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Résumé
.

Depuis le XXème siècle, la connexion entre les villes et l’agriculture s’est considé-

rablement affaiblie dans les pays industrialisés, augmentant leur dépendance à l’impor-

tation de denrées et les exposant à des risques de pénurie. Parallèlement, les sols, qui

sont essentiels à la production alimentaire, ont été dégradés par des pratiques agricoles

intensives, réduisant leur fertilité et leur capacité à soutenir une production durable. Au-

jourd’hui, les villes sont confrontées au double défi de sécuriser leur approvisionnement

alimentaire tout en protégeant des sols de plus en plus menacés.

Les différentes formes de maraîchage urbain et péri-urbain qui émergent pourraient

offrir une solution à ce défi en rapprochant l’agriculture des centres urbains. Cepen-

dant, ce type d’agriculture est souvent intensif et menace la fertilité des sols utilisés. Des

pratiques adaptées, telles que l’ajout de matière organique, peuvent atténuer ces effets

négatifs et améliorer la durabilité des pratiques agricoles. Cette étude se concentre sur

les effets de l’application de quatre amendements organiques sur la fertilité chimique

et biologique, comparés à un témoin non amendé dans le système agricole urbain du

SPIN farming. Les amendements choisis sont des drêches de brasserie, des boues aqua-

poniques, du jus de bokashi produit à partir de drêches de brasserie, et un compost com-

mercial, tous disponibles à proximité du cadre d’étude.

Ces amendements ont été testés sur une parcelle gérée selon les principes du SPIN

farming, particulièrement sur des cultures d’épinards et de laitues. Les analyses se sont

concentrées sur la quantification de la biomasse produite ainsi que sur l’étude de para-

mètres biologiques et chimiques de la fertilité du sol. Les résultats montrent que les lai-

tues et les épinards ont été significativement plus productives lorsqu’elles étaient amen-

dées avec des drêches de brasserie. Les autres amendements, à savoir les boues aqua-

poniques, le jus de bokashi, et le compost commercial, n’ont pas permis de productions

supérieures à celles du témoin non amendé. Sur le plan chimique, une différence signi-

ficative en termes de pourcentage d’azote total a été observée pour la modalité drêches.

Enfin, l’analyse des indicateurs de la fertilité biologique a révélé une activité enzyma-

tique supérieure pour la modalité drêches, un taux de respiration microbienne inférieur

pour le compost commercial, et une domination de la population microbienne sur la po-

pulation fongique dans toutes les modalités.

Mots-clés : SPIN farming, fertilité du sol, amendements, microbiologie du sol, ma-

tière organique, agriculture durable



Abstract
.

Since the 2020th century, the connection between cities and agriculture has significantly

weakened in industrialized countries, increasing their reliance on imported goods and

exposing them to risks of shortages. At the same time, soils, which are essential for food

production, have been degraded by intensive agricultural practices, reducing their ferti-

lity and capacity to support sustainable production. Today, cities face the dual challenge

of securing their food supply while protecting increasingly threatened soils.

The various forms of urban and peri-urban farming that are emerging could offer a

solution to this challenge by bringing agriculture closer to urban centers. However, this

type of farming is often intensive and poses a threat to the fertility of the soils used.

Adapted practices, such as the addition of organic matter, can mitigate these negative

effects and improve the sustainability of agricultural practices. This study focuses on the

effects of applying four organic amendments on chemical and biological fertility, com-

pared to an untreated control in the urban farming system of SPIN farming. The chosen

amendments are brewery spent grain, aquaponic sludge, bokashi juice produced from

brewery spent grain, and a commercial compost, all sourced locally within the study

area.

These amendments were tested on a plot managed according to SPIN farming prin-

ciples, particularly on spinach and lettuce crops. The analyses focused on quantifying the

biomass produced as well as studying the biological and chemical fertility parameters of

the soil. The results show that lettuce and spinach were significantly more productive

when amended with brewery spent grain. The other amendments, namely aquaponic

sludge, bokashi juice, and commercial compost, did not result in higher yields than the

untreated control. Chemically, a significant difference in total nitrogen percentage was

observed for the spent grain treatment. Finally, the analysis of biological fertility indi-

cators revealed higher enzymatic activity for the spent grain treatment, lower microbial

respiration for the commercial compost, and a dominance of microbial over fungal po-

pulations in all treatments.

Keywords : SPIN farming, soil fertility, amendments, soil microbiology, organic

matter, sustainable agriculture
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1 Introduction

1.1 L’agriculture urbaine dans les pays du Nord

Depuis les débuts de l’urbanisation, l’Histoire a témoigné d’une étroite relation entre agri-
culture et ville, une forme de collaboration féconde qui a été un moteur du développement
humain partout dans le monde. Ce fonctionnement a cependant été fortement altéré dans les
pays industrialisés d’Amérique du Nord et d’Europe au cours du XXème siècle. L’agricul-
ture s’est progressivement éloignée des villes, cédant du terrain à l’étalement urbain ou à
l’industrie, tout en se tournant vers un fonctionnement intensif et orienté vers l’exportation
(Scheromm et al., 2014). Cette déconnexion a été poussée à l’extrême au fur et à mesure des
années, et elle peut être illustrée par le cas des villes françaises dont l’autonomie alimentaire
moyenne est estimée à 2,1% alors que 97% de la production agricole de ces aires urbaines est
directement exportée (Laville et al., 2017). Il est important de noter que la plupart des pays
du Sud ont eux conservé une production urbaine de fruits, légumes et petit élevage significa-
tive. Par exemple, La Havane produit environ 70% de sa consommation en fruits et légumes
(Balembois et al., 2022). Cette dépendance envers l’importation des villes des pays du Nord
engendre une forte vulnérabilité et les expose à des risques de pénurie, avec une réserve de
denrées estimée à trois jours pour la ville de Paris par exemple (de Biasi, 2020).

Alors que 55% de la population mondiale vit désormais en ville et qu’il est prévu que cette
valeur atteigne 70% en 2050, il semble essentiel de se pencher sur la sécurité et la souverai-
neté alimentaire des aires citadines (FAO, 2022). La mise en lumière des dysfonctionnements
du mode d’approvisionnement urbain, couplée à une meilleure compréhension des enjeux de
développement durable et des différents impacts de notre alimentation sur l’environnement
a ravivé l’intérêt pour le sujet de l’agriculture au sein des villes. Cette tendance a encore
été renforcée lors de la crise de la Covid-19, qui a souligné les défis liés à l’accès aux den-
rées alimentaires durant les périodes de restrictions du commerce international ainsi que les
faiblesses de la chaîne d’approvisionnement actuelle. En lien avec ces préoccupations, une
nouvelle diversité de formes d’agricultures urbaines et péri-urbaines réémerge en Amérique
du Nord et en Europe (Balembois et al., 2022). Les études menées sur le sujet ont déter-
miné que le potentiel d’autonomie agricole des principales villes de France tournait autour
de 55%. Cette valeur reste théorique tant le chemin pour reconnecter les villes à leurs sources
d’alimentation semble long, mais elle permet d’imaginer de belles améliorations et ouvre les
portes de l’innovation en agriculture urbaine (Laville et al., 2017).

Outre sa vocation nourricière, le développement de cette nouvelle façon de pratiquer l’agri-
culture peut étendre son influence aux sphères sociales et environnementales de la vie ci-
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tadine. L’agriculture urbaine (AU) a le potentiel d’agir sur la santé et la qualité de vie des
habitants, en leur permettant de reprendre du contrôle sur leur alimentation et en remplissant
plusieurs types de services tels que la réduction du ruissellement ou des ilots de chaleur. De
plus, en remplaçant les espaces nus et artificialisés par des cultures variées sources d’habitats
et de nourriture pour les organismes, l’AU permet la création de milieux favorables à l’éta-
blissement d’une biodiversité plus importante (Chapelle & Jolly, 2013; Clucas et al., 2018).
Elle peut également impacter l’éducation en recréant du lien avec la terre et les organismes
vivants, et en permettant aux petits et aux grands de mieux comprendre d’où proviennent
les denrées qu’ils consomment. Au-delà de l’éducation, l’AU a une vocation récréative en
offrant de nouvelles sources de divertissement et d’intérêt pour les citoyens (ateliers de jar-
dinage, création de jardins botaniques, espaces de détente,. . .) (Scheromm et al., 2014). Elle
a de plus le potentiel de devenir une nouvelle source d’emploi, et même de servir d’outil de
réinsertion professionnelle pour les personnes éloignées du marché de l’emploi. Enfin, elle
permet de réduire les émissions de gaz à effet de serre associées au transport des denrées,
mais aussi les différents désagréments liés à ces transports (embouteillages, accidents,. . .)
(Laville et al., 2017).

Notre système alimentaire est actuellement confronté à des enjeux d’ampleur tels que la
croissance démographique, le changement climatique, la dépendance aux énergies fossiles et
les différents scandales sanitaires ayant fragilisé la confiance des consommateurs (Verdonck
et al., 2012). Pour relever les défis de l’alimentation de demain, il semble que le développe-
ment d’une AU prospère dans les villes d’Europe et d’Amérique du Nord soit l’une des clés
permettant d’avancer vers une meilleure sécurité alimentaire. Dès lors, le monde scientifique
a tout intérêt à se pencher sur ce sujet et à se mettre à la recherche de solutions durables pour
sécuriser l’alimentation des citadins, et c’est dans ce cadre que s’inscrit le présent travail de
fin d’études.

1.2 Des sols menacés

Il n’est aujourd’hui plus à prouver que les sols sont essentiels à toute forme de vie sur Terre
(Kopittke et al., 2024). Les sociétés humaines, dont la pérennité repose sur la pratique de
l’agriculture, sont largement dépendantes de ceux-ci car les sols sont les supports de la pro-
duction végétale ainsi que les réservoirs naturels de la plupart des éléments nutritifs néces-
saires à la vie (Genot et al., 2009). Ils représentent un capital naturel primordial caractérisé
par les différents stocks de biodiversité, de MO et d’éléments divers mais aussi par tous les
flux générés en leur sein. Ce capital est à la base d’un grand nombre de services écosysté-
miques qui répondent à nos besoins humains (Bispo et al., 2015). La régulation du climat et
du cycle de l’eau, la production de biomasse ou encore la présence d’habitat pour les humains
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et la biodiversité sont autant de services essentiels rendus par les sols. Ces sols sont également
considérés comme une ressource non renouvelable, car leurs processus de régénération et de
formation sont très lents en comparaison à la durée de la vie humaine (FAO, 2015; Commis-
sion européenne, 2006). Les liens entre sol, services écosystémiques et besoins humains sont
illustrés en Figure 1.

FIGURE 1 – Schéma conceptuel positionnant le sol comme un capital naturel générant des services écosysté-
miques en réponse à des besoins humains (Bispo et al., 2015).

Cependant, les pressions humaines exercées sur les sols sont massives et une dégradation
des ressources est constatée partout dans le monde, plus particulièrement sur les sols cultivés
(Richelle, 2020). Il est estimé que 30% des sols mondiaux et 70% des sols européens sont
aujourd’hui dans un état dégradé (Richelle & Brauman, 2023). Il est possible d’identifier
deux grands facteurs globaux à l’origine des pressions s’exerçant sur les sols : la croissance
démographique et la croissance économique. Depuis le XXème siècle, ces croissances ont eu
comme conséquence un changement profond des pratiques agricoles (ITPS (Intergovernmen-
tal Technical Panel of Soils), 2016). Cette période a vu naître le modèle agro-industriel que
nous connaissons, basé sur l’usage d’engrais de synthèse et de produits phytosanitaires asso-
ciés à une mécanisation intense et à des variétés sélectionnées pour leur productivité. Si ces
pratiques ont été accompagnées de hausses de rendements, elles ont également provoqué une
homogénéisation des pratiques agricoles ainsi qu’une altération des sols cultivés (Richelle,
2020). Les conséquences de ces dégradations impactent directement notre qualité de vie en
influençant la production alimentaire, la qualité de l’eau et de l’air, la biodiversité ou encore
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la régulation du climat (Commission européenne, 2006). Il semble donc d’une importance
majeure de se pencher sur cette thématique et de chercher des pratiques innovantes et plus
respectueuses de ces ressources en sol.

1.3 Le cas particulier du maraichage urbain et péri-urbain

Le maraîchage urbain ou péri-urbain désigne un système agricole basé sur la production de
légumes variés dont une caractéristique importante est son « intégration au sein du système

économique et écologique urbain » (traduction de (Mougeot, 2000)). Au-delà de la proximité
spatiale entre ville et production agricole, ce type d’agriculture présente avec le milieu ur-
bain des interdépendances matérielles et organisationnelles qui la distinguent de l’agriculture
conventionnelle rurale (Plateau et al., 2019). De par cette particularité et de par son fonc-
tionnement intensif en ressources naturelles dont le sol et en travail humain, le maraîchage
urbain et péri-urbain se retrouve au carrefour entre les deux problématiques précédemment
exposées. Il soulève de nombreux défis, entre autonomie alimentaire des villes et protection
du patrimoine en sol exploité.

La pratique du maraîchage exploite les ressources du sol de manière intensive car la pro-
duction est récoltée sur des surfaces restreintes et avec des temps de repos très courts. Les
cycles de production sont généralement courts, les successions culturales nombreuses et les
exportations de nutriments massives (Thibault & Lecompte, 2018). Les itinéraires techniques
conventionnels, pour atteindre ce niveau de productivité, reposent sur des apports importants
d’intrants de synthèse (Navarrete et al., 2012). Les productions biologiques, elles, comptent
sur un grand nombre d’interventions mécaniques afin d’améliorer les conditions de crois-
sance des plantes et de lutter contre les adventices (Peigné et al., 2009). À terme, les deux
systèmes culturaux risquent de causer une réduction de la fertilité des parcelles en les expo-
sant à l’érosion, à la perte de MO et à la compaction (Jamar & Sallets, 2016). De plus, les
deux méthodes provoquent une perte de microbiodiversité associée à la perturbation du mi-
lieu par le travail du sol ou à l’utilisation de produits phytosanitaires. Cela ajoute encore un
risque, car les microorganismes du sol jouent un rôle primordial dans le développement des
plantes et dans la mise à disposition des éléments nutritifs essentiels à leur croissance (Araya
et al., 2021; Willekens et al., 2014).

Cependant, ces dégradations ne sont pas une fatalité et il est possible de lutter contre en
adaptant la gestion des parcelles. Ainsi, il est documenté que des apports réguliers de MO
permettent de compenser les exportations massives de nutriments, de restructurer le sol et
de favoriser la vie microbiologique (Vincent et al., 2019; Sierra et al., 2017). Ces apports
ont donc le potentiel de solutionner certains problèmes associés à la pratique du maraîchage,
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qu’il soit biologique ou conventionnel. Dans le contexte de la flambée des prix des engrais de
synthèse et amendements commerciaux (SPW, 2023) ainsi que dans une logique de dévelop-
pement de systèmes économiques et alimentaires plus circulaires et durables, il est intéres-
sant de se pencher sur les MOs disponibles localement. C’est dans ce cadre que s’inscrit cette
étude, qui sera basés sur trois types d’amendements organiques disponibles dans un périmètre
proche de la faculté. Ces MOs sont les drêches de brasserie, co-produits de la production de
bière locale (Gembloux.beer), les mêmes drêches traitées selon la méthode bokashi et les
boues résiduelles des systèmes aquaponiques de la plateforme WAllonne de Systèmes inno-
vants en Agriculture et BIodiversité urbaine (WASABI) de la faculté de Gembloux Agro-Bio
Tech.
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2 Objectifs

Ce travail de fin d’étude s’inscrit dans le cadre des recherches menées au sein de la plate-
forme WASABI, spécialisée dans l’étude de différentes formes innovantes d’agriculture ur-
baine. Les recherches ont été plus précisément menées sur la parcelle de maraichage urbain
gérée en SPIN farming. L’objectif général de ce travail est la comparaison de trois amende-
ments organiques innovants et locaux. Cet objectif global peut être divisé en deux pendants.
Le premier consiste à évaluer les effets des trois amendements organiques sur la fertilité du
sol de la parcelle grâce à l’étude de différents paramètres chimiques et microbiologiques.
Le second est lié à la productivité végétale de la parcelle, qui sera évaluée en comparant les
masses fraiches et sèches des laitues et épinards au terme de leur période de croissance.

6



3 État de l’art

3.1 Le SPIN farming

Le SPIN (Small Plot INtensive) farming est un modèle de maraichage urbain bio-intensif sur
petites surfaces développé et théorisé par le canadien Wally Satzewich il y a une vingtaine
d’années. Son idée principale était de concevoir un système agricole urbain capable de valori-
ser les espaces disponibles en les transformant en surfaces productives et nourricières, tout en
assurant la viabilité économique de cette activité (Maughan et al., 2021). Les caractéristiques
fondamentales de ce modèle sont (Brown, 2008) :

— Un système de culture « en relais » avec de nombreuses spéculations se succédant
rapidement au cours de la saison ;

— Un équilibre entre des cultures spécifiques à haute valeur ajoutée et des cultures sai-
sonnières populaires ;

— Un système de commercialisation directe ou via des circuits courts pour capter un
maximum de la valeur ajoutée en contournant les intermédiaires ;

— Une utilisation du travail manuel et une faible mécanisation ;
— Des objectifs de revenu définis pour chaque planche de culture (zones de culture de

taille standardisée répétées sur toute l’exploitation) et un business plan orienté vers
les exigences du marché ;

— Des investissements initiaux et des frais généraux d’exploitation minimums.

Ainsi, dans la théorie, le SPIN farming se distingue en proposant un business model économi-
quement viable et écologiquement responsable établi sur les surfaces inoccupées des villes.
Cette manière de pratiquer l’agriculture se présente aussi comme une porte d’entrée dans la
profession agricole pour les néo-agriculteurs désireux de se lancer dans ce milieu souvent
inaccessible.

Du point de vue économique, le créateur du SPIN assure qu’il est possible de tirer 48 586$
(45 182,55 C) de revenu au cours d’une saison culturale s’étalant sur 20 à 30 semaines et
sur une surface de 1858 m2 (soient 20 000 square feet) (CoDyre et al., 2015). Pour atteindre
ce résultat, le SPIN mise sur une efficience maximale de la gestion de l’espace et du temps
de travail. Il repose sur la mise en place de successions rapides sur des planches de culture
de taille standardisée facilitant la planification culturale, le calcul des intrants ainsi que la
prévision des rendements (Maughan et al., 2021). Ce type d’agriculture se distingue aussi de
l’agriculture traditionnelle par la faiblesse des investissements nécessaires au lancement. En
effet, les terres sont généralement louées à des particuliers selon des accords formels mais
aussi informels (par exemple, location en échange de légumes gratuits ou de services ren-
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dus) ou encore achetées sans nécessiter un investissement prohibitif compte tenu des tailles
réduites (inférieures à un hectare). Les infrastructures requises sont minimales, selon W. Sat-
zewich il est uniquement nécessaire d’investir dans une station de nettoyage post-récolte, un
abri de stockage du matériel et un moyen de réfrigération des récoltes (Christensen, 2007).

Du point de vue environnemental, les exploitations sont principalement gérées selon des mé-
thodes biologiques, et les pratiquants tendent vers des systèmes autonomes en produisant
la plupart de leurs amendements de manière circulaire, tout en minimisant la production de
déchets. Le système repose également sur une connaissance fine du terrain utilisé, rendue
possible par la petite taille de celui-ci. Ainsi, le maraîcher peut étudier avec précision sa par-
celle et trouver les combinaisons les plus efficaces en tenant compte des micro-variations du
sol. Le grand nombre de productions cultivées sur un espace réduit représente aussi une belle
diversité de ressources alimentaires pour la biodiversité locale. De plus, la multiplication de
ces espaces de culture participe à la recréation d’un maillage écologique au sein de nos villes
souvent excessivement artificialisées (Christensen, 2007).

Le SPIN farming est donc un système intéressant, qui a déjà fait ses preuves aux États-Unis
et au Canada mais qui n’est qu’aux prémices de son développement en Europe. Les contextes
socio-économiques et urbains n’étant pas les mêmes en Amérique du Nord, il est important
que le SPIN farming soit l’objet de réflexions et recherches afin de s’adapter à nos villes
(Chapelle & Jolly, 2013). Par exemple, des études ont soulevé les différences de gestion de
l’urbanisme qui impactent fortement la recherche de terres à cultiver. D’un côté, les centres
urbains américains sont souvent entourés de banlieues homogènes et aérées où sont présentes
des maisons quatre façades entourées de jardins. De l’autre, les vieilles villes européennes
sont bien plus denses et hétérogènes, avec des accès complexes aux parcelles cultivables.
Les canaux de vente sont également différents, avec une vente axée sur les touristes et habi-
tants locaux en Amérique tandis que les pratiquants européens du SPIN farming se tournent
plutôt vers les restaurants locaux pour valoriser leur production (Spincoop, 2018). Des pro-
jets de fermes associées à la recherche scientifique voient cependant le jour (CycleFarm à
Bruxelles par exemple) et permettent d’envisager le SPIN farming d’une manière adaptée à
nos contextes particuliers.

Ces systèmes sont donc confrontés à de multiples défis socio-économiques mais ils ren-
contrent aussi des obstacles environnementaux. L’un de ces défis est lié aux besoins impor-
tants en MOs destinées à devenir des amendements. En effet, ces systèmes situés au cœur du
tissu urbain sont soumis à des réglementations limitant leur accès aux intrants chimiques. Il
sont de plus, comme dit précédemment, porteurs de valeurs écologiques et innovantes fortes
qui appellent à des changements de pratiques (Brown et al., 2023). La recherche de MOs
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produites localement, soutenant efficacement la production, sans risque sanitaire et permet-
tant une plus grande circularité du système alimentaire est dès lors primordiale pour le bon
développement des systèmes d’AU tels que le SPIN farming (Alvarenga et al., 2015).

3.2 Qualité, santé et fertilité du sol

3.2.1 Définitions des concepts

Depuis les années 1970 un changement dans la perception globale des sols est observé, pas-
sant progressivement d’un simple support de production à une réelle prise en compte des
interactions entre le sol, les humains et l’environnement (Vincent et al., 2019). C’est ainsi
que la notion de qualité des sols a émergé, définie dans les années 1990 comme « la capacité

continue à fonctionner comme un système vivant, au sein d’écosystèmes naturels ou gérés,

dans le but de maintenir la productivité biologique, de maintenir ou d’augmenter la qualité

de l’eau et de l’air et de promouvoir la santé des animaux, des végétaux et des humains » (tra-
duit de l’anglais Doran & Parkin (1994)) ou encore comme « la capacité d’un type spécifique

de sol à fonctionner, à l’intérieur des limites des écosystèmes naturels ou gérés, à soutenir

la productivité des plantes et des animaux, à maintenir ou améliorer la qualité de l’eau et de

l’air, et à soutenir la santé humaine et l’habitat » (traduit de l’anglais Karlen et al. (1997)).
Cette définition n’a pas cessé d’évoluer depuis, pour intégrer notamment la biodiversité et le
concept du changement climatique plus récemment, comme dans la définition de Toth et al.
(2007) qui décrit la qualité du sol comme « une mesure de l’aptitude d’un sol à fournir des

services écosystémiques et sociaux par sa capacité à maintenir ses fonctions sous des condi-

tions changeantes » (traduit de l’anglais).

Le terme de santé du sol se veut quant à lui plus holistique et moins anthropocentré. Sarthou
(2016) en donne la définition suivante « la santé des sols correspond à la capacité du sol

à fonctionner sur le long terme comme un système vivant, i.e., capable d’assurer une pro-

ductivité de biomasse végétale compatible avec le maintien à long terme des fonctionnalités

écologiques de l’écosystème naturel ou cultivé, de même que les processus connexes : par-

ticipation à la préservation des ressources naturelles que sont l’air, l’eau et la biodiversité

dans leurs dimensions quantitatives et qualitatives, et à la santé des plantes, des animaux et

de l’homme en favorisant les processus physiologiques impliqués dans leurs systèmes d’au-

todéfense ». Elle assimile le sol à une forme de supra-organisme complexe et met l’accent
sur les composantes et processus biologiques (Richelle & Brauman, 2023). Cependant, les
différences entre la qualité et la santé des sols sont subtiles et les deux concepts sont parfois
utilisés indifféremment (Bünemann et al., 2018). Vincent et al. (2019) suggèrent que la dif-
férence entre les deux tiendrait au fait que la qualité des sols prend compte l’utilisation du
sol tandis que la santé des sols engloberait une forme de qualité au long terme sans prise en
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compte de l’usage du sol. Dans cette étude, le terme « qualité du sol » sera utilisé, car ce
travail se tourne vers l’influence des apports d’amendements organiques divers sur les carac-
téristiques du sol et la productivité végétale.

La fertilité du sol est également une notion complexe aux multiples définitions, mais elle se
restreint à la fonction agricole et productive des sols (Vincent et al., 2019; Patzel et al., 2000).
La définition utilisée dans le présent travail est celle donnée par Stockdale et al. (2002), « la

fertilité du sol est définie comme la capacité d’un sol à fournir les conditions nécessaires à la

croissance des plantes. Elle est le résultat des processus physiques, chimiques et biologiques

qui agissent ensemble pour fournir des nutriments, de l’eau, de l’aération et de la stabilité à

la plante, ainsi que l’absence de toute substance qui pourrait inhiber sa croissance. » (traduit
de l’anglais). La fertilité du sol résulte des différentes conditions du milieu (climat, topogra-
phie, matériau parental,. . .) mais également des activités humaines et des pratiques culturales
appliquées (Genot et al., 2009).

La fertilité d’un sol peut se séparer en trois composantes mutuellement dépendantes : ferti-
lité physique, chimique et biologique. La fertilité physique fait référence à la structure, à la
densité et à la porosité du sol. Celles-ci conditionneront sa capacité à supporter la croissance
végétale en retenant l’eau sans excès et en offrant un milieu meuble et aéré aux plantes. La
fertilité chimique a trait à la quantité, la qualité et la disponibilité des éléments nécessaires à
la bonne nutrition végétale. Elle se penche sur les aspects de biodisponibilité des éléments,
de carence ou encore de toxicité. Enfin, la composante biologique lie l’activité microbiolo-
gique du sol au rendement des cultures établies. Elle met en relation cette activité biologique
avec les phénomènes de dégradation et de minéralisation des MOs et aux différents transferts
de nutriments qui sont opérés (ARVALIS, 2021; Genot et al., 2009; Jamar & Sallets, 2016).
C’est sur ce concept plus restreint de fertilité des sols que les analyses seront axées tout au
long de cette étude.

3.2.2 L’importance de la matière organique pour la fertilité du sol

Le terme de matière organique du sol englobe l’ensemble des molécules organiques pré-
sentes dans le sol, indépendamment de leur origine ou de leur état de décomposition (Stolt
& Lindbo, 2010). Les sources majeures de MO des sols non gérés par l’Homme sont les
plantes via le dépôt de tissus aérien morts, le renouvellement des organes souterrains ou en-
core les exsudats racinaires (Cotrufo & Lavallee, 2022). Les micro-organismes, leurs réseaux
mycorhiziens et leurs résidus ainsi que les différents déchets animaux viennent également
renforcer ces apports (Godbold et al., 2006). Ces apports naturels sont hautement variables
et ils dépendent des conditions climatiques et écosystémiques dans lesquelles les organismes
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évoluent. À l’inverse, les apports de MO dans les systèmes gérés par l’humain sont presque
totalement maitrisés. Ils varient en fonction de la sélection des cultures, des exportations de
biomasse et des amendements organiques ajoutés au cours de l’itinéraire technique (Cotrufo
& Lavallee, 2022). La gestion intensive des sols agricoles, basée sur un travail du sol agres-
sif et les intrants de synthèse mène à une perte des stocks de MO. Par exemple, les sols
cultivés wallons ont en moyenne perdu 16% de leur MO depuis les années 1960 en raison
des pratiques culturales appliquées (SPW, 2020). Pourtant, la MO joue un rôle primordial
dans le bon fonctionnement des sols, ses effets sur les trois compartiments de la fertilité sont
aujourd’hui largement étudiés et sont résumés sur la Figure 2.

FIGURE 2 – Effets de la matière organique sur la fertilité du sol (Krull et al., 2004).

Du point de vue physique, la MO a le potentiel d’influencer la structure du sol en augmentant
la stabilité des agrégats. Ceux-ci participent à la formation d’une porosité essentielle aux dé-
placements d’eau et d’air ainsi qu’à la bonne stabilité du sol. La MO permet une pénétration
et un stockage plus optimal de l’eau, une réduction de l’hydromorphie et une réduction du
risque de tassement et d’érosion (Krull et al., 2004). Tous ces effets permettent de créer un
substrat favorable à l’enracinement et à la croissance des plantes.

Du côté de la composante chimique de la fertilité, la MO agit favorablement sur la capacité
d’échange cationique (CEC), définie comme une mesure du nombre de sites chargés néga-
tivement qui peuvent retenir et échanger des ions chargés positivement (tels que Mg2+, K+

ou Ca2+). La MO du sol permet également la rétention de certains métaux lourds potentiel-
lement toxiques ainsi que de polluants organiques en limitant leur mobilité et en diminuant
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leur présence dans la solution du sol par des phénomènes d’adsorption et de complexation.
Elle représente également une réserve de nutriments utiles aux plantes rendus disponibles au
fur et à mesure de sa minéralisation. Elle donne aussi au sol un plus grand pouvoir tampon,
ce qui permet une stabilisation du pH qui influence directement la disponibilité des éléments
nutritifs (Hoffland et al., 2020).

Au niveau biologique, la MO sert principalement à fournir un réservoir d’énergie métabolique
alimentant les processus biologiques qui se déroulent dans le sol. Elle est une source de macro
et de micronutriments majeure pour tous les organismes du sol et elle constitue également une
réserve à long terme, les éléments étant relâchés au fur et à mesure de la minéralisation. Il est
important de noter que les processus biologiques alimentés par la MO auront à leur tour un
impact majeur sur les propriétés chimiques et physiques du sol (Krull et al., 2004).

3.2.3 L’évaluation de la fertilité du sol

a. Évaluation des propriétés physiques
La fertilité physique des sols est fortement influencée par les activités anthropiques, et plus
particulièrement par les pratiques agricoles mises en œuvre sur les terres de culture (Sharma
et al., 2010). Les indicateurs de cette fertilité ne seront pas développés dans ce travail de fin
d’études mais restent très intéressants à considérer pour une compréhension complète des
phénomènes observés.

b. Évaluation des propriétés chimiques
Les principaux indicateurs permettant l’étude de cette fertilité peuvent être séparés en trois
catégories : le statut acido-basique, le statut organique et le statut nutritif. Le premier statut
est déterminé par le pH du sol (eau ou KCl), qui influence la disponibilité des éléments nu-
tritifs ainsi que la vie microbienne. Le second est souvent évalué grâce au rapport C/N, qui
donne des informations sur l’état qualitatif de la MO du sol. Ce rapport s’obtient en mesurant
la concentration totale en carbone organique ainsi que celle en azote total. Enfin, le statut
nutritif est représenté par les mesures des concentrations en cations, en anions et en oligo-
éléments (Genot et al., 2009).

c. Évaluation des propriétés biologiques
L’étude des indicateurs biologiques du sol permet d’estimer l’abondance, l’activité et la di-
versité des organismes évoluant dans le sol. Ces midroorganismes jouent un rôle important
dans le fonctionnement des sols et remplissent de nombreuses fonctions telles que la pro-
duction de biomasse, le stockage de C, la dégradation de la MO, le maintien de l’équilibre
interspécifique, les cycles biogéochimiques de nombreux éléments ou encore la dégradation
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de polluants (Leyval et al., 2009). L’étude de cette activité représente donc une information
importante sur la fertilité à long terme d’un sol. Les indicateurs biologiques sont également
pourvoyeurs d’informations sur l’état de fertilité physico-chimique des sols puisqu’ils dé-
pendent des itinéraires techniques, des pratiques de gestion et qu’ils sont impliqués dans
la mise à disposition des nutriments via la minéralisation de la MO. En plus de cela, ces
indicateurs réagissent rapidement aux perturbations du sol et permettent donc d’établir des
diagnostics précoces des effets de changements de l’environnement (Vincent et al., 2019).

L’abondance des microorganismes du sol est mesurable par la biomasse microbienne du
sol. Cette biomasse reprend la composante vivante de la MO du sol en excluant les macro-
organismes et les racines. Pour la connaitre, il est possible d’effectuer une PCR quantitative
ou encore de mesurer le carbone microbien. Cette biomasse microbienne donne des indica-
tions au sujet des phénomènes de décomposition au sein du sol et des cycles de nombreux
éléments (C ou N par exemple). Elle est fonction de la quantité et de la qualité des substrats
organiques, mais aussi de facteurs édaphiques tels que la température, l’humidité, la porosité
du sol, le pH,. . . (Vincent et al., 2019). En second lieu, la respiration du sol ou la mesure
de l’activité enzymatique peuvent être utilisées pour obtenir une estimation de l’activité des
microorganismes en présence. Enfin, il est possible d’étudier la diversité microbienne, qui
évalue les proportions des populations bactériennes et fongiques, car celles-ci présentent des
fonctions écosystémiques bien particulières. Cette mesure donne une idée de la diversité des
fonctions réalisées par les communautés microbiologiques, et peut être reliée à des services
écosystémiques. La diversité est affectée par le mode de gestion du sol ainsi que par plusieurs
facteurs tels que la texture du sol, le pH et la teneur en MO (Thibault & Lecompte, 2018).

3.3 Le bokashi

3.3.1 Origine et principes de base

Le compostage bokashi, dont le nom est issu du japonais et signifie “matière organique fer-
mentée”, est une méthode traditionnelle asiatique. Elle permet d’obtenir un engrais organique
grâce à un processus de fermentation anaérobie de la MO (Inckel et al., 2005). Cette méthode
désormais répandue dans le monde entier a d’abord été adoptée par les communautés agri-
coles d’Amérique Centrale et Latine, puis en Océanie et en Afrique et plus récemment par
les pays d’Europe et d’Amérique du Nord (Olle, 2021). Aujourd’hui, le bokashi est présenté
comme un amendement organique rapide à obtenir, peu cher, pouvant être produit à partir de
tout type de MO et facile à réaliser pour les agriculteurs (Ginting, 2019).

Pratiquement, le bokashi est préparé en mélangeant la MO avec des microorganismes effi-
caces (EM) et une source de sucre servant à leur nutrition, le tout dans des conditions anaéro-
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bies. La fermentation se produit en l’espace de deux ou trois semaines, sans élévation majeure
de la température (maximum 40 °C) mais en provoquant une chute du pH (3,5). L’environ-
nement acide et anaérobie, hostile aux agents pathogènes, assure une stérilisation de la MO
d’origine. Cet assainissement permet l’utilisation d’une grande diversité de déchets orga-
niques comme matière première du bokashi. De ce fait, cette technologie peut être utilisée
partout dans le monde sur la biomasse localement disponible (déchets ménagers organiques,
déchets de boulangerie ou de brasserie, résidus animaux divers, déchets végétaux,. . .). La fer-
mentation résulte en la formation d’une fraction solide et d’une fraction liquide appelée « thé
de bokashi » ou « jus de bokashi » (Olle, 2021).

En ce qui concerne la partie solide, les caractéristiques chimiques et biologiques sont relati-
vement mal connues et la composition peut fortement varier en fonction des MOs utilisées.
Des études relèvent tout de même certaines constantes telles qu’un ratio C/N tournant autour
de 10-11, une prédominance de l’ammonium (NH4+) comme forme dominante d’N à un taux
variant entre 1 et 3,5%, ainsi qu’un taux de phosphore disponible d’environ 1% (Christel,
2017; Yamada & Xu, 2001; Gómez-Velasco et al., 2014; Nene, 2018; Quiroz & Céspedes,
2019). Pour la partie liquide, il s’agit d’un liquide jaunâtre, acide (pH d’environ 4,5), conte-
nant des EM ainsi que des éléments nutritifs. La composition de ce jus varie également en
fonction de la matière première utilisée. Ce jus est concentré et est dès lors appliqué en étant
dilué au préalable afin de ne pas endommager les plantes, les ratios de dilution varient entre
1 :50 et 1 :1000 (Ghanem et al., 2017; Olle, 2020).

Les effets observés lors de l’application sous forme liquide et/ou solide de bokashi diffèrent
selon les cultures étudiées et les conditions de croissance de celles-ci. Il est également impor-
tant de noter que peu d’études ont été réalisées sur le jus de bokashi, la plupart se concentrant
sur la fraction solide. Plusieurs bénéfices sont généralement soulevés (Ginting, 2019; Phooi
et al., 2022) :

— Augmentation du taux de germination et de survie des semences ;
— Augmentation du contenu en chlorophylle et de la capacité photosynthétique ;
— Accélération significative de la croissance des plantes ;
— Hausse significative du rendement ;
— Amélioration de la structure et de la fertilité du sol ;
— Augmentation de l’activité microbiologique du sol.

3.3.2 Focus sur les microorganismes efficaces (EM)

Les EM, popularisés par le Professeur Teruo Higa dans les années 1980, contiennent des
dizaines de souches microbiennes bénéfiques pour les sols et les plantes. Les microorga-
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nismes majoritairement retrouvés sont des bactéries lactiques (Lactobacillus plantarum, L.

casei, Streptococcus lactis), des levures (Saccharomyces spp.) et des bactéries violettes non
soufrées (Rhodopseudomonas palustris, Rhodobacter sphaeroides) (Olle, 2020). En plus de
ces groupes majoritaires, les EM contiennent des populations d’actinomycètes (Streptomyces

albus, Streptomyces griseus) et de champignons filamenteux (Aspergillus oryzae, Mucor hie-

malis), tous mutuellement compatibles et non génétiquement modifiés (Higa & F. Parr, 1994;
Lind, 2014). Des mélanges commerciaux d’EM sont trouvables dans le commerce et sont uti-
lisés pour de nombreuses applications telles que le soin aux animaux, le traitement des eaux,
le recyclage des MOs, l’agriculture, le traitement des sols pollués aux métaux lourds,...

Le but de l’utilisation des EM sur les plantes est de modifier l’équilibre microbien du substrat
sur lequel ils sont appliqués afin de créer un environnement microbiologique favorable à la
croissance végétale. En plus de cela, les molécules produites par le métabolisme secondaire
des EM peuvent posséder des vertus antioxydantes et antibiotiques bénéfiques aux plantes
(Boechat et al., 2013). Les études réalisées sur les effets des EM sur les plantes et le sol ont
montré des augmentations de rendement, une accélération de la croissance des plantes, une
diminution de la présence des champignons telluriques pathogènes (Verticillium, Thielaviop-

sis, Fusarium) ainsi qu’une augmentation des populations de microorganismes connus pour
lutter contre les pathogènes des plantes dans les sols (Higa & Wididana, 2004).

3.3.3 Comparaison avec le compostage traditionnel

Les deux procédés ont pour objectif l’obtention d’un amendement stabilisé et stérilisé à partir
de MOs variées. Cependant, le compostage classiquement utilisé dans nos pays européens se
base sur des mécanismes bien différents de ceux du bokashi. Le bokashi se réalise dans des
conditions anaérobies et à des températures inférieures à 40°C, tandis que le compostage né-
cessite de l’oxygène et une élévation importante de la température. Cette température élevée
remplace la baisse de pH retrouvée dans le processus du bokashi pour assurer la stérilisation
des MOs (Azzopardi, 2023).

En raison de ces différences, le bokashi présente certains avantages. Tout d’abord, il n’est pas
nécessaire de retourner et aérer la MO, ce qui représente un gain de temps et une réduction
de la pénibilité du travail pour les agriculteurs. En second lieu, le processus de fermenta-
tion du bokashi émet moins d’odeurs putrides que le compostage traditionnel. Il est dès lors
plus facile d’éviter les problématiques de pollution olfactive, mais aussi d’infestation de ron-
geurs et d’insectes (Ghanem et al., 2017). Troisièmement, la fermentation anaérobie semble
permettre une meilleure conservation des nutriments utiles en raison de l’élévation de tempé-
rature modérée. Quatrièmement, le bokashi permet une réduction significative des émissions

15



de gaz à effet de serre tels que le CO2, le CH4 et le NO2, ce qui réduit l’empreinte carbone du
processus (Bosch et al., 2017). Le bokashi permet dès lors d’éviter des pertes atmosphériques
de carbone et un plus grand retour de celui-ci au sol (Ghanem et al., 2017). Enfin, le temps
nécessaire à la fermentation est généralement compris entre 14 et 21 jours, tandis que le com-
post traditionnel peut demander jusqu’à une année entière avant d’être utilisable (Thevenin
et al., 2023).

3.3.4 Limites

La méthode du bokashi semble intéressante pour le recyclage des déchets organiques en
amendements culturaux de qualité. Cependant, la recherche à ce sujet manque encore de pro-
fondeur et certains effets de l’application du bokashi sont toujours inconnus. Par exemple, il
est encore difficile de prévoir l’efficacité d’un bokashi car la composition du produit fini varie
beaucoup en fonction des matières premières utilisées (Wenneck et al., 2023). De plus, les
effets des EM appliqués ne font pas l’objet d’un consensus scientifique, et certaines études
laissent à penser que leurs effets sur les rendements et la qualité des sols auraient pu être
surestimés (Mayer et al., 2010; Priyadi et al., 2005; Van Vliet et al., 2006). Enfin, il existe
des risques d’acidification néfaste des sols lorsque la production et l’application du boka-
shi ne sont pas gérées correctement (temps de repos trop faible, quantités trop importantes
appliquées,. . .) (Houenou et al., 2021).

3.4 Les drêches de brasserie

La bière est l’une des boissons les plus consommées au monde, et le coproduit le plus impor-
tant de sa production est la drêche de brasserie. Pour chaque hectolitre de bière produit, 20kg
de drêches sont générés et l’Europe produit 3,4 millions de tonnes de ces drêches chaque an-
née (Bianco et al., 2020). Les drêches sont les sous-produits du processus de brassage, l’une
des premières étapes de la production de bière, comme l’illustre la Figure 3. Au cours du
brassage, le malt concassé est mélangé à de l’eau chaude et mélangé de manière régulière.
Cette étape permet l’extraction de l’amidon contenu dans le malt et la mise en action d’en-
zymes dégradant cet amidon en sucres plus simples (Mosher & Trantham, 2021). Le liquide
obtenu en fin de processus est appelé le « moût », il est filtré puis soumis à d’autres opérations
afin de devenir de la bière. Les résidus de la filtration, les drêches, comprennent des protéines
insolubles dans l’eau ainsi que les résidus de parois cellulaires de l’enveloppe, du péricarpe
et de la coque des graines (Mussatto et al., 2006).
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FIGURE 3 – Processus aboutissant à la production de drêches (Mussatto et al., 2006).

Les drêches de brasserie sont des matériaux lignocellulosiques contenant environ 17% de
cellulose, 28% de polysaccharides non cellulosiques (principalement des arabinoxylanes) et
28% de lignine. Elles sont aussi composées d’environ 20% de protéines, principalement com-
posées d’acides aminés essentiels. Leur pH est acide car les drêches contiennent des acides
organiques (Cacace et al., 2022).

Ces drêches sont valorisables dans plusieurs domaines tels que l’alimentation humaine et ani-
male, la production de biogaz, la production de substrats pour la culture de microorganismes
ou pour la fermentation ou encore comme source de fibres alimentaires (Chetrariu & Dabija,
2020). Récemment, leur potentiel en tant qu’amendement organique a également été révélé,
car elles représentent une MO financièrement très abordable et disponible tout au long de
l’année, la production de bière étant continue (Amenkhienan & Isitekhale, 2020). Leur appli-
cation permettrait d’augmenter les rendements des cultures et de maintenir une bonne fertilité
des sols grâce à l’apport de MO (Cacace et al., 2022).

3.5 Les boues aquaponiques

L’aquaponie est un système intégrant la production hydroponique de plantes et l’aquacul-
ture, il est basé sur la recirculation de l’eau entre les deux compartiments. Ainsi, les dé-
chets du compartiment de production de poissons servent de nutriments au compartiment de
production de plantes. L’aquaponie permet une économie d’eau grâce à la filtration biolo-
gique et à la recirculation, mais aussi un recyclage des éléments nutritifs en présence (Diver,
2006). Les systèmes aquaponiques produisent néanmoins des coproduits qui sont les boues
aquaponiques. Celles-ci contiennent les restes de l’alimentation des poissons ainsi que leurs
excréments et sont récupérées après leur accumulation par sédimentation dans le fond des
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réservoirs. Elles doivent être évacuées afin d’éviter des colmatages des filtres biologiques et
des systèmes racinaires qui pourraient compromettre la bonne absorption des nutriments ou
les échanges gazeux racinaires (Lenz et al., 2021). L’évacuation de ces boues permet égale-
ment de conserver une bonne qualité de l’eau et une santé optimale des poissons.

Ces boues sont considérées comme sûres pour une application directe sur le sol sans traite-
ment préalable, car elles ne contiennent pas de pathogènes tels que E. Coli et Salmonella sp.

(Lenz et al., 2021). Leur composition chimique peut fortement varier en fonction de l’ali-
mentation des poissons, mais des études en ont démontré les effets positifs sur le rendement
des cultures et la fertilité du sol. Fruscella et al. (2023) et Abdelraouf (2019) indiquent que
l’application de boues aquaponiques sur la culture permet une augmentation de la hauteur, du
diamètre de la tige, du contenu en N et en vitamines des tissus, de la qualité gustative et du
rendement final de la plante. Concernant le microbiote du sol, il semble aussi que l’applica-
tion des boues provoque une augmentation de la diversité des microorganismes en présence
(Fruscella et al., 2023). L’application de boues aquaponiques peut apporter des bactéries ni-
trifiantes permettant la transformation de l’ammoniac en nitrates. Des bactéries promotrices
de la croissance des plantes aidant dans la lutte contre les agents pathogènes sont également
retrouvées (Eck et al., 2019).
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4 Matériel et méthode

4.1 Localisation

L’essai est mené au sein de la faculté de Gembloux Agro-Bio Tech (50°33’48,2” nord,
4°41’58,3” est) plus particulièrement sur la plateforme WASABI. L’expérimentation se dé-
roule sur la parcelle des Jardins TERRA-terre qui est dédiée au maraîchage urbain dans la
zone axée sur le SPIN farming illustrée en Figure 4. Celle-ci a une surface de 472,5 m2

cultivée sans pesticides depuis 2021.

FIGURE 4 – La parcelle des Jardins TERRA-terre.

4.2 Conditions climatiques

Les précipitations moyennes sont de 793,4 mm par an et la température moyenne est de
10,2°C dans la commune de Gembloux (données de l’IRM).

4.3 Dispositif expérimental

La parcelle de SPIN farming est divisée en 12 blocs distincts et numérotés contenant chacun
7 planches de culture de 80 cm de large et de 7 m de long. L’étude porte sur une planche de
culture par bloc. Chacune des planches étudiées est subdivisée en 3 lignes de culture, 2 lignes
d’épinards sur l’extérieur et 1 ligne de laitue au milieu (voir Figure 6). Quatre amendements
sont appliqués sur cette surface : drêches (D), jus de bokashi (I), boues aquaponiques (A)
et compost commercial (T+). Un témoin non amendé (T) est également présent. Les trois
premières modalités sont chacune répétée sur 3 blocs complets tandis que les modalités T+ et
T sont chacune répétées sur 3 demi parcelles. Ce plan expérimental est schématisé en Figure
5.
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FIGURE 5 – Dispositif expérimental.

FIGURE 6 – Photo d’une planche de culture subdivisée en trois lignes.

Les parcelles sont amendées de cette façon pour la deuxième année consécutive, seule la
modalité « bokashi » a été modifiée en 2024. Les blocs 8I, 9I et 3I étaient précédemment
amendés à l’aide de résidus d’entomoculture en containers, également réalisée au sein de
la faculté de Gembloux Agro-Bio Tech. Ces résidus étaient cependant complexes à mani-
puler, source de nuisances olfactives et disponibles de manière irrégulière, ce qui a motivé
le changement vers le jus de bokashi. Les amendements ont des modes d’application et des
provenances différentes, reprises dans le Tableau 1.
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TABLE 1 – Provenance et mode d’application des différentes modalités.

Amendement Provenance Application

Drêches Brasserie
Gembloux.beer

Application unique le jour du
repiquage (40 kg/planche)

Bokashi Production en
laboratoire

Application bihebdomadaire
(10L/ligne, dilution 1 :1000)

Boues
aquaponiques

Plateforme WASABI Application hebdomadaire
(10L/planche, dilution 1 :10)

Témoin positif Les serres de
Sauvenière

Application unique le jour du
repiquage (10.4 kg/planche)

Témoin
négatif

/ /

4.4 Production du jus de bokashi

Le jus de bokashi a été produit dans des seaux commerciaux de la marque Hozelock Pure.
Quatre seaux ont été utilisés pour essayer d’atteindre une production continue de jus. Chaque
seau est rempli en empilant des couches d’herbe, de drêche et d’activateur (voir Figure 7)
en suivant les recommandations commerciales retrouvables en Annexe 5. Une fois le seau
refermé hermétiquement, il est stocké dans un environnement aux conditions de température
et d’humidité stables. Le jus de bokashi est purgé deux fois par semaine grâce au robinet
prévu à cet effet.

FIGURE 7 – Remplissage du seau de bokashi.
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4.5 Analyses chimiques des amendements

Les drêches de brasserie ont été congelées le 21 mars 2024, puis décongelées le 4 juin 2024
afin d’être envoyées au laboratoire d’analyses agricoles du Centre provincial de l’agricul-
ture et de la ruralité à La Hulpe. Une analyse d’amendement organique y a été réalisée. Les
protocoles utilisés par le laboratoire sont certifiés et retrouvables sur le site du Brabant Wal-
lon. Le jus de bokashi a été analysé à l’aide d’un photomètre HANNA® instruments afin
de connaître les quantités d’azote, de phosphore et de potassium en présence. Les différents
protocoles utilisés sont repris en Annexe 8.

4.6 Mise en place des cultures

Deux espèces de légumes ont été choisies pour cette expérimentation, la laitue et les épi-
nards. Ce choix est justifié par leur précocité d’implantation ainsi que par la rapidité de leur
croissance. Les légumes ont tous été repiqués et les plants proviennent de l’Archenterre ou
de la pépinière De Koster. Les légumes ont été implantés le 22 mars 2024, une planche de
chaque bloc de la parcelle a été remplie avec une ligne de laitues entourée de deux lignes
d’épinards. Les distances entre chaque plant ont été fixées au préalable afin que les condi-
tions de croissance des légumes soient optimales. Les écarts entre les épinards sont de 20
cm tandis que ceux entre les laitues mesurent 30 cm. Chaque ligne d’épinards compte 34
plants tandis que chaque ligne de laitues en compte 20. Suite à des attaques de limaces et à
une météo peu clémente (pluie et grêle), deux journées de repiquage ont été réalisées afin de
remplacer les plants morts. Les différentes dates de repiquage sont reprises dans le Tableau
2. Les premières laitues repiquées étaient des laitues de variété feuilles de chêne tandis que
les secondes étaient de variété pommées.

TABLE 2 – Calendrier de repiquage.

Date Opération Provenance des plants

22 mars 2024 Premier repiquage des épinards +
repiquage des laitues feuilles de
chêne

L’Archenterre

10 avril 2024 Second repiquage des épinards L’Archenterre

23 avril 2024 Repiquage des laitues pommées Pépinière De Koster
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4.7 Récoltes et quantification des biomasses aériennes fraiches et sèches

4.7.1 Épinards

Des différences d’état d’avancement importantes entre les épinards de la modalité « drêches
» et les autres ayant été remarquées, les récoltes ont dû être échelonnées dans le but de se
rapprocher d’un mode de gestion commercial et d’éviter la montée en fleur des légumes.
Pour pouvoir comparer les différentes modalités au moment de la récolte des plants de la
modalité « drêches », un échantillon représentatif de 10 plants a été récolté dans les autres
modalités. La biomasse fraîche a été relevée et les échantillons ont été placés à l’étuve (60 °C
pendant 3 jours) pour obtenir la biomasse sèche. Les épinards restants ainsi que les repousses
des épinards de la modalité « drêches » ont été récoltés plus tardivement. À la récolte finale,
le nombre de plants est comptabilisé et la biomasse fraîche totale est relevée pour chaque
bloc.

4.7.2 Laitues

Il a également été nécessaire d’échelonner les récoltes en raison des différences de date d’im-
plantation, de variétés et d’état d’avancement. Cet échelonnement répond à nouveau à une
volonté de se rapprocher d’une gestion commerciale de parcelle maraîchère. Les récoltes ont
été réalisées en trois étapes :

— Récolte complète des laitues feuilles de chêne ;
— Récolte des laitues pommées dans la modalité « drêches » et d’un échantillon de deux

laitues sur les autres modalités ;
— Récolte des laitues pommées restantes.

Les laitues de la première et de la dernière récolte n’ont pas pu fournir d’échantillon à placer
à l’étuve car elles n’étaient pas assez nombreuses. Un échantillon de deux laitues pommées
par modalité a pu être placé à l’étuve pour une étude de la biomasse sèche lors de la seconde
récolte (60°C pendant 3 jours). À chaque récolte finale, le nombre de plants est comptabilisé
et la biomasse fraîche totale est relevée pour chaque bloc.

4.7.3 Tableau récapitulatif

Toutes les récoltes réalisées sont reprises dans le Tableau 3.
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TABLE 3 – Calendrier de récolte.

Date Légume récolté

8 mai 2024 10 plants d’épinards par modalité

10 mai 2024 Tous les épinards de la modalité « drêches »

23 mai 2024 Épinards restants et repousses des épinards de la modalité
« drêches », toutes les laitues feuilles de chêne

5 juin 2024 2 laitues pommées par modalité et toutes les laitues
pommées de la modalité « drêches »

18 juin 2024 Laitues pommées restantes

4.8 Analyses de sol

4.8.1 Échantillonnage

L’échantillonnage a été réalisé le 10 mai 2024 à l’aide d’une tarière manuelle de 25 cm de
long et 2,5 cm de diamètre. Les échantillons ont été pris sur une profondeur de 15 cm, cor-
respondant à la couche dans laquelle la vie microbienne est la plus active. Au total, 15 échan-
tillons composites ont été récoltés, soient 3 échantillons composites par modalité. Chaque
échantillon composite est la somme de 10 prélèvements centralisés dans un même récipient
et homogénéisés, comme illustré en Figure 8 et 9. Les 15 échantillons récoltés ont ensuite été
entreposés dans des sachets et identifiés. Ils ont été tamisés (2 mm) puis conservés à 4°C afin
que les propriétés biologiques soient conservées au mieux durant la période d’analyses. Pour
chaque modalité, un tube de 2 mL de sol a été congelé à l’azote liquide puis placé à -80°C
pour les analyses d’ADN.

FIGURE 8 – Illustration de l’échantillonnage des 15 premiers cm du sol.
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FIGURE 9 – Illustration des points de prélèvement entre les lignes de légumes.

4.8.2 Analyses chimiques

Les différentes analyses chimiques ont été réalisées au laboratoire d’analyses agricoles du
Centre provincial de l’agriculture et de la ruralité à La Hulpe. Ce laboratoire est certifié et
les méthodes employées pour les différentes mesures sont consultables sur le site du Brabant
Wallon. Pour chaque échantillon, plusieurs mesures ont été prises : le pH KCl, les quantités
en éléments nutritifs (P, K, Mg, Ca), le taux d’humus, l’azote total, le carbone organique total
ainsi que le rapport C/N.

4.8.3 Analyses des paramètres biologiques du sol

a. Mesure de l’activité enzymatique par émission de fluorescence
Schnürer & Rosswall (1982) ont démontré que l’hydrolyse de la fluorescéine diacétate (FDA)
est une méthode fiable pour mesurer l’activité microbienne totale dans les sols. Il s’agit d’un
bon indicateur global car l’hydrolyse de la FDA est réalisée par de nombreuses enzymes aussi
bien bactériennes que fongiques (Asensio et al., 2010). La FDA, incolore à l’origine, est mise
en contact avec l’échantillon de sol contenant des microorganismes et est hydrolysée par les
enzymes libres et liés à la membrane de ceux-ci. Le résultat de cette hydrolyse est la produc-
tion de fluorescéine colorée dont la quantité peut être mesurée par spectrophotométrie (Adam
& Duncan, 2001).

L’étude de l’activité enzymatique a été réalisée sur les 15 échantillons composites prélevés.
Pour le dosage enzymatique, une solution standard, une solution de substrat et une solution
tampon ont été préparées en amont. Ensuite, le sol a été pesé et mis en solution dans le tampon
(tampon phosphate de potassium, pH = 7,6). Il a été placé dans un agitateur incubateur (10
min à 335 RPM), dans un sonicateur afin de solubiliser les enzymes fixées plus solidement
au complexe argilo-humique et à la fraction minérale du sol (2 min) puis à nouveau dans
l’agitateur incubateur (5 min). Une fois le sol en suspension, les microplaques sont préparées
pour la mesure. Chaque puits est rempli avec la solution de sol (25 µL), la solution de substrat
(30 µL) et la solution tampon (195 µL) pour un total de 250 µL par puits. Chaque colonne
de la plaque représente un échantillon, ce qui permet 8 répétitions techniques de la mesure.
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Une fois toutes les mesures réalisées, une plaque destinée à la réalisation d’une droite de ca-
libration est également remplie. Cette mesure s’effectue avec la solution standard contenant
de la fluorescéine, en remplissant les puits avec des quantités croissantes de cette solution.
Pour chaque plaque, une colonne témoin ne contenant pas de sol est ajoutée afin d’évaluer la
fluorescence non-induite par la présence du sol. Une fois les microplaques correctement rem-
plies, la mesure doit être réalisée le plus rapidement possible à l’aide du spectrophotomètre
(TECAN Spark). La fluorescence est mesurée par cinétique toutes les 5 minutes et ce durant
2 heures. Le protocole détaillé de cette manipulation se trouve en Annexe 3.

b. Quantification du CO2 émis grâce au kit MicroResp
Le kit MicroResp se base sur une méthode colorimétrique qui permet de mesurer les émis-
sions de CO2 sur de courtes périodes (4-6 h). Ce système se compose de trois éléments
principaux illustrés en Figure 10 : une plaque à 96 puits profonds réceptacle de l’échantillon
testé, une microplaque à 96 puits contenant le gel de détection et un tapis de scellement en
caoutchouc reliant les deux plaques (The James Hutton Institute, 2019a).

FIGURE 10 – Illustration des trois éléments principaux du kit MicroResp

Le gel de détection contient un indicateur coloré, le rouge de crésol, qui change de couleur
avec la baisse du pH provoquée par la réaction entre le CO2 dégagé par la respiration micro-
bienne et le bicarbonate également présent dans le gel (voir Figure 21). Cette baisse de pH
suit l’équation suivante (The James Hutton Institute, 2019b) :

CO2 (gaz)+H2O+HCO−
3 ↔ 2CO2−

3 +3H+
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FIGURE 11 – Schéma d’un puits profond contenant l’échantillon et d’un puits de la microplaque de détection
reliés par le tapis de scellement en caoutchouc.

La mesure de l’absorbance du gel de détection par spectrophotométrie à une longueur d’onde
de 570nm permet ensuite de quantifier le taux d’émission de CO2 de chaque échantillon de
sol et donc d’étudier la respiration microbienne de ces échantillons (Renault et al., 2013).

Pratiquement, l’étude de la respiration microbienne a été réalisée sur les 15 échantillons com-
posites récoltés. Pour que la mesure soit valide, la teneur en humidité des échantillons a dû
être ajustée à 30% de leur capacité maximale de rétention d’eau en amont. Une fois cette
teneur en humidité atteinte, chaque plaque à puits profonds a été remplie puis placée dans
une boite étanche durant 60h afin d’atteindre une plus grande homogénéité. Après ce laps de
temps, la dernière colonne de la plaque a été remplie d’eau distillée afin de servir de témoin
négatif. Les trois éléments du kit MicroResp ont été assemblés puis scellés pour une durée de
6h. Ensuite, l’absorbance de la microplaque contenant le gel de détection a été lue à 570nm
à l’aide d’un spectrophotomètre (TECAN Spark). Le protocole détaillé se trouve en Annexe
1 et Annexe 2.

c. Mesure de la biomasse microbienne par quantification des populations bactériennes
et fongiques grâce à la qPCR
Pour pouvoir réaliser la qPCR, il faut tout d’abord extraire et purifier l’ADN génomique total
présent dans les échantillons de sol à l’aide du kit DNeasy® PowerSoil® Pro Kit (QUIA-
GEN®). Pour commencer, environ 250 mg de sol sont placés dans un tube contenant des
billes pour effectuer la lyse mécanique des cellules à l’aide d’un vortex, d’une centrifugeuse
et d’un bead beater. Cette lyse mécanique est ensuite complétée par une lyse chimique à l’aide
de tampons d’extraction. Une fois les cellules entièrement lysées, l’ADN génomique total est
fixé à une membrane de silice sur une colonne de spin pour y être purifié. Une fois l’ADN
lavé de ses impuretés, il est élué de la membrane et récolté dans un tube Eppendorf. Toutes
ces étapes sont illustrées en Figure 12. La pureté et la concentration de l’ADN sont ensuite
évaluées à l’aide d’un spectrophotomètre UV-Visible (NanoDrop™) qui permet l’analyse de
micro-volumes d’acides nucléiques (2 µL). Ensuite, la concentration de l’ADN extrait est
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ajustée à 10 ng/µL pour la qPCR. Le protocole détaillé de l’extraction est repris en Annexe 6.

FIGURE 12 – Procédé d’extraction et de purification de l’ADN (source : QUIAGEN®).

La PCR en temps réel (qPCR) est une technique de biologie moléculaire qui permet de sélec-
tionner et d’amplifier une séquence ADN d’intérêt, puis de quantifier le produit de la réaction
de polymérisation. Elle se base sur « la détection et la quantification d’un reporter fluorescent

dont l’émission est directement proportionnelle à la quantité d’amplicons générés pendant la

réaction PCR » (Poitras & Houde, 2003). La qPCR nécessite six acteurs pour sa réalisation :
— L’ADN de l’échantillon à analyser, extrait, purifié et porté à une concentration connue

(10 ng/µL) ;
— Les deux amorces, qui sont des fragments d’une vingtaine de nucléotides capables

d’encadrer spécifiquement la séquence d’ADN à amplifier ;
— L’enzyme Taq polymérase qui synthétise un nouveau brin d’ADN après s’être fixée à

une amorce ;
— Les DésoxyriboNucléotides-Tri-Phosphates (dNTPs) qui sont les molécules de bases

utilisées par la polymérase pour synthétiser les nouveaux brins d’ADN;
— Le reporter fluorescent (SYBR Green) qui se fixe dans les molécules d’ADN double

brin nouvellement formées ;
— Le milieu réactionnel qui comporte un tampon ainsi que des ions magnésiums afin

d’assurer un pH et une concentration saline optimaux pour le fonctionnement de la
Taq polymérase.
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La qPCR (de même que la PCR classique) se déroule en trois grandes étapes : dénaturation,
hybridation et élongation. La première se déroule à une température de 95°C qui permet de
rompre les liaisons hydrogène et donc de séparer les deux brins d’ADN. La seconde est réa-
lisée à une température variant entre 50 et 72°C et permet aux amorces de se fixer aux brins
d’ADN. La troisième étape se déroule à une température de 72°C, idéale pour la polymérase
qui assemble le brin complémentaire de la séquence d’ADN. Ces trois étapes sont répétées
de cycles en cycles et elles permettent de doubler la quantité d’ADN en présence à chaque
fois. Un thermocycleur permet d’automatiser cet enchainement de réactions, en général un
nombre de 35 à 50 cycles est suffisant pour une bonne amplification (Artika et al., 2022).

Dans le cadre de ce travail, deux fragments de gènes d’intérêt ont été amplifiés. Le gène 16S
permettant d’estimer la quantité de bactéries dans l’échantillon et le gène 18S qui lui cible les
populations fongiques. Pour ce faire, des amorces spécifiques sont sélectionnées et la mesure
est réalisée à l’aide du thermocycleur QuanStudio 3 dans des plaques de 96 puits. Chaque
puits contient un volume total de 10 µL composé d’1 µL d’échantillon d’ADN, de 2 µL d’eau
sans nucléases, d’1 µL de chacune des deux amorces et de 5 µL de KAPA SYBR® FAST
qPCR Master Mix. En plus de cela, des dilutions en séries de copies du gène ciblé contenus
dans des plasmides sont réalisées afin de pouvoir dessiner une droite d’étalonnage (de 108 à
103). Le protocole détaillé de la manipulation est consultable en Annexe 4.

4.9 Analyses statistiques

Le logiciel RStudio® a été utilisé pour la totalité des analyses statistiques. Pour détecter les
potentielles différences significatives entre les données récoltées, des analyses de la variance
(ANOVA) à un facteur fixe « amendement » ont été réalisées. À chaque fois, le test d’ho-
mogénéité des variances a été réalisé grâce au test de Bartlett (p valeur > 0,05). Le test de
Shapiro-Wilk concernant la normalité de la population n’a pas pu être réalisé, car le nombre
d’observation par modalité n’était pas assez important (n = 3), l’analyse de la variance a donc
dû être complétée par une étude des résidus de l’ANOVA à postériori. Un test post-hoc de Tu-
key a également été réalisé après l’ANOVA. Celui-ci permet d’effectuer des comparaison par
paires entre les groupes. Dans le cas où les conditions d’application de l’ANOVA n’étaient
pas respectées, un test non paramétrique de Kruskal-Wallis a été réalisé. Dans le cas où ce
test présentait un résultat significatif, un test post-hoc de Dunn avec correction de Bonfer-
roni a été réalisé. Celui-ci permet d’effectuer des comparaisons multiples par paires pour des
données quantitatives de façon non-paramétrique.
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5 Résultats

5.1 Analyses chimiques des amendements organiques

5.1.1 Drêches et amendement commercial

Les résultats de l’analyse chimique des drêches de brasserie sont repris dans la Figure 13.
Les données relatives à la composition de l’amendement commercial sont reprises dans le
Tableau 4.

FIGURE 13 – Analyse chimique des drêches de brasserie

TABLE 4 – Informations relatives à l’amendement organique commercial.

Élément Quantité

Matière sèche 40%

MO 25%

Azote total 0.4%

C/N 31

Composition : tourbe brune, compost d’écorces d’arbres résineux, tourteau de pépin de
raisin, fumier séché de poules, fumier séché de cheval et fumier séché de vaches
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L’observation des valeurs indique que l’amendement commercial contient une quantité de
matière sèche plus grande que les drêches de brasserie. La valeur de l’azote total est su-
périeure pour les drêches et le rapport C/N est inférieur. Il est possible de compléter cette
comparaison en calculant le N disponible, qui est fonction de la valeur de N total, de la dose
appliquée et du coefficient d’efficacité de l’azote repris dans la Figure 14 qui est lui-même
dépendant du C/N.

FIGURE 14 – Coefficients d’efficacité de l’azote en fonction du rapport C/N en pourcentage (Frechette et al.,
2007).

L’application de cette formule donne des valeurs de N disponible bien distinctes :
— Drêches : 10,23 kg/T x 0,04 T x 0,5 = 0,2046 kg de N disponible/planche
— Amendement commercial : 4 kg/T x 0,0104 x 0,1 = 0,0041 kg de N disponible/planche

5.1.2 Jus de bokashi

Les valeurs reprises dans le Tableau 5 sont tirées de l’analyse du jus de bokashi. Elles in-
diquent que celui-ci contient de très faibles quantités de phosphates et de nitrates, et une
quantité plus importante d’oxyde de potassium.

TABLE 5 – Analyse chimique du jus de bokashi.

Élément nutritif Quantité

NO3
− 1 g/L

PO4
3− 1,6 mg/L

K2O 14 g/L
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5.2 Quantification de la biomasse aérienne fraiche et sèche

5.2.1 Récolte partielle des épinards (8 mai 2024)

L’analyse statistique de la biomasse fraîche et sèche des épinards de la récolte partielle reprise
dans le Tableau 6 et illustrée en Figure 15 et Figure 16 montre une différence significative
entre la modalité « drêches » et les quatre autres. La biomasse des épinards de la modalité D
est significativement supérieure à celle des autres modalités. Aucune différence significative
n’a été identifiée entre les modalités I, A, T+ et T.

TABLE 6 – Résultats de l’ANOVA de la biomasse fraîche et sèche des 10 plants d’épinards récoltés le 08/05/24.
Les "*" indiquent le niveau de significativité du test statistique, Df signifie « degrees of freedom », degrés de
liberté en français.

ANOVA Biomasse fraîche Biomasse sèche

Df p-valeur Df p-valeur

amendement 4 1.33e-05*** 4 1.9e-04***
résidus 10 10

FIGURE 15 – Biomasse fraiche (g) de 10 plants d’épinards récoltés le 08/05/24. Les lettres a et b représentent
le résultat du test de Tukey et les losanges jaunes indiquent les moyennes de la biomasse des plants. Les lettres
de la légende représentent le type d’amendement : A (boues aquaponiques), D (drêches), I (jus de bokashi), T
(témoin négatif), T+ (compost commercial).
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FIGURE 16 – Biomasse sèche (g) de 10 plants d’épinards récoltés le 08/05/24. Les lettres a et b représentent le
résultat du test de Tukey et les losanges jaunes indiquent les moyennes de la biomasse des plants. Les lettres
de la légende représentent le type d’amendement : A (boues aquaponiques), D (drêches), I (jus de bokashi), T
(témoin négatif), T+ (compost commercial).

5.2.2 Récoltes totales des épinards (10 mai et 23 mai 2024)

L’analyse statistique de la biomasse totale fraîche reprise dans le Tableau 7 et illustrée en
Figure 17 montre une différence significative entre la modalité « drêches » et les quatre autres
modalités. La biomasse des épinards de la modalité D est significativement supérieure à celle
des autres modalités. Aucune différence significative n’a été identifiée entre les modalités I,
A, T+ et T. Cette biomasse totale a été récoltée en deux fois pour la modalité « drêches »
qui était en avance sur les autres et a eu le temps de repousser, une seule fois pour les autres
modalités qui présentaient un retard de croissance.

TABLE 7 – Résultat de l’ANOVA de la biomasse fraiche totale des épinards récoltés le 10/08/24 et le 23/08/24.
Les "*" indiquent le niveau de significativité du test statistique.

ANOVA Df p-valeur

amendement 4 1.51e-3**
résidus 10
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FIGURE 17 – Biomasse fraiche (g) totale des épinards récoltés le 10/08/24 et le 23/08/24. Les lettres a et b
représentent le résultat du test de Tukey et les losanges jaunes indiquent les moyennes de la biomasse. Les lettres
de la légende représentent le type d’amendement : A (boues aquaponiques), D (drêches), I (jus de bokashi), T
(témoin négatif), T+ (compost commercial).

De plus, l’analyse statistique de l’échantillon représentatif de la biomasse sèche récolté le 23
mai reprise dans le Tableau 8 et illustrée en Figure 18 ne dévoile aucune différence significa-
tive entre les légumes. Cela signifie que les repousses des épinards de la modalité « drêches
» ont atteint une biomasse non significativement différente des autres modalités qui n’ont été
récoltées qu’une seule fois.

TABLE 8 – Résultat de l’ANOVA de la biomasse fraiche sèche des 10 plants d’épinards récoltés le 23/05/24.
Les "*" indiquent le niveau de significativité du test statistique.

ANOVA Df p-valeur

amendement 4 0,431
résidus 10
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FIGURE 18 – Biomasse sèche (g) de 10 plants d’épinards récoltés le 23/05/24. Les lettres a et b représentent le
résultat du test de Tukey et les losanges jaunes indiquent les moyennes de la biomasse des plants. Les lettres
de la légende représentent le type d’amendement : A (boues aquaponiques), D (drêches), I (jus de bokashi), T
(témoin négatif), T+ (compost commercial).

5.2.3 Récolte des laitues feuilles de chêne (23 mai 2024)

Le Tableau 9 donne les p-valeurs de l’analyse statistique de la biomasse fraîche totale des
laitues lors de la première récolte a été réalisée en utilisant le poids moyen d’un plant au
vu des fortes différences de nombres de laitues récoltées par bloc. Cette analyse révèle une
augmentation significative de la biomasse des laitues de la modalité « drêches » par rapport
aux autres, comme illustré en Figure 19.

TABLE 9 – Résultat de l’ANOVA de la biomasse fraiche par laitue feuille de chêne récoltée le 23/05/24. Les
"*" indiquent le niveau de significativité du test statistique.

ANOVA Df p-valeur

amendement 4 1.08e-3**
résidus 10
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FIGURE 19 – Biomasse fraiche (g/plant) des laitues feuilles de chêne récoltées le 23/05/24. Les lettres a et b
représentent le résultat du test de Tukey et les losanges jaunes indiquent les moyennes de la biomasse. Les lettres
de la légende représentent le type d’amendement : A (boues aquaponiques), D (drêches), I (jus de bokashi), T
(témoin négatif), T+ (compost commercial).

5.2.4 Récoltes des laitues pommées (5 et 18 juin 2024)

Le Tableau 10 donne les p-valeurs de l’analyse statistique de la biomasse fraîche et sèche des
laitues lors de la récolte du 5 juin qui a visé toutes les laitues de la modalité « drêches » et
2 laitues par bloc pour les autres modalités. Ces analyses révèlent une biomasse significati-
vement plus importante des laitues de la modalité « drêches » par rapport aux autres, comme
illustré en Figure 20 et Figure 21.

TABLE 10 – Résultats des ANOVA de la biomasse fraiche et sèche des 2 laitues pommées récoltées le 05/06/24.
Les "*" indiquent le niveau de significativité du test statistique.

ANOVA Biomasse fraîche Biomasse sèche

Df p-valeur Df p-valeur

amendement 4 1,73e-06*** 4 0,5e-06***
résidus 10 10
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FIGURE 20 – Biomasse fraiche (g) de 2 laitues pommées récoltées le 05/06/24. Les lettres a et b représentent le
résultat du test de Tukey et les losanges jaunes indiquent les moyennes de la biomasse. Les lettres de la légende
représentent le type d’amendement : A (boues aquaponiques), D (drêches), I (jus de bokashi), T (témoin négatif),
T+ (compost commercial).

FIGURE 21 – Biomasse sèche (g) de 2 laitues pommées récoltées le 05/06/24. Les lettres a et b représentent le
résultat du test de Tukey et les losanges jaunes indiquent les moyennes de la biomasse d’un plant. Les lettres
de la légende représentent le type d’amendement : A (boues aquaponiques), D (drêches), I (jus de bokashi), T
(témoin négatif), T+ (compost commercial).
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Cette analyse statistique est confirmée par une observation visuelle de la taille des laitues
récoltées, comme illustré sur la Figure 22.

FIGURE 22 – Photo comparative de la taille des laitues pommées récoltées le 05/06/24.

Dans le Tableau 11, l’analyse statistique de la biomasse fraiche finale des laitues pommées
récoltées le 05/06/24 pour la modalité « drêches » et le 18/06/24 pour les autres modalités a
été réalisée par plant au vu du nombre de laitues très variable entre les différents blocs. Cette
analyse révèle une biomasse significativement plus haute des laitues de la modalité « drêches
» par rapport aux autres, comme illustré en Figure 23.

TABLE 11 – Résultat du test de l’ANOVA de la biomasse fraiche des laitues pommées récoltées le 06/05 et le
18/06/24. Les "*" indiquent le niveau de significativité du test.

ANOVA Df p-valeur

amendement 4 3.66e-4***
résidus 10

FIGURE 23 – Biomasse fraiche finale (g/plant) des laitues pommées récoltées le 05/06/24 et le 18/06/24. Les
lettres a et b représentent le résultat du test de Tukey et les losanges jaunes indiquent les moyennes de la
biomasse par plant. Les lettres de la légende représentent le type d’amendement : A (boues aquaponiques), D
(drêches), I (jus de bokashi), T (témoin négatif), T+ (compost commercial).
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5.3 Analyses chimiques du sol

Les résultats des analyses chimiques concernant les teneurs en éléments minéraux disponibles
et le pH sont repris dans le Tableau 12. Les valeurs sont comparées aux valeurs moyennes
avant l’amendement et la culture. En ce qui concerne les éléments minéraux disponibles,
l’analyse statistique indique que le témoin négatif sans amendement possède des valeurs de
quantité de Mg significativement inférieures aux quantités de Mg de la modalité « drêches
». Aucune différence significative ne peut être mise en avant pour P, K et Ca cependant une
tendance montre que le témoin négatif possède des quantités inférieures de ces éléments.
La comparaison avec les valeurs avant le début de l’expérimentation permet d’observer une
tendance à la diminution des quantités en éléments dans le sol non amendé (T). En ce qui
concerne le pH KCl, la valeur la plus haute correspond au traitement « bokashi » tandis que
la valeur la plus basse correspond au témoin négatif mais l’analyse statistique ne met aucune
différence significative en lumière.

TABLE 12 – Valeurs moyennes des éléments minéraux disponibles et du pH KCl.

Modalité P K Mg Ca pHKCL
Unité mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g /

Avant expéri-
mentation

15.1 ± 3.9 22.9 ± 2.9 11.9 ± 1.5 189.2 ± 32.6 5.42 ± 0.35

T+ 12.60 ± 3.90 22.06 ± 4.22 12.13 ± 0.30 181.82 ± 18.31 5.18 ± 0.13
T 10.37 ± 1.84 20.07 ± 2.69 10.68 ± 0.63 162.91 ± 12.29 5.16 ± 0.03
D 14.79 ± 3.98 22.12 ± 4.36 14.39* ± 1.82 198.37 ± 56.34 5.17 ± 0.74
I 13.84 ± 1.47 25.84 ± 3.00 11.92 ± 0.82 199.42 ± 14.49 5.47 ± 0.31
A 12.37 ± 1.77 20.93 ± 0.81 11.55 ± 1.56 178.16 ± 33.14 5.24 ± 0.33

Les valeurs moyennes de COT, de pourcentage d’humus, de N total et de C/N sont reprises
dans le Tableau 13. Au sujet du carbone total (COT) et du pourcentage d’humus l’analyse
statistique ne met aucune différence significative en lumière, mais il existe tout de même une
tendance qui montre une diminution de ces valeurs pour le témoin non amendé. L’azote total
est par contre significativement plus élevé pour la modalité « drêches », comme l’illustre la
Figure 24. Le rapport C/N est non significativement différent entre les modalités, mais une
tendance montre que le rapport de la modalité « drêches » est plus faible que les autres. La
comparaison avec les valeurs précédent l’étude montre que les parcelles amendées semblent
maintenir leurs niveaux de COT, d’humus et de N total tandis que le témoin non amendé voit
ces valeurs diminuer.
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TABLE 13 – Valeurs moyennes du carbone organique total, du pourcentage d’humus, du pourcentage d’azote
total et du rapport C/N pour chaque type d’amendement organique.

Modalité COT Humus N total C/N
Unité g/kg % % /

Avant expérimentation 58.2 ± 14.5 11.7 ± 2.9 0.20 ± 0.02 29.3 ± 4.9
T+ 57.25 ± 4.31 11.45 ± 0.86 0.19 ± 0.02 29.93 ± 2.47
T 44.54 ± 5.75 8.91 ± 1.15 0.17 ± 0.01 26.23 ± 2.53
D 55.83 ± 4.70 11.17 ± 0.94 0.24* ± 0.00 22.84 ± 2.00
I 56.30 ± 17.10 11.26 ± 3.42 0.20 ± 0.02 28.46 ± 5.52
A 60.37 ± 11.16 12.07 ± 2.23 0.19 ± 0.01 31.26 ± 3.56

FIGURE 24 – N total (%) des sols amendés. Les lettres a et b représentent le résultat du test de Tukey et les
losanges jaunes indiquent les moyennes du N total (%). Les lettres de la légende représentent le type d’amende-
ment : A (boues aquaponiques), D (drêches), I (jus de bokashi), T (témoin négatif), T+ (compost commercial).

5.4 Analyse des paramètres biologiques du sol

5.4.1 MicroResp

L’analyse statistique du taux d’émission de CO2 selon le type d’amendement a été réalisée
grâce à une ANOVA, son résultat est indiqué dans le Tableau 14 et illustré en Figure 25.
Celui-ci met en évidence une différence significative, la p-valeur étant inférieure au seuil de
significativité (0,05). Le test de Tukey indique une différence de moyenne entre la modalité
T+ et les autres. Le taux d’émission est significativement moins élevé dans les blocs amendés
avec du compost commercial.
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TABLE 14 – Résultats de l’ANOVA sur les résultats du kit MicroResp. Les "*" indiquent le niveau de significa-
tivité du test statistique.

ANOVA Df p-valeur

amendement 4 2.99e-4***
résidus 10

FIGURE 25 – Taux de respiration microbienne mesuré grâce au kit MicroResp (ug/g/h). Les lettres a et b repré-
sentent le résultat du test de Tukey et les losanges jaunes indiquent les moyennes du taux de respiration micro-
bienne. Les lettres de la légende représentent le type d’amendement : A (boues aquaponiques), D (drêches), I
(jus de bokashi), T (témoin négatif), T+ (compost commercial).

5.4.2 FDA

L’analyse statistique de l’activité enzymatique reprise dans le Tableau 15 révèle une diffé-
rence significative entre la modalité « drêches » et les quatre autres modalités, comme illustré
en Figure 26. L’activité enzymatique est significativement plus importante dans les parcelles
ayant été amendées avec les drêches.

TABLE 15 – Résultats de l’ANOVA sur les valeurs de la FDA. Les "*" indiquent le niveau de significativité du
test statistique.

ANOVA Df p-valeur

amendement 4 6.69e-3**
résidus 10
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FIGURE 26 – Activité enzymatique par type d’amendement. Les lettres a et b représentent le résultat du test de
Tukey et les losanges jaunes les moyennes de l’activité enzymatique. Les lettres de la légende représentent le
type d’amendement : A (boues aquaponiques), D (drêches), I (jus de bokashi), T (témoin négatif), T+ (compost
commercial).

5.4.3 qPCR

L’analyse statistique réalisée sur les données concernant les quantités de gènes 16S et 18S
et reprise dans le Tableau 16 n’a révélé aucune différence significative entre les différentes
modalités de l’étude. Il n’y a donc pas de différence significative entre les quantités moyennes
de bactéries et de champignons en fonction du type d’amendement organique.

TABLE 16 – Résultats des ANOVA de la quantité de gènes 16S et 18S.. Les "*" indiquent le niveau de signifi-
cativité du test statistique.

ANOVA ANOVA 16S Kruskal-Wallis 18S

Df p-valeur Df p-valeur

amendement 4 0,813 4 0,08566
résidus 10 10

Les moyennes et écarts types des quantités de gènes bactériens (16S) et fongiques (18S) sont
reprises dans le Tableau 17. Un rapport 18S :16S (champignons :bactéries) a également été
calculé car ce ratio peut servir d’indicateur pertinent de l’état de fonctionnement microbio-
logique du sol. Un rapport supérieur à 1 indique une dominance de la population fongique,
et vice-versa dans le cas d’un rapport inférieur à 1. Les résultats indiquent que les moda-
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lités « témoin positif », « témoin négatif » et « bokashi » présentent une forte domination
de la population bactérienne. Seules les modalités « drêches » et « boues aquaponiques » se
rapprochent d’un équilibre bactéries-champignon.

TABLE 17 – Valeurs moyennes et écarts-types des quantités de gènes 16S et 18S par modalité et ratio 18S :16S.
Les lettres de la légende représentent le type d’amendement : A (boues aquaponiques), D (drêches), I (jus de
bokashi), T (témoin négatif), T+ (compost commercial).

Quantité de
gènes (nb.g-1)

T+ T D A I

16S 7.79×106

±4.58×106

1.16×107

±2.17×106

1.14×107

±4.25×106

1.13×107

±6.17×106

1.04×107

±3.62×106

18S 2.968×106

±1.08×106

3.055×106

±1.05×106

1.034×107

±5.82×106

8.567×106

±7.98×106

3.244×106

±1.41×106

18S :16S 0.38 0.26 0.90 0.76 0.31
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6 Discussion et conclusion

L’objectif de ce travail est d’évaluer la productivité et la fertilité d’un sol cultivé selon les
principes du SPIN farming, en appliquant quatre amendements innovants comparés à un té-
moin non amendé. Cette évaluation a porté sur la mise en lien de la quantification de la
biomasse aérienne des légumes cultivés avec certaines caractéristiques chimiques et biolo-
giques du sol. En entamant cette discussion, il est important de noter le caractère climatique
exceptionnel de ce printemps 2024 marqué par des températures anormalement douces, une
insolation déficitaire et des précipitations excessives au cours des mois d’avril, mai et juin
(données complètes disponibles en Annexe 7). Le Tableau 18 montre le caractère atypique
de ce printemps 2024 en comparaison avec les normales saisonnières. Ces conditions météo-
rologiques ont provoqué des retards de croissance ainsi que des invasions de bioagresseurs
tels que les limaces favorisés par l’humidité intense et les températures douces. Les résultats
observés doivent donc être interprétés en prenant en compte cette météo anormale.

TABLE 18 – Comparaison des données météorologiques du printemps 2024 avec les normales (1991-2020)
(source : Météo Belgique).

Saison Printemps 2024 Normales (1991 - 2020)

Température 11.6°C 10.5°C
Insolation 367.9 h 495.3 h
Précipitations 285.2 mm 165.9 mm
Jours Précip. 63 j. 43.6 j.

En premier lieu, l’analyse des éléments disponibles (P, K, Mg, Ca) permet d’établir certaines
tendances. Les valeurs mesurées semblent indiquer un maintien des quantités de ces éléments
par rapport aux mesures d’avant expérimentation dans tous les cas de figure sauf pour le té-
moin non amendé. Cela pourrait signifier qu’aucun des amendements testés n’a engendré
de déficit ou de surplus en éléments nutritifs. Le fait que les teneurs en éléments aient peu
évolué en comparaison avec les analyses chimiques précédentes peut être expliqué par la ri-
chesse initiale en éléments du sol étudié mais aussi par sa texture limoneuse et sa richesse en
MO qui lui confèrent une CEC (capacité d’échange cationique) élevée (Yunan et al., 2018).
Cependant, une tendance à l’appauvrissement peut être progressivement observée dans le té-
moin non amendé, signe que les amendements organiques apportés permettent un meilleur
maintien de la fertilité chimique du sol. Les données moyennes complètes de l’année pré-
cédente sont retrouvables en Annexe 9. Ce résultat est cohérent avec les recherches menées
sur les effets des amendements organiques sur la fertilité chimique du sol. En effet, il a été
démontré que l’apport fréquent de MO enrichissait le sol en nutriments essentiels au long
terme en formant un pool de matière disponible pour la minéralisation (Ramzan et al., 2021;
Chen et al., 2018).
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La comparaison entre le COT mesuré dans le sol de la parcelle et le COT moyen (11.9 gC/kg)
retrouvé dans les sols cultivés de la région limoneuse indique des niveaux de C plus élevés sur
la parcelle WASABI (Genot et al., 2011). Cette valeur de COT peut être considérée comme
ayant une grande influence sur la qualité du sol étudié. Elle est également importante car les
sols wallons sont actuellement menacés par la perte de leur C organique, comme l’indique le
projet CARBIOSOL mené par le SPW, l’Uliège et l’UCL (Chartin et al., 2015). Cette valeur
haute peut en partie être expliquée par l’historique de la parcelle. Celle-ci a en effet été oc-
cupée par un verger conservatoire pendant de nombreuses années avant d’être reconvertie en
parcelle maraîchère. Cette association entre arbres et prairie permanente a sans doute permis
l’accumulation de C organique dans le sol (Mahajan et al., 2019). De plus, lors de la conver-
sion de la parcelle, les racines des arbres abattus sont restées enterrées, devenant une source
de C très stable. Les résultats de l’analyse chimique du sol concernant le COT indiquent une
différence entre les parcelles amendées et le témoin négatif, avec une tendance à l’appau-
vrissement pour les blocs non amendés. Concernant la modalité « drêches », ces résultats
corroborent ceux disponibles dans la littéralure Cacace et al. (2022) et Aboukila et al. (2018)
ont déjà montré que l’épandage de drêches permettrait un maintien voire une augmentation
du contenu en C organique . Pour le jus de bokashi, Voltr et al. (2021) indiquent que l’ap-
plication de lixiviats issus de processus de fermentation de MO, pouvant être comparés à du
jus de bokashi, a un impact neutre ou faiblement positif sur ce COT en raison de la faible
quantité de matière sèche contenue dans ce type de produits. Enfin, il a aussi été montré que
l’application de boues aquaponiques à long terme permettait une augmentation du contenu
en C organique (Abdelraouf, 2019).

Cette quantité importante de C organique peut être mise en lien avec le rapport C/N observé
sur la parcelle. Comme expliqué dans le paragraphe précédent, les valeurs de COT ne sont pas
significativement différentes entre les modalités amendées de notre étude, mais Ostrowska &
Porębska (2015) indiquent que le ratio se modifie généralement en fonction des quantités d’N
en présence car cette valeur peut fluctuer de manière bien plus important que le COT. L’ana-
lyse statistique ayant révélé une quantité d’N significativement plus élevée pour la modalité «
drêches » peut expliquer la tendance à la diminution du rapport C/N de cette modalité. Cette
information permet également d’émettre une hypothèse expliquant le déficit de croissance
des légumes des modalités T+, T, I et A qui auraient manqué d’azote au cours de leur déve-
loppement.

Ce potentiel déficit en N sur les modalités T+, T, I et A peut tout d’abord s’expliquer par les
conditions d’applications des amendements. Les modalités liquides A et I ont été appliquées
dans des conditions très pluvieuses favorables au lessivage et à la lixiviation des éléments
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apportés (Jabloun et al., 2015). De plus, les deux traitements n’ont pas pu être appliqués
comme prévu dans le plan expérimental. Dans le cas du bokashi, la production de jus était
trop irrégulière et trop faible, ce qui ne permettait pas d’atteindre l’objectif de deux traite-
ments par semaine. Pour les boues aquaponiques, celles-ci n’ont plus pu être fournies après
la cinquième semaine de traitement en raison de problèmes sanitaires dans l’unité de produc-
tion aquaponique. Ces difficultés peuvent expliquer pourquoi les légumes implantés sur ces
modalités ont eu des rendements semblables à ceux implantés sur les parcelles non amendées
(témoin négatif). Les différences de biomasse retrouvées entre le témoin positif et la modalité
« drêches » pourraient elles être à leur tour expliquées par les différences de contenu initial
en azote et de rapport C/N des amendements. Ces différences de composition ont pu mener
à un avantage pour les légumes de la modalité « drêches », car ceux-ci ont eu accès à de
plus grandes quantités d’N rapidement. En effet, la quantité d’azote disponible est l’un des
principaux facteurs limitant la croissance et la productivité des végétaux et un déficit de cet
élément mène à d’importantes diminution de la biomasse produite (Ramezanifar et al., 2022).
De plus, l’étude de Eriksen et al. (1999) sur les effets de plusieurs doses de compost sur la
croissance du maïs a mis en évidence la nécessité de complémenter l’amendement avec une
fertilisation azotée, car le rapport C/N élevé du compost peut créer des phénomènes d’immo-
bilisation du N. En addition, Giannakis et al. (2014) observent des diminutions de rendement
de laitues et de tomates produites en pot dès l’ajout de 50 T/ha de compost. Ils émettent la
même hypothèse d’immobilisation de l’N pour expliquer cette diminution.

La valeur du pH KCl montre que le sol est plutôt acide, avec des valeurs inférieures à l’opti-
mum de 6,5 (Genot et al., 2011). Le statut acido-basique influence de nombreux paramètres
d’importance tels que la structuration du sol, l’activité microbienne et la disponibilité des
éléments nutritifs (Neina, 2019). L’acidité du sol est liée à des problèmes de toxicité de cer-
tains éléments tels que l’aluminium ou le manganèse, de même qu’elle est en lien avec des
carences en calcium et en phosphore. Cette acidification peut parfois aussi être responsable
d’une diminution de la croissance du système racinaire, qui mène à des plantes à la croissance
lente et au rendement bas (Tang et al., 2013). Une autre piste explicative de la différence de
rendement observée entre la modalité « drêches » et les autres est que les légumes de cette
modalité ont été moins influencés par l’acidité du sol que les autres. Cela pourrait être expli-
qué par le fait que l’ajout de MOs solides telles que les drêches peut parfois augmenter le pH
du sol pendant un ou deux mois avant que celui-ci ne retombe à son niveau initial (Haynes &
Mokolobate, 2001). Cependant, selon Walker et al. (2004) qui a réalisé une étude en pot sur
l’effet du compost sur des sols acides ensemencés avec du chénopode blanc (Chenopodium

album L.), le compost commercial du témoin positif aurait dû produire un effet semblable et
donc pareillement favoriser les légumes, ce qui n’a pas été observé. Il est également impor-
tant de noter que le pH n’a pas évolué depuis le début de la mise en culture de cette parcelle,
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et que les rendements précédents n’avaient pas semblé être affectés par cette acidité.

Le pH du sol influence aussi la vie microbiologique de manière conséquente en modifiant la
composition des communautés microbiennes ainsi que leur activité (Aciego Pietri & Brookes,
2008). Cette mesure du pH peut être reliée aux mesure de biomasse microbienne réalisées
par qPCR. Si l’analyse statistique des quantités de gènes 16S et 18S n’indique aucune diffé-
rence significative entre les différentes modalités de l’étude, le rapport 18S :16S lui indique
une dominance bactérienne pour toutes les modalités. La littérature indique qu’un pH du sol
acide est généralement relié à une dominance de la population fongique (Strickland & Rousk,
2010), de même qu’un rapport C/N élevé est généralement lié à d’importantes populations
fongiques, ce qui diffère avec les résultats obtenus dans ce travail. Cependant, d’autres études
affirment que les modifications de pH peuvent avoir un effet très variable sur les populations
fongiques car d’autres facteurs tels que le travail du sol ou la présence d’arbres (phénomène
d’ectomycorhize) semblent les influencer plus encore (Högberg et al., 2006; Wan et al., 2015;
Djemiel et al., 2023). D’autres études indiquent que les communautés fongiques ont une
gamme de tolérance de pH trop large que pour expliquer le développement ou non de cette
communauté fongique (Strickland & Rousk, 2010; Wheeler et al., 1991). Selon Wang et al.
(2019), les écosystèmes bactériens ont tendance à être caractérisés par une forte disponibilité
en nutriments et une présence de MO facilement dégradable tandis que les écosystèmes à
dominance fongique ont les caractéristiques inverses. L’hypothèse est que les bactéries pré-
fèrent les niches écologiques leur proposant des substrats nutritif aisément décomposables
tandis que les champignons favorisent les MO plus complexes. Cette explication donne une
piste de compréhension de la dominance bactérienne retrouvée au sein de la parcelle de SPIN
farming, et peut être mise en lien avec la Figure 27 qui lie le stade écologique du sol étudié,
le rapport F :B et le type d’agriculture pratiquée.

FIGURE 27 – Succession écologique dans le sol et ratio champignons/bactéries à viser pour le système de
culture. (source : Centre de développement de l’agroécologie).
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Les valeurs du ratio F :B calculées lors de ce travail varient entre 0,26 et 0,9. Il semble que
les modalités « témoin positif », « témoin négatif » et « bokashi » présentent de gros dés-
équilibres entre les communautés bactériennes et fongiques. La modalité « drêches » est la
plus équilibrée tandis que la modalité « boues aquaponiques » est intermédiaire. L’étude de la
composition des populations microbiennes par qPCR de Djemiel et al. (2023), qui a été réali-
sée sur plus de 2000 échantillons récoltés sur la plus grande diversité possible de sols à travers
toute la France a révélé des ratios F :B variant entre 0,2 et 12,15. Cette étude confirme que les
sols anthropisés et cultivés intensivement présentent généralement les ratios les plus faibles,
et que l’abondance des population fongique est fonction du niveau de travail et d’utilisation
du sol. Dans un système de SPIN farming aux rotations très rapides et pratiquant un travail
du sol, il peut donc être logique de retrouver une forte dominance bactérienne. de Vries et al.
(2006) indiquent également que le travail du sol brise les réseaux mycéliens, défavorisant
le développement des communautés fongiques. Cependant, certaines valeurs calculées sont
étonnamment basses et se rapprochent même des valeurs calculées pour les sols désertiques
(0,2) dans l’étude de Fierer et al. (2005). Ces différences peuvent dans un premier temps s’ex-
pliquer par les différences de protocoles. Djemiel et al. (2023) soulignent le risque de biais
important dus à la difficulté d’extraire l’ADN d’une matrice aussi solide que le sol ainsi qu’à
la variabilité entre les kits commerciaux d’extraction. Elles mettent également en évidence
le biais lié à la variation du nombre de copies du gène, en particulier pour les champignons
qui possèdent des cellules multinucléées. Une autre piste d’explication est liée aux conditions
météorologiques de cet essai qui ont été, comme dit précédemment, très humides par rapport
aux normales saisonnières. L’étude de Bragazza et al. (2015), qui a recensé la composition
des communautés microbiologiques le long d’un gradient d’altitude en Suisse, a exprimé le
fait que les communautés bactériennes ont tendance à prendre le dessus sur les communautés
fongiques lorsque les conditions du sol sont plus anoxiques, par exemple lorsque celui-ci est
saturé en eau. En addition à cela, il est important de noter qu’il s’agit d’une mesure ponctuelle
qui donne une information a un instant précis et qui doit être complétée par des analyses com-
plémentaires.

Concernant l’analyse de la respiration microbienne réalisée avec le kit MicroResp, les valeurs
obtenues dans ce travail oscillent entre 0,26 et 0,53 µg CO2-C/g/h et ne présentent pas de dif-
férence significative à l’exception de la modalité T+ qui tend à être inférieure. Ces résultats
assez homogènes peuvent en partie s’expliquer par l’homogénéité globale des sols étudiés.
En effet, la variation de la texture, du pH, du COT et du type d’utilisation du sol influencent
fortement la respiration microbienne (van Diepeningen et al., 2006; Creamer et al., 2016).
Dans le cas de cette étude, ces paramètres varient peu entre les différents blocs. Les résultats
peuvent aussi être mis en lien avec les valeurs rapportées par Vincent et al. (2019). Leur étude
de la respiration microbienne sur les sols wallons a révélé des valeurs oscillant entre 0,15 et
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0,3 en agriculture conventionnelle et entre 0,2 et 0,5 en agriculture biologique. Les valeurs
obtenues dans ce travail sont donc cohérentes avec celles des sols agricoles wallons culti-
vés en bio. Il est cependant étrange que les valeurs du témoin positif soient inférieures aux
autres. García-Orenes et al. (2010) et Carpenter-Boggs et al. (2000) affirment que l’apport
de compost au sol augmente la respiration microbienne en augmentant la quantité de MO
et de nutriments disponibles, ce qui engendrerait une stimulation de l’activité microbienne.
Une hypothèse est que le compost apporté représenterait une MO plus stable et plus diffi-
cilement biodégradable que celles composant les autres amendements (Annabi et al., 2009;
Vincent et al., 2019). Il faut également faire attention au fait que cette mesure a été réalisée
de manière ponctuelle, la respiration microbienne étant influencée par des facteurs tels que la
variabilité saisonnière et la disponibilité de l’eau (Vincent et al., 2019; Schnecker et al., 2023).

L’analyse de l’activité enzymatique microbiologique par l’hydrolyse de la FDA a révélé une
activité enzymatique plus importante de la modalité « drêches » par rapport aux autres. Kos-
tecki & Greinert (2024) a également observé que l’application de coproduits de l’activité
brassicole résultait en une augmentation de l’activité enzymatique au sein des sols, même si
ce résultat variait en fonction de la texture du sol étudié. Une activité enzymatique supérieure
suggère une augmentation de la vitesse de minéralisation de la MO et donc des quantités de
nutriments disponibles plus importantes (Gajda et al., 2016; Hernández et al., 2020). Les ré-
sultats de l’analyse de l’activité enzymatique peuvent être mis en lien avec le fonctionnement
des cycles biogéochimiques du sol, en différenciant le fonctionnement du cycle de l’azote et
du carbone. La différence entre les valeurs de la FDA sur la modalité « drêches » et sur les
autres modalités pourrait provenir du cycle du N qui serait plus efficace. Cette activité enzy-
matique pourrait donc être expliquée par une minéralisation des MO riches en N plus intense
sur les blocs amendés avec des drêches (Kumar et al., 2024). Cependant, l’hydrolyse de la
FDA ciblant de nombreuses enzymes microbiennes de manière indifférenciée, il n’est pas
possible de confirmer cette hypothèse sans analyses supplémentaires. Un lien peut également
être fait avec le rapport C/N bas de la modalité « drêches » ainsi qu’avec le rapport F :B plus
équilibré, qui sont en accord avec une minéralisation plus rapide et une activité enzymatique
plus intense que dans les autres modalités.

Pour aller plus loin dans cette discussion, il est intéressant de comparer la productivité végé-
tale des différents blocs de la parcelle avec les résultats et modalités des essais déjà réalisés
sur les trois amendements innovants. Au sujet des drêches de brasserie, le première essai
conduit à ce sujet par Mbagwu & Ekwealor (1990) sur des sols tropicaux avait déjà rapporté
des effets positifs sur la production de maïs. Les auteurs expliquent ce gain de productivité
d’une part par l’amélioration de propriétés physiques de ces sols (stabilité des agrégats et la
capacité de rétention d’eau) et d’autre part par les apports en N, P, K, Ca et Mg de la drêche.
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De plus, la récente étude de Cacace et al. (2022), portant sur les effets de l’application de
drêches fermentées ou non, indique que les légumes amendés présentent des rendements su-
périeurs en comparaison avec des témoins non amendés sur les sols alcalins méditerranéens.
Ces résultats sont expliqué d’après les auteurs par l’apport de MO qui constitue une réserve
de nutriments et l’augmentation de l’azote total contenu dans le sol, ce qui est cohérent avec
les résultats du présent travail (Cacace et al., 2022).

Aboukila et al. (2018) a réalisé une comparaison entre l’application de compost commer-
cial et de drêche de brasserie dans des cultures de courges en pot, sur des sols collectés en
milieu méditerranéen. Celle-ci présente des résultats qui s’accordent avec ceux de ce travail
de fin d’étude. En effet, il semble que l’application de drêches soit plus efficace que celle
de compost pour augmenter le rendement. L’étude souligne aussi l’intérêt économique de
l’utilisation de la drêche qui n’engendre presque aucun frais à la place du compost dont le
processus de maturation est long et couteux. Il est cependant complexe de transposer ces
résultats directement à notre étude car les quantités appliquées dans les pots sont des ratios
précisément calculés en fonction de la masse de terre en présence, ce qui est complexe à réa-
liser dans le cas d’une culture en pleine terre.

L’étude de Kostecki & Greinert (2024) confirme aussi que l’incorporation de drêches de
brasserie permet d’enrichir le sol en MO et en nutriments essentiels au développement des
plantes. Elle indique également une influence sur les communautés microbiologiques du sol,
celle-ci étant très variable en fonction de la texture du sol et des quantités appliquées. Elle
met également en garde contre un risque d’application excessive des drêches, notamment
aux doses supérieures à 5T/ha, à cause des excès d’N pouvant polluer les eaux et mener à
des phénomènes d’eutrophisation. En addition à cela, Amenkhienan & Isitekhale (2020) sou-
lignent que l’effet de l’application des drêches sur le rendement est dose-dépendant et que
les plus hautes doses appliquées ne mènent pas aux rendements les plus importants dans la
culture du sorgho. L’étude préconise des doses de 6T/ha pour un rendement optimal, ce qui
est cohérent avec la dose appliquée dans ce travail de fin d’étude. En comparaison, la dose de
8T/ha également testée sur le sorgho n’apporte pas de gain de rendement supplémentaire, et
les plantes traitées avec 6T/ha ont même une hauteur et une surface foliaire significativement
supérieures à celles du traitement de 8T/ha. Mbagwu & Ekwealor (1990) avaient également
observé les rendements du maïs cultivé en pot en appliquant des taux de drêches de 0, 25,
50 et 100%. Ils ont relevé une diminution du rendement une fois le taux optimal de 25% de
drêches pour 75% de sol dépassé. Il faut cependant souligner que le type de sol, la culture en
place, le climat et la richesse en éléments nutritifs initiale sont les facteurs les plus importants
à prendre en compte pour déterminer la dos à appliquer. En effet, des différences de quan-
tités importantes ont pu être retrouvées dans la bibliographie, avec notamment Cacace et al.

50



(2022) qui appliquent une dose équivalent à 25 T/ha dans leur essai en pot qui se focalise
sur la culture de pommes de terre sur des calcisols très pauvres en MO et en N. Il est donc
nécessaire d’étudier les caractéristiques particulières du sol et d’adapter la dose aux besoins
des cultures en place. Un travail de fin d’études étudiant les effets de différentes doses de
drêches sur la culture de laitues est actuellement en cours au sein de la faculté Gembloux
Agro-Bio Tech et devrait apporter des éclairages au sujet de la dose optimale à appliquer.

Les résultats de biomasse aérienne obtenus pour les traitements aux boues aquaponiques pré-
sentent des différences avec ceux retrouvés dans la littérature. Des travaux ont comparé des
légumes produits en aquaponie et en pleine terre, amendés grâce aux boues aquaponiques.
Ils indiquent que les boues aquaponiques directement appliquées sur le sol ont le potentiel
d’apporter des nutriments essentiels aux plantes, d’augmenter les taux de MO du sol et de
constituer un apport de bactéries saines qui renforcent le réseau trophique du sol. Ces amé-
liorations peuvent mener à des augmentations de la croissance végétale et du rendement final
des légumes. Les études montrent cependant aussi la pauvreté en K des boues aquaponiques,
qui peut constituer un frein pour la croissance végétale (Lenz et al., 2021; Fruscella et al.,
2023). Les boues aquaponiques ont également été utilisée directement comme remplacement
à l’eau d’irrigation dans l’étude d’Abdelraouf (2019) et ont eu une influence positive sur la
productivité végétale ainsi que sur plusieurs paramètres de la fertilité chimique et biologique
du sol. En addition, Brod et al. (2023) indiquent que les boues peuvent représenter une bonne
source de N pour les cultures, mais que la qualité et la quantité d’N varie très fortement en
fonction du type d’aquaculture réalisée et qu’il est nécessaire d’avoir une connaissance fine
de la composition de ces résidus pour les utiliser efficacement. De plus, cette étude a égale-
ment démontré que les boues aquaponiques présentaient des déséquilibres de composition,
avec un contenu en K généralement trop faible et un rapport N/P bas. Cela porte à croire que
les boues aquaponiques seules ne permettent pas de répondre à tous les besoins nutritifs des
plantes, ce qui représente une première piste d’explication des rendements faibles obtenus
pour cette modalité. La thèse de Delaide (2017) a étudié la composition chimique des boues
récupérées dans un système de production aquaponique à la Faculté de Gembloux Agro-Bio
Tech. Elle confirme la faiblesse du contenu en K des boues aquaponiques et leur grande ri-
chesse en P. En addition à cela, une explication tangible pour expliquer les rendements faibles
mesurés au cours de ce travail est liée aux conditions météorologiques particulièrement plu-
vieuses qui ont pu mener à une lixiviation des éléments nutritifs apportés. Cette explication
peut être complétée en considérant le mode d’application des boues aquaponiques, diluées
dans de l’eau selon un ratio 1 :10. Dans les études considérée ci-dessus, les boues sont pla-
cées à décanter afin de dissocier au maximum l’eau des MO puis récupérées et appliquées
sans dilution.
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Au sujet de l’application du jus de bokashi, les résultats de rendement sont aussi différents de
ceux attendus après revue de la littérature. Les études menées sur les effets de l’application
de thé de bokashi rapportent des effets positifs avec notamment une meilleure croissance
racinaire, une capacité photosynthétique augmentée et une amélioration du rendement (Lind,
2014; Buang, 2019; Xu et al., 2001; Lin et al., 2021). De plus, les EM contenus dans le jus de
bokashi sont présentés comme ayant un effet bénéfique sur la croissance des plantes cultivées
en permettant une balance microbienne favorable (Avila et al., 2021). Ils sont également
capables de produire des substances bioactives telles que des enzymes et des hormones qui
exercent un contrôle sur les agents pathogènes du sol et qui accélèrent la décomposition de la
MO, rendant des éléments nutritifs disponibles pour la croissance (Javaid, 2010). Ces essais
sont cependant généralement menés en pot et/ou dans des conditions bien plus contrôlées que
celles de ce travail de fin d’étude (serre, hydroponie, . . .). La différence avec les effets attendus
peut donc être en partie expliquée par les conditions d’application pluvieuses provoquant
le lessivage des éléments et microorganismes. De plus, les analyses chimiques du jus de
bokashi produit durant cette expérimentation ont révélé des quantités faibles en éléments
nutritifs. Une comparaison avec la composition d’engrais commerciaux liquides utilisables
en agriculture biologique montre que le jus contient des quantités bien inférieures en NPK
comme l’indique la Figure 28.

FIGURE 28 – Composition d’un fertilisant liquide adapté à un usage en agriculture biologique (source : FRAYS-
SINET).

De plus, la dose appliquée (dilution 1 :1000) est la plus petite parmi celles retrouvées dans
la littérature en raison de l’impossibilité technique de produire de grands volumes de jus de
bokashi. L’essai de Buang (2019) conseille plutôt une dilution de 30 :1000, appliquée de ma-
nière hebdomadaire pour un résultat optimal. Il est donc probable que la dose choisie ait été
trop faible que pour produire des effets significatifs.

Complétons ces considérations en comparant les rendements obtenus au cours de cette étude
avec les rendements de référence attendus. Concernant la production d’épinards, le Centre In-
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terprofessionnel Maraîcher estime que les rendements moyens se situent entre 12 et 25 T/ha
(valeurs consultables en Annexe 10). Ces valeurs sont cohérentes avec les résultats obtenus
pour les épinards de la modalité « drêches », qui atteignent un rendement d’environ 14 T/ha.
Par contre, les 4 autres modalités de l’étude ont des rendements oscillant entre 4,5 et 6 T/ha
ce qui est largement en dessous des normes attendues en Wallonie. Au sujet de la produc-
tion de laitues, le CIM donne uniquement des valeurs de référence en nombre de laitues par
hectare. Dans le cas de notre étude, la comparaison avec ces valeurs n’apporte pas d’informa-
tion pertinente puisque la densité de plantation était différente des normes de la production
industrielle. Il est cependant possible de se référer aux valeurs du Groupe de Recherche en
Agriculture Biologique (GRAB), qui indiquent que le poids moyen attendu pour une laitue
feuille de chêne oscille entre 300 et 600g. Dans le cas de notre étude, le poids moyen d’une
laitue feuille de chêne de la modalité « drêches » est de 570g, tandis que le poids moyen d’une
laitue des 4 autres modalités varie entre 170 et 300g. Elles sont donc à nouveau inférieures à
la moyenne normale. Il est également important de souligner que les légumes de la modalité
D ont à chaque fois atteint leur stade mature plus rapidement que les autres. D’un point de
vue commercial et productif, il semble donc que les drêches représentent le meilleur moyen
d’amender le sol. Celles-ci ont en effet été les seuls capables de maintenir un niveau de pro-
duction suffisant dans les conditions climatiques de ce printemps 2024. Cela représente un
avantage non négligeable dans le cas du SPIN farming qui nécessite des successions rapides
et précisément programmées.

Enfin, une autre comparaison entre les trois amendements peut se baser sur leur facilité d’ac-
quisition, de production et d’utilisation. En premier lieu, les drêches sont un coproduit du
processus de brassage qui peuvent facilement être acquises de manière gratuite grâce à des
arrangements informels avec des brasseries locales. Avec 417 brasseries répertoriées sur le
territoire belge et plus de 23 millions d’hectolitres brassés chaque année selon l’ASBL des
Brasseurs Belges, il semble que l’approvisionnement en drêches soit assuré pour les maraî-
chers. La récupération et le stockage de celles-ci est simple puisqu’il suffit de les entreposer
en tas avant utilisation. Il faut cependant veiller à ce que les drêches ne restent pas trop long-
temps à l’air libre avant d’être utilisées car celles-ci pourrissent assez rapidement, provoquant
des nuisances olfactives. L’utilisation des drêches est également assez aisé puisqu’il suffit de
les appliquer sur la surface et d’homogénéiser celle-ci à l’aide d’un motoculteur. Elle est éga-
lement raisonnablement chronophage puisqu’il suffit d’une application unique avant le début
de la culture. En second lieu, la production du jus de bokashi nécessite également des drêches,
toujours aisément accessibles et de l’herbe coupée qui peut être rapidement tondue. Elle de-
mande cependant plus de temps et de matériel. Il est nécessaire d’investir dans plusieurs
seaux commerciaux (4 dans cette étude) de production pouvant couter jusqu’à 45 C/seau ou
d’en confectionner soi-même, ce qui représente une perte de temps. De plus, le remplissage

53



représente une étape supplémentaire après réception des drêches de brasserie qui doit de plus
être répétée toutes les 3 semaines pour une production en continu. L’application doit être
réalisée au minimum une fois par semaine, ce qui est également un surplus de travail. En-
fin, les boues aquaponiques peuvent également être accessibles gratuitement, mais elles sont
plus difficiles d’accès. Un recensement repris sur le site du Parlement de Wallonie et datant
de 2020 a comptabilisé 13 structures aquaponiques en Belgique. Une fois récupérées, elles
sont aisément applicables à l’aide d’un arrosoir. Cependant, le traitement doit être réalisé de
manière hebdomadaire, ce qui augmente aussi l’aspect chronophage de cette pratique.
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7 Conclusion et perspectives

Le présent travail de fin d’étude est le premier réalisé sur les composantes chimiques et bio-
logiques de la fertilité en fonction du type d’amendement organique appliqué sur la parcelle
de SPIN farming. Une conclusion principale en ressort : l’utilisation de drêches de brasse-
rie comment amendement organique est l’option la plus prometteuse des modalités testées.
Elle semble être la plus facile d’accès et la moins chronophage, et son utilisation a permis
d’obtenir des rendements en épinards et en laitues nettement supérieurs aux autres modalités.
Les drêches ont également permis de maintenir un niveau de production conforme normes
wallonnes malgré les conditions météorologiques difficiles. Les pistes d’explication de ce
résultat sont l’apport en N supplémentaire et la stimulation de l’activité microbiologique du
sol. De nombreuses hypothèses ont également pu être émises, elles appellent à la poursuite
du travail entamé afin de pouvoir tirer de nouvelles conclusions plus significatives. Cela per-
mettra de suivre au mieux l’évolution de la fertilité du sol au long terme dans les conditions
particulières de la parcelle de SPIN farming. La poursuite de ces analyses permettra aussi de
mettre en lumière les effets des amendements organiques testés dans des conditions clima-
tiques différentes de celles de cette année 2024. Les résultats de rendement faibles obtenus
pour les modalités « boues aquaponiques », « bokashi » et « témoin positif » sont en partie
expliqués par le phénomène de lessivage des éléments aggravé par la météo pluvieuse et par
des quantités appliquées trop faibles. Il sera donc important de réfléchir à la manière dont la
parcelle sera amendée pour la poursuite de l’essai.

Les doses appliquées ont été choisies de manière arbitraire après une revue de la bibliogra-
phie existante à ce sujet et en fonction des possibilités techniques sur le terrain. Concernant le
jus de bokashi, les résultats portent à croire que les quantités appliquées étaient insuffisantes.
Cependant, la production régulière et en grande quantité de ce jus a posé problème tout au
long de ce travail. Celle-ci était trop hétérogène malgré une très bonne répétabilité du pro-
tocole de remplissage des seaux et il était complexe de réaliser le traitement comme prévu.
Une solution intéressante serait de conserver le procédé du bokashi mais d’utiliser sa fraction
solide. Plusieurs études démontrent déjà la possibilité d’utiliser cette fraction solide comme
un amendement organique (Quiroz & Céspedes, 2019; Ginting, 2019; Olle, 2021), et un essai
de bokashi solide réalisé au départ de drêches de brasserie ayant donné des résultats encou-
rageants à même déjà eu lieu (Biller, 2018). Il serait dès lors possible de réaliser ce procédé
à partir de tas de drêches ensemencés puis couverts hermétiquement par des bâches. Ainsi la
quantité produite serait plus aisément prévisible, et cela diminuerait le temps de travail lié à
la production du jus. De plus, la fermentation des drêches de brasserie assure une meilleure
durée de conservation de celles-ci pour une utilisation à long terme (Cacace et al., 2022). Au
sujet de la modalité « drêches », il serait intéressant de réaliser une étude plus approfondie de
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la dose optimale à utiliser en fonction des caractéristiques particulière du sol et des cultures
ciblées. La dose actuelle semble permettre une bonne croissance des légumes, mais il serait
intéressant de vérifier qu’elle n’est pas excessive et ne mène pas à des excès d’azote. Enfin
au sujet des boues aquaponiques, la dose appliquée peut également être reconsidérée puisque
certaines études ayant eu des résultats encourageants ne diluent pas les boues avant de les ap-
pliquer. Finalement, il convient de rester prudent lors de la comparaison des différents types
d’amendements, les quantités appliquées n’étant pas nécessairement équivalentes en terme
de quantité, de forme et de biodisponibilités des éléments nutritifs essentiels pour les plantes
(notamment C et N).

D’autres pistes pourraient également être explorées pour mieux comprendre les mécanismes
à l’œuvre. En particulier, l’analyse de la fertilité physique du sol sous l’influence de diffé-
rents amendements semblerait pertinente. Il est en effet possible que l’ajout des drêches ait
eu un effet sur la structure du sol, notamment sur la stabilité des agrégats, sur la densité du
sol ou encore sur la capacité de rétention d’eau et de drainage de celui-ci (Raj Pandey et al.,
2023). La stabilité des agrégat tout particulièrement pourrait être un sujet d’étude intéressant
au vu de son importante sur la vie microbienne du sol (Brunel, 2006). L’installation de sondes
mesurant la température et l’humidité du sol permettrait aussi d’enrichir les analyses en ap-
portant des informations supplémentaires, par exemple au sujet de l’influence de la pente sur
le rendement et la fertilité.

Il pourrait également être intéressant de compléter les analyses biologiques par un séquençage
génétique afin de connaitre plus précisément les communautés microbiennes en présence et
de pouvoir avoir une meilleure idée de leur domaine d’action. Un approfondissement de
l’étude de l’activité enzymatique pourrait également être envisagé en sélectionnant d’autres
enzymes telle de la β -glucosidase. Cette enzyme est impliquée dans le cycle du carbone
car elle dégrade la cellobiose, produit de dégradation de la cellulose, en glucose qui est une
source importante d’énergie pour les microorganismes du sol. L’activité de la β -glucosidase
est de plus influencée par les pratiques agricoles mises en place. Son étude permet d’obtenir
de plus amples informations sur le cycle du C au sein de la parcelle (Adetunji et al., 2017).
De même, il pourrait être intéressant d’évaluer l’activité enzymatique des protéases très im-
portantes dans le cycle du N. Celles-ci sont actives au début du cycle car elles rompent les
liaisons peptidiques entre les différents acides aminés (Sardans et al., 2008). L’étude de ces
enzymes particulières pourrait nous permettre de valider ou non certaines hypothèses émises
à propos du cycle du C et du cycle du N dans le sol.

Il est également important de noter que le présent travail de fin d’études s’est uniquement
focalisé sur deux légumes feuilles à l’itinéraire technique semblable, pendant leur période de
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croissance au sein d’un système de SPIN farming reposant sur la diversité de ses spéculations
et sur des successions s’étalant sur 10 mois. Si dans ce cas, l’application de drêches semble
être une option avantageuse il faut tout de même élargir le champ de recherche afin de vérifier
que le système entier est performant avec cet amendement organique. Les considérations à
propos de la logistique, du coût et du temps de travail sont également basées sur cette pé-
riode réduite et sur l’espace restreint utilisé. Il semble cependant que ce système permette
de prévoir aisément les quantités d’amendement nécessaires ainsi que les heures de travail
nécessaires, grâce à l’utilisation de planches de culture de taille standardisée et à une planifi-
cation culturale précise. Il sera donc également intéressant d’évaluer ces facteurs à l’échelle
de la parcelle entière. afin de déterminer l’efficience du système de SPIN et de savoir si une
activité commerciale basée sur ces principes et sur l’utilisation des amendements locaux est
viable.
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8 Annexes

8.1 Annexe 1 : Protocole MicroResp

1. Préparation du sol pour l’expérimentation
1.1. Prélèvement et conditionnement du sol

— Échantillonnage du sol à analyser
— Tamisage du sol à l’aide d’un tamis (maille 2mm) directement après l’échantillonnage
— Stocker les échantillons au frigo (4°C) en attendant de poursuivre la manipulation

1.2. Détermination la teneur en eau de chaque échantillon
— Prélever un échantillon martyr, le peser et le placer à l’étuve (60°C pendant 3 jours)
— Peser l’échantillon après séchage
— Calculer la teneur en eau dans le sol frais

% poids sec par unité de sol frais : (masse sèche / masse fraîche) * 100
Teneur en eau du sol frais (%) : 100 - % poids sec

1.3. Déterminer la capacité maximale de rétention d’eau de chaque échantillon
— Placer la terre sèche dans un gobelet de plastique dont le fond a été perforé à l’aide

d’une aiguille
— Placer le bas du gobelet dans un berlin rempli d’eau
— Attendre que la terre soit complètement gorgée d’eau puis peser l’échantillon humi-

difié
— Calculer la capacité maximale de rétention d’eau de l’échantillon par unité de sol sec

(%)

((masse humide – masse sèche) /masse sèche) * 100

1.4. Ajuster la teneur en humidité des échantillons de sol à 30% de la capacité maximale de
rétention d’eau

— Peser un échantillon de sol frais dans une cupule en aluminium
— Calculer le pourcentage de la capacité maximale de rétention d’eau déjà présent dans

l’échantillon

teneur en eau du sol frais (%) / capacité maximale de rétention d’eau (%)

— Calculer la masse sèche de l’échantillon

% poids sec * masse fraiche de l’échantillon

— Calculer la masse d’eau du sol frais de l’échantillon
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teneur en eau du sol frais (%) * masse fraiche de l’échantillon

— Calculer la masse d’eau du sol à 30% de sa capacité maximale de rétention d’eau

30% * capacité maximale de rétention d’eau (%) * masse sèche

— Calculer la masse d’eau à ajouter au sol frais pour qu’il atteigne 30% de sa capacité
maximale de rétention d’eau

masse d’eau du sol à 30% de la capacité maximale de rétention d’eau – masse d’eau
dans le sol frais

1.5. Remplissage de la plaque à puits profonds
— Placer sur la plaque à puits profonds le dispositif de remplissage et la plaque de plexi-

glass coulissante fournis avec le kit MicroResp

— Couvrir les puits vides ainsi que ceux qui ont déjà été remplis de ruban adhésif afin
d’éviter les mélanges de sol

— Remplir la plaque en changeant de sol à chaque colonne, afin d’avoir 8 répétitions de
la mesure pour chaque échantillon

— Peser l’ensemble du dispositif entre chaque colonne afin d’obtenir la masse moyenne
de sol par puits

— Laisser une colonne vide, elle servira à réaliser un blanc
— Une fois la plaque remplie, la couvrir de parafilm afin que l’eau ne s’évapore pas
— Incuber la plaque pendant 60h dans un environnement fermé et humide (boite étanche

avec un berlin d’eau) dans le but de stabiliser les sols à une humidité constante

70



2. Préparation de la microplaque de détection
2.1. Préparation de la solution d’agar purifié 3%

— Mesurer 100mL d’eau déminéralisée et peser 3g de poudre d’agar dans un bécher
— Placer le bécher sur un agitateur magnétique afin de dissoudre la poudre d’agar dans

l’eau déminéralisée
— Faire chauffer à 100°C la solution obtenue en continuant de l’agiter
— Transvaser la solution dans une bouteille en verre et la laisser refroidir quelques mi-

nutes en l’agitant manuellement
— Placer la bouteille au bain-marie à 60°C

2.2. Préparation de la solution mère indicatrice
— Mesurer 900mL d’eau déminéralisée dans une bouteille en verre d’1L
— Placer la bouteille sur un agitateur magnétique chauffant
— Attendre qu’une température d’environ 60°C soit atteinte
— Ne pas dépasser les 65°C afin d’éviter toute dégradation du rouge de Crésol
— Ajouter 18,5mg de rouge de Crésol
— Ajouter 16,77g de chlorure de potassium
— Ajouter 0,315g de bicarbonate de sodium
— Une fois le tout dissous, ajuster le volume à 1000mL avec de l’eau déminéralisée et

bien homogénéiser le tout sur l’agitateur magnétique
— Cette solution peut être stockée à 4°C et sans contact avec la lumière (entourée de

papier aluminium), sa durée de conservation peut atteindre les 6 mois
2.3. Préparation de la solution de détection

— Chauffer les deux solutions puis les placer au bain-marie à 60°C
— Combiner la solution mère indicatrice ainsi que la solution d’agar selon un ration 2 :1

(solution indicatrice : solution d’agar)
2.4. Remplissage et stockage de la microplaque de détection

— Remplir chaque puits à la micropipette avec 150 µL du mélange dès que celui-ci est
sorti du bain-marie (il faut éviter de laisser la solution trop refroidir afin que l’agar de
se gélifie pas, ce qui empêcherait le remplissage de la plaque)

— Placer la microplaque dans un dessiccateur fermé et à l’abri de la lumière
— Placer un erlenmeyer rempli d’eau ainsi qu’un pot de cristaux de chaux sodée dans

le dessiccateur afin de conserver une atmosphère humide et pauvre en CO2 pour une
conservation optimale des microplaques

— Attendre au moins 2 jours avant la première utilisation des microplaques, afin que
celles-ci aient le temps de s’équilibrer

2.5. Vérification de la conformité de la microplaque
— Lire l’absorbance à 570nm et à 20°C avec un spectrophotomètre (TECAN Spark)
— Vérifier que le pourcentage de coefficient de variance (%CoV) est bien inférieur à 5%
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%CoV = (écart-type/moyenne) * 100

3. Préparation et réalisation de la mesure 3.1. Fin du remplissage de la microplaque à puits
profonds

— Après les 60h d’incubation, enlever le parafilm de la plaque contenant les échantillons
de sol

— Ajouter 300µL d’eau distillée dans la dernière colonne comme témoin négatif (blanc)
3.2. Assemblage des différents éléments

— Recouvrir la plaque à puits profond à l’aide du tapis de fermeture en caoutchouc.
Ce tapis permet d’individualiser les échanges gazeux entre chaque puits profond et
chaque puits de la microplaque de détection.

— Emboiter la microplaque de détection sur le tapis de fermeture en caoutchouc de sorte
que le micropuits A1 corresponde au puits profond A12

— Sceller le tout à l’aide de la boite en métal du kit, afin que le dispositif soit bien
étanche

— Laisser le dispositif à incuber pendant 6h
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3.3. Mesure
— Sortir le dispositif de la boite en métal
— Décrocher la microplaque de détection du tapis de fermeture
— Mesurer l’absorbance à 570nm directement à l’aide du spectrophotomètre (TECAN

Spark)
— Replacer la microplaque de détection au dessiccateur, elle pourra être réutilisée tant

que son %CoV restera inférieur à 5%
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8.2 Annexe 2 : Extraits du manuel du kit MicroResp – Méthode de cal-
cul du taux de CO2 émis
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8.3 Annexe 3 : Protocole de dosage enzymatique (FDA)

1. Préparation du tampon phosphate
— Peser 8,7g de K2HPO4 et 1,3g de K2HPO4 dans deux cupules
— Verser les cupules dans une bouteille hermétique d’1L
— Ajouter 800mL d’eau distillée dans la bouteille
— Placer la bouteille sur un agitateur magnétique
— Mesurer le pH une fois la solution homogénéisée, il doit atteindre une valeur de 7,6
— Si le pH diffère, l’ajuter à l’aide d’un acide (HCl) ou d’une base (NaOH)
— Une fois le pH stabilisé à 7,6 ajouter 200mL d’eau distillée
— Autoclaver la bouteille durant 20 minutes à 120°C
— Conserver au frigo

2. Préparation de deux solutions mères : solution standard et substrat
— Solution standard (Fluo1) : solution contenant de la Fluorescéine

— Peser 6,7mg de fluorescéine dans un tube Falcon de 50mL
— Ajouter 13,4mL d’acétone pur
— Conserver au frigo et à l’abri de la lumière

— Solution substrat (FDA1) : solution contenant de la FDA
— Peser 50mg de FDA dans un tube Falcon de 50mL
— Ajouter 10mL d’acétone pur
— Conserver au frigo et à l’abri de la lumière

3. Préparation des échantillons de sol
— Pour chaque échantillon, peser environ 1,250g de sol dans un tube Falcon de 50mL
— Ajouter 20mL de tampon phosphate dans chaque tube
— Placer les tubes dans un agitateur à 335 RPM pendant 10 minutes
— Placer les tubes dans le sonicateur à ultrasons durant 2 minutes
— Agiter à nouveau pendant 4 minutes

4. Dilution de la solution substrat
— Mélanger 400µL de la solution FDA 1 avec 4,8mL d’acétone pur et 4,8mL de tampon

phosphate
— Réaliser cette opération avant chaque plaque et conserver le tube à l’abri de la lumière

5. Préparation des microplaques ELISA à 96 puits Chaque microplaque est composée de 12
colonnes et de 8 lignes, ce qui permet l’analyse de 11 sols différents en 8 réplicas. Une co-
lonne est réservée au « blanc » et ne contient pas de sol. Afin de réaliser la mesure, chaque
micropuits doit contenir 25µL de solution de sol, 195µL de tampon phosphate ainsi que 30µL
de solution substrat. Les mesures de fluorescence sont ensuite réalisées à l’aide d’un spectro-
photomètre (TECAN Spark). Ces mesures sont prises toutes les 5 minutes durant 2 heures, à
une température constante. Ci-dessous, un modèle de remplissage de ces microplaques.
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6. Réalisation d’une droite de calibration
— Dilution 40x de la solution standard (Fluo1) en mélangeant 200µL de Fluo1 et 7800µL

d’acétone pur pour obtenir la solution Fluo2
— Remplissage de la microplaque avec des quantités variables de Fluo2 et de solution

tampon afin d’obtenir une fluorescence croissante
— Prise de mesure grâce au spectrophotomètre, dans le cas de la droite de calibration

seule une mesure au temps 0 est nécessaire
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8.4 Annnexe 4 : Protocole de la qPCR

1. Dilution des amorces
— Mesurer 11µL de solution stock contenant les amorces

— 16S : 5’-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’
— 16S : 5’-ATT ACC GCT GCT GGC A-3’
— 18S : 5’-A[I NO] CCA TTC AAT CGG TA[ INO] T-3’
— 18S : 5’-CGA TAA CGA ACG AGA CCT-3’

— Ajouter 99µL d’H2O (dilution à 1/10)
2. Préparation des gammes de dilution pour la courbe d’étalonnage Les gammes s’étalent de
107 jusque 103 à partir d’une solution stock concentrée à 108

— 3µL de solution stock + 27µL d’eau sans nucléases = 107

— 3µL de 107 + 27µL d’eau sans nucléases = 106

— 3µL de 106 + 27µL d’eau sans nucléases = 105

— 3µL de 105 + 27µL d’eau sans nucléases = 104

— 3µL de 104 + 27µL d’eau sans nucléases = 103

3. Préparation du mix réactionnel Quantité à prévoir par puits (toujours préparer un ou deux
puits en plus en cas de problème) :

— 5µL de KAPA SYBR® Fast
— 1µL de primer Forward (16S ou 18S)
— 1µL de primer Reverse (16S ou 18S)
— 2µL d’eau sans nucléases

Attention à ne pas briser la chaine du froid au cours des manipulations (conserver les réactifs
dans la glace et à l’abri de la lumière) 4. Préparation des plaques de mesure

— Références du matériel utilisé :
— Plaques MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate
— Films Micro-Amp Optical Adhesive Film

— Remplissage :
— Ajout d’un volume de 10µL par micropuits : 9µL de mix réactionnel (pipeté à la

verticale dans le fond du puits) + 1µL d’échantillon d’ADN (pipeté sur le bord du
puits afin d’éviter de lancer la réaction)

— 3 réplicas par échantillon d’ADN
— Application du film adhésif
— Centrifugation de la microplaque pour homogénéiser

— Placer la plaque au thermocycleur (QuantStudioTM 3 Real-Time PCR System 96-
well) pour la réalisation de la mesure

— Récupération et visualisation des résultats grâce au logiciel QuantStudioTM Design
and Analysis Software
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8.5 Annexe 5 : Notice d’utilisation du seau bokashi
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8.6 Annexe 6 : Protocole DNeasy® PowerSoil® Pro Kit (QIAGEN)
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8.7 Annexe 7 : Données météo des mois d’avril, mai et juin
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8.8 Annexe 8 : Protocoles d’analyse du jus de bokashi par le photomètre
HANNA instrument®
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8.9 Annexe 9 :Valeurs moyennes des analyses chimiques pré expéri-
mentation

Variable analysée Moyenne Écart-type

P 15,08 3,98

Mg 11,98 1,48

Ca 189,18 32,59

K 22,97 2,88

pH 5,42 0,35

COT 58,28 14,53

Humus 11,66 2,91

N 0,20 0,03

C/N 29,34 4,97
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8.10 Annexe 10 : Rendements de référence des cultures légumières (don-
nées du Centre Interprofessionnel Maraîcher (CIM)

Centre Interprofessionnel Maraîcher 1 

Rendements des cultures légumières 
 

Légume  Rendement moyen estimé 
Ail 10-15 T/ha 
Asperge 7 T/ha 

Aubergines 60 T/ha 

Basilic 2 kg/m² 
Betteraves 30-40 T/ha 

Bettes 60-90 T/ha 
Brocolis 12-20 T/ha 

Carottes 60-90 T/ha brut (net=50-90% du brut) 
Céleri branche 50 T/ha 

Céleri rave 40 T/ha 

Cerfeuil 1 kg/m² 
Chicon 30-35 T/ha de racines – 10 T de chicon/ha de racines 

Choux blancs 50 T/ha 
Chou BXL 15-20 T/ha 

Chou chinois 22 T/ha 
Choux de Savoie 50 T/ha 

Choux fleurs 20.000 pièces/ha 

Chou frisé 20-30 T/ha 
Chou rave 30 T/ha 

Choux rouges 40 T/ha 
Concombres 20-30 fruits/m² - 8-12 kg/m² 

Coriandre 1 – 1,5 kg/m² 
Courges Potimarrons : 20-25 T/ha - Butternut : 30-40 T/ha 

Courgettes 140.000 pièces/ha / 40 T/ha 

Cresson 1 – 1.5 kg/m² 
Epinards 12-25 T/ha 

Fenouils 20 T/ha 
Haricots 9-12 T/ha brut – 7 T/ha net 

Mâche 1 kg/m² 
Melon 30 T/ha 

Navets 20-40 T/ha 

Oignons 40-80 T/ha 
Oignons ciboules 7 T/ha 

Panais 35-45 T/ha 
Patates douces 25-40 T/ha 

Persil 15-20 T/ha 
Poireaux 20-30 T/ha 

Poivrons 60 T/ha 

Pommes de terre 30-60 T/ha 
Pourpier 2 kg/m² 

Radis 4-8 bottes/m² 
Rhubarbe 20-30 T/ha 

Roquette 1-1,5 kg/m²/coupe 
Rutabaga 20-40 T/ha 
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