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I./ Introduction bibliographique

1.) Le sol : définition, fonctions et enjeux environnementaux

Le sol est un composant essentiel de la biosphére en raison de sa place au centre de la dynamique de
divers éléments que sont les matiéres organiques mortes et vivantes, les minéraux I'eau et I'air (Calvet et
al., 2011). Le sol est défini de différentes fagcons en fonction du domaine auquel il fait référence. D’un point
de vue pédologique, c’est la « partie superficielle de la cro(ite terrestre résultant de I'altération des roches
sous l'action des facteurs atmosphériques et des organismes vivants » alors que d’un point de vue
agronomique, le sol constitue « la couche de terre travaillée par les instruments aratoires d’'usage courant »
(Parcevaux et al., 1990). En 1990, le conseil de I'Europe décline la définition du sol de la maniére suivante :
«Le sol fait partie intégrante des écosystemes terrestres et constitue I'interface entre la surface de la terre
et le socle rocheux ».

Le sol est constitué de 3 phases :

- la phase solide, composée d’un assemblage de particules minérales (sable, limon, argile) et de
matieres organiques;

- la phase liquide, appelée également solution du sol, elle contient les éléments sous forme dissoute,
ionisés ou non, qui entrent en interaction avec la phase solide;

- la phase gazeuse dont la composition est proche de celle de I'air a la surface du sol et qui remplit la
porosité du sol lorsque celui-ci n’est pas saturé en eau (Calvet et al., 2001).

De par sa composition (texture) et son agencement (structure), le sol assure de nombreuses fonctions
(Citeau et al., 2008 ; Parceveaux et al., 1990 ; Lahmar et Ribaut, 2001) :

- C’est le milieu de croissance et de développement de la biomasse végétale qui constitue un ancrage
pour les racines assurant le maintien des végétaux a la surface du sol. En effet, les végétaux puisent
dans la solution du sol les éléments nutritifs et I'eau dont ils ont besoin pour leur métabolisme ;

- c’est un habitat abritant les organismes du sol (de la macrofaune aux micro-organismes). Ces
organismes vivants sont impliqués dans de nombreux processus tels que la structuration du sol, la
dégradation des substrats et des polluants mais également la mise a disposition des éléments
nutritifs pour les végétaux ;

- C’est un milieu assurant la qualité de notre environnement de part sa double action : régulation de
la ressource en eau et régulation de la qualité de I'air, le sol étant a la fois une source de gaz a effet
de serre et un puit de CO, a travers les végétaux.

A I'échelle des décennies, le sol est un milieu non renouvelable qui subit des dégradations plus ou moins
réversibles (Citeau et al., 2008). En effet, 38% des terres agricoles ont subi des dégradations d’origine
anthropique depuis 1945 (Liu et al., 2006; Reeves, 1997). La dégradation des sols est définie en 1992 par
Oldeman comme « le processus qui réduit la capacité actuelle et/ou future des sols a produire des biens et
des services ». Elle est la conséquence de différents facteurs tels que I’érosion, causée par I'action de I'eau
ou du vent, et accentuée par les activités humaines comme le surpaturage ou le défrichement (Doran et
Zeiss, 2000; Oldeman, 1992). Cette dégradation s’"accompagne souvent d’une perte de la matiere organique
du sol (MOS), résultant de I'impact de nombreux facteurs liées a I'activité humaine tels que (Citeau et al.,
2008) :
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Figure 1 : Proportions en masse des constituants organiques dans des sols cultivés

(Van-Camp et al., 2004 cité par Calvet et al., 2011)



- le changement d’usage des sols, comme par exemple la conversion de prairies en cultures
intensives provoquant un déstockage;

- le travail du sol profond provoquant la dilution de la MO ;

- les moindres restitutions de matieres organiques fraiches causées par |'exportation des
résidus végétaux et par de plus faibles apports d’amendements organiques.

Ainsi, la MOS se révele étre un bon indicateur de la qualité des sols (Doran et Zeiss, 2000) permettant de
décrire leur fertilité et leur stabilité (Baldwin, 2006; Calvet et al.,2011).

2.) La matiere organique des sols
A. Définition et réles de la MOS

La MOS peut étre définie comme I'ensemble des composés organiques du sol comprenant a la fois la
biomasse vivante et la matiére organique morte, c’est-a-dire tout résidu d’origine animale ou végétale a
divers stade de décomposition (Stevenson, 1994 ; Calvet et al., 2011). Elle inclue également les composés
organiques solubles dans I'eau tels que les substances excrétées par les racines (Laboubee, 2007). Ces MOS
proviennent des parties aériennes (feuilles, tiges, écorces, fruits) mais également des parties souterraines
(racines mortes et rhizodépdts) (Calvet et al., 2011). La figure 1 synthétise les proportions en masse des
constituants organiques dans les sols cultivés. La MOS ne représente que 1 a 10% de la masse du sol, selon
le type de sol (Calvet et al., 2011).

Malgré leur faible proportion dans le sol, les MOS ont des fonctions agronomiques nombreuses ayant
des réles clés dans I'écosysteme :

- elles fournissent les éléments nutritifs nécessaires au développement et a la croissance des
végétaux. Effectivement, elles forment avec l'argile un « complexe argilo-humique » qui a la
capacité d’adsorber les cations et par conséquent contribuent a la capacité d’échange cationique du
sol (capacité du sol a stocker et a relarguer les éléments minéraux de la solution du sol). Ainsi, a
travers la minéralisation des MQS, il y a libération d’éléments minéraux. Par conséquent, les MOS
maintiennent la productivité des écosystémes (Chenu et Balabane, 2001; Citeau et al., 2008 ; Chenu
et al., 2014, Lefévre, 2015).

- elles constituent une source d’énergie et d’éléments nutritifs pour les organismes du sol, et
stimulent ainsi leur activité (Chenu et Balabane, 2001 ; Chenu et al., 2014 ; Lefévre, 2015)

- elles contribuent a la structuration du sol grace a la formation d’agrégats qui favorisent la rétention
en eau, l'aération et la stabilité structurale du sol. Par conséquent, elles protegent le sol des
agressions extérieures telles que la pluie et le tassement (Chenu et Balabane, 2001; Citeau et al.,
2008 ; Chenu et al., 2014 ; Lefevre, 2015).

- elles contribuent a la qualité de I'eau en jouant un role de filtre vis-a-vis des polluants et éléments
métalliques, mais aussi a la qualité de I’air en raison des émissions de dioxyde de carbone, de
méthane, de gaz azotés (Chenu et Balabane, 2001 ; Chenu et al., 2014).

B. La dynamique de la MOS

Une fois en contact avec le sol, les MOS subissent des biotransformations. Ces biodégradations
consistent en des réactions chimiques (hydrolyse, dépolymérisation, oxydation) catalysées par des enzymes,
aboutissant a des molécules de plus en plus petites (acides-aminés, monosaccharide) (Calvet et al., 2011).
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Afin de comprendre et de modéliser la dynamique de la MOS, des compartiment de MOS ont été
définis (les « pools »), se caractérisant par un taux de décomposition et des facteurs contrélant ce taux qui
leur sont propres (Six et al., 2002). Ainsi, la MOS est souvent classée en deux principaux pools : le pool de
MOS labile, ou actif, qui sera dégradé facilement et le pool stable, qui est protégé de la dégradation
(Balesdent et al., 2000).

Dans un premier temps les composés facilement décomposables tels que les sucres sont consommés
rapidement provoquant un pic d’activité microbienne (Jones et Murphy, 2007 ; Grosbellet, 2008). Cette
biomasse microbienne se caractérise par des populations de « stratégie r » qui se développent sur tous
types de substrats (Grosbellet, 2008), le « r » faisant référence aux taux de croissance de la population
(Lévéque et Paugy, 2006). On parle alors de la minéralisation brute de la MOS, qui se traduit par le passage
de composés organiques a des composés sous forme minérale (Valé, 2006). Dans le cas des composés
azotés, la minéralisation brute se réalise en plusieurs étapes (figure 2): une premiére étape,
I’'ammonification (passage d’azote organique en ammonium NH,"), sous I'action de micro-organismes
hétérotrophes qui utilisent des substrats carbonés comme source d’énergie, puis la nitritation (passage de
NH," en nitrite NO,) par I'intermédiaire de bactéries autotrophes appelées Nitrosomonas et enfin une
derniere étape, la nitratation (passage du nitrite NO, en nitrates NO3) grace a des bactéries appelées
Nitrobacter (Benoit, 2015). Dans le cas des composés carbonés, la minéralisation est décrite comme le
passage du carbone organique a du dioxyde de carbone (CO,) dans des conditions aérobies et a du méthane
(CH,) dans des conditions anoxiques, grace aux micro-organismes du sol qui utilisent le carbone organique
comme source d’énergie. Ces micro-organismes sont caractérisés par un rapport carbone sur azote (C/N)
variant de 8. Une source d’azote minéral leur est nécessaire pour minéraliser le substrat carboné dont le
C/N est supérieure a 25. Ce phénomeéne est appelé immobilisation ou organisation de I'azote minéral
(Gallardo et Merino, 1992 ; Grosbellet, 2010). Ainsi, pour déterminer la minéralisation nette de I'azote, il
faut déduire I'immobilisation de la minéralisation brute (Valé, 2006).

Dans un second temps, les composés difficilement décomposables tels que les tanins, la lignine, les
cutines et les subérines vont étre minéralisé. Cette minéralisation est réalisée par une biomasse
microbienne de « stratégie K », c’est-a-dire spécifique de la dégradation de substrats plus complexe
(Grosbellet, 2008). Le « K » fait référence aux parameétres de la courbe de croissance d’une population
représentant I'asymptote supérieure c’est-a-dire la capacité de charge de I'environnement pour la
population (Lévéque et Paugy, 2006).

C. facteurs qui influencent le taux de MOS

La teneur en matiere organique du sol est gouvernée par les flux d’entrées, c’est-a-dire la MO arrivant
au niveau du sol et les flux de sorties par minéralisation (Chenu et al., 2014 ; X.Liu et al., 2006). En raison de
la difficulté de dosage de la MOS de par sa complexité, la teneur en carbone organique (Co) est employée
comme indicateur de la teneur en MOS (Calvet et al., 2011). Tout comme la teneur en MOS, I'évolution du
Co résulte de l'adéquation entre les flux d’entrées et de sorties (Chenu et al.,, 2014; ). Ainsi, nous
évoquerons les facteurs influengant le taux de MOS a travers les processus impactant les flux d’entrées et
de sortis du Co du sol. Ces processus sont repris dans la figure 3 ci-contre et seront présentés dans les
paragraphes ci-dessous.
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» Facteurs influengant les flux d’entrées de la MOS : les apports de MO

La figure 4 illustre les flux de Co dans les agrosystemes cultivés. On distingue deux catégories de flux
entrants de Co au niveau des sols :

- les matiéres organiques directement issues de la biomasse se développant sur le sol étudié (point
1, figure 4). Cette catégorie englobe les cultures intermédiaires et associées ainsi que les résidus de
cultures. Ces résidus de culture se distinguent entre, les parties aériennes non récoltées telles que
les feuilles et les tiges et, les parties souterraines constituées des racines mortes et des rhizodépots
(Calvet et al., 2011). L'apport de Co par les parties souterraines des végétaux cultivés représente un
tiers du Co total apporté au sol, ce qui contribue de facon non négligeable a la MOS (Calvet et al.,
2001). Durant le cycle de développement des plantes, les racines libérent dans leur environnement
proche (rhizosphére) des composés organiques appelés rhizodépots. Ce processus, nommé
rhizodéposition, est une perte d’énergie pour la plante puisque le Co excrété dans le sol ne
contribuera pas a la production de matiere seche. Cependant, il a été admis que ces substances
stimulent I'activité biologique avoisinant les racines ce qui améliore la disponibilité des nutriments
pour la plante (Nhuyen, 2003). Les microorganismes assimilant rapidement ces rhizodépbéts, les
quantités et la qualité de ces composés organiques restent incertaines, étant de plus impactées par
les caractéristiques du sol (Nhuyen, 2003).

- les matiéres organiques d’origine extérieure directement importées au sol (point 2, figure 4). Dans
cette catégorie, on classe les MOS selon leur origine : I'élevage (fumier et lisier) ; les activités
urbaines (boues de station d’épuration, compost de d’ordures ménageres, déchets verts); les
activités industrielles (déchet issus des industries agroalimentaires) et divers produits tels que les
algues, les tourbes etc.

» Facteurs influengant les flux de sorties de la MOS : la vitesse de dégradation de la
MoSs

Au cours du temps, toutes les MOS se décomposent et constituent le principal flux de sortie de la MOS
(point 3, figure 4). Néanmoins, leurs vitesses de dégradation dépendent d’un certain nombre de facteurs
relatifs aux substrats, au milieu mais également aux pratiques culturales (Calvet et al.,2011). Le temps de
résidence de la MO dans le sol varie, selon la stabilisation de la MO, de quelques heures jusqu’a quelques
millénaire, avec une moyenne de quelques décennies pour les agroécosystémes tempérés. (Grandy et
Robertson, 2007). En effet, les composés organiques du sol sont protégés de la dégradation par de
nombreux mécanismes qui ont pour effet de ralentir la vitesse de dégradation que I'on peut classer en deux
catégories (cf.figure 4):

- la « récalcitrance chimique »: cela caractérise les composés chimiques difficilement dégradables
tels que les tanins, la lignine, les cutines et les subérines (Juarez, 2014; Calvet et al.,, 2011)
nécessitant des enzymes complexe pour leur dégradations (Lefévre, 2015). En effet, les
microorganismes vont dégrader préférentiellement les substrats facilement utilisables (dit labiles),
riches en éléments nutritifs et en énergie, avant de dégrader les substances plus complexes
(Lefevre, 2015). Cependant, ce phénomeéne est remis en question par Dungait qui démontre en
2012 la capacité des microorganismes a dégrader, en quelques années, tous types de substrats tant
que celui-ci lui est accessible (Dungait et al., 2012 cité par Lefevre, 2015).
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Tableau | : Principaux facteurs influengant la minéralisation des matieres organiques et leurs effets
(Calvet et al., 2001).
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- la protection physico-chimique : cela correspond aux associations MOS avec la phase minérale
(oxyhydroxydes) ou avec des ions métalliques (colloides de fer ou d’aluminium) rendant la MOS
difficilement biodégradable (Juarez, 2014). Ces interactions telles que I'adsorption, la co-
précipitation et la complexation sont de natures différentes : liaisons hydrophobes, transfert de
charges, etc. C'est I'énergie supplémentaire nécessaire pour casser ces liaisons qui rend la
déprotection de la MO plus difficile (Lefévre, 2015).

- la protection physique : cela correspond a la rétention de la MO au sein des agrégats ou de la
microporosité. Effectivement, les substrats deviennent inaccessibles aux microorganismes et a la
diffusion de leurs enzymes. De plus, les conditions environnementales avoisinant ces MOS peuvent
ne pas étre propices a |'activité microbienne en raison du déficit en oxygene. Ainsi, la présence de
zones anaérobiques conduit a un ralentissement du taux de décomposition de la MO. (Juarez,
2014 ; Balesdent et al., 2000)

Les facteurs relatifs au milieu ayant une influence sur la dégradation de la MOS sont présentés dans le
tableau |, ils peuvent étre classés en trois catégories :

- les facteurs physiques, regroupant la température, la teneur en eau et la structure du sol
qui influencent I'activité microbienne. En effet, la température a une influence directe sur I'activité
et sur les quantités des enzymes excrétées ainsi que sur la physiologie des microorganismes. Ces
microorganismes sont caractérisés par une gamme de température dans laquelle leur activité est
maximale. A l'instar de la température, la teneur en eau et en oxygene du sol a une influence sur
I'activité microbienne (cf. figure 4). Les microorganismes aérobies étant les minéralisateurs des
éléments essentiels (C, N, P et S), I'espace poral du sol ne doit pas étre totalement saturé en eau ou
a l'inverse complétement désaturé pour assurer une dégradation optimale des MOS. C’est a ce
niveau que la structure du sol a son importance en raison de son réle dans les transferts d’oxygéne,
d’eau et de substances dissoutes (Calvet et al., 2001).

- les facteurs physico-chimiques, comprenant le pH du sol, le potentiel d’oxydoréduction et
I"association avec les minéraux du sol. De maniére générale I’activité microbienne est réduite dans
des milieux acides et anoxiques (Calvet et al., 2001). Le dernier paramétre de ce facteur
(I'association avec les minéraux du sol) a été décrit précédemment dans le paragraphe évoquant la
protection de la MOS.

- les facteurs chimiques, a travers I'azote inorganique (engrais azotés minéraux). L'azote est
un élément chimique important dans I'activité microbienne en raison du rapport carbone sur azote
(C/N) qui est plus faible que celui des résidus végétaux, une source d’azote est donc nécessaire pour
minéraliser ces résidus (Calvet et al., 2001).

Enfin, 'ensemble de ces flux d’entrées et de sorties de MO dans les sols sont influencés par I'activité
anthropique, et en particulier dans les systéemes agricoles ou les pratiques culturales peuvent étre
responsables de modifications significatives des flux de MO.

3.) Systemes agricoles alternatifs et matieres organiques du sol
Depuis une vingtaine d’années les systémes de culture dit « alternatifs » ont fait I'objet de nombreuses
études. L'agriculture alternative est définie par Altieri et al. (1987) comme « toute approche de I'agriculture
qui vise a fournir des rendements soutenus par |'utilisation de technologies de gestion écologiquement
rationnelles ». Cela se traduit par des concepts écologiques, tels que le recyclage des nutriments et de la






matiére organique (Altieri et al., 1987). Ainsi, parmi les principaux systémes de production alternatifs
existent :

- IVAgriculture Biologique (BIO): L’Agriculture biologique est définie par le cahier des charges
européen (Réglement CE N° 889/2008) comme « un mode de production agricole systémique
reposant sur l'activité microbienne des sols, le recyclage des déchets organiques et les cycles
biologique et biogéochimique, en interdisant les produits de synthése (engrais, pesticides,
médicaments) et organismes génétiquement modifiés (OGM) » ( Réglement CE N° 889/2008 cité par
Benoit, 2015). Par conséquent, les outils tels que lintroduction de variété adaptées, la
diversification des rotations, le désherbage mécanique I'utilisation de couvert végétaux et de
produits allopathiques permettent de lutter de maniere biologique contre les facteurs pouvant
limiter la production (ravageurs, maladies, compétition avec les adventices (Barberi, 2002).

- les systemes de production intégrée (INT) : Le concept de production intégrée est apparu en 1977
lorsqu’un groupe d’entomologiste décide d’échafauder une nouvelle conception de la production
agricole basée sur la lutte intégrée contre les ravageurs (Boller et al., 1998). Par la suite la
production intégrée sera définie comme « une production économique de produits de haute
qualité, donnant la priorité a des méthodes écologiquement plus slres, minimisant |'utilisation et
les effets indésirables des produits agrochimiques et visant a I'amélioration de la sécurité
environnementale et de la santé humaine » (Boller et al., cité par Lucas, 2007).

- Pagriculture de conservation ou systémes sous couvert végétaux (SCV): Ce systeme, prend
exemple sur le fonctionnement des écosystemes naturels stables (Corsi et al., 2012). Ainsi, il repose
sur trois principes majeurs (Corsi et al., 2012):

= Une perturbation minimale du sol se traduisant par un systéme en non labour avec semi-
direct et possibilité de fertilisation. La perturbation mécanique lors du semis et de la
fertilisation doit étre inférieure a 15 cm de largeur ou ne doit pas dépasser 25% de la
surface cultivée ;
= Une couverture permanente du sol sous forme de résidus de culture restitués au sol, de
culture intermédiaire telle que les engrais verts et /ou de couverture végétale semée sous
la culture principale. La surface minimum de couverture du sol doit étre de 30% pour
gu’un systéme soit considéré comme agriculture de conservation ;
= Une diversité des especes cultivées en monoculture ou en association impliquant au moins
3 cultures.
Les bienfaits résultant de la combinaison de ces trois facteurs sont la protection physique du sol
contre le soleil, la pluie et le vent, ainsi que la stimulation de I'activité biologique des sols. En effet,
la perturbation minimale réduit les pertes de MOS et maintien ou augmente le stock de C et N en
surface. La couverture permanente du sol quant a elle, améliore I'infiltration de I'’eau dans le sol,
réduit les pertes d’eau par évaporation, modére la température du sol, favorise I'activité biologique,
améliore la minéralisation de I'azote dans les couches supérieures et protége les agrégats de leur
destruction par la pluie. Enfin, la diversité d’espéeces cultivées contrdle les maladies en cassant le
cycle des pathogeéne (Hobbs et al., 2008).

Les différentes pratiques agronomiques caractérisant ces systémes alternatifs peuvent influencer la
MOS. Ainsi, lI'introduction de couvert végétal permanent dans les systémes de culture a travers la mise en
place de cultures intermédiaires (ex. engrais vert) permet un stockage de carbone évalué a 0.16 tha™an™
(Arrouays et al., 2002) La conversion en prairies permanentes assure des entrées de C par voie racinaire






(racines mortes, rhizodépots) et par voie aérienne si il y a une restitution des cultures (Chenu et al., 2014).
Ce stockage peut s’élever a 0.49 tC'haan™ (Arrouays et al., 2002). Enfin, 'enherbement inter-rang des
cultures pérennes telles que les vignes et les vergers permet un stockage de carbone additionnel d’environ
0.4 tC*haan™ (Arrouays et al., 2002) ainsi que I'introduction d’arbre dans le cadre de I'agroforesterie avec
un stockage de 0.25 tC*ha™an™ sur les 30 premiers centimétres de sol (Cardinael et al., 2015). Larticle de
Arrouays et al. (2002) ne précise la profondeur de sol dans lequel se déroule ce stockage additionnel de C,
par conséquent ces valeurs sont a prendre avec beaucoup de précaution.

La restitution et I'épandage d’effluents d’élevage constituent un stock de C non négligeable dans les
sols. En effet, pour une restitution de 7 t de paille, le stockage du C est estimé & 0.15 tC'ha*an™ et Ia
quantité de C apportée par les effluents d’élevages en France s’éléve a 25 Mt C*an™ (Arrouays et al., 2002).
Cependant, I'incorporation de ces matiéres organiques fraiches peut provoquer une sur-minéralisation de la
MOS, ce phénomeéne est appelé « priming effect » (Fontaine et al.,2003). Ainsi, 'ensemble de ces pratiques
contribue a augmenter les entrées de Co dans les parcelles agricoles, avec une intensité variable selon
notamment I'intensité du priming effect (Fontaine et al., 2003).

Par ailleurs, de nombreux auteurs se sont intéressés aux conséquences du non travail du sol sur la
dégradation de la MO. Ces derniers ont démontré que le travail du sol engendre une destruction rapide des
macroagrégats conduisant a une augmentation de la vitesse de décomposition de la MOS en raison de
I’exposition de la MO auparavant protégée dans les agrégats (Bossuyt et al., 2002; Grandy et Robertson,
2007 ; Balesdent et al., 2000 ; Barreto et al., 2009). De ce fait, le non travail du sol permettrait une
séquestration plus importante du C et un accumulation de MOS (Bossuyt et al., 2002; Grandy et Robertson,
2007 ; Barreto et al., 2009). Cependant ces propos sont contestés par d’autres scientifiques qui ont mis en
avant une minéralisation plus importante du C et de N dans des conditions de non travail du sol (Curtin et
al., 2014 ; Oorts et al., 2006). Ces auteurs concluent que I'augmentation de la MOS en réduction du travail
du sol dépend de certains facteurs du milieu incluant la texture du sol, la rotation culturale, les conditions
climatiques et la nature de la protection physique de la MO (Curtin et al., 2014 ; Oorts et al., 2006). Ainsi, de
part ces données, il semblerait que les systemes de type SCV aurait tendance a accumuler davantage de
MOS que le systeme conventionnel en raison de I'effet synergique du non travail du sol et de la culture de
couvert.

Concernant le systeme de production biologique, une augmentation de la concentration en Co, ainsi
que des stocks et du taux de séquestration du C y est souvent constatée, au regard du systeme
conventionnel (Clark et al.,, 1998; Mondelaers et al.,, 2009; Gattinger et al., 2012). En effet, en 2012
Gattinger et al. évaluent I'ensemble des données de 74 études différentes et concluent que les sols en
systeme biologique ont des stocks, des concentrations et des taux de séquestration du Co significativement
supérieurs que dans les sols en systeme conventionnel. Cependant, cette étude a été critiquée par Leifeld et
al. (2013) qui lui reprochent de ne pas étre représentative des systémes conventionnels. Effectivement,
dans I'étude de Gattinger, 92% des systémes biologiques recoivent des entrées de C externe, a contrario
seul 27% des systemes conventionnels en pergoivent. Ainsi, I'augmentation des stocks dans le systeme
biologique s’explique par les apports, nettement supérieurs, de MO extérieure a I'exploitation en
comparaison au systéme conventionnel (Leifeld et al., 2013).

A l'instar du systéme biologique, Clark et al., (1998) mettent en évidence un accroissement de la teneur
en MOS et en C dans le systéme intégré en comparaison a celui du systeme conventionnel. Il a également
été admis que cette augmentation résulte de I'application d’amendements organiques et de la cultures de
couvert (Clark et al., 1998). Cependant, Clark et al. constatent ces effets quelques années apres la mise en






place du dispositif. De plus, ils observent une stabilisation puis un déclin de ces teneurs en raison de |'arrét
de I'application de I'apport organique (Clark et al., 1998).Par ailleurs, il est important de relever que la
plupart de ces études sont réalisées sur de courtes durées (période de 8 ans dans le cas de I'étude de Clark
et al, 1998) et dans des systéemes alternatifs avec des apports organiques (Gattinger et al., 2012;
Mondelaers et al., 2009; Clark et al., 1998). Malgré la part croissante d’exploitations adoptant ces systemes,
le manque de référence d’études a long terme de la dynamique du carbone et de I'azote reste important,
particulierement dans des systemes sans apports d’effluents d’élevage (Mondelaers et al., 2009).

De tels systemes de culture ont été mis en place dans le dispositif expérimental de La Cage (INRA,
Versailles). Quatre systémes de cultures y sont comparés depuis 1988 : un systéme conventionnel (CONV),
un systeme en production intégrée (INT), un systéeme en agriculture biologique (BIO) et un systéme sous
couvert végétal permanent non labouré (SCV). Le suivi de la teneur en Co et de la densité apparente du sol y
a été réalisé depuis le début de I'essai en 1998. Au début de I'expérimentation, les parcelles étaient
homogenes, par conséquent aucune différence significative de stocks de Co n’a été détectée entre les
systemes de culture. En 2014, on observe en revanche des stocks de Co significativement supérieurs dans le
systeme SCV comparé a ceux mesurés dans les trois autres systémes CONV, INT et BIO. Le stock moyen de
Co du systéme SCV s’éléve a 51.9 t Co™ ha™ sur une profondeur de 0-30cm, alors qu’il est en moyenne de
42.4 t Co™ ha dans les autres systémes (Autret et al., 2016) Ces auteurs insistent sur le lien fort existant
entre le stockage du C dans le sol et les entrées de C supplémentaire du systeme SCV, en particulier via les
restitutions racinaires issues du couvert végétal. De plus, les auteurs ont par la suite simulé I'évolution des
stocks de C entre 1998 et 2014 grace au modele du cycle du carbone AMG (Saffih-Hdadi et Mary, 2008), en
optimisant notamment la valeur du coefficient de minéralisation du Co du sol. Le modéle AMG est un
modele simple de simulation du devenir du C dans le sol, et considérant trois compartiments de MO : la
matiére organique fraiche issue des résidus, le pool de C actif et le pool de C stable. Les auteurs parviennent
a simuler correctement I'évolution des stocks de C sur la période considérée, avec une valeur de
minéralisation commune a I'ensemble des systemes de cultures, résultat en contradiction avec les travaux
menés par ailleurs. En 2000, Paustian et al. présentent la compilation des résultats de 3 études mis en place
au Etats-Unis, au Canada et en France et mettent en avant un temps de résidence moyen (TRM) de la MOS
(équivalent a I'inverse du taux de minéralisation) approximativement deux fois supérieur dans les systémes
en non travail du sol comparés a ceux avec travail du sol. Cependant, lorsque le facteur de 1,9 (moyenne du
rapport des TRM en non travail du sol sur celui avec travail du sol des trois études) est utilisé dans le modele
AMG pour estimer I’évolution des stocks de Co dans le systeme SCV dans I’essai de La Cage, il en résulte une
surestimation des stocks (Autret et al., 2016). Ainsi, I'hypothése d’une minéralisation plus faible de la MOS
dans le systeme SCV par rapport aux systemes labourés CONV, INT et BIO est rejetée, remettant en question
la dynamique de la MO dans les systemes non labourés tels que le systeme SCV.

4) Problématique, objectifs et démarche du mémoire

La présentation du contexte de I'étude permet de dresser I'état des connaissances actuelles sur le sol
(sa composition, ses fonctions et ses enjeux environnementaux) mais également sur la MOS (ses fonctions,
sa dynamique et les facteurs impactant sa teneur). Dans le cas des sols agricoles, on a pu voir que certaines
pratiques pouvaient impacter les flux de la MOS et induire une diminution de la fertilité, des problémes
d’érosion etc. Des pratiques agricoles dites « alternatives » sont susceptibles de préserver les MOS, voir
méme d’en augmenter la teneur. Cependant, I'état de I’art souligne un certain manque de connaissances
concernant l'impact de ces systémes de cultures vis-a-vis des processus biogéochimiques, tels que la
dynamique des MO dans les sols, en particulier dans des dispositifs de longue durée. Sur la base de ce






constat, ainsi que sur la base des travaux de Autret et al., 2016 sur la minéralisation de I’évolution de la
MOS, la problématique de recherche formulée est la suivante :

Les systémes de production alternatifs affectent-ils différemment les vitesses de minéralisation de la
matiére organique du sol ?

Afin de répondre a cette problématique, I'étude s’est penchée sur le dispositif expérimental de I'essai
longue durée de La Cage, mis en place en 1998 a I'INRA a Versailles et, comparant 4 systemes de culture en
rotation céréaliére sans apport d’effluents d’élevage : conventionnel (CONV), production intégrée (INT),
agriculture biologique (BIO) et production sous couvert permanent (SCV).

Notre objectif est de mesurer et de comparer la capacité de minéralisation du C et N issus de la MO du
sol dans ces différents systemes de production et de les confronter aux résultats obtenues par modélisation
(Autret et al., 2016).L’hypothése de recherche formulée est la suivante: les systéemes de production
alternatifs n’affectent pas les vitesses de minéralisation de la MO du sol, y compris le systeme en non labour
(SCV). Pour ce faire, nous avons incubé durant 4 mois des échantillons de sol issus du dispositif expérimental
de La Cage et avons mesuré la minéralisation de la MOS, c’est-a-dire I’évolution des stocks d’azote minéral
du sol ainsi que les émissions de CO, émis sur une durée de 118 jours. Des mesures complémentaires de C
et N total du sol ainsi que la biomasse microbienne ont été réalisées afin de caractériser les systémes
étudiés. Parallélement, nous avons étudié I'impact de la structure du sol sur la minéralisation des systémes
CONV et SCV par incubation de sol remanié vs sol non remanié.

Dans la premiere partie de ce mémoire, nous décrirons le dispositif expérimental de La Cage, ainsi que
les méthodes mises en ceuvre afin de mesurer la minéralisation du C et N des sols au laboratoire. Dans la
seconde partie, nous exposerons les résultats obtenus. Dans une derniéere partie, une discussion portant sur
les résultats et leurs confrontations avec des travaux sur la minéralisation des MOS sera réalisée.

II./ Matériels et méthodes

1) Site expérimental et caractéristiques générales du sol

L’étude a été conduite sur la station expérimentale de La Cage a Versailles (48°48’ N, 2°08’ E), établie
par I'INRA en 1998 (18 ans). Ce site expérimental a pour objectif d’évaluer les performances agronomiques,
économiques et environnementales de trois systemes de culture alternatifs au regard du systeme
conventionnel. Ces systemes sont représentatifs du bassin de production parisien, caractérisé par des
successions courtes de grande culture, I'absence d’apport d’effluents d’élevage et une importante
production de blé d’hiver. Avant la mise en place du dispositif expérimental, le site était conduit en systeme
de production conventionnel.

Le site se caractérise par un climat océanique tempéré avec une moyenne annuelle de température, de
pluviométrie et de potentiel d’évapotranspiration de 11,3°C, 627mm et 673mm respectivement pour la
période 1998-2014. Le sol est un limon profond assaini par un drainage ancien, c’est un Luvisol
(classification des sols selon la FAQ) de texture moyenne en surface (17% d’argile, 56% de limon et 27% de
sable). Au début de I'essai (en 1998) la teneur moyenne en Co était de 9,49g.kg™, le rapport C/N de 9,6 et le
pH de 7,38 pour la couche de sol labouré (0-25cm).
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Tableau Il : Caractéristiques cultural du dispositif expérimental de La Cage de 1998 a 2016
(D’aprés Autret et al., 2016).
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2) Systemes de culture et dispositif expérimental
L'essai de La Cage compare 4 systemes de culture sur une surface de 8ha : conventionnel (CONV), bas
intrants appelé systéme intégré (INT), agriculture biologique (BIO) et semis direct sous couvert végétaux
permanent également appelé agriculture de conservation (SCV). Le dispositif expérimental est composé de
deux blocs dans lesquelles les 4 systemes de cultures ont été randomisés dans des parcelles de 1,1ha.
Chacune des 8 parcelles est divisée en deux sous-parcelles qui se distinguent par la culture semée, de telle
sorte que le blé soit présent chaque année dans une des deux sous-parcelles (cf. figure 5).

Le mode de conduite des 4 systémes de production est détaillé dans le tableau Il. Ainsi, chaque
systeme a un mode de gestion qui lui est spécifique concernant :

- le travail du sol : un labour est réalisé tous les ans pour le systeme CONV et BIO, excepté apres une
culture de pois et, un an sur deux dans le systeme INT. En revanche, aucun labour n’est effectué
dans le systeme SCV.

- la fertilisation : La fertilisation azotée fluctue chaque année en fonction de la culture semée.
Cependant la moyenne des apports azotés sur la période de 1998 a 2014 s’éléve a 143, 114, 104 et
0 kg N.ha™.an™ pour le systéme CONV, INT, SCV et BIO respectivement. Afin d’étre représentatif de
la région de production, aucun épandage de fumier ou de fertilisation organique n’est réalisé a
I’exception du systéme BIO pour lequel un épandage de guano (excrément des oiseaux marins et
des chauves-souris) et de farine de plume a été réalisé sur la période de1998-2009 avec des
quantités moyennes de 10kg N.ha™.an™. Une fertilisation minérale potassique et phosphorique a
été fournie pour tous les systemes hors systeme BIO.

- la protection des cultures : Une application systématique de pesticides est effectuée pour éviter
tout facteur limitant en systéme CONV et dans les systemes INT et SCV uniquement lorsque le seuil
de dommage a été dépassé.

- la succession culturale : La rotation initiale mise en place au début de I'essai pour 'ensemble des 4
systemes de production était colza (Brassica napus L.) - blé d’hiver (Triticum aestivum L.) - pois de
printemps (Pisum sativum L.) - blé d’hiver. En raison d’une stratégie d’amélioration des systémes
alternatifs plus adaptés aux contraintes inhérentes aux systemes de production, la rotation a été
modifiée pour les systemes BIO et SCV. Ces modifications ont consisté a incorporer du mais (Zea
mays L.) sur 2ans plutét que du colza et de la luzerne (Medicago sativa) en culture principale pour
ces deux systemes alternatifs. Cependant, on peut noter la présence de blé chaque année pour tous
les systémes de culture mis en expérimentation depuis le début de I'essai pour rester représentatif
du bassin de production.

- la gestion des résidus de culture : Pour ce qui est de la culture principale, les résidus de cultures
sont laissés a la surface du sol pour tous les traitements. Dans les systemes BIO et SCV, la luzerne
est coupée trois a quatre fois par an et laissée sur le sol en tant qu’engrais vert hormis la premiere
coupe qui est réincorporée au sol pour le systeme BIO. Des cultures intermédiaires sont semées
durant I'automne et I'hiver pour limiter les pertes d’azote par lixiviation (cf. Tableau Il). Enfin, une
des caractéristiques majeures du systéme SCV est sa culture de couvert représenté tantot par de la
luzerne, tantot par de la fétuque (Festuca rubra). Ces cultures sont soit détruites chimiquement, soit
mécaniquement lors du semis de la culture principale.
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3) Echantillonnage du sol
Les échantillons de sols ont été prélevés la premiére semaine de février 2016 afin de ne pas affecter le
développement des cultures en place. Deux types de prélevements ont été effectués (cf. Annexe 1) :

- un échantillonnage de sol remanié : Pour cela, 6 carottes de sol ont été prélevées de fagon
aléatoire dans toutes les sous-parcelles du dispositif afin d’étre représentatif de la variabilité sous-
parcellaire. Les prélevements ont été réalisés a I'aide d’une sonde cylindrique d’un diametre de 5-6
cm de largeur sur 0-30cm de profondeur, correspondant a I'horizon labouré. Les 6 carottes ont
ensuite été mélangées pour chacune des sous-parcelles. Ainsi, 16 échantillons de sol d’environ 6 kg
chacun ont été prélevés. L'incubation de ces échantillons a été effectuée a I'INRA de Grignon.

- un échantillonnage de sol non remanié : Ce type d’échantillonnage permettra d’évaluer I'effet de la
structure du sol sur la minéralisation d’un systéme non labouré au regard d’'un systéme labouré.
Ainsi, 6 carottes ont été prélevées de facon aléatoire dans chaque sous-parcelle des systemes CONV
et SCV a l'aide de la sonde cylindrique. Elles ont été gardées intactes et incubées sans remaniement
a 'INRA de Laon.

L'ensemble des prélevements ont été conservés en chambre froide jusqu’au début des manipulations afin
de freiner le processus de minéralisation.

4) Conditions d’incubation
Le détail des conditions d’incubation et de la préparation des échantillons de sol est donné en figure 6.
Afin de permettre une minéralisation optimale, les échantillons de sol ont été placés a une température de
20°C et 'lhumidité du sol ajusté a 18% (équivalent a un pF de 3). Une pré-incubation d’environ une semaine
a été nécessaire pour réactiver la flore microbienne et s’affranchir du pic de minéralisation suivant
I'installation des échantillons dans I'incubateur. La durée totale de I'incubation est de 4 mois.

Le nombre de sous-échantillons et de dates de mesure a été fonction de la place disponible dans les
incubateurs des deux sites (INRA de Laon et Grignon) et de la mesure effectuée (destructive pour I'azote,
non destructive pour le C). Les incubations ont été répartis de la maniére suivante :

- sur le site de Grignon : Les 16 échantillons de sol ont subi une premiere étape de tamisage a 10mm
pour retirer tous résidus de culture (pailles, racines). Par la suite, I’humidité du sol a été mesurée
sur 3 échantillons de 5 g de sol par sous-parcelle afin d’estimer I'ajustement nécessaire pour
atteindre les conditions d’incubation.

Pour la minéralisation du C, 3 échantillons de 50 g ont été pesés par sous-parcelle (soit 48
échantillons au total). Le suivit des émissions de CO, a été réalisé sur 8 dates (au bout de 1, 4, 7, 14,
29, 62, 91 et 118 jours d’incubation). Une fois le sous-échantillonnage et I’humidité du sol ajustée,
les sous-échantillons ont été placés dans des bocaux de 0,5 L dans lesquels de I'eau a été disposée
dans le fond du bocal évitant I'assechement du sol puis, ils ont été fermés hermétiquement (cf.
figure 7).

Pour la minéralisation de I'azote, étant donné le caractere destructif de la mesure et du manque de
place, 3 échantillons de 50g de sol par sous-parcelle ont été effectués sur 3 (0, 29 et 118 jours) des 7
dates de mesures (0, 7, 14, 29, 62, 91 et 118 jours). Pour les 4 autres dates (7, 14, 62, 91), la mesure
de l'azote a été réalisée sur un seul échantillon de 50g de sol par sous-parcelle (soit 208 échantillons
au total pour la minéralisation de I'azote). Une fois I’"humidité ajustée, les sous-échantillons ont été

11



= 1kg de sol/hocal 4 x 50g de sol/bocal

50g de sol/bocal

Conditionnement des échantillons Conditionnement pour la Conditionnement pour la Conditionnement des
non remaniés pour la mesure du mesure du CO; méthode mesure de I'azote minéral  échantillons remanié s pour la
CO, méthode soude et la mesure micro-chromatographe mesure du CO,; méthode soude

de |'azote minéral
(a) septum permettant le prélévement d'un échantillon d'air du bocal

(b} flacons de soude piégeantla CO,

|. INRA Laon INRA Grignon

Figure 7 : Conditionnement des échantillons pour les mesures de minéralisation du Cet de N sur les deux sites de
I"INRA

Colonnede chaux
piégeantle CO,

—Pompe péristaltique

I,Air enrichien CO,

lAir appauvrien CO,

Figure 8 : Systeme de flushage des bocaux destinés a la mesure du CO, émis par la méthode du micro-
chromatographe



regroupés par jour de mesure et disposés dans des bocaux de 1L (avec de I'eau au fond) avant
d’étre placés dans les incubateurs pour une semaine de pré-incubation (cf. figure 7).

- sur le site de Laon : Sur les 6 carottes prélevées par sous-parcelle : une carotte a été utilisée pour
réaliser la mesure de N minéral initial, la seconde a été pré-incubées durant 56 jours afin d’ajuster
les conditions d’incubation pour les quatre carottes restantes, qui sont-elles incubées durant 120
jours. La quantité de sol par carotte est d’environ 1kg. Les échantillons ont été placés dans des
bocaux de 2L avec de lI'eau au fond pour limiter I'asséchement du sol et ont été fermés
hermétiquement avant d’étre placés dans l'incubateur pour une semaine de pré-incubation (cf.
figure 7). La mesure des émissions de CO, a été réalisée a 10 dates (3, 7, 14, 28, 42, 56, 70, 84, 98 et
120 jours d’incubation) et celle de I’azote minéral au 56°™ pour les carottes pré-incubées et 120°™

jour pour le reste des carottes.

5.) Mesure du carbone et de ’azote minéralisés
La technique de mesure de la quantité d’azote minéralisée est la méme a Laon et Grignon. A chaque
date de mesure, les échantillons ont été sortis de I'incubateur et mis au congélateur afin de réaliser le
dosage. Celui-ci se déroule en deux étapes :

- une premiére étape d’extraction: Elle a pour objectif de faire passer en solution I'azote minéral,
c’est-a-dire I'azote sous forme ammoniacale (NH,") et nitrique (NO; principalement et NO,) grace a
une solution de chlorure de potassium a 1M. Aprés agitation, le surnageant est prélevé pour étre
congelé avant le dosage.

- une seconde étape de dosage : C'est un dosage spectrométrique réalisé a I'aide d’un skalar (San
++systéme) qui dosera séparément |'azote sous forme ammoniacal (a 660 nm) et I'azote sous forme
nitriqgue a 540 nm.

La technique de mesure du C minéralisé employée a Laon est différente de celle de Grignon. Pour les

échantillons de sol non remanié (a Laon), le protocole consiste a capter le CO, par de la soude (NaOH a 1
mol.L™), formant ainsi du carbonate de sodium (Na,COs). La quantité de CO, émise par le sol est estimée en
pesant la quantité de carbonate de baryum (BaCOj;) formée lors de la réaction de précipitation du carbonate
de sodium Na,COs; avec le dichlorure de baryum (BaCl,). Par conséquent, un flacon avec un volume définit
de soude a été placé dans chaque bocal contenant une carotte de sol non remanié. Des bocaux « blancs »
sans sol ont été réalisés afin de connaitre la quantité de CO, naturellement présente dans le bocal et de la
déduire a la valeur obtenue dans les bocaux de minéralisation. A chaque jour de mesure, le flacon de soude
est remplacé par un autre qui piégera le CO, dans I'ensemble des bocaux jusqu’a la prochaine date de
mesure.
Pour les échantillons de sol remaniés (a Grignon), la mesure est réalisée par un micro-chromatographe en
phase gazeuse couplé a un catharométre. Un échantillon d’air du bocal est prélevé et injecté dans une
colonne de chromatographie qui sépare les gaz selon leur poids moléculaire et leur affinité avec la colonne.
Un détecteur de conductivité thermique (ou catharométre) mesure une variation d’intensité au passage du
gaz. Le logiciel converti par la suite les différences de potentiel en partie par million (ppm). Ainsi, au début
des incubations I'ensemble des bocaux ont été « flushés », ce qui signifie que le CO, présent dans
I’'atmosphere du bocal a été éliminé en injectant de I'air préalablement passée dans une colonne de chaux
qui capte de CO, (cf. figure8). A chaque jour de mesure les échantillons sont flushés, limitant ainsi la
saturation en CO, du bocal. Pour s’assurer de |'efficacité du flush la mesure du CO, a été réalisée sur des
bocaux sans sol flushés a chaque jour de mesure.

12






La concordance entre les valeurs de minéralisation obtenues par la méthode soude et celles obtenus par la
méthode du micro-chromatographe a été vérifiée sur le site de Grignon. Cela a été réalisée en mesurant le
CO2 piégé par la soude sur 3 échantillons de 50g de sol d’une sous parcelle du systéme conventionnel (cf.
figure 7). Les valeurs acquises par ces échantillons seront comparées a celles acquises pour la méme sous-
parcelle par la méthode du micro-chromatographe.

6.) Mesures complémentaires

Parallelement au suivi de la minéralisation du C et de N, des mesures complémentaires permettant
d’enrichir les résultats de minéralisation ont été mises en place. Tout d’abord, la teneur initiale en Cet en N
organique du sol et celle a la fin de la minéralisation a été déterminée par un analyseur élémentaire (EURO
EA, Eurovector, Italie). A partir de prélevement analytique de I'ordre du milligramme (50mg) encapsulé dans
des capsules d’étain, les échantillons sont minéralisés par combustion a trés haute température (1050°C),
sous courant d’hélium/oxygéne et sous pression. Les gaz qui y sont dégagés, notamment le CO, et NOy, sont
quantifiés par un détecteur a conductivité.

Ainsi, dans le cas des échantillons de sol remaniés, la mesure initiale a été effectuée sur 3 échantillons
de 50mg de sol par sous-parcelle préalablement séchés une semaine a 45°C et broyés finement a |'aide du
broyeur planétaire a bille Restch PM100. La mesure finale, est réalisée sur I’ensemble des répliquas des
échantillons consacrés au suivi de la minéralisation du C (un échantillon de 50 mg par répliqua). Dans le cas
des échantillons de sol non remanié, la mesure initiale a été effectuée sur une partie des carottes mise de
coté avant le lancement des incubations (carottes utilisées pour la mesure de I’'N minéral initial). La mesure
finale, est faite sur les carottes a la fin de I'incubation. Cette mesure permettra dans un premier temps
d’évaluer la teneur en C et en N dans les différents systéemes et dans un second temps d’exprimer les
valeurs de minéralisation spécifique, c’est-a-dire rapportée a la teneur initiale en C ou en N du sol.

De plus, la mesure de la biomasse microbienne des sols sur I'ensemble des sous-parcelles du dispositif
a été mesurée sur les échantillons remaniés selon la méthode de fumigation - extraction du carbone
organique de Vance et al. (1987). Par fumigation au chloroforme, les cellules microbiennes intactes sont
lysées et la matiére organique microbienne est libérée. La matiére organique non vivante n’est quant a elle
pas affectée par cette fumigation. Par la suite, le Co est dosé selon la méthode de Dumas. Cette méthode
nécessite d’une part le dosage du Carbone Total (CT) par combustion seéche et d’autre part la détermination
du Carbone Inorganique Total (CIT) par calcimétrie. Le Co est alors obtenu par le calcul de la différence
entre le carbone total et le carbone minéral (Co= CT-CIT). Ainsi en déduisant le Co extrait dans les
échantillons de sol fumigés de celui extrait dans les échantillons de sol non fumigés, le Co issue de la
biomasse microbienne est évaluée. Par un souci de place, la mesure a été réalisée sur deux échantillons de
10g de sol par sous-parcelle. Ces échantillons seront ensuite s’éparés en deux fois 5 g pour la mesure du Co
sur des échantillons fumigés et non fumigés. Cette mesure permettra dans un premier temps d’évaluer la
quantité de biomasse microbienne entre les différents systemes et dans un second temps d’exprimer la
minéralisation du C en fonction de la biomasse microbienne. L'efficacité de minéralisation des
microorganismes dans les différents systéemes de culture peut étre déduite de cette mesure.

7.) Simulation des cinétiques de minéralisation du C et N du sol
Aprés acquisitions de I'ensemble des données expérimentales, une simulation des cinétiques de
minéralisation du C et de N a été effectuée. L'évolution des quantités cumulées de C minéralisé a été décrite
par un modele exponentiel asymptomatique, dont I'équation est la suivante :
Yc(t) = Ymax(1 — e(7*0)
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Ou t correspond au jour de mesure aprés le début des incubations, Ymax est I'asymptote, c’est-a-dire
la valeur maximale de minéralisation qui pourrait étre obtenue et k est une constance de vitesse (jour™). Les
parametres Ymax et k ont été optimisés en utilisant I'outil solveur d’Excel. Ce modele a été utilisé pour la
minéralisation du C absolue, spécifique et rapporté au C microbien.

La dynamique de minéralisation de I'azote, absolue et spécifique, a été décrite par un modele linéaire
simple :
n(t) = at
Ou t correspond au jour de mesure apres le début de I'incubation et a, la vitesse de minéralisation de
I'azote. Les premiers jours de mesures (j7 et j14) n‘ont pas été pris en compte dans la modélisation en
raison du phénomene d’organisation liée a la misent en place des conditions d’incubation. Ce phénomene
entraine une fluctuation importante de la cinétique de minéralisation au début des incubations.

8.) Analyses statistiques

L'ensemble des données ont été analysées sous la version 3.1.2 de Rstudio (R Core Team, 2014). Dans
la mesure ou le nombre de vraies répétitions dans I'expérience est faible (deux blocs randomisés), chacune
des sous-parcelles a été considérée comme une répétition a part entiere, produisant ainsi quatre pseudo-
répliqua par systeme de culture. Ce choix résulte de la faiblesse de la conception expérimentale et a
également été adopté par d’autres auteurs utilisant le dispositif de La Cage comme support d’étude. En
effet, Henneron et al., (2014) et Autret et al., (2016) justifient ce choix par plusieurs raisons : 1) la gestion du
dispositif expérimental avant 1998 était la méme sur I'ensemble de I'essai, 2) les gradients topographiques
et pédologiques préexistantes ont été contrblés par le blocage, 3) I’hétérogénéité spatiale entre les sous-
parcelles est aussi importante que celle entre les parcelles notamment en ce qui concerne les
concentrations en Co du sol et les stocks de Co en 1998.

Pour éviter toutes confusions d’effets, en raison des successions culturales différentes d’un systeme a
I'autre, I'effet systéme de production et couple « précédent cultural/culture en place » ont été analysés.
L’effet de ces facteurs ont été testés sur la minéralisation du C et de N a travers différentes variables :

- les valeurs de minéralisation absolue (mg C.kg™" ou mg N.kg™), spécifique (mg C.g™"C ou mg N.g"'N) et
de C rapporté au C microbien (mg C.mg™C mic) au dernier jour de mesure (j118)

- lesvaleurs des paramétres des courbes de modélisation de la cinétique de minéralisation (Ymax et k
pour le carbone, a pour I'azote)

L'effet des systemes de production a été également testé sur :

- lesteneursen C, N et le rapport C/N au lancement des incubations
- la quantité de biomasse microbienne du sol exprimé en kg de sol sec et en g de C du sol

Le prélevement de sol effectué dans chaque sous-parcelle ayant fait I'objet de 3 sous-échantillons, ces
derniers sont donc dépendants et considérés comme des répliquas analytiques. Par conséquent I'analyse
statistique de I'effet du systéme de production sur les différentes variables a été testé sur la moyenne de
ces répliquas. Cependant, au vu du nombre restreint de répétitions pour la culture de Luzerne (expliqué par
des rotations différentes d’un systéme a 'autre), I'effet du couple « précédent cultural/ culture en place »
sur les différentes variables a été testé en prenant en compte I'ensemble des répliquas. Ainsi, I'effet du
systeme de culture, du couple « précédent cultural/ culture en place » et du bloc sur les variables étudiées
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ont été évalués par une analyse de variance (ANOVA). En cas de significativité, le test LSD du package
agricolae de comparaison des moyennes a été utilisé (De Mendiburu, 2014). En raison d’un effet significatif
des blocs en modele linéaire simple, il a été décidé d’utilisé un modele linéaire mixte avec comme facteurs
fixes le couple « précédent cultural/ culture en place » et/ou systéeme de culture, et comme facteur
aléatoire le bloc en utilisant le package nlme (Pinheiro et Bates). La normalité et I’'homoscédasticité des
résidus du modele ont été vérifiées par le test de Shapiro-Wilk et Levene respectivement. En cas de
discordance, les données ont été transformées par la transformation Box Cox. Le test non paramétrique de
Kruskal-Wallis du package agricolae (De Mendiburu, 2014) est mis en place dans le cas ou les hypothéses du
test ne seraient pas validées aprés transformation. Le test.t de comparaison des moyennes a été réalisé
pour évaluer |'effet du mode de prélévement (remanié vs non remanié) sur la minéralisation du C au sein
d’un systéme de culture (CONV ou SCV).

I11./ Résultats et discussions

1.) Teneur en carbone et en azote dans les différents systemes
Les teneurs en C et en N des différents systémes de production au lancement des incubations sont
présentées en figure 9 et 10. Ces teneurs étant mesurés a partir des échantillons de sol remaniés, elles sont
donc représentatives de la couche labourée (0-30 cm). Celle des échantillons non remaniés n’est pas
présentée ici. Les analyses étant toujours en cours.

Les teneurs en C du sol sont comprises entre 12.24 g C. kg™ pour le systéme SCV et 10.81 g C. kg™* pour
le systeme INT. L’analyse statistique ne révele aucune différence significative entre les différents systemes
(p-value>0.05). Ces résultats sont en contradiction avec ceux de Autret et al. (2016) qui décelent en 2014
sur ce méme dispositif, une différence significative de la teneur en Co du sol dans I'horizon labouré du
systeme SCV au regard des autres systéemes (CONV, INT et BIO). Cette différence s’explique par une
augmentation moyenne de 0.87 g C. kg™ dans tous les systémes entre 2014 et 2016 avec des variations
maximales de 1.67 g C. kg™ en BIO et 1.19 g C. kg™ en CONV. Cependant, lorsque les horizons sont étudiés
séparément, Autret et al. (2016) observe une différence notable dans la premiére couche du sol (0-10cm)
du systeme SCV comparés aux autres systemes alors que les concentrations de Co du sol dans les couches
comprises entre 10 et 60 cm de profondeur ne sont pas significativement différentes.

La concentration moyenne en N dans les systémes est de 1.15 g N. kg™ avec un maximum de 1.25 g N.
kg™ pour le systéme SCV et un minimum de 1.09 g. kg™ de sol sec pour le systéme INT. Contrairement au C,
I'azote se trouve majoritairement sous forme minérale dans le sol et est par conséquent tres vite assimilé
par les plantes, organisé par les micro-organismes ou perdu par lixiviation ce qui explique ces plus faibles
concentrations. La teneur en N n’est pas significativement différente d’un systéme a 'autre (p-value>0.05).
A linstar du C, ces résultats sont en contradiction avec les teneurs en N mesuré en 2014. Effectivement,
I'analyse statistique détecte une différence significative de teneur en N pour le systéme SCV au regard des
autres systémes (p <0.05). Une différence moyenne de 0.09 g N. kg™ est observée entre 2014 et 2016 pour
tous les systémes avec des maximums de 0.17 g N. kg™ pour le systéme BIO et 0.12 g N. kg™* pour le systeme
CONV.

15






Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces résultats contradictoires de teneurs en C et N entre 2014 et
2016:

- les conditions de prélevement: en 2016 I'échantillonnage des sols a été effectué dans des
conditions humides avec des sols tassés. Ainsi, il est possible que la quantité de sol prélevée
corresponde a des profondeurs plus importantes, ce qui engendrerait une dilution plus
conséquente du C et de N organique diminuant ainsi les écarts entre les systemes.

- les conditions climatiques entre les deux années de prélevement ont pu avoir une influence sur les
teneurs en C et N. La température et la teneur en eau du sol ont une influence sur plusieurs
processus, particulierement sur I'activité des microorganismes et par conséquent sur les teneurs en
C et N total du sol (Calvet et al., 2001). Dimassi et al. (2014) ont étudié les variations de stock de Co
sur une profondeur de 0-60cm de systémes en non travail du sol vs travail superficiel vs travail du
sol conventionnel sur une période de 40 ans. lls se sont intéressés a l'influence de I'interaction
climat et travail du sol sur les stocks de Co du sol et ont constaté que la baisse importante du stock
en réduction du travail du sol était corrélée significativement aux bilans hydriques. Ainsi lors des
années humides, 'augmentation de la teneur en eau du sol accroit la décomposition de la matiere
organique en travail du sol réduit (plus particulierement en surface). A contrario, lors des années
seches le stockage du C en réduction du travail du sol est plus important qu’en travail du sol en
raison d’une plus grande diminution de la minéralisation du Co par rapport au travail du sol
conventionnel. Par ailleurs Wang et al., (2006) a examiné les effets de la température, de ’humidité
du sol et de leurs interactions en incubant des carottes de sol prélevées dans 3 sites différents
adjacent (un site paturé, un site non paturé depuis 4 ans et un site non paturé depuis 25ans) sur les
taux de minéralisation. Elle a pu mettre en évidence que la teneur en eau du sol ainsi que les
températures impact profondément les taux de minéralisation sur les trois sites.

- Linteraction entre condition climatique et culture en place : Les variations maximales de teneurs en
C et N ont été observées dans les systemes BIO et CONV. En regardant séparément les teneurs en C
et en N en fonction de la culture semées en 2016, on apercoit une différence moyenne de teneur en
Cde 1.25gC. kg™ et de teneur en N de 0.11 g N. kg™ entre les sous-parcelles en colza et celle en blé.
Cette différence peut s’expliquer par la sénescence importante des feuilles de colza accentué par les
conditions climatiques douces lors du préléevement. Dans le systeme BIO se sont les sous-parcelles
en luzerne qui ont des teneurs en C et N plus élevées que dans les 3 autres systémes, +0.95 g C. kg™
et +0.12 g N. kg'1 respectivement.

Les teneurs en azote du sol sont en moyenne 10 fois plus faibles que celle du C. Effectivement la
concentration moyenne dans les systémes est de 1.14 g N. kg™ de sol sec avec un maximum de 1.25 g N. kg™
pour le systéme SCV et un minimum de 1.04 g N. kg™ pour le systeme CONV. Contrairement au C, I'azote se
trouve majoritairement sous forme minérale dans le sol et, est par conséquent trés vite assimilé par les
plantes, organisé par les micro-organismes ou perdu par lixiviation ce qui explique ces plus faibles
concentrations. La teneur en N n’est pas significativement différente d’un systéme a 'autre (p-value>0.05).
A l'instar du C, ces résultats sont en contradiction avec les teneurs en N mesuré en 2014. Effectivement,
I'analyse statistique détecte une différence significative de teneur en N pour le systeme SCV au regard des
autres systémes (p<0.05). Une différence moyenne de 0.08 g N. kg™ est observée pour tous les systémes
entre 2014 et 2016 avec un maximum de 0.17 g N. kg™ pour le systéme BIO. On peut avancer les mémes
hypotheéses concernant les écarts de teneur entre 2014 et 2016.
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Figure 11 : Biomasse microbienne dans les différents systéemes de cultures. Les mesures sont effectuées sur les
échantillons remaniés (profondeur de 0-30cm). La quantité de biomasse microbienne rapportée a la teneur en C
du sol de chaque systéeme est notée au-dessus des barres d’histogramme. (NS=Non Significatif)



De maniere générale ces résultats vont a I'encontre de ceux de nombreux auteurs (Clark et al., 1998;
Mondelaers et al., 2009; Gattinger et al., 2012) qui mettent en évidence des teneurs en Co ou en N plus
importantes dans des systémes alternatifs tels que le non travail du sol, le systeme biologique ou intégré.
Mazzoncini et al. (2015) comparent I'impact du non travail du sol sur les teneurs en Co et en N total du sol a
partir du dispositif expérimental longue durée mis en place en 1986 par le Centre de recherche agro-
environnementale de I'Université de Pise en Italie. |l met en évidence depuis 1996 des concentrations de Co
significativement plus élevées dans le systéeme en non labour sur une profondeur de 0-30cm comparé au
systeme avec travail du sol. Ces différences variaient de 17% en 1996 a 31% en 2014. Les différences de
teneur en N total du sol suive la ligné de celle du Co. Cela remet donc en question les résultats trouvé en
2016 sur le dispositif de La Cage. Cependant, bien qu’il n’y a pas de différence significative, la teneur en C et
en N en SCV se classe en premiére position suivit du systéme BIO, INT et CONV.

2.) Biomasse microbienne dans les différents systemes

La biomasse microbienne mesurée, dans I’horizon 0-30 cm des différents systemes de production au
lancement des incubations, est présentée en figure 11. L'expression des résultats se fait en mg C
microbien.g’ C du sol. Cette mesure reflete I'labondance de la biomasse microbienne qui minéralise les
composés organiques dans chacun des systéemes pendant l'incubation. C'est dans le systeme SCV que
I’abondance est la plus importante avec une moyenne de 16.63 mg C microbien. g C, suivit par le systéme
INT (14.14 mg C microbien. g* C), le systeme BIO (13.52 mg C microbien. g C) et en derniére position le
systéme CONV avec une moyenne de 11.70 mg C microbien. g C. L'amplitude des valeurs de biomasse
microbienne entre les systémes s’éléve a 4.93 mg C microbien. g* C. Il est important de noter que la
variabilité intra-systeme fluctue d’un systéme a l'autre. Effectivement, alors que I'écart-type est de 0.74 mg
C microbien. g C dans le systeme CONYV, il atteint 3.14 mg C microbien. g C dans le systéme INT. Dans ce
systeme, les deux sous-parcelles du bloc 2 ont des valeurs 1.4 fois plus élevées que celle des deux autres
sous-parcelles du bloc 1. Cette variabilité est difficile a expliquer, cependant la mesure n’a pas été effectuée
avec une vraie répétition analytique. En effet, par manque de place dans I'enceinte de fumigation les
mesures ont été faites sur deux échantillons de sol par sous-parcelle. L'analyse statistique ne révéle pas de
différence significative entre les différents systéemes (p-value>0.05).

Ces conclusions statistiques sont en incohérence avec ceux de la littérature scientifique notamment
ceux de Henneron et al.,(2014) qui, sur ce méme dispositif expérimental de La Cage, démontre une
augmentation du nombre d’organismes tels que les bactéries dans le systeme SCV. Cependant ces
conclusions ont été établies sur une profondeur de 0-10 cm. Ainsi en travaillant sur une profondeur de
labour de 0-30 cm I'effet quantité de biomasse microbienne en fonction du systéme de production est dilué.
Cette augmentation de la biomasse microbienne avait déja été observée précédemment dans d’autres
systemes de culture alternatifs. Effectivement, en 2010 Helgason et al. ont mis en évidence une biomasse
bactérienne, fongique et totale environ 32% supérieure en non travail du sol comparé au systéme
conventionnel avec labour. Ces conclusions se sont avérées identiques concernant le systeéme biologique
(Birkhofer et al., 2008), cependant ces augmentations ont été attribuées aux apports organiques étant
donné que le systéme conventionnel avec apport de fumier a également vu sa biomasse microbienne et
fongique plus importante que dans les systémes sans apports. Méme si I’analyse statistique ne révéle pas de
différences significatives entre les systéemes de culture, la concentration mesurée en SCV reste supérieure
aux autres systemes.
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Figure 12 : Minéralisation absolue du C (a) et de N (b) dans les différents systéemes de culture, mesurée sur les
échantillons de sol remaniés en incubation pendant 118 jours a I'[NRA de Grignon
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Figure 13 : Minéralisation spécifique du C (a) et de N (b) dans les différents systémes de culture, mesurée sur les
échantillons de sol remaniés en incubation pendant 118 jours a I'[NRA de Grignon
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3.) Cinétique de minéralisation du C et de N dans les différents systemes
Les résultats de minéralisation sont issus des échantillons de sol remanié incubés 118 jours a 20°C et
18% d’humidité.

A. Minéralisation du C et de N

La dynamique de minéralisation absolue, spécifique du C et de N ainsi que la minéralisation du C
rapporté au C microbien sont présentés par des courbes lissées en figures 12, 13 et 14. Les points
représentent la moyenne des valeurs de minéralisation obtenue a une date de mesure donnée pour
I’ensemble des sous-parcelles d’'un méme systéme de culture. Si on s’intéresse uniquement a I'allure
générale des courbes, on remarque que la cinétique de minéralisation du C fluctue moins que celle de N.
Pour le C, le classement des systemes de production selon la quantité de C minéralisé varie peu d’un jour de
mesure a I'autre. Au début des incubations, les courbes de minéralisation des différents systémes de culture
se chevauchent, I'écart-type au premier jour de mesure des valeurs de minéralisation des 4 systémes est
trés faible : 0.37 mg C. kg™, 0.03 mg C. g C, 0.004 mg C. mg™C mic en absolue, spécifique et rapporté au C
microbien respectivement. En fin d’incubation, les courbes sont plus écartées les unes des autres, |'écart-
type au dernier jour de mesure des valeurs de minéralisation des 4 systemes sont plus élevés : 27.89 mg C.
kg™, 1.59 mg C. g'C et 0.29 mg C. mg™’ C microbien en absolue, spécifique et rapporté au C microbien
respectivement. Pour I'N, on observe une oscillation plus importante des courbes principalement en début
d’incubation. Cela se justifie par le processus d'immobilisation de I'azote minéral. En effet, au début des
incubations, l'activité microbienne se mettant en place, une partie de |'azote minéralisé par les
microorganismes assure leur activité physiologique basale et n’est donc pas quantifié lors du dosage du N
minéralisé. Cette fluctuation peut étre accentuée en raison du caractére destructif du dosage de N minéral.
Effectivement, le suivi n’est pas réalisé sur le méme échantillon pour une sous-parcelle donnée, c’est donc
une source de variabilité.

Les résultats et I'analyse statistique des valeurs cumulées de C et N minéralisé au dernier jour
d’incubation sont présentés ci-dessous. On distingue I'effet du systeme de culture et I'effet du couple
« précédent cultural/culture en place » sur les valeurs de minéralisation.

L’effet du systeme de culture sur la minéralisation du C et de N

Les valeurs de minéralisation absolue, spécifique et rapporté au C microbien pour la dynamique du C
figurent dans le tableau Il pour le C et en tableau IV pour I'N. Les résultats des analyses statistiques y sont
de plus présentés.

Que ce soit pour le C ou I'N, la minéralisation absolue est plus importante pour les systemes SCV
(302.06 mg C. kg™ et 27.16 mg N. kg™) et BIO (292.25 mg C. kg™ et 25.77 mg N. kg*) que pour les systéemes
CONV (271.13 mg C. kg™ et 17.19 mg N. kg*) et INT (239.05 mg C. kg™* et 19.66 mg N. kg mg N. kg™) avec
toutefois des écart-types sont élevés se recoupant pour toutes les dates de mesures. Toutefois, les teneurs
en C et en N du sol étant différentes d’un systéeme a l'autre, il est préférable d’exprimer les résultats
minéralisation spécifique, c’est-a-dire en fonction de la teneur en C du sol plut6t que pour une masse de sol
donnée. Ce choix d’expression des résultats permet de comparer les systémes entre eux et de ne pas
attribuer une minéralisation supérieure dans un systéme au fait que la concentration en Co y est plus
élevée. Lorsqu’on calcule la minéralisation en spécifique, les systemes BIO et CONV se placent en premieres
positions avec 26.09 + 4.60 et 25.01 + 7.02 mg C. g™ C suivis des systémes SCV et INT avec 24.78 + 2.68 mg C.
g'Cet22.32+5.72mg C. g" C. On remarque également que les écart-types sont élevés. Le passage en
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spécifique n’a pas engendré de changements dans la classification des systemes de culture en fonction de la
minéralisation de N. Les écart-types sont du méme ordre de grandeur que pour la minéralisation absolue.
L'analyse statistique ne détecte aucun effet significatif du systéeme de culture sur la minéralisation absolue
et spécifique du C et de N (p-value>0.05). La minéralisation est semblable d’un systéme a 'autre.

L’efficacité de la biomasse microbienne a dégrader des composés organiques dans chaque systéme de
culture est illustrée a travers I'expression de la minéralisation du C rapporté au C microbien. La valeur
moyenne de minéralisation du C au dernier jour d’incubation, tous systemes confondus, s’éleve a 1.82 mg C.
mg C microbien, avec une valeur maximale a 2.16 mg C. mg™ C mic pour le systtme CONV et une minimal a
1.50 mg C. mg™ C mic pour le systéme SCV, avec des écart-types élevés pour tous les systémes. L’analyse
statistique ne détecte aucun effet du systéeme de culture sur la minéralisation du C exprimé en C microbien
du sol (p-value>0.05). Ainsi I'efficacité de minéralisation par les microorganismes est équivalente dans tous
les systemes de production. Cependant, il est intéressant de noter la tendance de la biomasse microbienne
du systéme CONV a avoir une efficacité de minéralisation plus élevée au regard des autres systemes et ce
avec une abondance microbienne la plus faible.

L’effet du couple « précédent cultural/culture en place » sur la minéralisation du C et de N

Les valeurs de minéralisation absolue, spécifique et rapporté au C microbien pour la dynamique du C
figurent dans le tableau Il pour le C et en tableau IV pour I'N. Les résultats des analyses statistiques y sont
de plus présentés.

Dans tous les cas de figure, la minéralisation absolue du C est plus élevée pour le couple Blé/Colza.
Effectivement, la minéralisation absolue du C dans cette rotation s’éléve a 310.25 mg C. kg™ contre 254 mg
C. kg" et 268.80 mg C. kg™ pour la rotation Colza/Blé et Luzerne/Luzerne respectivement. La minéralisation
spécifique, est de 26.44 mg C. g™'C contre 23.69 mg C. g"'C et 23.23 mg C .g™'C pour la rotation Colza/Blé et
Luzerne/Luzerne respectivement. Enfin, celle rapporté au C microbien est de 2.05 mg C. mg™ C microbien
contre 1.66 mg C. mg™'C micro et 1.84 mg C. mg™C mic pour la rotation Colza/Blé et Luzerne/Luzerne
respectivement. L’analyse de variance détecte un effet significatif du couple « précédent cultural/culture en
place » sur la minéralisation absolue (p-value<0.001), spécifique (p-value<0.01) et rapporté au C microbien
(p-value<0.001). La comparaison des moyennes révele une minéralisation significativement plus importante
pour le couple « précédent cultural/culture en place » Blé/Colza par rapport au couple Colza/Blé et
Luzerne/Luzerne. Ainsi la minéralisation du C et I'efficacité de la biomasse microbienne a minéraliser des
composés carbonés sont plus élevées dans les sols ou une culture de Colza a été semée début septembre et
avec un précédent Blé.

Les valeurs de minéralisation absolue de N est statistiquement plus élevée dans le couple
Luzerne/Luzerne (p-valeur<0.05) avec une moyenne de 28.90 mg N. kg™, contre 22.40 mg N. kg™ et 20.86
mg N. kg™ pour le couple Blé/Colza et Colza/Blé respectivement. En revanche, I'analyse statistique ne
détecte effet significatif du couple « précédent cultural/culture en place » sur la minéralisation spécifique
de N (p-value>0.05). Ainsi, la minéralisation spécifique est équivalente entre les différents couples :
Luzerne/Luzerne (23.80 + 3.81 mg N. g N), Colza/Blé (19.03 + 3.73 mg N. g™ N) et Blé/Colza (18.98 + 6.77
mgN. g' N).
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B. Analyse des parametres de simulation de la minéralisation C et N

Les résultats de l'analyse de variances sur les parameétres (Ymax et k ou a) des courbes de
minéralisation du C et de N sont présentés en tableau V et VI. Les parameétres ont été analysés pour
I’'ensemble des expressions de la minéralisation. Les moyennes, les écart-types et la significativité des tests
statiques concernant l'effet du systéme de culture et du couple « précédent cultural/culture en place » y
sont précisés.

L’effet du systeme de culture sur la minéralisation du C et de N

Le parametre Ymax de minéralisation du C, représentant la valeur maximale de minéralisation qui
pourrait &tre obtenue, est en moyenne de 434.28 mg C. kg™ en absolue, de 38.75 mg C. g™ C en spécifique
et de 2.90 mg C. mg™ C mic. Ce paramétre de modélisation atteint des valeurs de minéralisation supérieures
a celles mesurées au dernier jour d’incubation, indiquant que la minéralisation pourrait étre poursuivie
avant d’atteindre un palier maximum de C minéralisé. Effectivement, quel que soit I'unité d’expression du
résultat, c’est le systeme CONV qui se place en premiéere position suivi par le systéme BIO, SCV et INT qui
ont des valeurs en moyenne 1.15 fois, 1.29 et 1.49 fois inférieur aux autres CONV en absolue, spécifique et
rapporté au C microbien respectivement. Le paramétre k, correspondant & la constance de vitesse (jour™)
montre des valeurs du méme ordre de grandeur quel que soit I’expression de la minéralisation du C.

Le paramétre a correspond a la vitesse de la minéralisation de N en mg N. kg™. jour™ en absolue et en
mg N. g* N. jour™ en spécifique. Les valeurs de a sont également du méme ordre de grandeur tous systémes
confondus avec une moyenne de 0.2 mg N. kg™’. jour en minéralisation absolue et 0.17 mg N. g N. jour™
en minéralisation spécifique.

L’analyse statistique des parametres Ymax, k, et a ne détecte aucun effet significatif du systeme de
culture sur la minéralisation du C et de N et ce quel que soit I'expression des résultats et du parametre
étudié (p-value > 0.05). La minéralisation est équivalente d’un systeme a I'autre.

L’effet du couple « précédent cultural/culture en place » sur la minéralisation du C et de N

L'effet du couple « précédent cultural/culture en place » sur la valeur de Ymax est comparable a celui
sur la minéralisation du C et de N au dernier jour d’incubation. L’analyse de variance sur le parameétre Ymax
révele un effet significatif de la rotation culturale, avec une minéralisation du C (en absolue et spécifique)
significativement plus importante pour la succession Blé/Colza (487.92 mg C. kg™ avec une p-value<0.01 et
41.47 mg C. g* C avec une p-value<0.01). Cependant, aucun effet du paramétre k n’est détecté sur les
différentes expressions de la minéralisation (p-value>0.05), ce qui laisse a penser que la quantité minéralisé
(Ymax) peut étre significativement différente d’une rotation a I'autre mais que la vitesse de dégradation (k)
varie peu. La différence significative observée pour le paramétre Ymax serait par conséquent liée aux
entrées de MO plus ou moins dégradables. De plus aucune différence significative du parametre Ymax des
courbes de minéralisation du C rapporté a la biomasse microbienne (p-value>0.05) n’est détectée.

Concernant la minéralisation de I'N, I'analyse sur les parameétres révele de nouveau une minéralisation
significativement plus importante pour la rotation Luzerne/ Luzerne comparée aux deux autres rotations (p-
value<0.05) en minéralisation absolue. Contrairement a |’analyse au dernier jour d’incubation de la
minéralisation spécifigue de I’azote, I'analyse statistique sur le parametre a de modélisation de la
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minéralisation spécifigue met en évidence un effet significatif du couple Luzerne/Luzerne uniqguement par
rapport a Blé/Colza.

C. Bilan de la minéralisation du C et N sur les effets testés

Le schéma ci-dessous synthétise les résultats obtenus sur l'effet des systemes de culture sur la
minéralisation du C et de N. Les valeurs de minéralisation spécifique du C et de N sont précisées ainsi que
les résultats de I'analyse statistique.

26.09 mg C.g'C 25.01 mg C.g*C
™ C min c min C min c min
MO o MO A MO O
22.00 mg N.g™'N 15.91 mg N.g™'N
C C C C
N‘?Lg“ NS N min L N?’r'g‘ NS :> N min H:: N o8 NS N min L NQLgv NS N min
~OIR ==0rg, ~Org. SAOrg

*significatif (Autretetal., 2016) El non significatif

Figure 15 : Bilan des effets du systéme de production sur la minéralisation du Cet N

Les résultats expérimentaux sur les échantillons de sol remanié incubé pendant 118 jours ne montrent
pas d’effet significatif du systéeme de culture sur la minéralisation du C et de N. L’hypothése de départ est
validée, a savoir que les systemes de production alternatifs, sur la profondeur étudié de 0-30 cm,
n’affectent pas les vitesses de minéralisation de la MO du sol, y compris dans le systeme en non labour
(SCV). Ces résultats contredisent ceux de nombreux auteurs qui ont démontré une augmentation de la
vitesse de décomposition de la MOS dans des systémes en non travail du sol (Bossuyt et al., 2002; Grandy et
Robertson, 2007 ; Balesdent et al., 2000; Barreto et al., 2009). Cependant nous avons pu voir en
introduction bibliographique que ces résultats ont été contestés par d’autres scientifiques qui ont mis en
avant une minéralisation plus importante du C et de N dans des conditions de non travail du sol. Par ailleurs,
ces résultats sont confortés par la simulation, a I'aide du modéle AMG, de I'évolution des stocks de Co entre
1998 et 2014 dans les 4 systemes de cultures du dispositif expérimental de La Cage (Autret et al. 2016).
Effectivement, ils ont démontré que le temps de résidence moyen de la MO était le méme pour les 4
systémes de culture et que I'utilisation du facteur de TRM de 1.9 suggéré par Paustian et al. (2000) pour le
systéme en non labour conduisait a une surestimation des stocks de Co dans le systeme SCV.

Toutefois I'effet du travail du sol sur la protection de la matiére organique n’est pas entierement remis
en question. Effectivement, le travail du sol engendre une destruction rapide des macroagrégats. La MO
auparavant protégée dans les agrégats est davantage accessible a la dégradation (Six at al., 1999; Bossuyt et
al., 2002). Ainsi dans le systéeme SCV sans travail du sol, le Co serait davantage protégé au sein des agrégats
que dans les systemes en travail du sol tels que CONV, INT et BIO, ce qui aurait tendance a diminuer les
vitesses de minéralisation. Or, nous n’observons pas de différence ce suggere que d’autres facteurs
favorisant la vitesse de dégradation sont a prendre en compte dans le fonctionnement du systeme SCV. Le
facteur pouvant également influencer les vitesses de minéralisation des composés organiques sont les
entrées de MO. En effet, les résultats de nos expérimentation ont pu mettre en évidence un effet des
couples « précédent cultural/ culture en place » sur la minéralisation du C. Selon le précédent cultural, les
quantités et la qualité de la MO restitué par les résidus de culture est différente. Cela confirme que les
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entrées de MO ont une influence sur les vitesses de dégradation de la MO. Les entrées de MO ont pu
influencer les vitesses de minéralisation a travers la quantité de MO apportée, qui est plus importante dans
le systeme SCV. Effectivement, Autret et al. (2016) a mis en évidence des entrées de C significativement plus
importante dans le systeme SCV par rapport aux autres systémes, notamment des résidus racinaires issus
des couverts végétaux plus important. Par ailleurs, la qualité de la MO a elle aussi une influence sur la
minéralisation des composés organiques. En effet, la décomposition de la MO, notamment des résidus de
culture est contrélée par de nombreux facteurs tels que la composition biochimique des plantes en
cellulose, hémicellulose, lignine (Abiven et al., 2005). Ces derniers ont démontré que la minéralisation du C
racinaire est plus lente que celles des feuilles et des tiges. Par ailleurs, McDaniel et al. (2014) ont mis en
évidence que la diversité des cultures au fils du temps influe sur la transformation des résidus nouvellement
apporté, sur la dynamique microbienne et sur le cycle des nutriments. Cette étude a été réalisée en
incubant des sols prélevés sur une profondeur de 0-10 cm sur lesquels des longues rotations ont été mise
en place depuis 5 ans. Le systéme SCV ayant une succession culturale plus diversifiée que les autres
systemes en raison des cultures intermédiaires et des cultures de couvert mises en place, nous supposons
que cela a impacter les vitesses de minéralisation tels que le suggére McDaniel et al. (2014).

4.) Cinétique de minéralisation du C échantillons remaniés vs non

remaniés

Les cinétiques de minéralisation du C des échantillons de sol remaniés vs non remaniés peuvent étre
comparées en raison de la similitude des résultats entre des deux méthodes de mesure du CO, observée
dans le cadre de la vérification de la conformité des résultats entres les méthodes (méthode soude et
méthode microchromatographe). Cependant, aucune analyse statistique n’a pu étre effectuée en raison de
la suppression d’un des répliquats de la méthode microchromatographe pour lequel les mesures de CO,
émis sont incohérentes par rapport aux deux autres répliquats. En effet, il semblerait que cet échantillon
n’ait pas minéralisé a hauteur des autres ; cela peut étre di a un probléme d’étanchéité du bocal. Il a donc
été décidé de supprimé ce répliquat et de pas le prendre en compte dans I'ensemble des analyse effectué.
Par conséquent il faut se contenter de I'appréciation du graphique de comparaison des méthodes (figure
16) avec des courbes et des écart-types qui se recoupent a toutes les dates de mesures, ce qui laisse
présager qu’il n’'y aurait pas de différences significatives entre ces deux méthodes de mesure du C
minéralisé a partir d’un sol (Annexe 2).

La dynamique de minéralisation spécifique du C des échantillons de sol remaniés et non remaniés des
systemes CONV et SCV sont représentés par des courbes lissées en figures 16. Les points représentent la
moyenne des valeurs de minéralisation obtenue a une date de mesure donnée pour I'ensemble des sous-
parcelles d’'un méme systéme de culture.

Si on s’intéresse uniquement a l'allure générale des courbes, on remarque que la cinétique de
minéralisation du C dans les sols non remaniés est supérieure a celle des sols remaniés et ce pour les deux
systemes de production. Les écart-types des échantillons de sol remaniés se recoupent avec ceux des
échantillons non remaniés du systeme CONV. L'analyse statistique a été réalisée uniquement sur les
parametres du modeéle Ymax et k. Effectivement, comme la durée d’incubation est différente entre les deux
types d’échantillonnage (118 jours pour les échantillons de sol remaniés et 120 jours pour les échantillons
non remaniés) il est préférable de comparer ces cinétiques uniquement sur les valeurs des parametres afin
de ne pas faire de confusion d’effet et d’attribuer une différence qui serait expliqué par un jour de mesure
différents au dernier jour d’incubation. Les valeurs des parametres ne sont pas présentées ici. L’analyse
statistique de comparaison des moyennes au sein d’'un méme systéme pour le paramétre Ymax a mis en
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évidence un effet du type de prélévement sur la minéralisation du C absolue et spécifique en systeme SCV
(p-value > 0.05 en absolue, p-value > 0.001 en spécifique) mais pas en systtme CONV (p-value>0.05 en
absolue et spécifique). Cependant la quantité de C minéralisable (Ymax) est dépendant des quantités de C
de départ. Etant donné que, pour les échantillons non remaniés les résidus de cultures et la macrofaune
piégés lors du prélevement n’ont pas été enlevés cela engendre une quantité plus importante de composés
facilement minéralisable comparé aux échantillons issus des prélevements remaniés. Ces matieres
organiques étant plus importante en systéme SCV cela explique que I'on n’observe pas de différence pour le
parametre Ymax en systéme CONV. Cependant, 'analyse du paramétre k, de constance de vitesse (jour™) ne
révelent aucun effet significatif du type de prélevement sur la minéralisation du C en absolue et spécifique
quel que soit le systéme de production SCV et CONV (p-value>0.05). Ainsi d’apres ce parametre il n’y a pas
d’effet du type de préléevement et par conséquent de la structure du sol sur la minéralisation du C dans les
systemes étudiés SCV et CONV.
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IV./Conclusion et perspectives

Nous avons étudié la dynamique de minéralisation du C et de N par incubation en laboratoire a partir
de prélévement de sol issu du dispositif expérimental de longue durée de La Cage comparant un systéme de
production conventionnel a des systémes de production alternatifs (Systeme Intégré, Agriculture Biologique
et Systéme sous couvert végétal permanent sans labour). Les objectifs, les résultats ainsi que les conclusions
de notre étude sont résumés ci- dessous:

- Objectif n°1 : Evaluer la capacité de minéralisation de systémes de culture alternatifs au regard d’un
systeme conventionnel. Pour cela, une expérimentation d’incubation d’échantillons de sol remaniés
issus des différents systemes de production a été mise en place. Les résultats expérimentaux nous
permettent d’établir la conclusion suivante: les systéemes de production alternatifs, sur la
profondeur étudié de 0-30 cm, n’affectent pas les vitesses de minéralisation de la MO du sol, y
compris dans le systeme en non labour (SCV). Ce résultat ainsi que la bibliographie réalisée nous
conduisent a formuler deux nouvelles hypotheses. Dans le systeme SCV, la quantité et la qualité des
MO restituées en surface stimuleraient davantage la dégradation de composés organiques que les
autres systémes, alors que dans les systemes CONV, BIO et INT le facteur travail du sol stimulerait
lui la minéralisation des composés organiques au regard du systéme non labour (SCV). Ces
hypothéses pourraient étre testées par des expérimentions supplémentaires:

» Analyser la qualité biochimique des résidus de cultures issus des différents systémes
(quantification des composées pariétaux). Les résidus de culture supplémentaires observés
en SCV, notamment ceux issus de la Luzerne, seraient plus facilement décomposables que
les résidus présents dans les 3 autres systemes de culture. Cette manipulation permettrait
de répondre a la deuxiéme hypothése.

> Déterminer la quantité de C et N protégée dans le sol du systéme SVC comparé au systéme
CONV, par mesure de minéralisation du C et de N dans des échantillons de sol broyé et non
broyé issus de ces systémes de culture. (Cette manipulation a été envisagée dans le cadre
de mon stage, mais par manque de temps et de moyen cela n’a pas pu étre réalisé,
cependant le protocole de manipulation a pu étre rédigé Annexe 3). Cette manipulation
permettrait de répondre a la seconde hypothese

- Objectif n°2 : Evaluer I'effet potentiel de la structuration du sol sur la capacité de minéralisation du
C et de N en systeme de production avec et sans travail du sol (CONV vs SCV). Pour cela, une
expérimentation d’incubation d’échantillons de sol remaniés et non remanié issus des systémes de
production CONV et SVC a été mise en place. Les résultats expérimentaux nous permettent d’établir
la conclusion suivante : la structuration du sol n’affecte pas les vitesses de minéralisation de la MO
dans les systémes avec et sans travail du sol. Cependant, nous avons pu établir des différences de
quantité maximale pouvant étre minéralisée dans le systeme SCV selon le mode de préléevement
(remaniés vs non remanié) expliqué par des quantités de MO plus importante dans les échantillons
de sols non remaniés. Or cette manipulation est complexe car elle suggére de parvenir a retirer
I’'ensemble de la MO fraiches présentes dans I’échantillon, au risque de dénaturer la structure du sol
de I'échantillon. Une solution serait de reconstituer des carottes de sol aprés un retrait des MO
fraiches, en respectant les gradients de teneur en Co et de densités apparentes qui existent sur la
profondeur considéré.

Ces résultats s’inserent dans le travail de recherche de Bénédicte Autret qui vise a estimer I'impact des

systemes de culture alternatifs sur le cycle du carbone et de I'azote, tant en termes de stockage de ces
éléments dans le sol, que des pertes par lessivage ou émissions gazeuses. Mieux comprendre les processus
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biogéochimiques qui affectent ces flux de carbone et d’azote, en particulier leurs minéralisations dans le sol,
peut favoriser par la suite la diffusion de méthodes de productions alternatives plus respectueuses de
I’environnement.
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Contenu de ce document :

1 Contexte - Objectif général

Objectif scientifique :

Malgré un engouement fort pour les systemes de culture alternatifs depuis les années 90, le manque de références
reste important, et en particulier celui d’études de longue durée et d’études sur les processus biogéochimiques,
tels que la dynamique du C et N dans le sol.

L’essai de longue durée de La Cage, mis en place en 1998 a I'INRA de Versailles, compare 4 systémes de culture en
rotation céréaliere sans apports d’effluents d’élevage (conventionnel, production intégrée, agriculture biologique
et production sous couverture végétale permanente). Il est I'objet du travail de these de Bénédicte Autret, portant
notamment sur la différenciation des stocks de C et N du sol au cours du temps depuis le début de I’essai.

L’objectif du stage est de mesurer et comparer la capacité de minéralisation du C et N du sol des différents
traitements, et de les confronter aux valeurs données par le modéle AMG (Saffih et Mary, 2008). En particulier
nous nous demandons si les vitesses de minéralisation sont plus faibles dans le sol non travaillé (SCV). Deux
modalités seront comparées : sol non remanié (manipes faites a I'INRA Laon) et sol remanié (manipes a Ecosys,
stage d’Hélene Guillier)

On considérera les 4 systémes de culture mis en place a La Cage : productif, intégré, biologique, SCV.

Champs thématique :
Sol, biogéochimie (CT4 EA-INRA)

Hypothése & Principe du protocole :

On considerera 4 systemes de culture mis en place a La Cage : productif, intégré, biologique, SCV et on quantifiera
la minéralisation du C et du N sur des incubations de 4 mois, en conditions contrélées.

Valorisation envisagée et livrable(s) demandé(s) par le projet :

= Confrontation des taux de minéralisation mesurés in vitro aux taux in situ tels qu’estimés par le modele
AMG)

=  Meémoire de stage de fin d’étude d’Hélene Guillier

= Article scientifique.

2 Ressources financieres - contrat de recherche

Identification du contrat de recherche :

Contrat de I’'Unité d’Agronomie INRA de Laon (prennent en charge la stagiaire et une partie des manipes).

Responsable du contrat de recherche :

Bruno Mary

Dépenses Grignon : Claire, prendre les codts sur le contrat Picaso Reacctif (estimation colts a faire : base
incubation, mesures CO2, mesures Nmin).

Coordonnées du gestionnaire :

Contraintes de confidentialité :
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Protocole de recherche / expérimental

3 Pilotage du protocole /Acteurs / ressources humaines :

Nom Prénom et coordonnées | contribution, compétences Temps passé

Responsable Claire Chenu

scientifique Bénédicte Autret

Responsable Valérie Pouteau

Technique

Liste Intervenants
permanents

Liste Intervenants|Héléne Guillier Etudiante de M2 6 mois a partir de mars

Non-permanents 2016
4 Liste des opérations et planification
. . Quand ?
Quoi ? Qui?
Opérations/Etapes Manipulateur/Encadrant Dates de Dlates Dat(.es
Méthodes) technique ou scientifique décision prevues SIS E
(Méthodes d’exécution | d’exécution
Prélevement des échantillons de
stage Gilles Grandeau Février 2016
lere
semaine
Préparation des échantillons Héléne —a Laon Mars 2016
Lancement Incubation au
laboratoire Héléne, Valérie
Jours 3, 7,
Mesure du CO, dégagé par 14, 30, 60,
microGC Héléne- Grignon 90 et 120
Prélevement  destructif pour Jours 0, 7,
mesure du N minéralisé, analyse 14, 30, 60,
au scalar Hélene- Grignon 90 et 120
Mesure de biomasse
microbienne (pertinence et dates
a définir) Héléne- Grignon Jours 0 etl
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5 Détails des opérations et plans d’expériences

5.1 Opération / Etape 1 Prélévement des sols sur le terrain

But / objectif :

L’objectif de cette étape est de collecter les sols dans des conditions de préléevements identiques quel qu’en soit le
systéme de culture. Ainsi, les sols sont prélevés a une profondeur de 0-30 cm correspondant a la profondeur de
labour et 6 prélévements par parcelle sont réalisés afin d’étre représentatif du sol de la parcelle.

Matériel :
- Tariére
- Sonde cylindrique (diamétre 5-6 cm sur 0-27 cm)
- 16sacs de prélévement pour conserver les sols

Meéthode, plan d’expérience :

1) 6 carottes prélevées par parcelle dans les 2 blocs avec une sonde cylindrique (diamétre 5-6 cm) sur 0-30 cm
environ (soit 4 kg de sol/parcelle) ;

2) Les 6 carottes sont mélangées ensemble pour chaque parcelle = 16 échantillons de sol ;

3) Les échantillons sont conservés en chambre froide jusqu’aux incubations.

Document joint en annexe :plan de prélévement

5.2 Opération / Etape 2 — Préparation des échantillons

But / objectif :

L’objectif de cette étape est de placer les échantillons dans des conditions identiques de mesures. C’est-a-dire un
sol sans résidus de culture et un potentiel hydrique analogue pour tous les échantillons. Le potentiel hydrique
choisi doit étre favorable a la minéralisation et défavorable a la dénitrification. Ainsi, I’humidité sera ajustée a un
potentiel matriciel de 3 autour de la capacité au champ.

Matériel :

- Tamis de 10mm

- 16 bacs pour conserver les sols

- Balance pour peser le poids frais et le poids sec

- 48cristallisoirs pour réaliser la mesure d’humidité

Meéthode, plan d’expérience :

Le sol est conservé en chambre froide dans des sacs en plastique (sol remanié) jusqu’au début des manipulations
au laboratoire.

1) Retirer les résidus de culture (pailles, racines) ;

2) Tamiser a 10 mm les échantillons de sol ;

3) Mesurer 'humidité de I’échantillon a I’étuve (24h a 105°C) : si teneur en eau est > Wi (teneur en eau a pF = 3),
laisser le sol sécher quelques heures/jours ;

4) Conserver le sol en chambre froide si I'incubation est retardée ;

5) Ajouter de I'eau jusqu’au Wi en vaporisant de I'eau déminéralisée sur le sol, lui-méme étalé en une fine couche
sur un plateau.

Détermination de Wi
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Données Sabrina Juarez et Valérie Pouteau, mesure de la teneur en eau a pF3 d’échantillons émiettés et tamisés a
4 mm des parcelles conventionnel et SCV : conv 0,175 g eau/g sol sec, SCV : 0,190 g eau/g sol sec (Bloc B). On peut
considérer que la rétention d’eau est la méme pour le sol des parcelles en Conv, Intégré et Bio.

5.3

Récapitulatif :

Opération / Etape 3 — Préparation et lancement de I'incubation

CO, (non destrutif)

N minéral (mesure
destructive)

Répét N minéral (mesure
destructive)

Nombre de | 8 dates (1, 4, 7, 14, 29, 62,91 | 7 dates (0, 7, 14, 29, 62, 91 et | 3 dates (0, 29 et 118 jours)
dates et 118 jours) 118 jours)

16 parcelles x 3 rép = 48 | 16 parcelles x 7 dates = 112 | 16 parcelles x 3 dates x 2 rép =
Nombre échantillons de sol échantillons de sol 96 échantillons de sol (32 pour

d’échantillons

(16 pour la mesure a t,, 96
pour les 6 autres dates)

la mesure a t,, 64 pour les 2
autres dates)

Matériel
incubation

- 96 coupelles en verre (48
pour le sol, 48 pour I'eau
déminéralisée)

- 48 bocaux hermétiques
de0.5L

- 144 coupelles en verre (96
pour le sol, 48 pour I'eau
déminéralisée)

- 48 bocaux hermétiques de
1L (échantillons regroupés
4 par 4)

- 96 coupelles en verre (64
pour le sol, 32 pour I'eau
déminéralisée)

- 32 bocaux hermétiques de
1L (échantillons regroupés
4 par 4)

Préparation
des
incubations

- Peser 50 g de sol frais
dans une coupelle de
verre préalablement tarée

- Déposer la coupelle de sol
et d’eau dans le bocal

- Fermer le bocal
hermétiqguement

- Peser 50 g de sol frais dans une coupelle de verre

préalablement tarée

- Déposer la coupelle de sol et d’eau dans le bocal
- Fermer le bocal hermétiquement

Extraction et

- Chaque jour de mesure,
peser la coupelle de sol et
ajuster I'lhumidité si
besoin

- Prélevement a la seringue

- Chaque jour de mesure, peser la coupelle de sol et ajuster

I"humidité si besoin

- Congeler échantillon si extraction reportée dans le temps
- Extraction de I'N minéral des 50g de sol par 100 mL de

solution de KCI 1M

analyses :
de I'air contenu dans le
bocal
- Analyse des gaz prélevés
au MicroGC
Remarques Chaque bocal de 1 L contient 1 coupelle d’eau déminéralisée afin de maintenir une humidité

ambiante dans le bocal

Préparation du matériel

- Nomenclature des échantillons: 12,1 ;12,2 ; 13-1, 13,2 ; 14,1 ; 14,2 ; 15,1 ; 15,2 ;16,1 ; 16,2;17,1;17,2; 18,1 ;
18,2, 19,1; 19,2 — et a b c pour les répétitions. Préparer un tableau avec la correspondance numéro et
parcelle + répet. De 1 a 48 pour les CO,, puis suite pour les Nmin.

- Préparer 102 bocaux de 1L : 48 pour des mesures de CO, (donc couvercle avec septum) et 54 pour mesures
Nmin (donc couvercles simples).

- Préparer 102 béchers avec eau a mettre dans les bocaux

- Préparer et tarer 256 contenants (coupelles), numérotées de 1 a 256

- Vérifier la teneur en eau du sol, ajuster si nécessaire (attention, bien différencier le sol sous SCV, parcelles 12
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et 17, des autres systémes).

Lancement de l'incubation (JO incub)

- Peser 256 fois 50 g de sol dans les coupelles, pour les différents échantillons, en suivant le tableau de
correspondance.

- Placer les 48 échantillons CO, et les 160 échantillons azote dans les bocaux correspondants (3 échantillons
azote par bocal), ainsi que les récipients contenant de I'eau.

- Fermer les bocaux, les placer dans les armoires a incubation

- Congeler les 48 échantillons Nmin du jour 0. (quels récipients prévoir ?)

5.4 Opération / Etape 4 — Mesure du CO, dégagé

Principe :

Utilisation d’un micro-chromatographe en phase gazeuse couplé a un catharométre. L’échantillon est ainsi prélevé
et injecté dans une colonne de chromatographie qui sépare les différents gaz selon leur poids moléculaire et leur
affinité avec la colonne. Chaque composé chimique a un temps de rétention qui lui est propre permettant ainsi de
détecter le gaz dans la colonne. Une fois séparés, les gaz passent a des temps différentiels a travers le
catharométre dont la conductivité électrique change au contact des gaz. Les différences de potentiels enregistrées
sont ensuite converties en une concentration en gaz par un logiciel de calibration. (Leffévre, 2015)

Matériel :

- microGC + passeur
- logiciel easychrome elite

Mode opératoire :

- Sur chaque emplacement du passeur, se trouve une aiguille qui permettra de capter le gaz dans le bocal.
Percez les septums a I'aide de I'aiguille et caller les bocaux

- Réaliser la mesure du CO2

- Ajuster I’'humidité si nécessaire

- Flusher les bocaux pour élimer aux maximums le CO2 contenue dans les flacons

- Ne pas oublier de faire la mesure sur les blancs apres flush

5.5 Opération / Etape 4 — Mesure du N minéralisé

Extraction azote minéral amoniacal et nitrique au KCl — La Cage
La mesure de N minéral est réalisée en 2 étapes : I'extraction puis le dosage
Principe de I’extraction:

L’objectif de I'extraction est de faire passer en solution I'azote minéral (directement assimilable par la plante),
c’est a dire I'azote sous forme ammoniacale (ion ammonium NH4+) et sous forme nitrique (ions nitrates NO3-
principalement et tres faible quantité d’ions nitrites NO2-).

Le protocole consiste a extraire I'azote minéral de 50 g de terre par 100 mL de chlorure de potassium a 1 mol.L-1
sous agitation pendant 1 heure. Apres 1 heure de décantation le surnageant est prélevé afin d’étre dosé.

Principe du dosage :
Nitrate + Nitrite : Gamme : 0,2 -10,0 mg/I N

L'échantillon est dilué dans un tampon puis passe sur une colonne de grains de cadmium recouverts de noir de
cuivre, pour réduire les nitrates en nitrites.

Les nitrites résultants (ceux présents a l'origine plus ceux issus de la réduction) donnent une réaction de
diazotation avec la sulfanilamide, puis un couplage avec le chlorhydrate d' a -naphtyl-ethylenediamine, pour
former un complexe rose, dont l'intensité de la coloration, mesurée a 540 nm, est proportionnelle a la
concentration initiale en Nitrates+Nitrites dans |'échantillon
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Azote Ammoniacal : Gamme : 0,2 - 10,0 mg/I N

La détermination de I'ammoniac utilise la réaction de Berthelot modifiée : L'ammoniac est chloré en
monochloramine; celle-ci réagit avec le salicylate pour former le 5-aminosalycilate.

Apres oxydation et couplage oxydant, il se forme un complexe coloré vert. L'intensité de sa coloration, mesurée a
660 nm, est en relation avec la concentration initiale en ammoniac dans I’échantillon.

Matériel pour I’extraction:

1) Consommables
Eau osmosée

Chlorure de Potassium KCl pur a 99% minimum

Flacons plastiques 30 mL

Filtres en fibres de verre de diamétre 90 mm et de porosité 1,2 um
Papier essuie-tout

2) Matériel — Verrerie
Balance 10-2 g minimum

Agitateur magnétique et barreau aimanté
Distributeur Optifix 100 mL

Agitateur par retournement ou roue a agitation
Réfrigérateur et congélateur

Etuve

Spatules

Flacons d’extraction 250 mL

Fiole jaugée de 5 L.

Entonnoir

Béchers de 250 mL et 5 L

Bonbonne de 10 L

Matériel pour le dosage :

Godets incolores d’une contenance de 3mlL
Parafilm
Chlorure d’Ammonium, NH4CI, 53.49 g/mol, n°CAS [12125-02-9]

Solution d'ammoniaque, NH40H (25%), M = 35,05 g/mol, n°CAS [1336-21-6]

Acide Ortho-Phosphorique, H3PO4 (85%), M = 98 g/mol, n°CAS [7664-38-2]
Sulfanilamide, C6H8N202S, M = 172,21 g/mol, n°CAS [63-74-1]

Chlorhydrate d' a—naphtylethylenedianine, C12H16CI2N2, M = 259,18 g/mol, n°CAS
[1465-25-4]

Cadmium actif

Tartrate de potassium et sodium, C4H406KNa, M = 210,16 g/mol, n°CAS [304-59-6]
Citrate de sodium, C6H507Na3, M = 291,1 g/mol, n°CAS [6132-04-3]

Hydroxyde de sodium, NaOH, M=40 g/mol, CAS n°[1310-73-2]

Salicylate de sodium, C7H5Na03, 160,1 g/mol, n°CAS [54-217]

Nitroprussiate de sodium, C5FeN6Na20,2H20, M = 297,95 g/mol, n°CAS [13755-38-9]
Dichloroisocyanurate de sodium, C3N303CI2Na,2H20, M = 219,95 g/mol, n°CAS [2893-78-9]
Brij 35 Détergent 30 %. (produit de marque Skalar)
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Mode opératoire :

Cf.protocole du skalar

5.6 Opération / Etape 4 — Mesure de la biomasse microbienne

Le mode opératoire décrit la méthode de Fumigation — Extraction pour mesurer le Carbone de la matiere
extractible totale de la biomasse microbienne d’un sol, selon la méthode de Vance et al. (1987)

Principe :

Par fumigation, les cellules microbiennes intactes sont lysées et la matiere organique microbienne est libérée. La
matiére organique non vivante n’est pas sérieusement affectée par une telle fumigation. Les échantillons de sol
sont fumigés au chloroforme perdant 24H. La carbone organique extrait par le sulfate de potassium est déterminé
dans les échantillons fumigés et non fumigés, et I'augmentation du carbone organique extrait est utilisée pour
déterminer la carbone de la biomasse.

Mode opératoire :

Cf.protocole « mesure du C de la biomasse microbienne par fumigation-extraction, selon Vance &al »

10 Annexes :

Plan d’échantillonage
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Contenu de ce document :

1 Contexte - Objectif général

Obijectif scientifique :

Il existe de nombreuses méthodes qui permettent de suivre la cinétique de minéralisation du carbone (C) d’un sol
notamment:

- La méthode de piégeage statique, dite méthode dela soude: Elle consiste a capter le CO, par de la soude
(NaOH a 1 mol L-1), formant ainsi du carbonate de sodium (Na2CO3). La quantité de CO, émise par le sol
est estimée en pesant la quantité de carbonate de baryum (BaCO3) formée lors de la réaction de
précipitation du carbonate de sodium Na2CO3 avec le dichlorure de baryum (BaCl2).

- La méthode du micro-chromatographe en phase gazeuse couplé a un catharométre : Un échantillon
d’air du bocal contenant le sol en incubation est prélevé et injecté dans une colonne de chromatographie.
Cette derniere sépare les gaz selon leur poids moléculaire et leur affinité avec la colonne. Un détecteur de
conductivité thermique (ou catharometre) mesure une variation d’intensité au passage du gaz. Le logiciel
converti par la suite les différences de potentiel en parties par million (ppm).

Ainsi, il est important de vérifier la concordance entre les valeurs de minéralisation obtenues par la méthode
soude et celles obtenues par la méthode du micro-chromatographe. Cette vérification a été mise en place
dans le cadre de I'étude s’intitulant « évaluation de la capacité de minéralisation du sol de systéemes de
production alternatifs » faisant appel a ces deux types de méthodes de mesure. Ce document présente le
matériel et méthodes ainsi que les résultats obtenus.

Champs thématique : Incubation de sol, mesure de C02

Hypothése & Principe du protocole : Dispositif expérimental et échantillonnage du sol

La sous-parcelle 18.2 du systeme de production conventionnel de la station expérimental de La Cage (Versailles :
48°48’ N, 2°08’ E), a été le support de cette expérimentation. Six carottes ont été prélevées de fagons aléatoires
dans cette sous-parcelle a I'aide d’'une sonde cylindrique et ont été mélangées.

Par la suite, I’échantillon a été tamisé a 10 mm et 6 sous-échantillons de 50 g de sol ont été pesés (3 échantillons
serviront pour mesurer le C a partir de la méthode soude et les 3 autres a partir de la méthode du micro-
chromatographe). L’humidité du sol a été ajustée aux conditions d’incubation de 18% d’humidité (soit un pF de 3).

Pour la méthode de la soude, chaque échantillon a été conditionné dans un bocal de 1 L comprenant de I'eau au
fond (pour limiter I'asséchement) et un flacon avec un volume définit de soude. Parallélement 3 bocaux « blancs »,
sans sol, ont été préparés afin de connaitre la quantité de CO, naturellement présente dans le bocal et de la
déduire a la valeur obtenue dans les bocaux de minéralisation. Tous les bocaux sont fermés hermétiquement et
placés dans I'incubateur (T°C = 20°C).

Pour la méthode du micro-chromatographe, chaque échantillon a été conditionné dans un bocal de 0,5 L avec de
I’eau au fond. Trois bocaux « blancs », sans sol ont également été réalisés afin de s’assurer de I'efficacité du flush
enlevant le CO, présent de I'atmosphére du bocal. L'ensemble de ces bocaux sont fermés hermétiquement et
placés dans l'incubateur (T°C = 20°C).

Valorisation envisagée et livrable(s) demandé(s) par le projet : Méthode et archivage du plateau C13

Rédacteur(s) Vérificateur(s) éventuel(s) Approbateur(s) éventuel(s)
Nom : Guillier Hélene Encadrants
Fonction : Stagiaire Master 2 Animateur Qualité
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Nom Prénom et coordonnées | contribution, compétences Temps passé
Responsable Claire Chenu, Bénédicte Autret | Formation
scientifique
Responsable Valérie Pouteau Formation
Technique
Liste Intervenants|Cyril Girardin formation
permanents
Liste Intervenants|Héléne Guillier Réalisation, analyse des|En méme temps que son
Non-permanents résultat et rédaction de ce |sujet d’étude

document

Organisation, compétences: Sans objet

Prévention, sécurité : Sans objet

Tracabilité des opérations : Sans objet

Stockage Echantillons : Sans objet

Stockage des données : Archiver dans un classeur du plateau C13_incubation et ordinateur des membres du
plateau C13 (Claire Chenu,Valérie Pouteau, Cyrail Girardin)

6.1 Réalisation de I’expérience : Mesure du C02

Mesure du CO, émis :

Le suivit des émissions de CO2 a été réalisé sur 8 dates (au bout de 1, 4, 7, 14, 29, 62, 91 et 118 jours
d’incubation). Pour la méthode soude, a chaque jour de mesure, le flacon de soude est remplacé par un autre qui
piégera le CO2 dans I’ensemble des bocaux jusqu’a la prochaine date de mesure puis la mesure est mise en place.
Pour la méthode micro-chromatographe, les échantillons sont flushés aprées mesure du CO2 par le micro-
chromatographe, limitant ainsi la saturation en CO2 du bocal.
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Matériel :
Méthode soude Méthode micro-chromatographe

- 6bocauxdell - 6bocauxde0,5L
- 3 flacons de 60 ml (contenant le sol) - 3 flacons de 60 ml (contenant le sol)

- 3 flacons de 30ml (contenant la soude)
- Soude (1 mol L?)
- Chlorure de baryum a 10% (100g L)

Flacon de

soude Flacon de sol

Flacon de
sol

6.2 Résultat

Le tableau et le graphique ci-dessous présentent la cinétique de minéralisation du C pour les deux méthodes.
Pour la méthode du micro-chromatographe, le sous-échantillon 18.2A ayant des valeurs de minéralisation tres
inférieures aux deux autres sous-échantillons, il a été décidé de ne pas le prendre en compte dans la comparaison
des deux méthodes. En effet, il semblerait que cet échantillon n’ait pas minéralisé a hauteur des autres ; cela peut
étre di a un probleme d’étanchéité du bocal.

Tableaul: Résultats de minéralisation du C selon les deux méthodes (tous les répliquas sont pris en compte)

Jours de mesures

4 7 14 29 62 o1 118
o 18,25A 17.89 27.77 48.02 101.13 190.74 248.19 296.81
E 18,258 13.88 22.75 36.13 82.20 158.18 227.49 271.22
‘; 18,25C 16.32 24.19 39.72 87.82 160.69 220.29 252.45
E moyenne 16.03 24.91 41,29 90.38 169.87 231.99 273.50
- ecart-type 2.02 2.58 6.10 9.72 18.12 14.49 22.27
= coefficient de variation 12.62 10.38 14.78 10.76 10.67 6.24 8.14
s 8 18,24 11.31 18.68 33.64 72.19 79.70 89.24 897.60
Q = 18,28 11.69 18.44 34.92 74.66 142.97 196.59 243.28
E E"‘ 18,2C 14.09 22.86 42.03 29.66 163.42 22461 274.80
E E moyenne 12.36 19.99 36.87 78.84 128.70 170.15 205.23
i ecart-type 1.51 2.49 4.52 9.45 43.65 71.45 94.53
= § coefficient de variation 12.19 12.44 12.26 11.99 33.92 41.99 46.06

echantillon supprimé
expression des résultats = mg de C/kg de sol sec
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Ainsi, hormis I’échantillon 18,2A, les valeurs de minéralisation sont du méme ordre de grandeur. Les valeurs trés
faible de ce répliquat augmente de I'écart-type ainsi que du coefficient de variation.

Figure 1: Cinétique de minéralisation du C selon les deux méthodes de mesure (sans prendre en compte
I’échantillon 18,2A)

Comparaison de la minéralisation du carbone par la méthode du
micro-chromatographe et par la méthode de la soude
350 -
o
300 - . :
] —==méthode micro-
9 250 - chromatographe
<
oo 200 -
<
O 150 - ,
o —=—méthode soude
°
w100 -
£ 5
(@)
O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Jour de mesure

Les deux méthodes donnent des valeurs trés similaires et les écart-types se recoupent. On peut toutefois noter la
tendance de la méthode soude a surestimer les concentrations de CO, émis.

7 Gestion des anomalies ou problemes : voir 6-2 résultat

8 Retour d'expérience : Conclusion

Etant donnée la suppression d’un répliquat, le nombre de répliquats n’est pas suffisant pour réaliser une analyse
statistique. Ainsi, il faut se contenter de I'appréciation des courbes et des écart-types qui se recoupent a toutes
les dates de mesures, ce qui laisse présager qu’il n’y aurait pas de différences significatives entre ces deux
méthodes de mesure du C minéralisé a partir d'un sol. Une nouvelle expérimentation pourrait étre mise en place
pour valider I'hypothése d’équivalence des méthodes.
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Protocole des manipulations supplémentaires: effet de la perturbation du sol sur la
minéralisation des MOS

Version 3 : Détermination du C et de I’azote protégé dans les fractions grossiéres et dans
les fractions fines

[VERSION RETENUE]
Objectif et hypothéses:
L’objectif est de déterminer I'effet du travail du sol (CONV vs SCV) sur :

1) le C et N Protocoles au sein des fractions grossiéres (macroagrégats) et des fractions fines
(microagrégats) au travers de la minéralisation d’échantillons de sol broyé ou non.

Etant donné que le travail du sol provoque la destruction des macroagrégats, rendant ainsi disponible le C
et I'N Protocoles au sein de ces derniers ; les hypothéses sous-jacentes pour un systéme de culture sans
travail du sol sont les suivantes :

- La minéralisation du C et N Protocoles est plus importante qu’en systéme labouré
Principe :

Sol tamisé a 10mm

1. 2.
Non broyé Tamisage a Broyage a
250 um 50 um
\ J
Y
Incubation

J J

i.[C][N](broyé a 250um) — [C][N] (non broyé)  H.[C][N](broyé a 53um) — [C][N] (non broyé)
= [C][N] protégé dans la fraction grossiere = [C][N]protégé dans la fraction fine

( J
Y

iii. [C][N](broyéa250um) — [C][N] (broyé a 53 pm)
= [C][N] protégé dans la fraction fine de la fraction grossiere

1. Avant d’étre broyé a 250um, les débris végétaux sont enlevés a I'aide d’une pince a épilé. Ils seront
ensuite rajoutés aux échantillons broyés.

2. Broyage a 50um selon le Protocole de Balesdent et al., 1998 (schéma repris du mémoire de
Thomas Cozzi)

Agitateur

? ) ot

Lyophilisateur




Principe

Echantillons et
répétitions

Mode
opératoire

Matériel

Expression
des résultats

Remarque :

Minéralisation du C

Mesure du C émis sous forme de CO2 lors d’une
incubation dans des échantillons tamisés a
différentes tailles.

- 2 parcelles CONV (a définir)

- 2 parcelles SCV (a définir)

- 3  modalités (non
250um/broyé a 50um)

- 3répétitions

2 x 2 x3x3 =24 ech (6 ech/PE)

broyé/ broyé a

- Les débris végétaux sont enlevés

- Broyage a 250um a I'aide d’un tamis

- Les débris sont rajoutés aux échantillons
broyés a 250um

- En parallele broyage a 50um
Protocole si dessus

- Réajustement de 'humidité a 18.3%

- Incubation 29 jours avec 6 dates de mesure
(1,4,7,14,22,29)

- 24 bocaux hermétiques de 0.5l
24 flacons en plastique contenant le sol

cf i./ ii./ iii.

selon le

Minéralisation du N

Mesure du N émis sous forme de NO3-,
NO2-, NH4+ lors d’une incubation dans
des échantillons tamisés a différentes
tailles.

2 parcelles CONV (a définir)

2 parcelles SCV (a définir)

3 modalités (non broyé/ broyé a
250um/broyé a 50um)

2 dates de mesure (JO et J29)

3 répétitions

2x2x3x2=48ech (12 ech/PE)

Les débris végétaux sont enlevés
Broyage a 250um a I'aide d’un tamis
Les débris sont rajoutés aux
échantillons broyés a 250um

En paralléle broyage a 50um selon le
Protocole si dessus

Réajustement de I'humidité a 18.3%
Incubation 29 jours avec 2 dates de
mesure( 0 et 29)

48 flacons de 40ml

cf i./ ii./ iii.

Biomasse microbienne

Le broyage ayant un impact sur les
microorganismes, mesure du C microbien a JO pour
estimer la quantité de biomasse microbienne
participant a la minéralisation

- 2 parcelles CONV (a définir)

- 2 parcelles SCV (a définir)

- 3 modalités (non broyé/ broyé a 250um/broyé
a 50um)

- 3répétitions

2 x2x3x3=24ech (6 ech/PE)

- Réalisation des broyages a lidentique du
Protocole de minéralisation du C et de I'N

- Extraction /fumigation

- Dosageau TOC

48 flacons (24 fumigés/24 non fumigés)

C-microbien/kg de sol sec

C-microbien/g de C du sol

- Dans le cadre de ce Protocole, il n’y aura pas de pré-incubation pour prendre en compte le flush de minéralisation dii au broyage et a 1’ajout

d’eau



Script ANOVA en moyennant les répliquats analytique :
library(nlme)
library(FactoMineR)
library(pgirmess)
library(agricolae)
library(lme4)
library(car)
library(lsmeans)
repertoire <- ("C:/Users/inra/Desktop/stathelene/")
resultats <- ("C:/Users/inra/Desktop/stathelene/ResStatmoy.lme/")
data<- read.table(paste(repertoire,"R.moy.csv",sep=""),header = T, sep=";", na.strings="NA",dec =".")
summary(data)
dataSbloc <- as.factor(dataSbloc)
summary(data)
#levelparcelle <- levels(dataSparcelle)
levelbloc <- levels(dataSbloc)
levelsystm <- levels(dataSsystm)
nomcolonne <- colnames (data)
variable <- nomcolonne[-(1:3)]
variable

#boucle de repetition pour chaque variable

for (i in variable) {
write.infile(" ", file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
write.infile("

" file=paste(resultats,"anova_
titre <- paste ("Variable : ", i)
write.infile(titre,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append=TRUE)

Ji,".csv"), append=TRUE)

data_1 <- aggregate(datal,i],by=list(parcelle= dataSparcelle, systm = dataSsystm, bloc =
dataSbloc),mean,na.rm=TRUE)

nn

colnames(data_1) <- c("parcelle","systm", "bloc","i")

k <- data_1Si

parcelle <- data_1S$parcelle
bloc <- data_1Sbloc

systm <- data_1Ssystm

#modele <- Im(k ~ systm+bloc)
modele <- Ime(k ~ systm ,data=data_1,random=~1 | bloc/systm)

#validation de la normalité
modeleSres <- residuals(modele)

shapiro <- shapiro.test(modeleSres)
#validation de I'homoscédasticité pour les variables systm/cult/bloc
levene_systm <- leveneTest(k ~ systm)

#levene_bloc<-leveneTest(k~bloc)

if((shapiro$p.value>=0.05)&(levene_systm[1,3]>=0.05)){



write.infile("/ Shapiro: normalite de la distribution des residus
/" file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append=TRUE)
write.infile(shapiroSp.value, file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append=TRUE)
write.infile(paste("/ Levene: homogeneite des variances /"),
file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append= TRUE)
write.infile(paste("systm",levene_systm[1,3]), file=paste(resultats,"anova_
TRUE)

n

,i,".csv"),append=

#analyse de variance

ano <- anova(modele)

write.infile(" ", file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
write.infile("/ Anova /" file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
write.infile(ano,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)

#Comparaison des moyennes si resultat significatif sur I'analyse de variance
if (ano[2,4]<=0.05) {
Ism.k<-Ismeans(modele,pairwise™~systm)
write.infile("Comparaison des moyennes",file=paste(resultats,"anova_
Comp1 <- as.data.frame(summary(lsm.kSlsmeans))
Comp?2 <- as.data.frame(summary(lsm.kScontrasts))
write.table(Comp1,file=paste(resultats,"anova_"
append=TRUE)
write.table(Comp2, file=paste(resultats,"anova_
=TRUE)
write.infile("Groupes",file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
groupes<- as.data.frame(cld(lsm.k))
write.table(groupes,file=paste(resultats,"anova_
append=TRUE)

n

,i,".csv"), append=TRUE)

non

,i,".csv"),sep=";", row.names=FALSE,

n non

,i,".csv"),sep =";", row.names=FALSE, append

" n.n

,,".csv"),sep =";", row.names=FALSE,

}
}

else{
H#TRANSFORMATION BOX COX si non respect Normalite r?sidus et homogeneite des variances
library(car)
bc <- powerTransform(k+0.0000001)
k_bc <- k*(as.numeric(bcSlambda))

#modele

options(contrasts=c("contr.sum","contr.poly"))

modele <-Ime(k_bc ~ systm,data=data_1,random=~1 | bloc/systm)
options(contrasts=c("contr.treatment","contr.poly"))

modeleSfit <- fitted(modele)

modeleSres <- residuals(modele)

#Validation du mod?le: Test de Shapiro (normalit? de la distribution des residus)
shapiro_bc <- shapiro.test(modeleSres)

#Validation du modele: Test de Levene (homogeneite des variances) pour chaque variable (trait,
date et cult)



levene_systm_bc <- leveneTest(k_bc ~ systm)
#levene_bloc_bc <- leveneTest(k_bc ~ bloc)

if((shapiro_bcSp.value>=0.05)&(levene_systm_bc[1,3]>=0.05)){

write.infile("/ Shapiro_bc: normalite de la distribution des residus
/" file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append=TRUE)

write.infile(shapiroSp.value, file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append=TRUE)

write.infile(paste("/ Levene_bc: homogeneite des variances /"),
file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append= TRUE)

write.infile(paste("systm",levene_systm_bc[1,3]), file=paste(resultats,"anova_
TRUE)

,i,".csv"),append=

#Analyse de variance

ano_bc <- anova(modele)

write.infile(" ",file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
write.infile("/ Anova_bc /" file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
write.infile(ano_bc,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)

#Comparaison des moyennes si resultat significatif sur I'analyse de variance
if (ano[2,4]<=0.05) {
Ism.k<-Ismeans(modele,pairwise~systm)
write.infile("Comparaison des moyennes",file=paste(resultats,"anova_
Comp1 <- as.data.frame(summary(lsm.kSlsmeans))
Comp?2 <- as.data.frame(summary(lsm.kScontrasts))
write.table(Comp1,file=paste(resultats,"anova_"
append=TRUE)
write.table(Comp2, file=paste(resultats,"anova_
=TRUE)
write.infile("Groupes",file=paste(resultats,"anova_
groupes<- as.data.frame(cld(Ism.k))
write.table(groupes,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),sep =";", row.names=FALSE,
append=TRUE)

Ji,".csv"), append=TRUE)

non

,i,".csv'"),sep =";", row.names=FALSE,

n non

,,".csv'"),sep =";", row.names=FALSE, append

n

Ji,".csv"), append=TRUE)

}
}

#Test de Mann-Withney si non respect de la normalite des residus et de I'homoscedasticite, meme
apres transformation BOX COX
if((shapiro_bcSp.value<=0.05) | (levene_systm_bc[1,3]<=0.05)){
for(min 2:4){
nomcol_m <- colnames(data_1)
kruskalwallis <- kruskal.test(k ~ (data_1[,m]))
write.infile(paste("/ Kruskal.wallis ,", "effet ",
nomcol_m[m],"/"),file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
write.infile(kruskalwallisSp.value, file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
if ((kruskalwallisSp.value<=0.05)){
kruskalwallisc<-kruskal(k , (data_1[,m]))#comparaison des moyennes 2 a deux
Comp2 <- as.data.frame(kruskalwalliscSgroups)
write.infile(paste("/ Comparaison des moyennes,", "effet",nomcol_m[m],"/")
J[file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)



" n,n

write.table(kruskalwalliscSmeans,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),sep =";",
row.names=TRUE, append=TRUE)

write.table(Comp2, file=paste(resultats,"anova_
=TRUE)

}
}
}
}

}

n

,i,".csv'"),sep =";", row.names=FALSE, append

Script ANOVA en par répliquats analytique :
library(nlme)
library(FactoMineR)
library(pgirmess)
library(agricolae)
library(Ime4)
library(car)
library(lsmeans)
repertoire <- ("C:/Users/inra/Desktop/stathelene/")
resultats <- ("C:/Users/inra/Desktop/stathelene/ResStatparcelle.Ime/")
data<- read.table(paste(repertoire,"RparcelleC.csv",sep=""),header = T, sep=";", na.strings="NA",dec
="")
summary(data)
dataSbloc <- as.factor(dataSbloc)
#dataSparcelle <- as.factor(dataSparcelle)
summary(data)
#tdataSCmax<-as.numeric(dataSCmax)
#dataSk<-as.numeric(data$k)
levelparcelle <- levels(dataSparcelle)
levelbloc <- levels(dataSbloc)
levelsystm <- levels(dataSsystm)
levelcult<- levels(dataScult)
nomcolonne <- colnames (data)
variable <- nomcolonne[-(1:5)]
variable

#boucle de repetition pour chaque variable
for (i in variable) {
write.infile(" ", file=paste(resultats,"anova_
write.infile("
" file=paste(resultats,"anova_
titre <- paste ("Variable : ", i)
write.infile(titre,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append=TRUE)

,i,".csv"), append=TRUE)

,i,".csv"), append=TRUE)

data_1 <- aggregate(datal,i],by=list(etiquette= dataSetiquette, systm = dataSsystm, parcelle =
dataSparcelle, bloc=dataSbloc, cult=data$Scult),mean,na.rm=TRUE)

colnames(data_1) <- c("etiquette"”,"systm","parcelle", "bloc","cult","i")
k <- data_1Si
parcelle <- data_1S$parcelle
bloc <- data_1Sbloc



cult <- data_1Scult
systm <- data_1Ssystm

# modele

options(contrasts=c("contr.sum","contr.poly"))

modele <- Ime(k ~ systm + cult,data=data_1,random="~1 | bloc/systm)
options(contrasts=c("contr.treatment","contr.poly"))

modeleSfit <- fitted(modele)

modeleSres <- residuals(modele)

#validation de la normalité
modeleSres <- residuals(modele)

shapiro <- shapiro.test(modeleSres)

#validation de I'homoscédasticité pour les variables systm/cult/bloc
levene_systm <- leveneTest(k ~ systm)
levene_cult <- leveneTest(k ~ cult)

#levene_bloc<-leveneTest(k~bloc)

if((shapiro$p.value>=0.05)&(levene_systm[1,3]>=0.05)&(levene_cult[1,3]>=0.05)){
write.infile("/ Shapiro: normalite de la distribution des residus
/" file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append=TRUE)
write.infile(shapiroSp.value, file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append=TRUE)
write.infile(paste("/ Levene: homogeneite des variances /"),
file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append= TRUE)
write.infile(paste("systm",levene_systm[1,3]), file=paste(resultats,"anova_
TRUE)
write.infile(paste("cult",levene_cult[1,3]), file=paste(resultats,"anova__

,i,".csv"),append=

,i,".csv"),append= TRUE)

#analyse de variance

ano <- anova(modele,type="marginal")

write.infile(" ", file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
write.infile("/ Anova /" file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
write.infile(ano,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)

#Comparaison des moyennes si resultat significatif sur I'analyse de variance

if(ano[3,4]<=0.05) {

Ism.k<-Ismeans(modele,pairwise~cult)

write.infile("Comparaison des moyennes",file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)

Compl <- as.data.frame(summary(lsm.kSlsmeans))

Comp?2 <- as.data.frame(summary(lsm.kScontrasts))

write.table(Comp1,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),sep = ";", row.names=FALSE,
append=TRUE)

write.table(Comp2, file=paste(resultats,"anova_
=TRUE)

write.infile("Groupes",file=paste(resultats,"anova_

groupes<- as.data.frame(cld(Ism.k))

,i,".csv"),sep =";", row.names=FALSE, append

,i,".csv"), append=TRUE)



write.table(groupes,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),sep =
append=TRUE)

n.n

, row.names=FALSE,

if (ano[2,4]<=0.05) {

Ism.k<-Ismeans(modele,pairwise~systm)

write.infile("Comparaison des moyennes",file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)

Compl <- as.data.frame(summary(Ism.kSIsmeans))

Comp?2 <- as.data.frame(summary(lsm.kScontrasts))

write.table(Comp1,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),sep =
append=TRUE)

write.table(Comp2, file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),sep =
=TRUE)

write.infile("Groupes" file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)

groupes<- as.data.frame(cld(Ism.k))

write.table(groupes,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),sep =
append=TRUE)

n.n

, row.names=FALSE,

n.n

, row.names=FALSE, append

n.n

, row.names=FALSE,

}

}
}

else{
H#TRANSFORMATION BOX COX si non respect Normalite r?sidus et homogeneite des variances
library(car)
bc <- powerTransform(k+0.0000001)
k_bc <- k*(as.numeric(bcSlambda))

#modele

options(contrasts=c("contr.sum","contr.poly"))

modele <-Ime(k_bc ~ systm+cult,data=data_1,random= ~1 | bloc/systm)
options(contrasts=c("contr.treatment","contr.poly"))

modeleSfit <- fitted(modele)

modeleSres <- residuals(modele)

#Validation du mod?le: Test de Shapiro (normalit? de la distribution des residus)
shapiro_bc <- shapiro.test(modeleSres)

#Validation du modele: Test de Levene (homogeneite des variances) pour chaque variable (trait,
date et cult)

levene_systm_bc <- leveneTest(k_bc ~ systm)

levene_cult_bc <- leveneTest(k_bc ~ cult)

if((shapiro_bcSp.value>=0.05)&(levene_systm_bc[1,3]>=0.05)&(levene_cult_bc[1,3]>=0.05)){
write.infile("/ Shapiro_bc: normalite de la distribution des residus
/" file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append=TRUE)
write.infile(shapiroSp.value, file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append=TRUE)
write.infile(paste("/ Levene_bc: homogeneite des variances /"),
file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append= TRUE)
write.infile(paste("systm",levene_systm_bc[1,3]), file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append=
TRUE)



n

write.infile(paste("cult",levene_cult_bc[1,3]), file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),append=
TRUE)

#Analyse de variance

ano_bc <- anova(modele,type="marginal")

write.infile(" ", file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
write.infile("/ Anova_bc /" file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
write.infile(ano_bc,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)

#Comparaison des moyennes si resultat significatif sur I'analyse de variance
if(ano[3,4]<=0.05) {
Ism.k<-Ismeans(modele,pairwise™~cult)
write.infile("Comparaison des moyennes" file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
Compl <- as.data.frame(summary(lsm.kSlsmeans))
Comp?2 <- as.data.frame(summary(lsm.kScontrasts))
write.table(Comp1,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),sep =
append=TRUE)
write.table(Comp2, file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),sep =
=TRUE)
write.infile("Groupes",file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
groupes<- as.data.frame(cld(Ism.k))
write.table(groupes,file=paste(resultats,"anova_
append=TRUE)
}

n.n

, row.names=FALSE,

n.n

, row.names=FALSE, append

n mn.n

,i,".csv'"),sep =";", row.names=FALSE,

if (ano[2,4]<=0.05) {

Ism.k<-Ismeans(modele,pairwise~systm)

write.infile("Comparaison des moyennes" file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)

Comp1 <- as.data.frame(summary(Ism.kSlsmeans))

Comp?2 <- as.data.frame(summary(lsm.kScontrasts))

write.table(Comp1,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),sep = ";", row.names=FALSE,
append=TRUE)

write.table(Comp2, file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),sep =";", row.names=FALSE, append
=TRUE)

write.infile("Groupes",file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)

groupes<- as.data.frame(cld(Ism.k))

write.table(groupes,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"),sep =
append=TRUE)

, row.names=FALSE,

}
}

#Test de Mann-Withney si non respect de la normalite des residus et de I'hnomoscedasticite, meme
apres transformation BOX COX
if((shapiro_bcSp.value<=0.05)| (levene_systm_bc[1,3]<=0.05)|(levene_cult_bc[1,3]<=0.05)){
for(m in 1:5){
nomcol_m <- colnames(data_1)
kruskalwallis <- kruskal.test(k ~ (data_1[,m]))
write.infile(paste("/ Kruskal.wallis ,", "effet ",
nomcol_m[m],"/"),file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
write.infile(kruskalwallisSp.value,file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)



if ((kruskalwallisSp.value<=0.05)){
kruskalwallisc<-kruskal(k , (data_1[,m]))}#comparaison des moyennes 2 a deux
Comp?2 <- as.data.frame(kruskalwalliscSgroups)
write.infile(paste("/ Comparaison des moyennes,", "effet",nomcol_m[m],"/")
J[file=paste(resultats,"anova_",i,".csv"), append=TRUE)
write.table(kruskalwalliscSmeans, file=paste(resultats,"anova_
row.names=TRUE, append=TRUE)
write.table(Comp2, file=paste(resultats,"anova_
=TRUE)
}
}
}

n nn

Ji,".csv"),sep=";",

n non

,i,".csv'"),sep =";", row.names=FALSE, append



