6e,f).

Other compounds

In the Aydat catchment area, traces of nCas, nCoy and nCsyg alkanols were observed
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Fic. B.3 — Histograms showing the distributions of nFAs in lipid extracts of soil collected
in Lake Aydat catchment. S09 and S14: grassland soils; S33 and S34: intermediate soils;
S26 and S36: forest soils

in some soil samples regardless of the vegetation cover. These compounds represent a
simple and modest contamination by dominant compounds of the neutral lipid fraction
(this contamination was only approximately 0.04% of the TLE). Deoxycholic acid, a bile
acid, was found at notable levels in all grassland soils but one (from a shrubby area), and
in most of those from intermediate areas (Fig. B.8).

5 Discussion

The Lake Aydat catchment comprises rather shallow soils developed on recent volcanic
rocks (i.e. younger than 70 000 years, one of the latest manifestations of this volcanic
activity being the basaltic flow that dammed the Veyre river valley about 8600 years ago,
giving birth to Lake Aydat). The area was most certainly covered by forest until intensive
exploitation of the forest for the development of agriculture, from the middle of the first
millennium (Michelin 1996).
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Fia. B.4 — Histograms showing the distributions of wHOFAs in lipid extracts of soil col-
lected in Lake Aydat catchment. S09 and S14: grassland soils; S33 and S34: intermediate
soils; S26 and S36: forest soils

5.1 Abundance and preservation of SOM and FAs

With TOC contents that are always greater than 5% and that rise to 38.2 %, all the
studied samples are rich in OM irrespective of their vegetation cover (grassland S12: 25.7
%; forest S26: 38.2 %; intermediate S33: 29.7% TOC; see Table B.1). This richness provides
preliminary evidence for a rather long residence time of SOM and consequently for a good
OM preservation. More direct indications are provided by the values of the RE HI and
OI parameters. For example, samples S26 and S33, which are among the richest in OM,
also present rather high HI and low OI values (namely in the 360-380 mgHC.gTOC™!
and 160-250 mgCO2.gTOC™! ranges; see Table B.1). Such HI and OI values that are
commonly found in forest litter in temperate areas are typical for well-preserved type 111
OM (i.e., derived from lignocellulosic plants; Disnar et al. 2003). In contrast, sample S36,
which also originates from a forest soil and which contains only 8% TOC, presents lower
HI and higher OI values (i.e. 220 mgHC.gTOC™! and 378 mgCO2.gTOC™!, respectively;
see Table B.1) that constitute clear indices of a rather intensive alteration. Despite this
alteration, sample S36 has a high FA content that underlines a better preservation of these
compounds than bulk SOM, in agreement with general knowledge on the greater resistance
of lipids compared to other biochemical compounds to (bio-)degradation (namely proteins
and polysaccharides; Tissot and Welte 1984).
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At the molecular scale, the overall good FA preservation is first evidenced by high even-
over-odd compound predominance in the four compound families examined (Zelles 1997,
Jandl et al. 2005; Disnar et al. 2005). The low contents of odd C numbered FAs strongly
suggest that there has been no significant contribution from products of the oxidative
degradation of alkanols or n-alkanes, via methyl ketones (Ambleés et al. 1993; Bull et
al. 2000b). From a general point of view, soil lipids can indeed be affected by chemical
processes such as hydrolysis and transesterification of lipid esters and further by oxidation
and reduction. The latter processes are dependent on soil pH and moisture, but also on
other environmental factors such as the clay content, the nature of the microbial biomass,
and the vegetation types (van Bergen et al. 1997). In the present case, two of these factors
might immediately be suspected of having played a notable role in the preservation of FAs,
and more generally of SOM. The first one is acidity since, as has long been observed, the
preservation of soil lipids is primarily favored by a low pH (Moucawi et al. 1981; Jambu et al.
1985, 1987; van Bergen et al. 1998), even if acidity favours the hydrolysis of biopolymers
(Nierop et al. 2005) and might also favour the selective preservation of certain types of
FAs, especially aliphatic compounds (Bull et al. 2000a; Nierop and Verstraten 2003). The
second factor is the volcanic nature of the soil parent material, which might have given
rise to abundant non-crystalline minerals thought to be capable of forming stable organo-
mineral complexes that might favour physical protection of SOM (Torn et al. 1997). In
fact, this hypothesis has been contradicted by recent work (Buurman et al. 2007) and thus
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remains to be confirmed. Nevertheless, the role played by minerals in OM preservation is
a generally well admitted concept (e.g., Six et al. 2002).

5.2 Acid compounds as potential biomarkers

First, it is worth noting the low proportion of LMW nFAs Cig.0 and Cig.9, and above
all the absence of their unsaturated counterparts such as n-Cig.q and/or n-Cig.o (i.e.,
linoleic acid). The latter compounds are frequently detected at variable concentrations in
plant lipids, for example in the TLE as well as in the hydrolysate of the residue of the grass
Holcus latanus (Bull et al. 2000b). In contrast, both these compounds and especially n-Cis.o
were only present at very low levels in the soil where this grass grew, which is consistent
with the high biodegradability of the LMW saturated and unsaturated FAs (Marseille et
al. 1999).

With the exception of the LMW wHOFAs that are particularly abundant in soil sample
S36 (cf. section 5.1; see Fig. B.4), all Aydat catchment soils display similar or at least
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comparable FA distributions, whatever their plant cover or the compound family considered
(see Figs B.3-6).

Among all the compound families examined, nFAs display the widest distribution of
homologues, at least from n-Cig.0 to n-Csqo (see Fig. B.3). This family of compounds
is usually divided into LMW and HMW compounds [i.e. n-Co— and n-Caoy (including
n-Cap)], which is consistent with the reputed origin of these two sub-groups: the cellular
membrane for the former and epicuticular waxes for the latter (Tissot and Welte 1984). In
contrast to the former that are ubiquitous and rather easily biodegraded as a result of their
biological location and of their rather low molecular weight (e.g., Marseille et al. 1999), the
latter are quite resistant and are thus frequently used as plant source indicators in sediment
studies. However, in such a case they are generally considered as markers of higher plants
without any further detail (Tissot and Welte 1984; Baudin et al. 2010), disregarding the
fact that compound distributions are also known to vary depending on the species studied
(e.g., Rieley et al. 1991), but also on the age of the plant (Martins et al. 1999; Lecomte
2009), and many abiotic factors (Shepherd and Griffiths 2006).
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Fig. B.8 — Concentrations in deoxycholic acid in grassland, intermediate and forest soil
samples from Lake Aydat catchment

Among the various other FA families evidenced in the studied samples wHOFAs are
frequently present at high concentration levels, i.e. almost identical to those of nFAs (see
Fig. B.2). As is particularly well exemplified by the altered forest sample S36 (cf. previous
section), this compound family presents a bimodal distribution similar to that of nFAs, with
a first mode in the LMW range (i.e., at Ci6) and a second mode in the HMW range, at
Cas (see Fig. B.4). Based on early studies (Eglinton and Hunneman 1968; Holloway 1982),
authors usually assume that wWHOFA are cutin and/or suberin derivatives, whether they
found them in sediment samples (e.g., Huang et al. 1996; Wakeham 1999; Stefanova and
Disnar 2000) or soils (van Bergen et al. 1998; Naafs et al. 2004; Bull et al. 2000b). In fact,
the "long chain" |as designated by Eglinton and Hunneman (1968)] HOFAs constitutive
of cutin are almost exclusively Cig and/or Cig mono, di and trihydroxy FAs (Espelie
and Kolattukudy 1979; Holloway 1982; Goni and Hedges 1990; Jarvinen 2010). Here, such
LMW wHOFA are present in all samples but especially in soils developed under forest.
The absence of the C1g HOFA is also consistent with the distribution of wHOFAs of two
spruce species, including P. abies, the dominant tree species in the study area (Priigelt
and Lognay 1996). This source assignment does not hold for the HMW wHOFA (Cgo4 ).
However, in contrast to cutin, which comprises only LMW FAs (< Cyg), suberin contains
notable proportions of heavier terms. For example, Matzke and Riederer (1991) compared
the chemical constitution of cutin and suberin from the leaves and the periderm (bark) of
three major tree species (Picea abies L., Quercus robur L. and Fagus sylvatica L.), and
found that the suberin-rich periderm from stems and branches of the three species (plus
roots of Picea) yielded notable proportions of Cop wHOFAs (up to n-Cay. for Picea and
to n-Cag.o for Fagus and Quercus). These results strongly suggest that the HMW wHOFAs
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(Ca04) in Aydat soils probably originate from the suberin of twigs, branches and/or roots
of trees and/or grasses.

Among the various families examined, diFAs present the smallest number of homologues
(namely, even C numbered diFA in Cgy to Cog; Fig. B.6 and Fig. B.7c¢). An even smaller
distribution of diFAs (i.e., Co2diFA + Co4diFA only) was found in the grass Holcus lanatus
and the underlying soil by Bull et al. (2000b). Among the plant samples analysed by Bull
et al. (2000b) the almost exclusive presence of diFAs in the hydrolysates of roots and
lipid extract of aerial parts of grasses substantiate their contribution to plant constitutive
polymers, and especially to the suberin of roots. In addition, the absence of such compounds
in non hydrolysed plant samples and their presence in the soil provides clear evidence that
the original polymers only start to undergo degradation (i.e., hydrolysis) once they have
been incorporated in soils. According to Amblés et al. (1994) diFAs may well be formed by
oxidation of WHOFAs. However, the similarity in chain length of the dominant components
in both families would here cause little alteration in component distribution. Suberin is
probably also the source for the aHOFAs (see Fig. B.6; Matzke and Riederer 1991). In
addition to the case of trees that has been well documented (see refs here above), Cig to
Co4-aHOFA have also been found in the roots and leaves of the herbaceous angiosperm
Arabidopsis thaliana (Franke et al. 2005). As schematized in Fig. B.5, all the samples,
whether they were taken in grassland or forest, show a similar distribution of a«HOFAs
with notable amounts of even-carbon-numbered components in the Cos-Cog range, and a
maximum at Coq4.

5.3 Grassland vs. forest differentiation

The greatest differentiation between grassland and forest is provided by the wHOFAs
and especially by the abundance of the LMW terms (Fig. B.7), even in the absence of
extensive alteration such as that suffered by sample S36. In forest soils, the importance of
the annual needle litterfall (notwithstanding the contribution of rather resistant suberin-
rich branches and roots) could explain the dominance of LMW wHOFA (i.e. Ci2 to Cig-
wHOFA; see Fig. B.4). In contrast, in grassland and intermediate area soils, the abundance
of HMW wHOFA (i.e. Coy-wHOFA and Coo-wHOFA; see Fig. B.7a) might underline a
significant contribution of grass root suberin to SOM. In the latter case, most of the
cutin-rich aerial plant production is either harvested (to make hay) or grazed by cattle.
Although the residual matter can return to the soil after a transit through the cattle gut,
either directly or thanks to manuring practices, the contribution of cutin from aerial parts
of grasses to SOM might be minor when compared to suberin from roots. This distinction
between cutin and suberin and their biomarkers is probably the most marked in an area
such as that of Lake Aydat where forest litters that are prone to mobilisation by running
waters are rich in leaves and/or needles-and consequently in cutin-whereas, in contrast,
the suberin from plant roots of grasslands probably contributes predominantly to SOM
formation, most of the cutin-rich aerial plant production being either grazed or harvested.

The major differences between grasslands and forests have been tentatively rationalised
by the following ratios: (n—C26;0+n—C28:0)/ZCeven nFAs, Cag/Cayq di-FAs, and Cog— /Coo+
w-HOFAs (see Fig. B.7). For all of these ratios, a gradient between these two vegetation
types emphasizes the characteristics of the intermediate area, sometimes near to grasslands,
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sometimes to forests. n-Cag.0, which constitutes the mode of nFA distributions in grassland
soils, is also accompanied by n-Cay.0 in intermediate soils. In contrast, spruce forest soils
do not display clear modal distributions, the even-C-numbered nFA homologues being
all present at similar levels in the n-Cag.0-n-Cas.o range. Accordingly, the (n-Cog.0+n-
Cag.0)/> _nFA ratio values decrease from an average of 0.65 in grassland soils (n = 12; see
Fig.B.7b) to 0.50 in intermediate soils (n = 4) and down to 0.32 in forest soils (n = 2).
Grasslands and intermediate soils present higher concentrations of CoqdiFA followed by
CoodiFA, while forest soils have higher concentrations of CoodiFA followed by CoodiFA and
Co4diFA homologues. This allows us to propose the Cog/Cay diFA ratio as a simple tool to
differentiate grassland and intermediate soils from those of forest, in the Aydat catchment.
The dominant wHOFA homologues are Cia, C14 and Cig in forest soils, and Cog and Cag
in grassland soils (see Fig. B.7a). In intermediate area soils, the relatively high abundance
of C16-wHOFA, Coo-wHOFA and Cos-wHOFA, expressed as the Cyg-/Coo+wHOFA ratio
(see Fig. B.7d), denotes their mixed grassland /forest influence.

5.4 FA signatures and land use change

Carbon accumulation in soils depends on many factors, both anthropogenic and en-
vironmental (Kasel and Bennett 2007 and references therein). The Aydat catchment has
been used by humans for forest exploitation and agriculture, at least since the fifth century
(Michelin 1996). A large part of the areas now mainly covered by grasslands or even forests
was extensively used for agriculture beyond the 2"¢ World War. A general problem in the
consequences of land-use appraisal is that the landscape is not used at random but with a
preferential selection of soil types or positions best adapted for particular uses (e.g. Powers
and Veldkamp 2005). Nowadays, in the Aydat catchment, the areas of greatest slope are no
longer used as pasture and are covered by forest or by shrubby meadows (see Table B.1 and
Fig. B.1). Here, the areas designated as "intermediate" were used as grasslands until the
end of the 1940’s and are presently abandoned (namely S05, S28, S33 and S34; IGN 1946).
Changes in vegetation cover affect soil properties, with consequential modifications on the
OM content and molecular composition, which have retroactive impacts on the plant co-
ver, e.g. plant communities developed after the afforestation of abandoned lands differ from
ancient forests depending on the related modification of the soil properties (Glatzel 1991;
Compton and Boone 2000; Heim et al. 2010). This behaviour has been shown to control
vegetation diversity in forests (Foster 1992; Hermy 1994; Koerner et al. 1997) even 300
years after afforestation, and it has even been suggested that this situation could persist
indefinitely (Dupouey et al. 2002). As already stressed in the previous section, even though
the relevant criteria are not really outstanding, plant-derived organic acids permit some
distinction of soils based on their respective uses (see Fig. B.7). In contrast, deoxycholic
acid, the major bile acid excreted in the faeces of bovines clearly identifies grasslands used
as pastures and/or for manure spreading at present and in the recent past in the Aydat
catchment (see Fig. B.8). This compound was found in notable/rather high levels in al-
most all grassland soils and intermediate areas except two of the latter, probably more or
less abandoned, as denoted by a rather dense shrub cover (see Fig. B.8). The persistence
of relatively high levels of deoxycholic acid in areas that have been abandoned for 5 to 6
decades is fully consistent with the previous statement that this biomarker might even be
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preserved over thousands of years in soils and sediments (Bull et al. 2002, 2003).

In addition to land-use, the slope of the soil could also play an important role in the
accumulation of carbon and acid compounds. However, at Aydat, no significant correlation
could be deduced from the comparison of slopes (see Fig. B.1 and Table B.1) with TOC
values (all P>0.05, R = 0.26) or slopes with soil FA contents (P>0.05, R = 0.19).

5.5 Recording of acid compounds from the catchment area in the lake
sediments

Lake Aydat is eutrophic, with seasonally abundant algal production (diatoms and cya-
nobacteria). Consequently, the amount of OM produced in the lake water body is certainly
much more abundant than that provided by the catchment, thus strongly diluting the lat-
ter. A previous study on Aydat lacustrine sediments investigated the major free and bound
lipid compounds recently deposited in the center of the lake (Stefanova and Disnar 2000).
Among the compounds discussed here above only HMW nFAs (i.e. Cgoy) were ascribed
to higher plants of the watershed. FA distributions of all the other families examined were
highly dominated by LMW terms (i.e., Cgo_). Beginning with the highly dominant nFAs
in n-Cig.0 and n-Cis.g, all these LMW compounds were attributed either to autochthonous
lacustrine production or to microorganisms. In soil samples, only n-Cig.0 was found and
in much lower proportions than HMW nFAs. This is consistent with the already stressed
high biodegradability of these light ends (Marseille et al. 1999). In the sediment, diFAs
ranging between Cig and Coo and maximizing at Cig were interpreted as originating from
diatoms. A microbial source was also considered for the LMW aHOFAs (Cgo—) that were
found in notable proportions in the sediment, not in the free fraction but under the bound
form. This origin was also confirmed by the presence of iso and anteiso forms of these
components. Without going into further detail, this brief comparison between FA soil and
sediment markers clearly demonstrates that despite favorable factors such as high contents
of SOM in a generally good state of preservation, a rather wet mountainous climate and
relatively steep slopes, few terrestrial plant markers are transported by runoff waters and
finally accumulate in the sediments.

6 Conclusions

As depicted by high TOC contents and relatively high and low HI and OI RE index
values, respectively, Lake Aydat catchment soils that are presently covered by either grass-
land or forest (spruce dominant), are all rich in well preserved OM, despite a high biological
activity. Their free FA content is globally dominated by various HMW (Csgg) compounds:
nFAs, diFAs, aHOFas and wHOFAs. However, none of these compound families is specific
of grasses or trees and consequently all can consistently and without further distinction be
used as indicators of terrestrial OM, as most authors usually do. Nevertheless, the forest
soils are particularly rich in LMW wHOFAs probably inherited from the cutin of needles
and/or leaves. The abundance of these compounds, which increases with OM alteration
- most probably as a result of hydrolysis of cutin esters-, also denotes their relative sta-
bility with regard to that of the bulk OM. As generally admitted, HMW nFAs are most
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probably derived from plant leaf and needle cuticular waxes, and all the other oxygena-
ted HMW compounds (HOFAs and diFAs) very likely from the suberin of roots and/or
twigs and branches. Differences in the abundance of these various compounds between
grasslands and forests soils allowed us to make some discrimination that can be rationali-
zed by the following molecular ratios: (Cag.0+Cas:0)/>_Ceven nFAs, Cog/Coy di-FAs, and
Cao— /Coo+w-HOFAs. Consistently, soils from areas that have changed use rather recently
display values of these ratios that are intermediate between those of grasslands and forests.
At Aydat, where agriculture is almost completely devoted to cattle breeding, all the grass-
land soils contain notable amounts of the bile acid deoxycholic acid. The preservation of
this acid compound in soils that have changed use (e.g., from grassland to forest) witnesses
their past use as pastures much more clearly than FAs of all kinds. Despite the abundance
of various HMW FAs, saturated nFAs are the only ones that have been previously found
in sediments taken at the center of the lake (Stefanova and Disnar 2000). The exclusive
presence of these compounds strongly suggests that: (i) there is only a very small delivery
of FAs from the catchment soils to the reservoir and consequently that (ii) these nFAs
were most probably introduced directly by leaves and/or needles brought to the lake by
the wind or runoff waters.
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Vers la fin des années 1990, une étude de sédiments récents prélevés au centre du lac
d’Aydat avait révélé une composition de la matiére organique dominée par des apports
issus de la production autochtone de cyanobactéries et de diatomées. Un fond relative-
ment constant d’apports terrestres s’y signalait aussi par de faibles teneurs de lignine, avec
des apports ponctuels de matériel végétal plus fragile (cellulose/hémicelluloses), vraisem-
blablement amené lors d’événements exceptionnels (crues...). Dans un contexte a priori
conforme au statut eutrophe du lac, une forte augmentation du rapport acide/aldéhyde
vanillique Vac/Vad s’interprétant a priori par une oxydation accentuée de débris de rési-
neux, demeurait difficile & expliquer. Indépendamment, les distributions des hydrocarbures
aromatiques montraient la présence quasi exclusive de tétrahydrochrysénes (TTHCs), avec
des variations d’abondance paralléles & celles du rapport Vac/Vad. Les TTHCs sont des
composés polycycliques, aromatiques (donc trés résistants), qui dérivent de la dégradation
partielle, de triterpénes végétaux ubiquistes, les a et f-amyrines. Leur présence au sein
de sédiments pouvait donc étre supposée liée a celle d’apports pédologiques (Jacob et al.,
2008). Dans cette hypothése, a Aydat, les signaux indépendants portés par la lignine et
les TTHCs apparaissaient vraisemblablement liés a des perturbations de I’environnement
local induites par des travaux du Remembrement (élimination de haies, modification du
cours de la riviere Veyre qui alimente le lac. . .). Selon ce schéma, cette perturbation aurait
débuté vers 1965 pour culminer vers 1976, année aussi marquée par une sécheresse et une
crue exceptionnelles.
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L’ensemble de ces éléments a récemment été vérifié et précisé a la faveur de recherches
sur les sols du bassin versant du lac d’Aydat et sur ses sédiments. Ces travaux ont notam-
ment permis de confirmer les dates précédemment évoquées, de préciser la quasi absence
des TTHCs dans les sédiments antérieurs & la période invoquée, mais aussi dans les sols.
Ce dernier point améne donc a envisager que ces composés se forment plus vraisembla-
blement dans les sédiments, a partir d’amyrines intactes ou trés modérément dégradées
(amyrénones 7). Les interrogations qui subsistent sur les TTHCs soulévent plus largement
les questions essentielles qui se posent sur la nature et les modalités du transfert des biomar-
queurs moléculaires d’un bassin versant au piége lacustre, voire in fine sur leur signification
géochimique méme.

Jacob J., Disnar J.R., Arnaud F., Gauthier E., Billaud Y., Chapron E., Bardoux G., 2008.

Impacts of new agricultural practices on soil erosion during the Bronze Age in the French
Prealps. The Holocene 19, 241-249.
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d’occupation des sols, du sol au SNSRI
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bassin-versant et du lac d’Aydat
(Puy-de-Doéme)

(1]

ﬁ{ésumé : Cette étude propose une analyse intégrée de biomarqueurs moléculaireh
de sols, depuis leur site de production jusqu’a leur archivage sédimentaire lacustre.
Un inventaire des lipides neutres est d’abord réalisé sur des sols d’usages contras-
tés : prairies/patures et foréts. Globalement, cette approche permet de distinguer (1)
des composés linéaires ubiquistes, et (2) des composés (poly-)cycliques, généralement
spécifiques. Parmi ces derniers figurent les acétates de triterpényle et les méthoxyser-
raténes, respectivement biomarqueurs d’Astéracées et de Pinacées. La persistance de
I’empreinte moléculaire d’un ancien usage des sols est aussi démontrée. Ensuite, ’ana-
lyse multi-proxy d’une carotte sédimentaire couvrant les 6700 derniéres années révéle
I'impact prépondérant des activités humaines sur le fonctionnement hydrologique du
lac, depuis I’époque gallo-romaine. Les assemblages moléculaires précédemment dé-
finis dans les sols sont globalement retrouvés, associés & un nouveau biomarqueur
spécifique du chanvre, d’intérét paléoenvironnemental. Une tentative de reconstitu-
tion des anciennes occupations des sols apparait conforme aux données historiques
et paléoenvironnementales antérieures.
Mots clés : sol, sédiment lacustre, biomarqueurs moléculaires, occupation des sols,

Qnthropisation, Massif Central, prairies/pdtures, foréts de coniféres J

ﬂbstract : This study proposes an integrated analysis of molecular biomarkerﬁ
of landuse, from their genesis in soils to their archiving in the lacustrine sediment.
An inventory of neutral lipids is realized on soils of two contrasted landuses: grass-
land/pasture and forest. This approach globally allows to distinguish (1) ubiquist
linear compounds and (2) (poly-)cyclic compounds, generally specific. Among these
ones, triterpenyl acetates and methoxyserratenes are detected and are respectively
biomarkers of Asteraceae and Pinaceae. The persistence of a molecular imprint of an
ancient landuse is also demonstrated. Then, the multi-proxy analysis of a sedimentary
core, covering the last 6700 years, shows the prominent impact of human activities on
the hydrologic functioning of the lake since the gallo-roman period. Molecular assem-
blages previously defined in soils are globally detected in sediments, associated with
a new specific biomarker of hemp, of palaeoenvironmental interest. Hypotheses for
the reconstitution of past landuses appear to be consistent with previous historical
and palaeoenvironmental data.
Keywords: soil, lacustrine sediment, molecular biomarkers, landuse, anthropication,

Qrench Massif Central, grasslands/pastures, conifer forests J






